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RESUMO

A importancia da electroretinografia no diagnostico de retinopatias caninas.

Introducdo: A electroretinografia de campo total por flash (ERGf) é afectada por mdultiplas
variaveis biolégicas e ambientais. Para alcancar resultados viaveis e reproduziveis, o clinico
deve: estabelecer valores controlo para os parametros avaliados (amplitue e tempo implicito
das ondas a e b), a partir de individuos saudaveis categorizados por raca e idade e para o seu
equipamento e condicbes de trabalho; deve ser consistente na técnica de electroretinografia
seguida (incluindo o material utilizado, protocolo anestésico e procurando manter constantes as
variaveis ambientais) e cumprir sistematicamente o0 mesmo protocolo de ERG. Aqueles
individuos que apresentam auséncia ou reducdo na amplitude e tempo de laténcia das ondas a
e b ndo sdo candidatos a facoemulsificacdo, dado que estes resultados sdo compativeis com
DSAR ou APR e ha um compromisso da funcao retiniana nestas situacoes.

Objectivo: Discussao dos resultados electroretinograficos obtidos a partir de sete cdes que se
apresentaram a consulta de Oftalmologia do HVR entre Setembro de 2009 e Fevereiro de 2010.
Cinco caes eram candidatos a facoemulsificagdo e dois apresentaram histéria de perda
progressiva ou subita de visao.

Métodos: Na realizacdo dos ERGf foi realizado o protocolo curto do ECVO e foram avaliadas a
amplitude, tempo de laténcia e forma das ondas a e b obtidas para cada ERGf registado em
condigBes fotopicas e escotopicas

Conclusdes: Para uma avaliagéo e interpretacdo mais correctas dos ERGs registados no HVR,
seria necessario criar uma base de electroretinogramas registados a partir de animais
saudaveis, com uma distribuicdo por raca e idade. A pequena dimensdo da amostra de casos
estudada impede que sejam retiradas conclusdes sobre os valores normais de amplitude,
tempo de laténcia e forma das ondas electroretinograficas registadas em condi¢6es fotdpicas e
escotopicas. Uma vez que os animais ndo foram submetidos a ERG pés-operatdrio ndo é
possivel avaliar se os parametros tempo de laténcia e amplitude das ondas a e b foram

afectados pela opacidade do cristalino nas cataratas maduras e hipermaduras.

Palavras chave: electroretinografia, onda a, onda b, tempo de laténcia, APR, DSAR, cataratas.



ABSTRACT

The importance of electroretinography for the diagnosis of canine retinopathies.

Because flash electroretinography (fERG) outcomes are influenced by multiple biological and
extrinsic factors, reliable and reproducible results require that three preconditions are met: firstly
the clinician must be consistent and follow an ERG protocol in a systematic fashion, under the
same environmental conditions, using the same equipment and anesthetic protocol; secondly,
for a better interpretation of the results, the clinician should ideally establish cut-off values for a
and b wave amplitudes and implicit times from healthy individuals with the same age and breed.
Lastly, those individuals who show a flat ERG or decreased a and b waves amplitude or implicit
time shouldn’t undergo phacoemulsification once these findings are compatible with SARDS or
PRA, respectively, and a compromised retinal function.

Objectives: To discuss the ERG findings of five dogs that presented at HVR Ophthalmology
service between September 2009 and February 2010 for pre-evaluation of retinal function prior
to phacoemulsification and of two dogs presented with history of progressive or sudden
blindness.

Methods: Each fERG was registered according tho the ECVO short protocol, under photopic and
scotopic conditions. The a and b waves amplitude, implicit time and shape were evaluated.
Conclusions: In order to achieve a more accurate and reliable interpretation of the fERG studied
it would be necessary to previously establish a database by collecting data from healthy animals
ERGs, according to breed and age. The statistically insignificant number os cases studied
precludes the formulation of conclusions regarding the variability of a and b waves amplitude
and implicit time, under both photopic and scotopic condition. Given that these animals haven't
been subject to a new fERG after phacoemulsification, it is impossible to evaluate if any changes
in implicit times and wave amplitudes occurred or whether these changes were related to the

presence of a mature or hypermature cataract.

Key words: electroretinography, a wave, b wave, implicit time, PRA, SARD, cataracts.
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mmHg — milimetros de mercurio

ms - milisegundo

mV — milivoltes, sendo o Volt (V) a unidade do Sistema Internacional de diferencga de potencial e
de forca eletromotriz.

nm - nanémetro

NO - nervo 6ptico

°C - graus Celcius ou centigrados (unidade do sistema internacional para temperatura)
OD - olho direito

OE - olho esquerdo

OU - ambos os olhos

PAAF - puncao aspirativa por agulha fina

PaO - pressao arterial do oxigénio

PCO, - pressao de diéxido de carbono

PCR - polymerase chain reaction

PIO - presséo intraocular

RFN - resposta fotOpica negativa

RP - retinite pigmentar

RPL - reflexo pupilar & luz

sc - subcutaneo

S - segundos



SNC - sistema nervoso central

TL - tempo de laténcia

KQ - kilo-Ohm, sendo o Ohm (Q) a unidade do Sistema Internacional para resisténcia eléctrica.
HA — microampére, sendo o ampere (A) a unidade do Sistema Internacional para intensidade da
corrente elétrica.
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I. INTRODUCAO

No seguimento dos estudos teorico-praticos e como Ultima, mas ndo menos importante,
componente para concluir o Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (de acordo com a
revisdo de Bolonha), a presente autora realizou o seu estagio curricular no Hospital Veterinario
do Restelo (HVR) sob a orientagéo do Dr. Diogo Magno.

Com o objectivo pessoal e académico de colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao
longo da sua formacdo superior, desenvolver novas competéncias e adquirir capacidades
técnicas, cientificas e humanas para ingressar na Profissdo de Médico Veterinario, a autora
acompanhou o trabalho realizado neste hospital durante um periodo de 6 meses com uma
média de 40 horas de trabalho semanais.

Por forma a possibilitar o acompanhamento de todo o tipo de situacdes clinicas, incluindo
urgéncias, o estagio foi efectuado num horario rotativo semanal com alternancia de turnos,
cobrindo noites, fins-de-semana e feriados.

Durante o estagio curricular no HVR a autora procurou acompanhar o trabalho desenvolvido por
todos os clinicos desta instituicdo com particular incidéncia na Clinica de Animais de
Companhia (incluindo especialidade como Oftalmologia, Cardiologia, Dermatologia, Neurologia
e Ortopedia, Comportamento Animal e Clinica de Espécies Exéticas, ndo descurando a
consulta geral de aconselhamento e profilaxia), Cirurgia de Tecidos Moles e Traumatologia/
Ortopedia, Imagiologia e Patologia Clinica.

Na area da Medicina Interna foi permito a autora, aluna estagiaria, assistir e colaborar com o
Médico Assistente na consulta, desenvolvendo capacidades na contencdo dos animais, recolha
e construcdo da historia pregressa, exame fisico, construgcdo de um plano de diagndsticos
diferenciais, decisdo sobre meios auxiliares de diagnostico a recorrer, recolha de sangue e urina
para andlise, elaboracao de planos terapéuticos e administracdo de farmacos.

Na pequena cirurgia, cirurgia de tecidos moles (incluindo cirurgia oftdlmica) e ortopédica, a
aluna estagiaria foi muitas vezes responsavel pela preparagéo pré-anestésica do paciente e da
sala de cirurgia, desempenhou funcbes de anestesista, circulante ou auxiliar de cirurgido e
ficava responsavel pela monitorizacdo e assisténcia ao paciente no recobro da cirurgia. No
internamento a aluna estagiaria colaborava com o médico assistente e corpo de enfermagem na
monitorizacdo dos animais internados e na administracdo de medicamentos.

O HVR possui um laboratério interno com equipamento que permite obter hemogramas,
andlises bioquimicas diversas, ionogramas e analises de urina, bem como um médico

patologista geral que assegura a observacgéo e interpretacdo de citologias e esfregacos, analise

1
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de sedimento urinario e de liquidos de derrame, entre outras. A aluna estagiaria teve
oportunidade de aprender a trabalhar com todo este equipamento e de acompanhar o trabalho
do médico assistente no laboratorio.

No que diz respeito a técnica e interpretacdo de exames complementares de imagem, a aluna
estagiaria teve oportunidade de assistir e desenvolver capacidades na interpretacéo de diversas
ecografias abdominais e ecocardiografias, de aprender a posicionar os pacientes no raio-X,
interpretar imagens radiolégicas de estruturas 0sseas e moles, bem como de estudos de
contraste (positivo) tais como transitos baritados, urografias de excreg¢ao e mielografias.

Durante este periodo de tempo a autora, e entdo aluna estagiaria no HVR, teve oportunidade
de presenciar e prestar auxilio & elaboracéo de electrorretinografias em canideos candidatos a
facoemulsificacdo ou que se apresentaram a consulta de Oftalmologia por motivo de perda
subita ou progressiva de visdo. Decorrente da utilizagdo deste meio auxiliar de diagnéstico em
Oftalmologia no HVR e gragas a disponibilidade e interesse demonstrados pelo Dr. Diogo
Magno em apoiar este trabalho, associado ao crescente interesse pela Oftalmologia Veterinaria
da autora aluna estagiaria, surgiu o presente estudo monografico sobre a aplicacdo da
Electrorretinografia no diagnéstico de patologias da retina em Canideos com uma avaliacao
retrospectiva e apresentacdo de 7 casos clinicos seguidos neste hospital durante o periodo

compreendido entre Setembro de 2009 a Fevereiro de 2010.
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. A RETINA

1. DINAMICA DO DESENVOLVIMENTO OCULAR: EMBRIOLOGIA DA RETINA

O desenvolvimento do olho (& semelhanca dos diferentes orgdos) pode ser divido em trés
fases: embriogénese (fase de diferenciacdo das trés camadas primarias que formam o embrido;
tem inicio na fertilizacdo e termina com a individualizacdo da endoderme, mesoderme e
ectoderme), organogénese (fase onde decorre a organizacdo das trés camadas embrionarias
no padrdo geral dos diferentes orgaos) e diferenciacdo (Ultima fase do desenvolvimento
embrionario onde ocorre um desenvolvimento detalhado das caracteristicas estruturais de cada
orgao). (Barishak & Ofri, 2007)

As diferencas verificadas entre as varias espécies no que diz respeito ao desenvolvimento dos
olhos estéo relacionadas com a duracdo da gestagcdo, com a localizacdo anatomica final dos
olhos e com a idade em qual se verifica a abertura das palpebras. (Bariahak & Ofri, 2007)

Aos 11 dias de gestacdo o embridio apresenta 16 células e encontra-se no estado de mérula.
Entre 0 14° e 20° dia assume o estado de blastocisto ou embrido de duas camadas celulares.
Quando se forma o sulco primitivo ao longo do eixo antero-posterior da por¢do caudal do
blastocisto e com um nodo caudal (nodo de Hensen), tem inicio a diferenciagdo da gastrula ou
embrido de trés camadas (ectoderme, endoderme e mesoderme). Algumas células epiblasticas
penetram pelo nodo caudal de Hensen e migram cranialmente ao longo da linha média sob o
sulco primitivo, formando a notocorda. Do nodo de Hensen séo libertados sinais que vao induzir
a diferenciacdo da ectoderme (que reveste a gastrula) para formar a placa neural. Estes sinais
incluem, entre outros, a supressao da proteina responsavel pela morfogénese dos osso (BMP
ou bone morphogenetic protein) e actividade das vias de sinalizacdo do ‘wingless related
mouse mammary tumor virus integration site”. As BMPs formam uma familia de moléculas
sinalizantes relacionadas com elementos da superfamilia dos TGF ou transforming growth
factor. Nos animais vertebrados estes factores expressam-se em varios tecidos e orgaos
embrionarios, regulando a apoptose e proliferacé@o celular. (Barishak & Ofri, 2007)

Um terceiro factor a ter em conta, pela sua importancia, é o das células estaminais da retina.
Durante o processo de clivagem da morula, este grupo de células embridnicas pluripotentes
adquire competéncias e contribui para a formacdo da retina. Um subconjunto mais pequeno

desta classe de células vai produzir os percursores definitivos da retina embrionaria ou DRPs

"Odialde gestagéo corresponde ao dia em que se verifica o pico maximo da hormona luteinizante.
T epiblasto dorsalmente e hipoblasto ventralmente que dividem a cavidade blastocitica em cavidade amniética dorsalmente e saco
vitelino ventralmente.
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(definitive embryonic retina producing percursors) que dardo origem a todas as estruturas da
retina madura. Mais tarde, durante a morfogénese do tubo neural, vdo ocorrer outras
interac¢des que conduzem a segregacdo da populacdo de DRPs em trés estruturas principais:
o pediculo 6ptico*, o epitélio pigmentar da retina e a retina nervosa. Cada uma destas
estruturas vai produzir diferentes subconjuntos de células progenitoras da retina, especializadas
na diferenciacdo de células que vao adquirir fungbes distintas na retina madura. (Barishak &
Ofri, 2007)

Uma vez formada a placa neural, os seus bordos livres elevam-se em pregas e reinem-se
dorsalmente sobre a linha média do embrido. Depois de se fundirem forma-se um lumen, o tubo
neural. (Barishak & Ofri, 2007)

As células da placa neural sdo células neuroepiteliais e dividem-se rapidamente. Na
extremidade cranial do tubo neural vao formar trés tumefaccbes, as vesiculas cerebrais
primarias, separadas entre si por constricdes. S8o estas: o Prosencéfalo, o Mesencéfalo e o
Rombencéfalo. Simultaneamente forma-se a Flexura Cefalica que corresponde a flexdo do tubo
neural na por¢do medial do cérebro, entre 0 Mesencéfalo e o Rombencéfalo. Mais tarde o
Prosencéfalo subdivide-se em Telencéfalo (anteriormente) e Diencéfalo (posteriormente).
Durante a gestacdo, a formacdo do olho (organogénese propriamente dita) tem inicio muito
cedo e da-se a partir do desenvolvimento de uma protuberancia do Telencéfalo. Esta estrutura,
denominada vesicula éptica (fig. 1A), cresce a partir do cérebro para o exterior e em direccéo a
ectoderme, mantendo-se ligada ao encéfalo por meio do pediculo Optico. A medida que a
vesicula éptica se aproxima da ectoderme induz a formac&o do placéide da lente (lentis)®. Esta
estrutura embriondria ganha espessura e migra para o interior da vesicula Optica (fig. 1B),
separando-se da superficie da ectoderme. A porcao de ectoderme que contacta com o placoide
da lente reestrutura-se e forma o epitélio que daré origem a cornea (corneae) (fig. 1D). Ao longo
deste processo a vesicula 6ptica colapsa e forma a tacicula 6ptica bilaminar, constituida por
duas camadas celulares (interna e externa). (Wilcock, 2007)

As células da camada celular mais externa da tacicula éptica bilaminar (fig. 1C) produzem
melanina e formam a retina pigmentar. As células da camada mais interna proliferam
rapidamente e diferenciam-se em células da glia, células ganglionares, interneurdnios e
fotoreceptores (neurdénios especializados em captar fotdes de luz). No seu conjunto estas

células constituem a retina nervosa ou neuro-sensorial. Os axénios das células ganglionares

* resulta da evaginacéo do tubo neural que origem & tacicula éptica numa extremidade e ao pediculo éptico na outra;
€ o percursor do nervo éptico.

Lente ou cristalino
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relinem-se ao nivel do disco optico (discus nervi optici; DO) onde se juntam para formar o nervo
Optico (nervi optici; NO) ou nervo craniano Il. (Gilbert, 2000)

Boevé, Van der Linde-Sipman & Stades (1988) elaborararam um estudo sobre a morfogénese
da lente, da capsula da lente, do sistema vascular e do corpo vitreo do olho do c&o. Os autores
acompanharam o desenvolvimento embrionario desta espécie desde o dia 25 ao dia 35 poés-
coito. Ao 25° dia pos coito ocorre a primeira indicagdo de diferenciacdo da camada multicelular
interna da tacicula éptica bilaminar (percursora da retina nervosa) em duas camadas celulares:
interna e marginal; externa e nucleada. Nesta fase do desenvolvimento embrionéario ja séo
visiveis granulos de melanina nas células da camada celular externa da tacicula 6ptica
bilaminar que originardo o epitélio pigmentar retiniano. Esta pigmentagdo ocorre no sentido
antero — posterior. No 30° dia de embriogénese a porgéo anterior do epitélio pigmentar retiniano
ja se encontra diferenciada num epitélio pseudoestratificado colunar. E possivel observar nesta
altura, e pela primeia vez, algum grau de organizacdo da camada de fibras nervosas no pélo
posterior da retina. Ao 33° dia as camadas neuroblasticas interna e externa da retina podem ser
identificadas como independentes na regido posterior ao equador. A camada de fibras nervosas
€ agora proeminente, com 0s ax6nios a organizarem-se para formar o NO. Ao 35° dia pés-coito
ja é visivel pigmentacdo do epitélio pigmentar da retina na por¢do posterior ao equador do

calice optico.

Fig. 1 - Desenvolvimento embrionario do olho de um animal vertebrado. (Adaptado de Gilbert, 2000)

A: Embrido com 4 mm; a vesicula 6ptica evagina do Telencéfalo e contacta com a sobrejacente,
induzindo a formagdo do placoide da lente (B); B: embrido com 4,5 mm; a ectoderme diferencia-se em células da
lente; C: a vesicula 6ptica dobra-se sobre si mesma dando origem a tacicula 6ptica bilaminar e o placoide da lente
diferencia-se na vesicula da lente; as duas camadas celulares da tacicula optica vao-se diferenciar para formar a

e a retina nervosa. D: a vesicula que forma a lente induz a formacédo da a partir da
ectoderme sobrejacente.
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O mesénquima” peri-ocular que deriva da crista neural dara origem a esclera, estroma da Gvea
e vasos sanguineos (artéria hialoide e tdnica vascular) que irdo nutrir a lente e retina em
desenvolvimento. As palpebras, mudsculos extra-oculares, glandula lacrimal e Orbita
desenvolvem-se de forma independente das restantes estruturas do globo ocular e ndo séo
geralmente afectados pelas doencas que prejudicam o desenvolvimento do globo ocular.
(Wilcock, 2007)

Ao conjunto da neuro-retina e do NO denomina-se “oftalmencéfalo” pois representam uma
expansdo do encéfalo projectada para o interior da orbita. A semelhanca do cérebro e do
cerebelo, a retina neuronal desenvolve-se e transforma-se num tecido organizado formado por
varias camadas de diferentes tipos de neurénios.

Estas camadas incluem cones e bastonetes (fotorreceptores sensiveis a luz e as cores), corpos
celulares de células ganglionares e interneurénios bipolares que transmitem o0s impulsos
eléctricos gerados nos bastonetes e cones para as células ganglionares. Além destas, existem
numerosas células de Miller (células da glia) que mantém a integridade da retina, células
Améacrinas (neurénios com longos axénios) e células Horizontais que transmitem impulsos

eléctricos no plano horizontal da retina. (Wilcock, 2007)

2. ANATOMIA E HISTOLOGIA DA RETINA (Retina)

A visdo é, sem margem para davidas, o sentido que permite ao Homem e animais recolher
informacéo de forma mais detalhada a partir do meio que os envolve. Com a ajuda de uma
estrutura anatomica tdo especializada e desenvolvida como é o globo ocular, a luz por ele
recebida permite criar uma imagem mais ou menos detalhada do ambiente, conforme a espécie
em questao, intensidade luminosa, cor e energia do raio luminoso. (Schimidt-Nielsen, 1998)
Neste contexto, encaramos a retina como a verdadeira razéo de ser do globo ocular. A cérnea,
cristalino, Gvea e esclera sdo apenas estruturas adjuvantes que permitem a retina cumprir o seu
papel: converter fotdes de luz visivel em impulsos eléctricos que sao transmitidos ao cortex
visual do cérebro. (Wilcock, 2007)

No que diz respeito a descrigdo anatomica da retina, esta extende-se desde o disco Optico até a
pupila. E constituida por duas porgdes: Optica ou “visual” (posterior) e “cega”, insensivel a luz,
constituida pela porgéo ciliar (média) e pela porcéo iridiana (anterior) da retina. A parte Optica
da retina, extende-se desde disco Optico até a ora ciliaris retinae’”.

A parte Optica da retina € a sua componente fotossensivel e aquela com maior interesse para o

estudo da electroretinografia.

" tecido embrionario com origem na mesoderme.
™ Linha marginal que separa a porgao “visual” da retina do corpo ciliar e porgao “ndo visual” da retina.
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Fig. 2 — Esquema da anatomia do olho do cé&o (adaptado de Peiffer & Petersen-Jones, 2009).
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Em termos histolégicos a retina neuronal é formada por trés unidades sensoriais de neurénios
(I, I e 1) que constituem, de dentro para fora, a camada de células ganglionares, camada
nuclear interna e camada nuclear externa. A separar estas trés camadas de células existe uma
matriz sem corpos celulares, composta por um entrelagado dos axonios e dendrites dessas
células, onde ocorrem as sinapses. Estas camadas intermédias denominam-se Plexiforme
Interna e Plexiforme Externa.

A nivel histolégico distinguem-se 10 camadas celulares na retina (1-10), que se estendem
desde o epitélio pigmentado da retina (camada mais afastada do vitreo) até a membrana
limitante interna (interface com a membrana hialoideia posterior do vitreo). (Adaptado de Slatter,
2008)

Tabela 1- Camadas celulares da retina (adaptado de Slatter, 2008)

Epitélio Pigmentado da Retina (Stratum Pigmentosum) Retina ndo sensorial
Camada de fotorreceptores (Stratum neuroepitheliale) Neurénio |

Membrana limitante externa (Stratum limitans externum) Camada nuclear

Camada nuclear externa (Stratum nucleare externum) externa

Camada plexiforme externa (Stratum plexiforme externum)

Camada nuclear interna (Stratum nucleare internum) Neuronio Il Retina sensorial ou
Camada nuclear neuroretina

Camada plexiforme interna (Stratum plexiforme internum) intermna

Camada de células ganglionares (Stratum ganglionicum) Neurdnio lll

Camada de fibras do nervo optico (Stratum neurofibrarum)  Camada de células

Membrana limitante interna (Stratum limitans internum) ganglionares

7
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Fig. 2 - Diagrama da organizacéo celular da retina. (adaptado de Kolb, Fernandez, & Nelson, 2003).
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2.1 Epitélio Pigmentar da Retina (EPR)

O Epitélio Pigmentar (EPR)(1) consiste numa monocamada epitelial de células poligonais, nao
sensoriais, que forma a camada mais externa da retina e assenta sobre a Membrana de Bruch*
ou membrana basilar da coroide (adaptado de Pefia, 2009). E pigmentada na por¢do n&o-
tapetal do fundo ocular, conferindo uma cor castanha homogénea a esta porgdo da retina.
(Slatter, 2008)

Tem origem na camada exterior da vesicula Optica e ndo apresenta um papel activo nos
mecanismos de visdo (Wilcock, 2007), apesar da sua fun¢cdo normal ser essencial a integridade
e funcionamento da retina. (Slatter, 2008)

As células do EPR envolvem o segmento externo dos fotorreceptores e delas depende a
nutricdo dos cones e bastonetes, bem como a fagocitose dos segmentos externos dessas
células que sofrem um acelarado desgaste durante os processos de absorcdo de luz e
fototransducgéo. Estas células desempenham igualmente um papel importante no metabolismo
dos derivados da Vitamina A e na manutencdo da funcdo dos fotorreceptores. Sdo as
responsaveis pela reciclagem do trans-retinal para nova sintese de pigmento visual, bem como
pela reciclagem de outras moléculas necesséarias a continua regeneracdo dos segmentos
externos dos fotorreceptores (Ekesten, 2009) (Wolf, 2004)

* A membrana de Bruch separa o EPR da coriocapilar. E constituida por fibras elastica e de colagénio. Através dela atravessam os
elementos metabdlicos provenientes da coriocapilar.
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Wilcock, em Pathologic Basis of Veterinary Disease (4™ ed.), considera ser mais correcto

integrar anatomica e funcionalmente o EPR como parte constituinte da coroide.

2.2 Fotorreceptores
A camada de fotorreceptores (2) é constituida pelo segmento externo dos cones e bastonetes e
por processos das células de Muiller. (Slatter, 2008)

2.3 Membrana Limitante Externa

A membrana limitante externa (3) € uma barreira formada pelas membranas celulares dos
cones, bastonetes e células de Miller. (Slatter, 2008)

As células de Miller séo células da glia que se extendem por toda a largura da retina, desde a
membrana limitante externa até & membrana limitante interna. (Ekesten, 2009) Sao as maiores
células da retina, funcionam como o seu “esqueleto” e 0s seus nucleos localizam-se na camada

nuclear interna. (Slatter, 2008)

2.4 Camada Nuclear Externa

A camada nuclear externa (4) é formada pelos corpos celulares dos cones e bastonetes, fibras
de conexdo entre os fotorreceptores, axénios dos fotorreceptores e processos das células de
Muller. A espessura desta camada da retina varia consoante a espécie. No cao apresenta cerca
de 12 a 15 nucleos. Os nucleos dos cones que se encontram mais proximos da membrana
limitante externa sao grandes e ovais, eucromaticos e de coloracdo mais clara

comparativamente ao nuclo dos bastonetes. (Pefia, 2009)

2.5 Camada Plexiforme Externa

A camada plexiforme externa (5) € composta pelas terminac6es axénicas dos fotorreceptores
(que sao envolvidas pelo citoplasma das células de Miiller), por células horizontais, bipolares e
sinapses dendriticas. (Pefia, 2009)

Na superficie interna da camada plexiforme externa as por¢des terminais dos axonios dos
fotorreceptores dilatam-se para formar expansdes que sinapsam com as células bipolares.
(Slatter, 2008)

Os axonios dos bastonetes terminam em forma de péra e apresentam uma ou mais
invaginagcbes com sinapses em banda. Os axénios dos cones formam grandes pediculos com

numerosas invaginacdes. (Pefia 2009)
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2.6 Camada Nuclear Interna
Na camada nuclear interna (6) identificam-se quatro tipos de nudcleos correspondentes aos
seguintes neurénios:

Neurdnios de Associacao: células bipolares; células horizontais; células amécrinas.

Células da Neurdglia: células de Mller.
As células bipolares sinapsam com os fotorreceptores na camada plexiforme externa e
transmitem sinais dos fotorreceptores ou das células horizontais para as células ganglionares.
Aos processos dendriticos das células bipolares podem ligar-se fotorreceptores ou células
horizontais (da camada plexiforme externa). Aos processos axonais ligam-se células
ganglionares ou células amacrinas da camada plexiforme interna (7). (Pefia, 2009)
As células bipolares classificam-se em ON, ou despolarizantes, e em OFF, ou hiperpolarizantes.
Para cada célula ON convergem cerca de 15 a 30 bastonentes e as células OFF recebem os
cones. (Ekesten, 2009)
As células horizontais sdo mais externas e estabelecem sinapses laterais entre fotorreceptores
e células bipolares, modulando a sua actividade. (Jorge, 2009)
Existem uma ou mais classes de células horizontais, dependendo da espécie animal. No cao
distinguem-se células horizontais do tipo L (luminoso) e C (cor). As células L hiperpolarizam na
presenca de luz e as C despolarizam ou hiperpolarizam dependendo do comprimento de onda
do estimulo luminoso. (Ekesten, 2009)
As células amécrinas ndo apresentam axonios evidentes mas estdo em sinapse com as células
bipolares e ganglionares. H&4 cerca de 30 tipos diferentes de células amécrinas que se
distinguem de acordo com o grau de estratificacdo das suas dendrites. (Ekesten, 2009)
Sao responsaveis pela integracdo horizontal de estimulos e inibicao lateral das células
ganglionares (Pefia,2009), ajustando o input das células bipolares as células ganglionares.
(Ekesten, 2009)
As células de Miller sédo astrécitos (células da Glia) que suportam os neurénios da retina e se
estendem desde a camada limitante interna a camada nuclear externa. Desempenham, tal
como as células da neurdglia, uma funcdo de suporte aos diferentes elementos celulares e
manutencédo da integridade estrutural da retina.
Os nacleos das células de Miller estdo na camada nuclear interna mas o seu citoplasma
atravessa toda a retina. Disp6em-se de forma colunar desde a camara vitrea do bulbo ocular,
onde formam a membrana limitante interna, até & camada de fotorreceptores onde formam a
membrana limitante externa. A sua particular topografia transforma estas células em elementos

fundamentais na manutencéo da integridade das estruturas da retina. Os seus prolongamentos
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citoplasméticos envolvem os axoénios das células ganglionares e 0s vasos sanguineos.
(Hollander, Makarov, Dreher, Driel, Chan-Ling & Stone, 1991)
Os prolongamentos citoplasméticos das células de Miiller e dos astrdcitos que revestem o0s

vasos sanguineos designam-se por pés vasculares. O contacto intimo que se estabelece

entre as células da neurdglia e as estruturas vasculares, associado a interposicdo dos pés

vasculares destas células entre os vasos sanguineos e o parénquima retiniano, explica o

envolvimento das células de Miller e dos astrocitos no aporte de nutrientes e nos

mecanismos de regulacdo das células neuronais retinianas. (Gardner et al. 2002; Newman,
2003; Antonetti et al. 2006 citados por Jorge, 2009, pag. 15)

Fig. 3 — Relagdes funcionais e estruturais entre as diferentes células da retina. (adaptado de Kolb, Fernandez &

Nelson, 2003).
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Em situacBes de agressao traumatica e lesdo da retina as células de Miller, & semelhanca das

células da Glia no Sistema Nervoso Central (SNC), sdo activadas para formar tecido de

cicatrizacado glial. Lewis (2010) estudou o comportamento das células de Muller em situacfes de
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descolamento da retina e concluiu que, como resultado da lesédo, os nucleos das células de
Muller migram para a camada nuclear externa da retina e sofrem mitoses.
Apbs o processo de divisdo celular, Fig. 4 - Retina normal do coelho. (adaptado de Lewis et al., 2010)

forma-se uma célula binucleada. Um

Espago subretinianc. Tecido cicatricial

dos nudcleos pode migar de volta ts
para a camada nuclear interna. O e
segundo, que permanece na camada 1
nuclear externa, pode migrar para o CHl
espaco subretiniano (e formar tecido
de cicatrizagdo glial) ou mantém-se
na retina e diferencia-se em células

percursoras de células da retina. cee

Estas podem, eventualmente, vir a

Hormal Descolamento da retina.

repor fotorreceptores perdidos. . .
CNE e CNI - camada nuclear externa e interna, respectivamente;

Um fendmeno semelhante foi CCG - camada de células ganglionares.

1 —migragao do nucleo da célula de Miller para CNE apds leséo retiniana; 2 —
mitose e formagao de célula binucleada; 3 — migragéo de um dos ndcleos para
CNI; 4 — migracéo do nicleo para o espago subretiniano para formar tecido de
cicatrizagdo glial; 6 — o nicleo 4 permanece na retina e vai originar células
percursoras de células da retina.

galinhas a factores de crescimento. Nesta espécie, as células de Miuller diferenciam-se,

descrito em 2003 por Fischer, apés

lesdo ou exposicdo da retina de

proliferam e expressam factores de transcricdo que se encontram normalmente em retinas
embriénarias, podendo originar quer células da glia quer neurdnios da retina. (Lewis, Chapin,
Luna, Linberg & Fisher, 2010)

2.7 Camada Plexiforme Interna

A camada plexiforme interna (7) € composta pelos axénios das células bipolares, horizontais,
amacrinas e pelas denditres das células ganglionares. A este nivel ocorrem sinapses no sentido
vertical (entre as células bipolares e ganglionares) e lateral (entre as células horizontais e

amacrinas e entre as células horizontais e ganglionares).

2.8 Células Ganglionares

A camada de células ganglionares (8) € formada pelos corpos celulares das células
ganglionares (CG) e respectivas dendrites que sinapsam com 0s axénios das células bipolares
da camada plexiforma interna precedente. Esta camada tem a espessura de uma Unica fiada de
corpos celulares de CG. Para cada CG convergem varias células bipolares que, por sua vez,

sinapsam com varios fotorreceptores. (Slatter, 2008)
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Uma melhor resolug¢do da visdo em condigbes escotdpicas requer que um maior numero de

fotorreceptores (sobretudo bastonetes) sinapsem Fig. 5 - Associagdes celulares entre

.. . . fotorreceptores, células bipolares e
numa Unica CG. Assim, retinas com grande poder de  cglulas  ganglionares.  (Adaptado  de

~ A . Chaudieu e Molon-Noblot, 2004
resolugdo tém uma grande densidade de )

fotorreceptores, um elevado racio de fotorreceptores

por CG e um grande nimero de CG e fibras do Nervo || ” Il “ | ﬂ ——
Optico (NO). Isto tende, contudo, a que a acuidade l “‘ ‘:: i: {' ,f R
visual seja menor. Por exemplo, o NO do Homem f\"?li‘ﬂgﬁz {"" [l
contém 1,2 milhBes de fibras nervosas enquanto o NO :ﬂ"‘"ﬁ" 1»’.1: ‘.’«‘ 3' :G:: {5
canino contém 167 000. Nos primatas, ao nivel da /%W%\/i .. jl l'
fovea, verifica-se a relacdo de uma CG para cada \b\ ,'l//""//” [ ‘ 1 -
cone. Nos gatos, na regido da retina com maior !\e\’ io)? P (J( (‘ B;zI:fes
capacidade de resolugéo, existem 4 cones para cada \ 1:/ \:( ﬂ/ |
CG. Os cdes sao provavelmente semelhantes aos j;/ 0 /:1 y gzl:_:;al;nares
gatos neste aspecto, mas o racio de cones e \;/ .‘/ \\ \1__

—_— ’\\ S '

bastonetes para cada CG ainda nao foi descrito para
esta espécie. (Slatter, 2008)

Distinguem-se 3 tipos de CG, de acordo com a morfologia dos seus axénios: as células
ganglionares alfa (ou células Y), beta (ou células X) e gama (ou células W). (Pefia, 2009)

Na maioria dos mamiferos as CG alfa sdo grandes, formam uma pequena percentagem das
células da retina, tém poucas dendrites e encontram-se a periferia da retina. (Pefia, 2009)
(Peichl, 1992). As CG Beta sdo as mais pequenas e ramificadas, encontram-se em maior
namero e distribuem-se sobretudo pela area central e faixa visual da retina. As CG gama séo
pequenas e apresentam delgadas dendrites em namero reduzido. (Pefia, 2009)

Em 1967, Ragnar Granit e H. Keffer Hartline partilharam o prémio Nobel da Medicina e
Fisiologia por terem sido pioneiros no registo dos potenciais eléctricos despoletados por células
ganglionares individuais apos estimulagédo luminosa da retina de animais vertebrados. (Nelson,
2001)

No ano de 1976, Rudolf Hebel publica em Anatomy and Embryology um dos primeiros estudos
comparativos sobre a distribuicdo das CG na retina de cinco espécies de mamiferos diferentes
(porco, ovelha, boi, cavalo e cdo). Foram feitas preparagdes histoldgicas da totalidade da retina
e contagens celulares para estabelecer mapas de distribuicdo das CG. A andlise desses dados
revelou que a distribuicdo das CG na retina dos animais das espécies mamiferas estudadas

atinge uma densidade maxima na area central da retina. Esta regido da retina foi identificada
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anteriormente como redonda ou oval na sua forma (area rotunda nos carnivoros e pequenos
ruminantes) e nos primatas e macacos contém a fovea central. No estudo apresentado por
Hebel, o padréo geral de distribuicdo das CG revela uma conformidade significativa entre as
diferentes espécies estudadas. Em todas foi identificada uma faixa horizontal de elevada
densidade de CGs numa localizag&o dorsal ao DO. Dorsal e ventralmente ao DO, em direc¢éo
a periferia da retina, verifica-se uma reduc¢do gradual na densidade de CG. Dentro da faixa
horizontal de CGs a densidade celular relativa varia, mas na maiora das espécies regista-se
uma concentracdo maxima de CGs perto do seu extremo temporal. (Hebel, 1976)

Nos canideos a &rea central é irrigada dorsal e ventralmente por vasos sanguineos com
orientacdo horizontal, que se ramificam nas regi6es de maior densidade celular. Nos pontos
onde a compactagéo celular € maior ndo se encontram vasos sanguineos de calibre superior a
um capilar, e as fibras nervosas que chegam da periferia da faixa visual curvam-se
ventralmente antes de se aproximarem do DO. (Hebel, 1976)

Dentro das areas de densidade maxima de CG, a maioria dos neurénios tem um tamanho
uniforme. Nas restantes por¢cdes da retina € caracteristico encontrar uma variedade de
tamanhos celulares. (Hebel, 1976)

As variacdes especificas encontradas para cada espécie estudada por Hebel e seus
colaboradores estéo relacionadas sobretudo com o tamanho da faixa visual e com o numero
relativo de CG dentro de areas comparaveis da retina. Na retina dos canideos localiza-se
temporal e ligeiramente dorsal ao DO uma area oval de maior densidade de CG (>7,000
células/mm?), livre de vasos sanguineos. Em alguns dos cées estudados verificou-se que, a
partir da area oval onde a densidade ganglionar € maxima, ramifica-se um braco de elevada
densidade de CG, linear, mais curto e estreito que a faixa visual, e que se extende em direc¢éo
temporal. Em todos os caes do estudo, verificou-se a existéncia de uma outra faixa de CG na
porcdo nasal da retina, a 1 mm dorsalmente ao DO, com aproximadamente 9 milimetros (mm)
de comprimento. (Hebel, 1976)

Peichl (1992) desenvolveu um estudo onde descreve a topografia da distribuicdo das CG na
retina de cées (Canis lupus f. familiaris) de sete racas distintas e de oito lobos (Canis lupus).
Com o seu trabalho concluiu que a retina dos cées de racas diferentes mostra variagées na
distribuicdo topografica das CG, mas existe uma area central de maior densidade de CG que é
comum a todas as racas. Esta regido da retina, onde a densidade de CG é méaxima, denomina-
se area central (area centralis) e coincide com a por¢do da retina onde a acuidade visual é

maxima. A periferia da retina a concentracéo de células ganglionares € menor.
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Uma caracteristica comum as oito retinas de lobo estudadas é a presenca de uma faixa visual
pronunciada constituida por um denso aglomerado de células ganglionares, com uma é&rea
central muito compacta, e com projec¢des de corredores de células para os cantos temporal e
nasal da retina. Este padrdo de distribuicdo das células ganglionares permite aos lobos ver o
horizonte com uma acuidade visual relativamente elevada. Os lobos tém uma densidade
maxima de células ganglionares na &rea central da retina de aproximadamente 12,000 a 14,000
CG/mm?. (Peichl, 1992)

Nas sete ragas de cdes estudadas também foi possivel identificar uma faixa visual para cada
retina, contudo foram apontadas algumas caracteristicas diferentes daquelas verificadas na
retina do lobo. Através da andlise da distribuicdo de CG na retina das diferentes racas de caes,
Peichl (1992) concluiu que existe uma variagdo consideravel na topografia da distribuicdo de
CG entre diferentes ragas e que individuos da mesma raca podem apresentar expressoes
variaveis da faixa visual (justificaveis pelas diferencas do pool genético que se verifica mesmo
dentro da mesma raga).

Peichl (1992) classifica a distribuigcdo das CG pela retina em dois grupos distintos:

- 0 daqueles individuos com uma faixa visual pronunciada (semelhante a observada nos lobos)
e com uma projeccao de elevada densidade de CG desde a area central em direcg&o horizontal
para a regido temporal da retina.

- 0 daqueles individuos com uma faixa visual moderada, mais pequena e com uma densidade
de CG que diminui & medida que estas se dispersam da area central em direccao a periferia
temporal.

A densidade méaxima de CG na é&rea central da retina do céo varia entre 6,400 a 14,400
CG/mm?. (Peichl, 1992).

Comparando estes valores com aqueles descritos para a retina do lobo, podemos esperar que a
acuidade visual naqueles animais seja melhor que a do cédo e que a constancia na forma da
faixa visual entre os diferentes individuos da espécie Canis lupus seja reflexo da presséao de
seleccdo natural. Contrariamente, a variabilidade encontrada nas diferentes racas de cées
domesticados pode resultar de programas de seleccéo criados pelo Homem que aplicam pouca
ou nenhuma presséo de seleccdo no sentido de maximizar a performance visual. (Slatter. 2008)
Em Topography of Ganglion Cells in the Dog and Wolf Retina, Peichl (1992) refere que um
achado comum a retina do c&o e do lobo é a densidade méxima de células alfa na area central
da retina e a auséncia destas mesmas células numa por¢éo consideravel da periferia da regiéo

temporal da retina. Esta caracteristica ndo foi ainda evidenciada em outras espécies mamiferas.
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Fig. 6 - Diagrama de distribuicdo de CG pela retina. (adaptado de Peichl, 1992, e de Slatter, 2008)

TN

A. Pastor Aleméo, com distribuicdo das CG em faixa visual muito semelhante a do lobo;

B. Beagle com faixa visual menos pronunciada.

A distribuicéo diferencial dos pontos reflecte a distribuicdo das CG pela retina; regido central de forma irregular corresponde ao DO
onde as CG ndo sdao visiveis por aposi¢do de uma grossa camada de tecido nervoso.

Vimos que no cdo e nos mamiferos em geral, 0s cones e bastonetes sao as principais células
responsaveis pela deteccdo de luz e dependem das CG para transmitir essa informagédo ao
cérebro, através de uma via multissinaptica complexa. Acontece que estes outputs da retina,
além de suportarem a visdo no seu sentido comum, suportam também um conjunto de
respostas e fungdes fotdpicas ndo visuais. Estas funcdes ndo conduzem a discriminacdo de
cores e formas mas intervém na regulagédo do ciclo circadiano, respostas comportamentais &
luz, reflexo pupilar & luz (RPL), sintese de melatonina pela Hipofise e sonoléncia. (adaptado de
Gliller, e tal., 2008, e de Panda e tal., 2005).

Nos mamiferos, as fungdes visuais que ultrapassam a formacédo de imagens estdo dependentes
dos cones, bastonetes e de um tipo particular de células ganglionares: células ganglionares
retinianas intrinsecamente fotossensiveis (CGRIif) que expressam a melanopsina (Opn4).
(adaptado de Giller et al., 2008, e de Panda e tal., 2005).

Estas células enviam projec¢cbes monossinapticas para o nucleo supraquiasmatico do
hipotalamo® (centro de regulacdo do ritmo circadiano), bracos conjuntivos do mesencéfalo e
para o nucleo olival da area prétectal ou pretectum (responsavel pelo RPL). (Gller et al., 2008)

A melanopsina (Opn4) € uma proteina da familia das Opsinas que participa na mediacdo das

respostas fotopicas ndo visuais atras descritas e é fundamental para a funcdo da camada

% tracto retino-hipotalamico
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interna da retina. Contudo, a forma precisa como gera uma resposta na presenca de um
estimulo luminoso ainda nao foi descrita. (Panda et al., 2005)

No estudo de Panda e colaboradores (2005), em oocitos de individuos do género Xenopus (ra),
conclui-se que a expressdo da melanopsina resulta na activacdo de correntes de membrana
dependentes da luz pela via das proteinas G.

A accdo dos fotorreceptores (cones e bastonetes) € complementar a das CGRif na sinalizagdo
da intensidade luminosa para a formacgéo das fun¢des ndo visuais. As CGRIf, além de serem
directamente fotossensiveis, também recebem inputs sinapticos dos cones e bastonetes.
(Guller et al., 2008)

A fim de determinar a importancia dos cones e bastonetes para o desempenho das CGRIf nas
diversas funcdes visuais, Guler e colaboradores (2008) elaboraram um estudo onde foram
criados ratinhos geneticamente modificados com ablagédo do gene que codifica as CGRIif. Os
animais sem CGRIif mantém a visdo mas apresentam um déficit de regulacdo do ciclo
circadiano e no reflexo pupilar & luz (comparativamente mais severo que aqueles descritos por
outros autores em estudos com ratinhos knockout para a melanopsina e referidos nesta
publicag&o).

Em ratinhos knockout para a melanopsina as CGRif, que normalmente expressam esta ospina,
perdem a sua capacidade fotossensivel. Contudo, mantém atenuados os RPL e as respostas a
luz no ciclo circadiano (indicando que os cones e bastonetes sdo capazes de detectar luz para
funcdes visuais que ndo envolvem a formacdo de imagens). E dado adquirido que os sinais
captados pelos cones e bastonetes para o desenvolvimento de fungbes visuais sem formacédo
de imagem dependem das CG para chegar ao SNC. Contudo néo é claro se este fenébmeno é
da responsabilidade das CG, das CGRIif ou de ambas. (Gllller et al., 2008)

2.9 Fibras do Nervo Optico (NO)

Os axoénios das CG formam conjuntos de fibras nervosas que constituem a camada de fibras do
nervo Optico ou segundo par craniano (9). Estas atravessam-se paralelamente a superficie
retiniana do DO e saem agrupadas no polo posterior do globo ocular através da lamina crivosa,
onde sao mielinizadas para formar o NO. (Slatter, 2008)

No céo, a mielina que envolve o DO estende-se alguns milimetros anteriormente a lamina
crivosa, formando uma proeminéncia do disco. Como o NO €, mais propriamente, uma
extensdo do cérebro do que um verdadeiro nervo periférico, a mielina que o envolve provém

dos oligodendrdcitos em vez das células de Schwann. (Wilcock, 2007)
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As fibras do NO podem ser classificadas em cinco classes diferentes, com base no tipo de
resposta das CG. Algumas fibras respondem apenas ao inicio da estimulacdo luminosa e sao
chamadas on fibers. Outras permanecem inactivas e respondem apenas quando o estimulo
luminoso cessa: off fibers. Ha ainda fibras que respondem apenas ao inicio ou fim do estimulo
luminoso e denominam-se on — off fibers. A resposta destas estruturas ao movimento de um
objecto linear detectado pela retina é exuberante e por esse motivo podem ser igualmente
denominadas detectores de objectos lineares em movimento. (Schimidt-Nielsen, 1998)

Também existem fibras que respondem a presenca de objectos com bordos bem definidos no
campo visual, quer estejam em movimento quer se encontrem parados. Estas fibras do nervo
Optico (denominadas por edge receptores) sao distintas das fibras on — off. Por ultimo ficam as
fibras que detectam somente objectos pequenos e negros em movimento e que se denominam
bug detectors. As duas ultimas categorias de fibras ndo reagem a alteracdes da intensidade
luminosa, portanto ligar e desligar a luz ndo afecta a conducdo destas fibras nervosas.
(Schimidt-Nielsen, 1998)

2.10 Membrana Limitante Interna

A membrana limitante interna (10) é a camada mais interna da retina e separa-a do corpo
vitreo. E uma membrana basal onde se ligam as extremidades das células de Miiller (Slatter,
2008) e ha contacto com o humor vitreo. (Wilcock, 2007) E vascularizada e 0s vasos
sanguineos entram no globo ocular juntamente com o NO. Estes sdo responsaveis pela
nutricdo desta porgéo da retina, contrariamente ao observado na camada nuclear externa onde
fotorreceptores e EPR estdo totalmente dependentes da difusdo de nutrientes da cordide para
assegurar o seu metabolismo. Consequentemente, quando ha separacdo da camada mais
interna da retina do EPR, tal como ocorre huma situacao de descolamento da retina, verifica-se
isquémia e degenerescéncia dos fotorreceptores e, eventualmente, da camada nuclear externa.
(Wilcock, 2007)
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Fig. 7 - Constituicdo histologia da retina: corte histolégico da retina com coloracdo de hematoxilina-eosina;
barra 23 um. Imagem de Jorge (2009), gentiimente cedida pela Prof. Maria Luisa Mendes-Jorge, FMV-UTL.
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E possivel observar a disposicéo das diferentes camadas da retina. Setas: membrana limitante interna; FNO: camada
de fibras do NO; CG: células ganglionares; PIl: camada plexiforme interna; NI: camada nuclear interna; PE: camada
plexiforme externa; NE: camada nuclear externa; CB: camada de cones e bastonetes; EPR: epitélio pigmentar da
retina;

3. TOPOGRAFIA DO FUNDO DO OLHO

Macroscopicamente a retina assemelha-se a uma membrana ligeiramente opaca e
vascularizada que se encontra suportada por pressdo do humor vitreo contra o EPR, cordide e
esclera. Na realidade, a neuroretina ndo se encontra fixa ao EPR e & cordide, excepto ao nivel
do DO e a periferia, onde se encontra em continuidade com o epitélio da pars plana do corpo
ciliar (ora ciliaris retinae). (Wilcock, 2007)

Em Medicina Veterinaria a oftalmoscopia, quer directa quer indirecta, é a técnica mais utilizada
para observar o fundo do olho através da abertura pupilar.

Devido a grande diversidade do seu aspecto oftalmoscopico normal, a observacdo por
oftalmoscopia do fundo do olho dos canideos pode ser um desafio. Ao considerar a diversidade
de aspectos fenotipicos das diferentes racas de cées, pode-se esperar uma ampla variedade de
aspectos do fundo ocular normal. Algumas caracteristicas do fundo ocular estdo relacionadas
com propriedades fenotipicas do céo, por exemplo, a cor da iris ou a cor do pélo, mas também
variam consideravelmente com a idade (durante os primeiros 3 a 4 meses de vida o cachorro

apresenta alteragcdes evidentes na cor do fundo do olho) (Gelatt, 2007)
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A imagem obtida por oftalmoscopia directa do fundo do olho resulta da combinagdo da
observacao da retina, EPR, cordide e tapete. (Wilcock, 2007)

Para conveniéncia do observador, o fundo do olho divide-se regionalmente em: fundo tapetal e
fundo ndo tapetal, disco éptico e vascularizacdo da retina. (Gelatt, 2007)

3.1 Fundo tapetal ou tapete ltcido (tapetum lucidum)

O tapete lacido € uma modificacdo da cordide localizada entre o EPR e a membrana
coriocapilar (Bedford, 2009) que se encontra completamente desenvolvido as 16 semanas de
idade. (Gelatt, 2007)

A combinacdo do tapete lucido (regido avascular da coroide) e a auséncia de epitélio
pigmentado nesta por¢do da retina é a base anatémica para o fundo tapetal, que forma uma
area praticamente triangular com uma base horizontal na metade dorsal do fundo do olho por
cima do DO. (Jacobs, Deegan, Crognale, & Fenwick, 1993) (Gelatt, 2007)

Esta porcéo da retina deve ser brilhante, colorida e reflectir a luz. O tamanho do fundo tapetal
varia notavelmente entre caes. (Gelatt, 2007)

O fundo tapetal € geralmente grande e pode circundar o DO nos caes de raca apurada para
cagar com base na visualizagdo da presa, tais como os Hounds (ex. Greyhound) ou ragas de
grande porte. Nas racas miniatura (Ex. Pappillon) o fundo tapetal € pequeno, ocupando uma
pequena area do fundo ocular, geralmente temporal e dorsal ao DO. Nas racas de cdes com
pelagem tipo merle (destaca-se o Collie Azul Merle e o Pastor de Shetland) o fundo tapetal
pode estar ausente (é subalbinético). (Gelatt, 2007)

A cor normal do tapete varia entre o verde, azul, amarelo e laranja, dependendo da espécie,
raca e idade do animal. Uma combinacdo de cores frequente é um fundo tapetal
maioritariamente amarelo que adquire tons de verde e finalmente azul na jun¢gdo com o fundo
ndo tapetal. Nao se verifica qualquer relacdo entre o padrdo de cores do fundo tapetal e
determinada raca. Diferentes individuos da mesma raca podem exibir variadas cores tapetais,
ndo havendo uma relagéo concreta entre a cor do pélo e a cor do fundo tapetal. (Gelatt, 2007)
Segundo Miller em Vision in Dogs (1995) a variedade de cores observada por oftalmoscopia do
fundo do olho depende da interaccéao diferencial da luz incidente com a estrutura celular do
fundo tapetal e ndo da cor ou composigcdo espectral inerente dos pigmentos celulares.

As células que compdem o fundo tapetal estdo altamente organizadas e contém zinco e
riboflavina. Desta combinacdo resulta a capacidade reflectiva do tapete. Em situacdes

patolégicas que conduzem & diminui¢cdo da espessura da porcao da retina que cobre o tapete,

20



A importancia da electroretinografia no diagndstico de retinopatias caninas | FMV — UTL
2011

como acontece por exemplo na degenerscéncia da retina, verifica-se hiperreflectividade tapetal.
(adaptado de Bedford, 2009)

Os vasos da retina que atravessam o tapetum lucidum s&o mais facilmente visualizados por
oftalmoscopia nesta por¢cdo do fundo ocular, comparativamente ao fundo nao tapetal. (Gelatt,
2007)

3.2 Fundo nao tapetal (tapetum nigrum)

Compreende a area de maior tamanho do fundo ocular do c&o. A regido de transi¢céo do fundo
tapetal para o fundo néo tapetal pode ser demarcada por uma linha definida ou ser gradual e
continua, com focos disseminados de células tapetais que se vao tornando cada vez mais
dispersas. (Gelatt, 2007)

O fundo néo tapetal € uma superficie ndo reflectiva e habitualmente escura, de cor cinzenta,
castanha ou negra. Em determinadas ocasides, e quando observado por oftalmoscopia, 0s
vasos da cordide podem dar um aspecto raiado ou tigrado ao fundo nao tapetal. (Gelatt, 2007)
Caes com fundo do olho subalbinético podem apresentar partes do fundo ndo tapetal sem
pigmento, expondo 0s vasos da cordide que se tornam sobre-expostos por aposicdo a
esclerética branca. A auséncia de pigmento em toda a regido ndo tapetal é frequente, por
exemplo, no Collie de pelagem azul. (Gelatt, 2007)

Tipicamente, na por¢do superior da retina incide menos radiagdo luminosa (apenas aquele
reflectida pelo solo, escuro) e sobre a por¢éo inferior da retina incide mais luz, vinda do céu
luminoso. No cado, a localizacdo do tapete licido na porcdo superior da retina aumenta a
capacidade destes animais para detectarem objectos em situacdes de fraca luminosidade
porque permite reflectir uma segunda vez sobre a retina a radiacdo de luz que ja a atravessou,
aumentando a probabilidade dos fotorreceptores serem sensibilizados por um fotdo. (Miller &
Murphy, 1995)

O ajustamento reflexo do didametro pupilar (provavelmente um mecanismo de sensibilidade
regional dos bastonetes) e o recrutamento de cones (adaptados as condi¢Bes fotopicas)
melhoram a performance visual num ambiente de intensa luminosidade. Foi sugerido que as
células amécrinas da retina, que fazem a ponte entre as por¢cfes superior e inferior da retina,
colaboram para equilibrar as diferencas de luminosidade incidente sobre as diferentes por¢coes
da retina. (Miller & Murphy, 1995)
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3.3 Disco do nervo 6ptico ou papila do nervo éptico

No cao, o disco ou papila do nervo 6ptico (NO) também apresenta uma ampla variabilidade
guanto ao seu aspecto oftalmoscopico normal. Localiza-se no centro do fundo ocular, algumas
vezes no fundo tapetal, outras no fundo néo tapetal. O grau de mielinizagdo afecta o tamanho
do diametro do disco Optico, que € mais pequeno nos cachorros por apresentarem uma
mielinizacdo incompleta do DO. Existe algum grau de variagdo do tamanho do DO entre
individuos e entre racas mas néo se verifica uma relacdo estreita entre o tamanho do DO e o
tamanho do céo. (Gelatt, 2007)

A sua forma pode ser redonda, triangular ou poligonal e os seus bordos, em determinadas
condi¢cbes, podem ser abaulados. Em cées adultos a superficie anterior do DO esta em relevo,
comparativamente a porgdo da retina que o circunda. A cor do DO varia do branco rosado ao
rosa forte, dependendo da extensdo da vasculatura visivel. O trajecto dos vasos sanguineos é
um ponto de referéncia util quando se pretende determinar a topografia da papila do DO. A
regido do fundo ocular que rodeia o disco 6ptico pode apresentar-se como um anel parcial ou

completo com auséncia focal de tecido tapetal. (Gelatt, 2007)

3.4 Vascularizacdo do fundo tapetal

A irrigacao arterial do olho é assegurada sobretudo pela artéria oftalmica externa, um ramo da
artéria maxilar interna que deriva, por sua vez, da carétida externa. Comparativamente a
situacao verificada em Humanos e primatas, a contribuicdo da car6tida interna para a irrigacéo
do olho do cao é pequena e resume-se a artéria oftdlmica interna que entra no globo ocular
através do canal 6ptico, juntamente com o NO. Nas espécies domésticas, onde se inclui o céo,
a partir da artéria oftalmica externa ramificam-se numerosas pequenas artérias ciliares
posteriores que penetram a esclera em redor do DO. Estas sao as artérias que vao irrigar a
coroide e a retina. A drenagem venosa € assegurada pelas veias e vénulas da retina que
correm desde a periferia em direcgcdo ao DO, onde formam um circulo venoso que pode ser
completo ou incompleto no céo. (Slatter, 2008).

A nutricdo e oxigenacdo dos elementos mais externos da retina, e dos fotorreceptores em
particular, sdo asseguradas pela vascularizagdo coroideia. A vascularizacdo prépria da retina
assegura a nutricdo e oxigenacgao das suas camadas mais internas. Verificam-se diferencas ao
nivel do endotélio dos dois tipos de vasos: o endotélio dos vasos da coréide é fenestrado e o
dos vasos da retina € continuo. E ao nivel dos vasos da retina que se localiza a barreira
hematoretiniana interna. As barreiras hematoretinianas interna e externa impedem o transporte

passivo dos elementos nutritivos através dos espacos intercelulares. Os capilares da retina
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cumprem um papel (tal como as células do EPR) na eliminag&o activa do potassio. (Laboratério
Lve Sudamerica S.A; informe 52)

A arquitectura vascular da retina do cao classifica-se como sendo do tipo Holangiotico porque a
retina € vascularizada directamente a partir de uma artéria central ou artérias de menor calibre
gue emergem como um ramo Unico ou varias ramificagdes em redor do DO. (Slatter, 2008)

Os vasos do fundo ocular, observaveis por oftalmoscopia, sdo arteriolas cilioretinianas e veias a
superficie da retina. As arteriolas (habitualmente em nimero de 15 e 20 no cdo) tém uma
distribuicdo radial excéntrica a partir da sua origem, em redor do DO. Apresentam uma cor mais
clara comparativamente as vénulas e podem ser mais tortuosas que estas. Em situacfes de
atrofia hereditaria da retina, as artérias sdo os primeiros vasos a sofrer atrofia e reducdo de
calibre. (Slatter, 2008)

As principais veias sdo de maior calibre e geralmente em nimero de trés. Apresentam uma cor
vermelha mais escura comparativamente as arteriolas. Nos cdes as vénulas terminam muitas
vezes num circulo venoso incompleto por cima do disco Optico, mas também se podem
encontrar cobertas parcialmente por tecido do DO. Sobre o fundo 6ptico é visivel uma
ramificacdo arboriforme de vasos que resulta da coalescéncia de varias vénulas com veias de
maior calibre. (Gelatt, 2007)

Na regido dorsal e temporal ao DO existe uma area central de contornos mal definidos e
desprovida de vasos sanguineos, mas rodeada por pequenas ramificacbes destes, onde a

concentracdo de cones € superior comparativamente ao resto da retina. (Gelatt, 2007)

4. ELECTROFISIOLOGIA OCULAR

Ha cerca de dois milénios, Aristoteles (384 a.C — 322 a.C) afirmou que “nada esta na mente que
nao tenha passado pelos sentidos”, reconhecendo que a percepg¢ao de que os 6rgaos dos
sentidos sdo a Unica via de comunicagao entre o0 mundo exterior e o sistema nervoso. Contudo,
compreender como é que a informacdo ambiental é convertida em sinais nervosos e como é
que estes sinais sdo depois captados e interpretados pelos 6rgéos do sistema nervoso é ainda
hoje um desafio para a Ciéncia e para o Pensamento.

O fendbmeno de sensacdo tem inicio em receptores especificos localizados na membrana
celular de células sensoriais de determinado 6rgdo dos sentidos. A forma de energia para a
qgual cada receptor € mais sensivel € a sua modalidade sensorial. (Chaudieu & Molon-Noblot,
2004)
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E da responsabilidade das células sensoriais captar e transformar um estimulo energético num
impulso nervoso, capaz de ser reconhecido e interpretado pelo sistema nervoso. Este fenébmeno
biol6gico chama-se Transdugao. (Chaudieu & Molon-Noblot, 2004)

Ha duas caracteristicas gerais comuns aos receptores das células sensoriais: cada receptor é
altamente selectivo para um determinado estimulo e cada receptor tem capacidade de ampliar o
sinal que recebe. As células sensoriais sédo selectivas porque as estruturas da sua membrana
responsaveis pela captacao das variagdes do exterior sao diferenciadas e respondem de forma
especifica e adaptada a cada estimulo ambiental. (Chaudieu & Molon-Noblot, 2004)

A maioria dos organismos tem, de alguma forma, capacidade de responder & luz. O fenbmeno
de Fototransducdo Visual consiste na absor¢gdo de um sinal luminoso por uma proteina
fotossensivel e na sua conversdo e ampliagdo num sinal electrofisiologico, transmissivel ao
sistema nervoso central (SNC). (Chaudieu & Molon-Noblot, 2004)

Nos mamiferos, os olhos sdo os 6rgaos fotorreceptores e contém, ao nivel da retina, as células
responsaveis pela captacdo dos estimulos luminosos e consequente transmissdo dessa
informagé&o ao SNC.

Apesar da morfologia do olho variar grandemente entre espécies diferentes, o fenémeno de
fototransducéo € comum entre elas e baseia-se no funcionamento de proteinas altamente
selectivas e conservadas que se localizam na superficie da membrana celular dos
fotorreceptoras e sdo responsaveis pela captacdo de fotdes de luz e transmissdo de um
estimulo luminoso a respectiva célula fotorreceptora. (Slatter, 2008)

Distinguem-se nos canideos e em outras espécies mamiferas dois tipos de células
fotorreceptoras: 0s cones e 0s bastonetes. Esta distingdo é feita com base nas carateristicas
morfolégicas e electrofisiologicas destas células.

O céao, a semelhanca da maioria dos animais domesticados e a excep¢do dos passaros, ndo
apresenta fOvea (pequena regido avascular da retina dos primatas, muito rica em cones e

responsavel pela acuidade visual). (Slatter, 2008)

4.1 Propriedades das células fotorreceptoras: cones e bastonetes

Todos os neurdnios que compoém a retina, bem como as células do EPR, contribuem para a
resposta do organismo aos estimulos luminosos. Contudo, 0os cones e 0s bastonetes tém
caracteristicas fisiolégicas diferentes das restantes células que constituem a retina. Os cones
sé80 mais sensiveis a luz intensa (visdo fotdpica) e permitem uma melhor resolugdo da imagem.
Os bastonetes sdo mais sensiveis no crepusculo (visdo escotopica). Na grande maioria das

espécies de mamiferos, nas quais se incluem os canideos, 0s cones intervém na visdo a cores
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e 0s bastonetes, por terem maior sensibilidade & luz, medeiam apenas a visdo acromatica.
(Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)

Pavlov concluiu, no inicio do século XX, que a habilidade dos cées para analizar a intensidade
da radiacdo de fraca luminosidade est4 tdo bem desenvolvida que o Homem é incapaz de
determinar os seus limites utilizando puramente os seus sentidos. (Miller & Murphy, 1995)

Os fotorreceptores distinguem-se essencialmente por duas caracteristicas: o comprimento de
onda méaximo da radiacdo a que os seus fotopigmentos sdo sensiveis (espectro de
sensibilidade) e o intervalo de intensidade luminosa detectado pelos fotorreceptores
(sensibilidade a luz). Chama-se “pico de absor¢do maxima” ao comprimento de onda de
determinada radiacdo para o qual a absorcao por um fotopigmento é maxima. (Slatter, 2008)
Diesem (1975), afirmou que o0s cones representam até 5% do namero total de fotorreceptores
nos cédes, mas este valor € inconcebivel quando comparado com observa¢gfes mais detalhadas.
Parry (1953) estudou os cones na area central da retina de varios caes e estimou que estes
constituem cerca de 20% do total de fotorreceptores, considerando significativo o facto de a
densidade de cones ser notavelmente constante na regido que constituiu a retina central. Em
estudos semelhantes, Koch & Rubin (1972) documentam uma redugdo no racio cones/
bastonetes nas regides periféricas a area central da retina. (citado por Jacobs, Deegan,
Crognale & Fenwick, 1993)

No trabalho de Jacobs, Deegan, Crognale & Fenwick (1993) é feita referéncia ao estudo de
Lloyd que em 1980, a semelhanca de Peichl em 1991, descreve que 0s cones perfazem até 3%
de todos os fotorrecepores da retina dos caes e lobos e vem afirmar, mas sem factos que o
documentem, que na retina da raposa a area central tem maior proporcdo de cones que de
bastonetes. Nesta publicacdo, Jacobs e seus colaboradores (1993) procuraram determinar o
nuamero de diferentes tipos de fotopigmentos através de técnicas de electroretinografia (ERG)
por fotometria flicker em representantes de quatro espécies do género Canidae: cao doméstico,
raposa vermelha, raposa cinzenta da Islandia e raposa do Artico. As condi¢cbes ambientais
foram manipuladas por forma a minimizar a contribuicdo dos bastonetes e dos cones sensiveis
a luz de comprimento de onda curto a fim de estabelecer funcdes fotométricas para avaliar a
sensibilidade espectral dos cones. Na electroretinografia foram utilizados impulsos luminosos de
comprimentos de onda pertencentes a um intervalo espectral entre os 430 — 650 nanémetros
(nm) e disparados a intervalos de 10 nm com uma frequéncia de 50Hz. Concluiram que, para
todas as espécies estudadas e com variagdes individuais minimas, o pico maximo de
sensibilidade dos cones ocorre na regido dos 550-560 nm e verifica-se um decréscimo de

sensibilidade no sentido das radiacdes de maior e menor comprimento de onda do espectro

25



A importancia da electroretinografia no diagndstico de retinopatias caninas | FMV — UTL
2011

visivel. A sensibilidade espectral destes canideos néo varia quando a frequéncia entre disparos
de luz (flicker) excede os 50Hz. (Jacobs, Deegan, Crognale & Fenwick, 1993)

O segundo objectivo deste estudo prende-se com o0 numero e variedade de cones existentes
para a absorcdo de luz de comprimentos de onda médios a longos. Para comprovar a
existéncia de um ou mais tipos de cones com absorvancias maximas para radiacdo de
comprimentos de onda médios a longos foi estabelecida uma equacao fotométrica com base no
ERG flicker. A luz flicker tinha entre os 540nm e 630 nm de comprimentos de onda e uma
frequéncia de 50Hz. As equacdes foram formuladas enquanto os olhos estavam adaptados a
luz de comprimentos de onda de 630nm ou 540nm. Nestas condi¢des, para o ERG contribuiu
apenas um fotopigmento que respondeu, em todos 0s animais e com minimas variagbes
individuais, a fotdes de comprimento de onda de 555 nm™ . A sensibilidade espectral medida
nestas condi¢Bes suporta a ideia de que existe apenas um cone adaptado a captagéo de luz de
médio a elevado comprimento de onda. (Jacobs, Deegan, Crognale & Fenwick, 1993)

Um segundo mecanismo fotépico foi identificado com um maximo de sensibilidade para luz de
baixo comprimento de onda. Nos cdes e nas raposas cinzentas registaram-se ondas de ERG
com um pico maximo de absorgéo para fotdes de comprimento de onda de 431 nm (c&es) e 432
nm (raposa cinzenta). Nas raposas vermelhas a absorgdo maxima ocorreu a um comprimento
de onda de 438 nm. (Jacobs, Deegan, Crognale & Fenwick, 1993)

Em condicbes escotopicas, procurando maximizar a partipacdo dos bastonetes, foram
registados, a partir de dois caes distintos, dois valores muito proximos para a absorcao maxima
dos bastonetes. Estes valores foram de 507 e 509 nm e estdo em concordancia com aqueles ja
descritos por Scheibner & Schmidt (em 1969) de 507 nm, e por Parkes (em 1982) que estimou
um pico de absor¢cdo méaxima de 506 nm para os bastonetes de varios exemplares de diferentes
racas de céaes. (citado por Jacobs, Deegan, Crognale & Fenwick, 1993)

Com este contributo de Jacobs e colaboradores podemos concluir que existe, em todas as
espécies de canideos estudadas, um Unico pigmento nos cones com absorcdo maxima na
gama de radiacdo electromagnética de médio a elevado comprimento de onda (pico de 555 nm)
e um segundo fotopigmento dos cones que absorve radiacdo de pequeno comprimento de onda
(valor maximo de 431 nm). Os bastonetes tém a sua sensibilidade espectral maxima na
radiacdo de comprimento de onda entre os 507 e 509 nm. Este padrdo sugere que todos os

canideos possuem um sistema de visédo dicromética muito semelhante.

" média dos valores obtidos nos individuos dos 4 géneros de canideos
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Fig. 8 - Sensibilidade fotométrica em canideos. (Adaptado de Jacobs, Deegan, Crognale & Fenwick, 1993)
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A. flicker 50Hz; funcdo da sensibilidade fotométrica espectral obtida em 2 cées.

B. flicker 50Hz; func&o da sensibilidade fotométrica espectral obtida em 3 raposas (pontos) e 1 raposa do Artico (circulos).

A capacidade de captar energia luminosa e 0 movimento sdo geralmente entendidos como
aspectos fundamentais da visdo. Contudo, outros factores tais como a perspectiva visual,
campo de viséo, percepcao da profundidade, acuidade visual e a capacidade de distinguir cores
e formas desempenham um papel fundamental na forma como os animais véem. O sistema
visual dos cdes evoluiu no sentido de se adaptar a um determinado nicho ecoldgico,
desenvolvendo a sua habilidade de ver sob condi¢cdes de crepusculo e ao mesmo tempo sob
condi¢bes de luminosidade. Assim, a visdo nos cdes ndo se encontra plenamente adaptada as
condi¢bes de luminusidade intensa (diurnas) ou fraca (nocturnas), mas sim evoluiu no sentido

de se adaptar a condic¢ds fotopicas variaveis. (Miller & Murphy, 1995)

Tabela 2 - Resumo das caracteristicas electrofisiolégicas dos fotopigmentos.

Bastonetes

Cones

Aproximadamente 10°
Activados por 1 - 5 fotdes (sensiveis no crepusculo)
Saturacdo com luz de fundo de 10" cd/m”
Hiperpolarizam na presenca de luz
Absor¢céo maxima de luz de 507 a 509 nm
Resposta lenta

Sem resposta ao flicker

Aproximadamente 6 x 10°
Activados por 1 000 fotdes (sensiveis durante o dia)
Toleram luz de fundo até 10° cd/m® de intensidade
Hiperpolarizam na presenca de luz
Absor¢do maxima de luz de 431 e 550 nm.
Resposta rapida

Resposta ao flicker de 70 a 80Hz
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4.2 Anatomia das Células Fotorreceptoras

A diversidade de células fotorreceptoras é crucial para a discriminagdo das cores e detec¢do de
luz de intensidades variaveis.

A organizagdo intracelular das células fotorreceptoras € semelhante entre as diferentes
espécies mamiferas. Nos fotorreceptores distinguem-se dois compartimentos: o segmento
externo e o segmento interno. (Young, 1976)

A ligar estas duas estruturas existe um cilio oco que é o Unico canal de suporte e comunicacao
entre os dois segmentos celulares. O segmento externo esta envolvido pela membrana celular
externa do fotorreceptor e consiste numa pilha densa de estruturas em forma de disco
constituidas por uma dupla membrana celular, onde estdo alojados os pigmentos visuais
(Young, 1976): proteinas com capacidade de absorcdo de fotdes dentro do espectro de luz
visivel e responsaveis pelos fenomenos de excitacao visual. (Slatter, 2008)

Em redor da base do cilio existe um denso agrupado de mitocdndrias (o elipsdide). Na porgéo
mioide do segmento interno (metabolicamente activa, onde ocorre a actividade celular) existem
ribossomas livres e ligados & membrana celular, complexos de Golgi e uma variedade de
vesiculas e vacuolos. O nucleo esta ligado a base do mioide ou ao longo do segmento interno
da célula. (Young, 1976)

A porcéo terminal da célula fotorreceptora é mais fina, constituida sobretudo por microtibulos e
termina numa sinapse. (Young, 1976)

Fig. 9 - Detalhe dos fotorreceptores (cones e bastonetes). Imagem obtida por microscopia electrénica de
varredura sobre tecido intacto. Barra: 6 um. SE: segmento externo; Sl: segmento interno. Imagem de Jorge
(2009), gentilmente cedida pela Prof. Maria Luisa Mendes-Jorge, FMV-UTL.
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Fig. 10 - Estruturainterna de um bastonete.
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4.3 Topografia das Células Fotorreceptoras

A distribuicdo de cones e bastonetes ndo € uniforme pela retina dos canideos. A periferia da
retina encontra-se uma maior densidade de bastonetes e numa regido temporal ao disco Gptico,
area centralis, existe uma maior concentracdo de cones. (Slatter, 2008)

Parry (1953) afirma que a percentagem de cones na porcdo central da retina do céo
compreende cerca de 20% dos fotorreceptores e que a densidade dos cones se distribui de
forma constante pela retina. Peichl (1991) afirma que os cones perfazem 3% de todos os
fotorreceptores na retina do céo e do lobo. (Peichl, 1991)

Contudo, a descricao topografica detalhada dos cones e bastonetes na retina do cdo nao foi
explorada até que Moawat e colaboradores (2008) elaboraram um estudo com o fim de
indentificar a localizacdo exacta da area centralis na retina do cdo da raca Beagle e descrever a
distribuicdo dos cones e bastonetes dentro da area centralis.

No estudo de Mowat (2008) a area centralis é identificada como a regido da retina onde a
concentracao de cones e bastonetes é maxima e estima-se que esta se localiza a 1,5 mm

temporal e a 0,6 mm superior ao DO, dentro dos limites do fundo tapetal. Foi identificada uma
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faixa visual pronunciada que se extende pela por¢cédo nasal e temporal da retina em 7 dos 9
Beagles estudados e em apenas 2 foi observada uma faixa visual moderada. Nos caes onde
foram observadas faixas visuais moderadas a densidade celular e localizac&o da area centralis
€ semelhante a dos restantes caes com uma faixa visual pronunciada. (Mowat, et al., 2008)
Neste estudo de Mowat e seus colaboradores (2008) também foi elaborada uma descri¢cao
gquantitativa da distribuicdo e densidade dos diferentes tipos de cones na retina de caes de raca
Beagle. O nimero de cones com opsinas do subtipo L e M ultrapassa largamente os do
subtipo S, em particular na area centralis. (Mowat, et al., 2008)
O predominio de cones do subtipo L e M reflecte-se numa visdo acroméatica e espacial mais
desenvolvida.
Ao nivel area centralis foram avaliadas a dimensdo do corte transversal do segmento interno
dos fotorreceptores e densidade de cones e bastonetes. Obtiveram-se 0s seguintes resultados:

A superficie de corte transversal do segmento interno dos cones e bastonetes é menor na
area centralis comparativamente a sua regiao periférica inferior.

A densidade celular de cones e bastonetes é significativamente superior na area centralis;

O ré&cio de bastonetes para cones na area centralis € menor que a sua periferia;

Nao foi identificada nenhuma regido da area centralis onde a presenca de segmentos
internos de cones fosse exclusiva (com auséncia do segmento interno dos bastonetes);

N&o ha uma diferenca sinificativa entre a percentagem de cones do subtipo L e M dentro da
area centralis e na sua periferia.
Em termos evolutivos, podemos relacionar este aspecto anatdémico com a pressao de seleccdo
natural, na medida em que os canideos tém poucos predadores voadores e nao tém
necessidade de desenvolver uma acuidade visual apurada no campo superior da retina.
(Mowat, et al., 2008)
Comparativamente a elevada proporgédo de cones do subtipo L/M, a pequena percentagem de
cones do subtipo S também pode ser explicada por mecanismos de pressédo de selec¢do que
favoreceram a visdo acromatica de alta resolucdo nesta espécie. (Mowat, et al., 2008)

A distribuicdo dos cones segue aquela das células ganglionares. (Mowat, et al., 2008)

4.4 Fotopigmentos
John W. Draper, em 1872, foi o primeiro cientista a desenvolver o conceito de que para haver
absorcdo de luz e transducdo da sua energia electromagnética em energia quimica é

necessaria a presenca de fotopigmentos (Eckert, 1998), mas s6 em 1878 é que W. Kiihne,

T Descritos no ponto 4.4 desta secg&o.
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autor do ensaio On The Photochemistry of the Retina and on Visual Purple, conseguiu isolar e
extrair a Rodopsina (Purpura Visual ou fotopigmento dos bastonetes).

Os varios fotopigmentos tém uma origem comum: derivam de uma molécula ancestral que
originou dois grupos de pigmentos, um de curto e outro de longo comprimento de onda. Estes,
posteriormente, originaram as moléculas existentes ao longo da filogenia (Tokunaga et al.,
1999).

A luz é definida como a porcado de radiacdo do espectro electromagnético que pode ser
absorvida pelos pigmentos das células fotorreceptoras da retina. Esta radia¢do corresponde aos
comprimentos de onda entre os 400 e os 750 nm (10°° m). (Brigell et al., 2003)

Assim, definimos a principal funcdo dos pigmentos visuais como a absor¢éo de fotdes dentro do
espectro de luz visivel e a sua sensibilidade é medida pelo comprimento de onda maximo por
eles absorvido. (adaptado de Hisatomi, Yamamoto, Kobayashi, Honkawa & Tokunaga, 2002)
Ou seja, depois de iluminado, a resposta eléctrica de cada fotorreceptor € maxima para uma
radiagdo de determinado comprimento de onda. Se o comprimento de onda da radiacdo
incidente for superior ou inferior ao espectro de sensibilidade de determinado fotopigmento a
sua actividade eléctrica € menor. (Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)

Os pigmentos visuais sdo constituidos por uma proteina G (Opsina) ligada covalentemente a
um grupo cromoforo: 11 — cis —retinal ou 3 — dihidroretinal. O Retinal é o aldeido da vitamina Al
ou Retinol. O 3-dihidroretinal é o aldeido da Vitamina A2 ou 3 — dihidroretinol. (Slatter, 2008)
Nos bastonetes a principal opsina é a Escotopsina. (Pefia, 2009)

Nos animais ha 4 pigmentos visuais que contribuem para a absor¢cdo de luz: Rodopsina,
lodopsina, Porfiropsina e Cianopsina. Cada um resulta da combinacdo das opsinas dos cones e
bastonetes com os carotendides retinal 1 (11-cis-retinal) e retinal 2 (3-dihidroretinal). O retinal 1
e a escotopsina formam o pigmento visual Rodopsina. O retinal 1 e a opsina dos cones formam
0 pigmento visual lodopsina. O retinal 2 e a escotopsina formam a Porfiropsina. (Slatter, 2008)
A rodopsina tem uma sensibilidade maxima para a luz de comprimento de onda entre os 506 e
0s 510 nm (verde). (Miller, 1995).

Nos cones distinguem-se trés tipos de Fotopsinas de acordo com 0s seus picos de absorcao
méximos: 560 nm/ vermelho (L - long wave length), 500 nm/ verde (M - medium wave lenght) e
450 nm/ azul (S — short wave length). (Pefia, 2009).

Fig. 11 - Radia¢des electromagnéticas e espectro de luz visivel.

400 nm 500 nm 600 nm T0O0 nm
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Para melhor compreender a evolugdo e diversidade das células fotorreceptoras dos
vertebrados, Hisatomi e colaboradores (2002) investigaram a estrutura priméria das opsinas e
outras proteinas cromoéforas envolvidas na fototransdugédo (retinall). A estrutura molecular das
proteinas foi analizada e comparada. Foi preparado ADN gendémico e RNAm retinal de mais de
20 espécies de vertebrados e foram isolados por PCR cerca de 50 genes que codificam
opsinas. A andlise filogenética das sequéncias nucleotidicas sugere que as opsinas das células
fotorreceptoras destas espécies vertebradas podem ser classificadas em cinco subfamilias,
denominadas RH1, RH2, LWS, SWS1 E SWS2 (LWS long wave sensitivity; SWS short wave
sensitivity; RH rodhopsin). Com raras excep¢des, as opsinas RH1 sdo expressas nos
bastonetes enquanto as opsinas pertencentes as restantes subfamilias se encontram
geralmente nos cones. Apesar da absor¢do maxima dos pigmentos visuais associados ao
retinal 1 ocorrer entre os 350 e os 570 nm, a distribuicdo da absor¢cdo maxima dos pigmentos
que pertencem a estas cinco subfamilias ocorre dentro de 100 nm. Os autores sugerem que
esta relacdo entre a sensibiliildade espectral e as cinco subfamilias de opsinas € essencial para
gue ocorra captacdo de fotbes de espectros de comprimentos de onda mais alargados,
possibilitando aos vertebrados a capacidade de discriminar cores. (Hisatomi, Yamamoto,

Kobayashi, Honkawa, & Tokunaga, 2002)

4.5 O Ciclo Visual

O ciclo visual traduz-se na conversao biol6gica de um fotdo num sinal eléctrico ao nivel da
retina, nomeadamente nos fotopigmentos dos cones e bastonetes. (Eckert, Randal, Burggren &
French, 1998)

Como ilustrado em baixo na Fig. 12, o retinol é transportado na corrente sanguinea até ao EPR
onde é esterificado a retinil. O retinil mantém-se armazenado na célula epitelial pigmentar da
retina e, sempre que necessario, sofre uma hidrolisacdo e isomerizacao a 11-cis-retinol (que
pode ser oxidado a 11-cis-retinal). E na membrana celular do segmento externo do bastonete
gue o 11-cis-retinal se liga a proteina opsina para formar o fotopigmento rodopsina. A absorgéo
de um fotéo de luz cataliza a isomerizacdo do 11-cis-retinal a all-trans-retinal e este liberta-se
da opsina. Esta isomerizagdo despoleta uma cascata de eventos que altera a conformacéo da
proteina G (opsina) e dé inicio a cascata de transduc¢éo do sinal que conduz ao encerramento
do canal i6nico mediado pelo GMP ciclico e hiperpolariza¢do da célula fotorreceptora. (Eckert,
Randal, Burggren & French, 1998)
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Uma vez liberto da proteina opsina, o all-trans-retinal é oxidado a all-trans-retinol e transportado
novamente para a célula epitelial pigmentar da retina. (Eckert, Randal, Burggren & French,
1998)

Fig. 12 - Ciclo Visual //j
'r_..— /1/
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capilar Segmento externo do bastonete
sanguineo

Finalmente, antes de ser novamente transferido para a membrana celular externa do bastonete,
0 11-cis-retinol é oxidado pela proteina isomerohidrolase RPE65 a 11-cis-retinal. S6 assim pode
ser novamente conjugado com a opsina e formar um novo pigmento visual funcional, a
Rodopsina. Na auséncia de luz, a opsina e o retinal encontram-se ligados covalentemente por
uma ligacdo schiff e o retinal mantem-se sob a configuracdo de 11-cis-retinal. (Eckert, Randal,
Burggren & French, 1998)

A reciclagem dos fotopigmentos permite aumentar a quantidade de pigmento disponivel e assim
aumentar a sensibilidade & luz. (Pefia, 2009)

No céo, apds exposi¢do a luz intensa, a rodopsina demora aproximadamente uma hora para se
regenerar completamente. No Homem este processo é bastante mais rapido. (Miller & Murphy,
1995)

4.6 O Mecanismo de Fototransducéo

O sistema de transducdo de um sinal em qualquer célula sensorial obedece a trés principios:
deteccgédo do sinal, amplificacéo e transmissdo do estimulo ao sistema nervoso. (Eckert, Randal,
Burggren & French, 1998)

O evento inicial em qualquer sistema de transducdo é a deteccdo do sinal e entende-se por
“limite de detec¢do” a menor quantidade de estimulos energéticos que conduz a uma resposta

dada por 50% das células receptoras. (Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)
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Quando um fotdo incide sobre a célula fotorreceptora activa a transducina (proteina receptora
da membrana celular ligada ao GTP ou proteina G) e da-se inicio a uma cascata de interac¢ées
entre as proteinas membranares, com modificagcdo dos segundos mensageiros intracelulares: a
transducina activa a fosfodiesterase que hidroliza o GMP. (guanosina monofosfato ciclica),
conduzindo & abertura ou encerramento dos canais i6nicos (Na“ e Ca*) com modificacdo da
condutancia (permeabilidade ao Na* e ao Ca*"). Alteragbes na condutancia produzem variacdes
no potencial de membrana da célula receptora e dela depende a codificagdo de informacao
sensorial que vai ser transmitido ao SNC. (Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)

Cada fotdo capturado leva a hidrélise de varias moléculas de GMP, produzindo uma enorme
amplificacdo do sinal (Eckert, Randal, Burggren & French, 1998). S&o necessarios 1 a 5 fotbes
para activar um bastonete e 1000 fotGes para activar um cone. (Pefia, 2009)

O modelo da cascata de fototransducdo descrito € relativo aos bastonetes. O mesmo
mecanismo ocorre nos cones, mas ainda ndo esta decifrado. Como 0s cones apresentam
proteinas de fototransdugé@o semelhantes as dos bastonetes, sugere-se que a via de transdugéo
de sinal seja semelhante nestes dois fotorreceptores dos vertebrados. (Hisatomi, Yamamoto,
Kobayashi, Honkawa, & Tokunaga, 2002)

A codificacdo da resposta de um unico neurdnio sensorial permite apenas transmitir informacao
relativa a intensidade do estimulo. Para que haja uma codificacéo e transmisséo de informacao
acerca da qualidade do estimulo é necessaria a actividade conjunta e combinagéo da accao de
células receptoras que séo activadas por esse mesmo estimulo. Por exemplo: como foi referido
atras, algumas células fotorreceptoras respondem diferencialmente a luz vermelha e outras a
luz azul mas é gracas a organizacao dos fotorreceptores na retina que é possivel codificar
informacdo como a intensidade da luz, distribuicao espacial e qualidade do estimulo luminoso.
(Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)

Em todas as células fotorreceptoras, o fenomeno de transducé@o de energia luminosa produz
alteracdes no potencial de membrana celular. Nos mamiferos vertebrados os cones e
bastonetes hiperpolarizam em resposta a um estimulo luminoso (ao contrario do que se verifica
Nnos outros sistemas sensoriais onde a estimulacdo das células neurosensoriais leva a
despolarizagdo da membrana celular, ou seja, & descarga de um potencial de accdo). A luz
provoca uma reducdo da conduténcia do sédio na membrana celular do segmento externo da
célula. No escuro, a permeabilidade da membrana celular do segmento externo dos bastonetes
é igualmente permeéavel ao Na* e ao K*. O potencial de membrana em repouso permanece num
valor intermédio entre o potencial do K* e do Na'. No escuro, os ibes Na' extracelulares

atravessam para o interior do segmento externo do fotorreceptor através de canais de sédio que
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se mantém abertos em condi¢Bes escotopicas. Os ibes de sddio responsaveis por esta corrente
(corrente escura) estdo impedidos de se acumularem nas células gracas a ac¢do das sédio-
potassio ATPases (metabolicamente activas). (Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)

Ap6s a absorcédo de um fotdo de luz visivel*™ pela célula fotorreceptora, a condutancia do sédio
na membrana celular do segmento externo da célula diminui, levando a uma concomitante
reducdo na corrente de Na'. Assim, a membrana celular hiperpolariza e o seu potencial
aproxima-se ao do K*. Quando o estimulo luminoso cessa, a condutancia do Na* retorna ao seu
valor em repouso (elevado) e o potencial de membrana torna-se cada vez mais positivo e de
valor compreendido entre o potencial de Na* e de K*. (Eckert, Randal, Burggren & French,
1998)

As células bipolares respondem a hiperpolarizacdo dos cones e bastonetes aumentando ou
diminuindo o seu potencial de membrana, dependendo do tipo de fotorreceptor que foi
estimulado. As células bipolares também recebem influéncias excitatérias ou inibitérias das
células horizontais, que possuem extensos processos laterais e formam uma rede que
transporta informacdo da retina circundante. As células bipolares, & semelhanca dos
fotorreceptores, ndo produzem potenciais de ac¢cdo mas afectam directamente as células
ganglionares e por intermédio das céluas amacrinas. A resposta das células ganglionares é
inversa a das correspondentes células bipolares: hiperpolarizam quando as células bipolares
estdo depolarizadas e depolarizam produzindo um potencial de ac¢do quando as células
bipolares estao hiperpolarizadas. (Schimidt-Nielsen, 1998)

O objectivo final desta complexa rede de processamento e avaliagdo de sinais nervosos é
fornecer informacéo detalhada sobre o contraste luz/escuro ao SNC, ja que esta informacéo é
muito mais vantajosa no sentido de construir uma imagem visual do que informar o cérebro
sobre condi¢Bes gerais de intensidade luminosa uniforme e sem detalhe. (Schimidt-Nielsen,
1998)

Sao estas alteracbes no potencial de membrana das células fotorreceptoras, produzidas pela
incidéncia de radiacdo luminosa e captadas por um eléctrodo extracelular, que estdo na base

do registo do electroretinograma. (Eckert, Randal, Burggren & French, 1998)

H* A absorcéo de 1 fotdo leva & hidrilise de 10° GMPc, que induz o encerramento de 10° canais de Na* em 100milisegundos.
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Fig. 13 - Mecanismo de Fototransdugéo (adaptado de Petersen-Jones, 2005)
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4.7 Viavisual e processamento central da informacéo
De uma forma resumida foram abordados os trés niveis de processamento de energia luminosa
na retina do céo e das diversas espécies de mamiferos em geral:

Absorcdo de luz pelas células fotorreceptoras e consequente hiperpolarizacdo da sua
membrana celular;

Transmissao das variagfes do potencial de membrana a uma complexa rede de neurénios e
0 Seu processamento;

Transmissdo da informacdo processada as células ganglionares e, consequentemente, ao
nervo optico. (Schimidt-Nielsen, 1998)
Podemos concluir que os fotorreceptores sdo auténticos “paineis fotovoltaicos” biolégicos
capazes de detectar as variagbes de iluminacdo do ambiente e captar energia luminosa.
Contudo, a visdo pressupfe a formagdo de uma imagem e a andlise da informacéo que ela
contém. Para que tal aconteca, os estimulos captados pelas células fotorreceptoras e
processados pelos restantes neurénios da retina tém que atingir o SNC.
A informacdo recebida por ambos os olhos é conduzida ao cortex visual pela Via Visual.
(Silbernagl e Lang, 2008).
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Fig. 14 - Via Visual (adaptado de Peiffer & Petersen-Jones, 2008)
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Lobo esa. Lobo drto. impulsos gerados por um objecto num campo
visual sdo transportados para a mesma parte do cortex visual apesar desse mesmo objecto ter
despoletado a formacdo de impulsos em ambos os olhos. Por exemplo, um objecto que se
apresenta no campo visual direito de um céo é projectado na por¢éo nasal da retina direita e na
porcdo temporal da retina esquerda. ApOGs cruzamento das fibras Opticas no quiasma optico,
todas as fibras que transportam esta informagdo proveniente do campo visual direito séo
encaminhadas para o cortex visual esquerdo. (Slatter, 2008)
Depois de fazer sinapse nos nucleos geniculados laterais do tdlamo, a informagéo chega ao
cortex visual primério no lobo occipital por meio das radiagbes Opticas. (adaptado de
Cunningham, 1999)
Uma lesdo na parte temporal da retina do olho esquerdo causa um déficit na metade nasal do
campo visual desse olho. Se o NO do olho esquerdo sofre uma lesdo, perde-se o campo visual
inteiro desse olho (amaurose). A interrupcdo da via do quiasma oéptico afecta sobretudo as
fibras que ai se cruzam, consequentemente, a porcdo lateral do campo visual perde-se em
ambos os olhos (hemiandpsia bitemporal). A lesdo completa do tracto éptico a esquerda resulta
em perda da metade direita dos campos visuais em ambos os olhos (hemiandpsia homoénima).
A anopsia homonima também pode ser consequéncia de alteracdes patoldgicas do nucleo
geniculado lateral. As interrupcdes na radiacdo oOptica e no coértex visual primario (como, por
exemplo, a anopsia de quadrantes superior e inferior) levam a outros déficits caracteristicos do

campo visual, dependendo da sua localizagéo. (Silbernagl & Lang, 2008)
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Assim a sucessdo de eventos electrofisiolégicos previamente descritos nas células sensoriais
da retina tem como objectivo Ultimo atingir o cérebro, mais propriamente o nucleo geniculado,
onde ocorre o0 quarto e ultimo nivel de processamento dos estimulos visuais. As células do
nucleo geniculado correspondem aos campos receptivos da retina. Possuem algumas
caracteristicas comuns as CG da retina e a sua fun¢cdo aumenta o contraste entre pequenos
focos de luz e alteragdes na iluminacdo difusa. De uma foma simplista, o ndcleo geniculado
pode ser comparado a “estagéo” formada por conecgdes sindpticas no caminho entre o nervo
Optico e o cortex visual no cérebro. (Schimidt-Nielsen, 1998)

Da extensa gama de tipos celulares reconhecidos no cértex visual, focamos a atencdo nas
células simples e nas células complexas. As células simples respondem primariamente a linhas
de contraste, tais como faixas de luz sobre um fundo escuro ou vice versa. A capacidade de
resposta das células simples perante estes estimulos depende da orientagdo e posi¢do das
faixas luminosas lineares sobre determinado campo receptivo da retina. Se uma faixa de luz
com uma dada orientagdo estimula a resposta de uma determinada célula simples, essa mesma
imagem ao sofrer uma rotagéo ou deslocamento dentro do campo receptivo da retina deixa de
provocar uma resposta pela célula simples. Porque a resposta das células simples é
dependente da orientacéo e posi¢do de um feixe linear de luz, a sua actividade conduz a uma
filtragem de informacdo no cértex visual. Uma grande parte da informacao recolhida pela retina
é filtrada e seleccionada a este nivel, sendo transmitida apenas informacéo especifica sobre
algumas formas de luz contrastante. (Schimidt-Nielsen, 1998)

As células complexas do cortex visual recebem informacao de um conjunto de células simples e
agrupam-se num mesmo conjunto de células anatomicamente bem definido. As células
complexas respondem, tal como as simples, a uma determinada orientacdo de uma faixa de luz
incidente sobre a retina. Se houver rotacdo desses feixes luminosos as células cessam a sua
actividade, mas a deslocacdo dessas mesma fontes lineares de luz sobre a retina néo vai
alterar a actividade das células complexas. (Schimidt-Nielsen, 1998)

O cortex visual organiza a informacédo enviada pelo corpo geniculado, seleccionando linhas e
contornos para posterior processamento. O primeiro passo deste processo ocorre nas células
simples e consiste na orientacéo das linhas e contornos da imagem. Esta informacéao converge
para as células complexas de onde parte informacéo para outras secgfes do cérebro para que
possa ocorrer integracdo da informacdo com outros dados recolhidos pelo corpo geniculado.
(Schimidt-Nielsen, 1998)
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5. FUNDAMENTOS DA VISAO NOS CAES

A visdo nao pode ser descrita como um fenémeno singular. A habilidade de reconhecer a luz e
0 movimento, a perspectiva visual e profundidade do campo de visdo, a percepcao de
profundidade, a acuidade visual e a capacidade de discriminar cores séo as factores envolvidos
na sensacao de visdo. (Slatter, 2008)

A sensibilidade a luz €, de entre todos os mecanismos, 0 mais complexo (como podemos
constatar pela abordagem a electrofisiologia dos fotorreceptores). Passamos agora a descrever
cada um dos restantes processos:

¢ Sensibilidade ao Movimento

Os bastonetes estéo particularmente adaptados para detectar movimento e formas. Os céaes, tal
como as pessoas, tém uma maior sensibilidade visual para objectos em movimento
comparativamente a objectos estacionarios. Apesar de 0os Humanos apresentarem maior
capacidade de detectar movimento em condic¢des fotopicas, gracas & presenga de uma macula
rica em cones na porgdo central da retina, os caes e outros mamiferos domeésticos tém uma
capacidade superior de detectar movimento em condigfes escotOpicas quando o objecto é
visualizado na periferia do campo visual ou quando se desloca a uma velocidade para a qual a
retina € particularmente sensivel gracas a sua riqgueza em bastonetes. (Miller, 2001)

Um estudo sobre a performance visual em caes policia conclui que estes animais sdo capazes
de reconhecer objectos em movimento a uma distancia de 810 a 900 metros. Em contrapartida,
s6 Ihes é possivel reconhecer os mesmos objectos em estagnacdo a uma distancia de 585
metros ou mais préximo. (Miller & Murphy, 1995)

e Sensibilidade a luz

O sistema visual da maioria dos mamiferos domeésticos evoluiu no sentido de melhorar a sua
performance numa ampla variedade de condi¢des luminosas, de forma a poderem explorar
mais eficientemente o ambiente em seu redor. Os gatos sdo 0s animais que se adaptaram de
forma mais eficiente & visdo nocturna, com um limite de deteccdo de luz no escuro 7 vezes
superior ao do Homem. Outras adaptacdes que permitem aos felinos ver melhor no escuro séo:
um tapete lucido que reflecte 130 vezes mais luz que o fundo do olho Humano; uma fenda
pupilar vertical que produz uma miose mais acentuada em situagbes de iluminacdo intensa
comparativamente a pupila de didmetro circular mas que também consegue atingir um grau de
midriase maior que aquele possivel no Homem (a pupila do gato dilata mais 6 mm do que a
Humana); uma cérnea de grande dimenséo relativa permite que mais luz entre pela abertura

pupilar; cristalinos com uma posicdo relativamente porterior produzem uma imagem mais
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pequena mas mais detalhada sobre a retina; retina rica em bastonetes sensiveis a luz. Os cées
tém algumas caracteristicas anatomicas semelhantes as dos gatos mas que lhe conferem
menor grau de adaptacdo a visdo nocturna. Estdo dotados de capacidades visuais que lhes
permitem explorar o ambiente em condigbes nocturnas e diurnas por igual. O tapete ldcido é
celular nos caes e gatos e de colagéneo no equinos e ruminantes, sugerindo que as vantagens
gue esta estrutura oferece justificam uma evolucdo divergente entre mamiferos. A gama de
radiacbes para as quais a rodopsina é sensivel nos cdes e nos gatos é proxima daquela
registada para os Humanos, sugerindo que a visdo em condi¢des de fraca luminosidade néo é
potenciada pela expanséo do leque de comprimentos de onda detectaveis. (Slatter, 2008)

¢ Sensibilidade & luz cintilante (flicker)

Nos animais a deteccdo da frequéncia para a qual a luz cintilante (flicker) aparece como uma
fonte luminosa constante é a flicker fusion frequency e fornece alguma informacéo sobre as
caracteristicas funcionais dos cones e bastonetes. Esta é a frequéncia a qual a luz cintilante é
perceptivel como uma fonte de luz constante e varia com a intensidade e comprimento de onda
da luz estimulante. (Slatter, 2008)

A flicker fusion frequency pode ser relacionada, de forma grosseira, com a capacidade que a
retina tem em actualizar os estimulos luminosos que formam a imagem. Geralmente, quao mais
veloz é o animal no seu meio ambiente, maior a frequéncia a que ocorre flicker fusion. Por
exemplo, alguns Falcbes tém frequéncias de fusdo de luz cintilante que excedem os 100 Hz.
Estudos electroretinograficos sugerem que os bastonetes da retina do cdo detectam luz
cintilante até uma frequéncia maxima de aproximadamente 20 Hz, semelhante ao valor maximo
para os bastonetes dos Humanos. Na presenca de luz intensa, os cones da retina dos caes sao
activados e a fusédo da luz do tipo flicker ocorre entre frequéncias de 70Hz a 80Hz ou
superiores. (Miller & Murphy, 1995) Por este motivo, a imagem televisiva (que é actualizada no
ecrd 60 vezes por segundo e surge ao Homem como uma sequéncia fluida de imagens que
compoém o filme), é perceptivel na perspectiva visual dos cdes como uma rapida tremulacdo de
luzes. (Miller, 2001)

e Campo de Viséao

O campo de visao define-se como a area que um olho consegue ver em redor de um ponto fixo
no horizonte. O campo de visdo varia acentuadamente entre diferentes racas de caes porque
depende da posicao do globo ocular na 6rbita. Nas racgas braquicefélicas, o nariz € mais curto e
os olhos encontram-se relativamente exoftalmicos, fazendo com que a extensdo do campo
visual e a area de sobreposicao binocular sejam diferentes daquelas encontradas para as ragas

mesocefalicas (nas quais os olhos tomam uma posi¢cdo mais dirigida para a frente e o nariz é
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mais comprido). Os olhos dos caes mesocefalicos estdo posicionados de forma a assegurar um
desvio de aproximadamente 20° lateralmente & linha que separa o campo visual ao meio.
Quando se consideram os dois olhos juntos, o campo de visdo do céo foi estimado em 250°
(versus os 200° para os gatos e 180° nos Humanos). Posto isto, cada olho pode ver num leque
de 120° ipsilateral e entre 15 a 30° contralateral ao seu campo de visdo, num total de 135 a
150° de campo de visdo monocular. Comparativamente ao campo de visdo do Homem, o céo
tem um alcance superior em 60 a 70° conferindo aos cdes uma visdo mais alargada do
horizonte. No entanto, o grau de sobreposi¢do binocular € maior no Homem. (Miller, 2001)
(Miller & Murphy, 1995)

e Percepcéo de profundidade

A percepcgéo de profundidade € maior na regido onde o campo visual binocular se sobrepde.
Observar um objecto com os dois olhos simultaneamente n&o garante uma melhor percepgéo
da profundidade. A esteriopsis ou percepc¢éo binocular de profundidade, resulta quando ambos
os olhos vém um objecto a partir de diferentes posi¢des e a imagem final que se forma ao nivel
do cértex cerebral é o resultado da fusdo de ambas imagens. Se as duas imagens nao se
fundirem pode resultar em visdo dupla (alteracdo esperada em animais com patologia da
oOrbita). A maioria dos cdes tem uma sobreposi¢cdo do campo visual binocular de 30 a 60°.
Outros factores que contribuem para a percepc¢ao de profundidade sédo a luminosidade relativa,
0 contorno dos objectos, o contraste entre areas de luz e sombra, a percep¢ao das formas
lineares e espaciais, a densidade da textura éptica e parallaxe em movimento. Desta forma,
animais e Homens com um olho apenas conseguem garantir algum grau de percepcao de
profundidade. (Miller, 2001)

e Acuidade Visual

A acuidade visual refere-se a habilidade de ver separadamente os detalhes de um objecto que
se mantém focado. Depende de propriedades 6pticas do olho, tais como a sua capacidade de
gerar uma imagem precisamente focada, da capacidade da retina detectar e processar imagens
e da capacidade das vias visuais superiores em interpretar a informacéo que ai chega. Em
geral, a acuidade visual nos animais esta limitada pela retina e ndo pelas propriedades Opticas
do olho ou pelas vias nervosas que conduzem a informacao visual ao cortex visual occipital.
Estes ultimos poder&o limitar a capacidade de discriminagdo visual em situacdes de alteracdes

patolégicas das respectivas estruturas. (Slatter, 2008)
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e Visdo a Cores

O conceito de que a visdo a cores é um fendmeno reservado as espécies primatas € ainda hoje
aceite por muitas pessoas e um dado que, até ha poucas décadas, estava enraizado na
comunidade cientifica. Contudo, existem hoje evidéncias claras de que outras espécies, nas
guais podemos incluir o cdo e outros animais domésticos, tém capacidade de distinguir algumas
das cores que constituem o espectro de cores visivel.

A prépria estrutura e constituicdo da retina do cao sugere claramente que hd uma possibilidade
destes animais possuirem visdo a cores. Para além da comprovada existéncia de um nimero
abundante de cones e dos resultados de testes comportamentais, h& evidéncias
electroretinograficas que também suportam a ideia que estes cones respondem fortemente
guando testados em condi¢Bes fotdpicas, permitindo concluir que os cées tém capacidade de
discriminar cores. (Neitz, Geist, & Jacobs, 1989)

Os cones compreendem 10% das faixas visuais nos canideos, enquanto que no Homem séo a
populacéo celular predominante ao nivel da mécula. Estéo discritos para o Homem trés tipo de
cones com base na absorcdo de radiaces de diferentes comprimentos de onda (vermelho,
verde e azul). Nos cdes foram apenas identificados dois tipos funcionais de cones, um tipo
sensivel a luz de comprimento de onda entre os 429 e 435 nm (cor violeta vista pelo Homem e
correspondente aos “cones azuis”) e 0 segundo tem uma sensibilidade maxima para radiacdo
de comprimento de onda de 555 nm (amarelo-verde aos olhos do Homem) e extensbes em
direccdo ao extremo vermelho do espectro visivel (correspondente ao “cone vermelho”). Os
cdes ndo possuem (ou ndo usam) os “cones verdes” e parecem confundir as cores verde e
vermelha a semelhanca dos daltonicos (deuteranopia). Ou seja, 0s cdes sao incapazes de
diferenciar radiacao visivel de médio a longo comprimento de onda, que aparecem ao Homem
como cor verde, verde-amarelado, amarelo, laranja ou vermelho. (Slatter, 2008)

Apesar de ainda néo se saber se nos caes os cones com afinidade para o “azul” e “vermelho”
captam as cores da mesma forma que 0s nos Humanos, é possivel dividir o espectro de luz
visivel dos caes em duas linhas: uma na gama do violeta e azul-violeta (430 a 475 nm) que é
provavelmente perceptivel para os cdes como a cor azul; outra com comprimentos de onda
entre os 500 e 620 nm, perceptiveis ao Homem como amarelo, amarelo-esverdeado e vermelho
e aos caes como amarelo. (Slatter, 2008)

Entre os 475 e os 485 nm do espectro visivel os cdes ndo tém percepcdo de cor. A luz neste
espectro de radiacdo € neutra e deve corresponder a cor branca. Os comprimentos de onda
correspondentes as extremidades do espectro de luz visivel correspondem, provavelmente, as

cores que aparecem mais saturadas para os cdes: amarelo e azul. Comprimentos de onda
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intermédios surgem menos intensamente coloridos e podem surgir como misturas de branco ou
cinza. (Slatter, 2008)

E praticamente um dado adquirido que os cdes, e provavelmente muitas outras espécies
domésticas, sdo capazes de distinguir perfeitamente diferentes tonalidades de cinzento,
indistinguiveis aos olhos do Homem (Slatter, 2008). Esta capacidade € aceite como mais
vantajosa na exploragdo do seu nicho ecolégico porque aumenta a capacidade de
discriminacdo visual em situagcbes onde a luminosidade reduzida impede uma eficiente
estimulacéo dos cones. (Slatter, 2008)

Contudo, a discriminacdo e sensibilidade as variacdes de luminosidade e a forma como esta
capacidade se relaciona com a viséo e o estilo de vida dos cées ainda néo foi estudada, mas
um estudo pioneiro sobre a discriminacdo da luminosidade no céo foi desenvolvido em 2004 por
Pretterer, Bubna-Littitz, Windischbauer, Gabler e Griebel. Foram observados trés caes, dois de
raca Partor Belga e um Pastor Alem&o. O objectivo do estudo era testar a habilidade destes
animais em distinguir 30 tonalidades diferentes de uma escala de cinzentos, que variava do
branco ao preto. O estudo decorreu sempre nas mesmas instalagfes cobertas e iluminadas
artificialmente com lampadas que emitiam um espectro de luz equivalente ao da luz do dia (600
lux), sugerindo que as células primariamente envolvidas na discriminagdo das diferentes
tonalidades de cinzento foram os cones. (Pretterer, Bubna-Littitz, Windischbauer, Gabler &
Griebel, 2004)

O cao de raca Pastor Aleméao foi aquele que apresentou maior sensibilidade para discriminar
diferentes tonalidades de cinzento. Os dois exemplares da raca Pastor Belga apresentaram os
mesmos resultados. Uma das conclusbes gerais formulada foi que os cdes tém uma
capacidade de discriminar variagbes de luminosidade duas vezes mais fraca/pior que o0s

Humanos, uma espécie diurna. (Pretterer, Bubna-Littitz, Windischbauer, Gabler & Griebel, 2004)

6. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS DA RETINA

Os processos patoldgicos da retina assemelham-se aos do cérebro. Tal como no SNC, os
elementos neuronais da retina adulta dos mamiferos ndo regeneram. Contudo, 0os segmentos
externos dos fotorreceptores possuem um répido turn over e sdo das células com maior taxa
metabdlica do organismo. Enquanto o corpo celular dos fotorreceptores se mantiver viavel na
camada nuclear externa, estes podem regenerar com facilidade. (Wilcock, 2007)

O EPR mantém-se mitoticamente activo durante a vida e, a semelhanc¢a dos outros epitélios,

tem capacidade de autorreparacdo. Este processo ocorre por deslocacdo de células para a
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regido onde o epitélio sofreu agressao, seguido de mitose dessas mesmas células. (Wilcock,
2007)

Os elementos da glia que se encontram na retina, nomeadamente as células de Miuller
(astrocitos), tém capacidade de proliferar e reparar o tecido necrosado deixando uma densa
cicatriz de células da glia (gliose). Por vezes pode ocorrer migracdo de células do EPR que
também sofre metaplasia fibroblastica. A migracdo de células de Miiller e a metaplasia das
células do EPR podem levar a formacdo de membranas subretinianas, entre a camada de
fotorreceptores e 0 EPR, observadas nos descolamentos de retina crénicos. (Wilcock, 2007)

A retina tem uma elevada taxa metabdlica e por isso é muito sensivel a hipdxia. A morte das
suas células ocorre rapidamente apos o inicio de uma oxigenacgédo deficiente em situagbes de
inflamacédo, descolamento da retina, reducdo da circulagdo sanguinea na oOrbita secundaria a
trauma e aumento da pressdo intra-ocular (P1O). A morte celular segue-se desintegracao,
atrofia e gliose da retina. (Slatter, 2008)

As doencas que conduzem a lesGes graves e disseminadas da retina (especialmente com
consequéncias para as células ganglionares) irdo, eventualmente, provocar lesdo dos axénios
que formam o NO levando a atrofia desta estrutura. Uma das causas apontadas para a atrofia
do nervo e disco Optico é a reducdo do fluxo axoplasmatico e consequente ma nutricdo destes
neuronios. A lesdo dos fotorreceptores também pode conduzir a perda de CG e das camadas
celulares intermédias, com consequente atrofia do nervo e disco épticos, ao mesmo tempo que
lesbes crénicas do NO podem causar degenerescéncia ou atrofia das fibras nervosas e CG.
(Slatter, 2008)

Processos infecciosos no vitreo levam invariavelmente a alteracdes graves da retina. As
coroidites estendem-se frequentemente a retina e vice-versa, tal como se verifica nas retinites
neurotréficas induzidas pelo Morbilivirus responsavel pela esgana canina e que rapidamente se
extendem a coroide, ou nos processos neoplasicos da coréide (ex. linfossarcoma) que se
estendem a retina. (Slatter, 2008)

A grande maioria das lesdes da retina pode ser classificada em trés categorias: (Wilcock, 2007)
1- Inflamatdrias (Retinites)

Os processos inflamatorios priméarios da retina ou cujo alvo principal seja a retina sdo muito
raros. As retinites secundarias podem resultar da extensdo de endoftalmites ou de encefalites.
A patogenia da retinite € semelhante a verificada nos processos inflamatoérios do SNC: necrose
neuronal, cuffing perivascular e gliose. Uma caracteristica particular da inflamacé&o na retina é a
sua susceptibilidade para se descolar como consequéncia da acumulagdo de exsudados no

espaco subretiniano virtual que a separa do EPR e vasos da corbide. Secundariamente a
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retinite verifica-se necrose dos fotorreceptores, resultante de isquémia e contacto com o0s
produtos inflamatorios.

2 - Nao inflamatdrias

A degenerescéncia ndo inflamatoria dos fotorreceptores pode resultar de doencas metabolicas
hereditarias, descolamento da retina e exposi¢cdo a substancias toxicas. Histopatologicamente
ndo sdo apreciaveis alteragdes caracteristicas entre estes trés processos.

3 - Destrutivas

Nas situacbes de glaucoma (aumento da PIO) pode ocorrer destruicdo dos elementos
neuronais da camada interna da retina (conjunto de fibras nervosas, CG e camada nuclear
interna), colapso da retina e dos vasos sanguineos da coroide, mas também alteracdes no

transporte axoplasmatico de nutrientes dentro do NO e camada de fibras nervosas.

6.1 Achados oftalmoscopicos na presenca de alteragdes patologicas do fundo do olho:
Inflamag&o, Neurite do Nervo Optico e Descolamento da Retina

A oftalmoscopia, directa e indirecta, € um meio de grande valor diagndstico na identificagéo e
diagnéstico destes processos patologicos.

As caracteristicas das alteracdes de natureza inflamatoria sobrepdem-se muitas vezes as
hereditarias. Por exemplo, a displasia da retina em varias racas de caes resulta da formacao de
pregas na retina que podem mimetizar areas multifocais de edema e em casos severos pode
ocorrer descolamento da retina ou ndo unido da retina nervosa ao EPR. (Millichamp, 2001)

A etiologia e apresentagéo clinica da corioretinite € complexa e muito semelhante a de outros
processos inflamatérios do olho, tais como a uveite anterior. Agentes infecciosos, causas
imunomediadas e neoplasisas (geralmente metéstases) estdo frequentemente envolvidas. E
fundamental investigar a causa primaria para poder elaborar um diagnostico e plano de
tratamento. (Millichamp, 2001)

Nas situag@es inflamatdrias ou neoplasicas a observacéo oftalmoscépica regular das estruturas
do fundo do olho estd comprometida devido ao espessamento dos tecidos resultante da
infiltracdo de células inflamatérias e/ou neoplasicas e exsudados. Este tipo de alteracdo
patolégica é visivel no fundo tapetal como regides de opacificagdo (escuras ou acinzentadas),
de limites por vezes mal definidos e que podem dificultar a observagéo do tapete. As neoplasias
primarias do segmento posterior do olho séo raras e o linfoma surge como um dos tumores
oculares primérios mais frequentes. Podem ser observados infiltrados de células inflamatérias,

edema ou células neoplasicas no vitreo, retina, espaco subretiniano ou na coréide. Pequenas
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regibes focais da retina podem-se apresentar espessadas devido a presenca de pregas da
retina (tal como em situagdes de displasia da retina). (adaptado de Millichamp, 2001)

Nos processos degenerativos, sao apreciaveis alteracfes na apresentacdo de determinada
camada celular em consequéncia de perda e reducdo da espessura de tecidos subjacentes.
(Millichamp, 2001)

Quando ocorre proliferacdo das células epiteliais pigmentadas em resposta a um processo
inflamatorio com hiperplasia ou hipertrofia e aumento da concentracéo de pigmento, observam-
se focos de retina com uma pigmentacdo exacerbada. Estes focos sao visiveis na regido tapetal
e nao tapetal igualmente e sdo acompanhados pela perda de cones e bastonetes. (Slatter,
2008) A hiperpigmentacdo difusa € geralmente hereditaria ou resulta de situagbes de
toxicidade. (Millichamp, 2001)

Os vasos sanguineos podem surgir elevados ou mascarados por infiltrados. O cuffing
perivascular, com leves infiltrados celulares, € bem visivel no fundo néo tapetal. As hemorragias
sdo achados frequentes em situagfes de vasculite, coagulopatias e isquémia que ocorrem
sobretudo nas doencas provocadas por organismos do género Rickettsia e na hipertenséo
sistémica. (Millichamp, 2001) A acumulagdo de exsudados ou transudados no espago
subretiniano vai provocar elevacdo e descolamento da retina (qQue surge na oftalmoscopia como
um véu cinzento colado a capsula posterior do cristalino — leucocoria). (Slatter, 2008)

LesBes degenerativas do fundo tapetal resultam numa reducéo da espessura da retina sob essa
porcdo do tapete licido. Consequentemente verifica-se um aumento da reflectividade tapetal
porque ha maior quantidade de luz a ser reflectida de volta para o obsevador. A
hiperreflectividade tapetal € geralmente bilateral e simétrica e mais difusa nos casos de atrofia
progressiva da retina (hereditaria). Em estadios avangados de degenerescéncia hereditaria da
retina, além da hiperreflectividade tapetal, sdo observaveis a atrofia do NO e dos vasos
sanguineos. (Millichamp, 2001)

Na neurite ou neuropatia do NO pode-se verificar: papiledema e edema peripapilar; hemorragia
do DO ou em seu redor; degenerescéncia da corbéide e da retina (sobretudo na regido
peripapilar); pregas da retina (que se dispdem de forma concéntrica ao DO ou sob a forma de
linhas proximas ao DO) e atrofia do DO em casos avancados da doenca. (Millichamp, 2001)
Uma situacao particular € a anomalia do olho do Collie. E uma doenca hereditaria autossémica
recessiva e congénita que afecta esta e outras racas de caes pastores. Apresenta-se como uma
alteracdo da pigmentacdo do fundo ocular lateral ao DO mas que pode afectar o NO, retina,
corbide e esclera. Nas situacdes mais graves verificam-se colobomas do DO e pregas da retina

que conduzem ao seu descolamento e hemorragias intraoculares. Os cachorros nascem com
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estes defeitos oculares e entre as 6 e as 8 semanas de idade sdo observadas lesbes que
permanecerdo para o resto da vida, podendo evoluir. Por exemplo, cachorros com colobomas
da retina poderdo desenvolver descolamentos da retina e outros com hipoplasia da cordide
poderdo desenvolver uma hiperpigmentacdo tal que podera devolver ao fundo do olho um
feno6tipo compativel com a pelagem do céo. (Millichamp, 2001) (Pickett, 2009)

Sucintamente, em situagbes de retinite, neurite do NO e descolamento da retina a
oftalmoscopia directa e indirecta permite observar:
LesBes assimétricas, irregulares;
Opacidades cinzentas/ escuras sobre o tapete Ilcido;
AlteragBes da cor do tapete lucido;
Opacidades brancas/ cinzentas da regido nao tapetal (edema);
AlteracOes primarias da regido nao tapetal;
Cuffing perivascular na regido ndo tapetal;
Hemorragias pre, intra e subretinianas;
Relevo da retina/ descolamento da retina (leucoria);
Edema/ hemorragia do NO. (Millichamp, 2001)

6.2 Descolamento daretina

A retina neurossensorial estd, como previamente ilucidado, ancorada apenas em dois pontos:
ora ciliaris e DO. A sua posicao fixa, contra o EPR, é mantida gragas a pressao que o humor
vitreo exerce sobre ela e parcialmente pelas interdigitacdes entre os fotorrecetores e células do
EPR. O espaco virtual existente entre a retina neurosensorial e 0 EPR é um remanescente do
limen da Vesicula Optica Priméria e persiste por toda a vida. (Wilcock, 2007)

Nos caes, varias condicdes congénitas e hereditarias da retina (tais como a displasia
vitreoretiniana e a anomalia do olho do Collie) podem favorecer o descolamento da retina.
Algumas racas como o Bichon Frise parecem predispostas a diadlise da retina (desinsercdo da
retina ao nivel da ora ciliaris retinae) e descolamento. A progressédo da catarata hipermatura
e/ou a cirurgia de cataratas sdo igualmente factores predisponentes ao desenvolvimento de
solugBes de descontinuidade na retina e descolamentos reumatégenos da mesma. (Millichamp,
2001)

O descolamento ou separagdo da retina, € uma complicagdo séria e frequente de muitas

patologias oculares. Pode ser focal, multifocal ou total. O descolamento focal de uma pequena
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regido da retina geralmente ndo provoca alteracdes clinicamente detectaveis na viséo,
enquanto o descolamento total da retina leva a cegueira subita. (Slatter, 2008)

A distancia que separa a camada de fotorreceptores do EPR pode ser muito pequena
(originando os descolamentos achatados ou flat detachments) ou de tal forma grave que toda a
retina se separa do EPR (com excepc¢do dos pontos de ligacdo ao corpo ciliar e DO) e fica
suspensa no vitreo (morning glory detachment). (Wilcock, 2007)

Os tipos mais frequentes de descolamento da retina séo:

e Reumatbgeno

O descolamento é causado por fendas na retina, resultantes de trauma ou degenerescéncia,
gue levam a acumulacdo de humor vitreo liquefeito no espago subretiniano.

e Exsudativo

A acumulacdo de um exsudado seroso, fibrinoso ou celular (hemorragia) no espago
subretiniano em consequéncia de coroidite, retinite ou hipertensao dos vasos da retina.

e De Traccao

A maturacdo de hemorragias ou de fibrina dentro do vitreo provoca uma trac¢do da retina,
afastando-a da coroide. A combinacao de tecido fibroso, de fibrina e da retina traccionada forma
uma membrana, denominada por membrana epiretiniana, que se estende desde o corpo ciliar
dorsal ao cristalino até ao corpo ciliar ventral ao cristalino. (Wilcock, 2007)

As consequéncias do descolamento da retina para os fotorreceptores sédo imediatas. Verificou-
se experimentalmente que, ao fim de duas semanas, 0 segmento externo dos fotorreceptores
fica irreversivelmente danificado. Evidéncias histopatoldgicas e clinicas sugerem que, quando a
doenca ocorre naturalmente e na presenca de produtos inflamatorios ou quando a distancia
entre e retina o EPR é grande, a degenerescéncia dos fotorreceptores ocorre mais rapidamente
(em dias). O segmento interno dos fotorreceptores e 0 seu corpo celular sdo mais resistentes a

lesdo e podem permanecer viaveis por meses apés descolamento. (Wilcock, 2007)

7. ALTERACOES CONGENITAS E HEREDITARIAS DA RETINA

O genoma canino é organizado em 39 pares de cromossomas (cada cromossoma formado por
dois alelos), 38 autossémicos e os cromossomas X e Y. O Homem tem um genoma composto
por 22 pares de genes autossdmicos e os cromossomas X e Y. A maioria dos genes sdo
partilhados entre as duas espécies, a excepc¢do daqueles Unicos em cada uma das espécies ou
de outros que tenham sofrido uma duplicacdo especifica (por exemplo a familia de genes que

codifica o olfacto, obviamente mais numerosa no cdo que no Homem). (André et al., 2008)
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O cdo é o mamifero que mostra maior diversidade morfolégica e comportamental. Esta
diversidade resulta da sua histéria evolutiva e da criacdo e seleccdo Humana que, durante
séculos, originou uma enorme variedade de ragas. O aumento de susceptibilidade para as
doencas genéticas esta intrinsecamente associado a essa selec¢do. A maioria das doencgas
hereditarias nos caes é espontdnea e quase sempre especifica de uma determinada raca.
(Adaptado de Abitbola, André, Queneyc, & Chaudieud, 2010 e de André et al., 2008).

As degenerescéncias hereditarias da retina sdo um vasto grupo de doencas que afecta
primariamente a neuretina ou o0 EPR. Incluem o grupo das atrofias progressivas e generalizadas
da retina, a distrofia epitelial da retina, a cegueira noturna congénita estacionaria (ou distrofia
hereditaria da retina) e a cegueira diurna (ou hemeralépia). (Gould, Peterson-Jones & Sargan,
2002)

Grande parte destas doengas decorre da mutagdo de um gene e destas mutacdes a vasta
maioria € do tipo recessivo. Isto significa que, no que diz respeito as alteracdes hereditarias
associadas a um unico gene, quando este sofre uma mutacdo pode ocorrer qualquer uma das
trés possibilidades de composi¢éo genética (gendtipo):

- Normal: possui duas cépias idénticas e perfeitamente normais do mesmo gene (2 alelos
normais);

- Portador: possuiu uma cépia normal do gene relevante e uma copia mutante, recessiva (tem
um alelo normal e outro mutante);

- Afectado: possuiu duas cépias da mutacdo recessiva (2 alelos mutantes). (Crispin et al., 2008)
Os caes com genotipo normal sdo, como seria de esperar, fenotipicamente/ clinicamente
normais. Aqueles portadores de um gene recessivo mutante encontram-se clinicamente
saudaveis e sdo fenotipicamente normais, porque a presenca da copia intacta do gene normal
silencia a expressdo da copia mutante recessiva. Apenas 0s homozig6ticos recessivos (com
ambos 0s genes mutados) manifestam clinicamente a doenca e sdo identificados no exame
oftalmoldgico. Uma vez identificado o animal afectado € possivel identificar outros portadores
através da analise do seu pedigree. Os parentes saudaveis de um cachorro afectado séo, por
definicdo, portadores. (Crispin et al., 2008)

As alteragcBes hereditarias da retina sdo classificadas em Displasias e Atrofias.

Com o termo displasia pretende-se descrever aquelas patologias em que a neuroretina ndo
sofreu diferenciacdo e desenvolvimento correctos in utero ou em fases precoces do
desenvolvimento pés parto. As malforma¢des que dai decorrem podem permanecer
estacionarias ou progredir no sentido da atrofia da retina e consequente cegueira. (Pickett,
2009)
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Nas situagbes de atrofia o desenvolvimento in utero da neuroretina decorre dentro da
normalidade mas, em determinada fase da vida adulta do animal, a retina sofre um processo

degenerativo que culmina em degenerescéncia completa da retina e cegueira. (Pickett, 2009)

7.1 Displasia da Retina

O termo Displasia da Retina (DR) inclui um grupo muito vasto de patologias bilaterais e
simétricas da retina, que resultam de uma proliferagdo desordenada e diferenciacéo atipica das
células da retina durante o desenvolvimento embrionério. Em algumas ragas € uma doenca
reconhecida como congénita e hereditaria (autossémica recessiva) e esta presente na lista A da
BVA/KC/ISDS, mas além dos factores hereditarios uma vasta gama de agentes pode levar ao
seu aparecimento. (Crispin et al., 2008) (Chaudieu & Molon-Noblot, 2004) (Barnett, Curtis &
Millichamp, 1983)

As causas mais frequentes de DR secundaria incluem: alteracdes da diferenciacdo de
neuroblastos em fotorreceptores induzida pelo Herpes Virus Canino; deficiéncia em Vitamina A,
exposi¢cdo a radiagdo X; alguns farmacos (por exemplo, anti-virais contra o herpes virus,
actinomicina D, metilmetoximetanol, clorambucil); traumatismos intra-uterinos e/ou hipéxia fetal.
(adaptado de Chaudieu & Molon-Noblot, 2004)

A DR afecta as varias camadas celulares que compdem a retina e em determinadas situacdes o
proprio vitreo (dependendo da gravidade da degenerescéncia). (Gelatt, 2007)
Histopatologicamente caracteriza-se pela presenca de pregas da retina sensorial e de rosetas
formadas por um numero variavel de células retinianas dispostas em redor de um limen central.
A DR néo é geralmente uma alteracao progressiva e pode ou ndo afectar a visdo. (Gelatt, 2007)
O diagnéstico precoce torna-se complicado porque nem todas as formas da doenca sédo
hereditarias. Nos olhos de um cachorro em desenvolvimento as alteracbes oftalmoscopicas
podem ser mais dificeis de detectar e existem evidéncias de que algumas formas de DR se
desenvolvem em intervalos de tempo variaveis apés o nascimento. (Crispin et al., 2008)

As lesBes oculares compativeis com DR podem surgir associadas a alteracdes sistémicas, a um
defeito ocular primario ou podem ainda fazer-se acompanhar de outras lesdes congénitas tais
como a microftalmia; colobomas; displasia do vitreo; leucocoria; nistagmos rotatorio;
hemorragias (resultantes de neovascularizagéo da retina); cataratas do tipo polar posterior e em
Y invertido, nucleares nao evolutivas e corticais evolutivas. Cataratas secundarias estdo
presentes ocasionalmente e séo, tal como o microftalmos e os colobomas, outros sintomas
oftalmoldgicos de DR. (Gelatt, 2007) (Crispin et al., 2008) (Barnett, Curtis & Millichamp, 1983)

50



A importancia da electroretinografia no diagndstico de retinopatias caninas | FMV — UTL
2011

Devido a sua prevaléncia, deve ser tida em conta como um diagndstico diferencial em qualquer
cachorro que se apresente cego. (Slatter, 2008)

A Displasia Fisiologica da retina é uma alteragdo resultante do maldesenvolvimento da
neurorretina que, durante anos, foi entendida como uma verdadeira degenerescéncia e
classificada como atrofia progressiva precoce da retina. Esta alteracdo envolve a neurorretina
por completo e é irreconhecivel por oftalmoscopia numa face precoce. A maturacao irregular
dos fotorreceptores, e eventual morte celular com consequente cegueira, podem ser detectadas
entre as 6 semanas e um 1 ano de idade. As alteragbes fundoscépicas observaveis incluem
atenuacdo dos vasos da retina e hiperreflectividade do fundo tapetal devido a reducdo da
espessura e degenerescéncia da neuroretina subjacente. Histologicamente os fotorreceptores
séo as primeiras células a evidenciar alteragbes morfolégicas, seguidos das restantes células
da retina. (Pickett, 2009)

Os animais que sofrem de displasia da retina ndo devem ser utilizados para criagao.

7.2 Retinopatias.

As retinopatias podem ser classificadas nas quatro categorias que se seguem (Slatter, 2008):
7.2.1 - Distrofias, displasias, atrofias e degenerescéncias hereditarias.

7.2.2 - Retinopatias adquiridas.

Geralmente sdo secundarias a doencas sistémicas, tais como doencas infetocontagiosas que
também afectam a coroide e a retina (ex. Esgana canina e alguns fungos) e doencas
cardiovasculares, associadas a hipertensao sistémica, anemia ou sindrome de hiperviscosidade
sanguinea.

7.2.3 - Retinopatias especificas.

Exemplo, a atrofia da retina secundaria a glaucoma e o sindrome uveo-dermatolégico.

7.2.4 — Retinopatias de causas diversas.

Neste grupo incluem-se as retinopatias resultantes de ma nutricdo (por deficiéncia de tauria,
afectando sobretudo os gatos, e hipovitaminose A); doengas de armazenamento (ex.

lipofuscinose ceroide) e retinopatias toxicas resultantes da ingestao de plantas toxicas).

Com interesse para esta dissertagcdo e para uma melhor compreensdo da utilidade da
electroretinografia, abordaremos com maior detalhe o ponto 7.2.1 (retinopatias hereditarias).
Magnusson foi o primeiro a publicar, em 1909, o primeiro caso de Degenerescéncia da Retina

observado em cées da raca Gordon Setter. (Gellat, 2007) (Barnett,1965)
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Tratava-se de um exemplar que apresentava cegueira nocturna progressiva, a semelhanca da
sua progenitora, irmaos e crias. Dadas as semelhancas com a RP no Homem (também
conhecida por Doenca de Lebber ou Amaurose congénita de Leber), Magnusson decreveu,
entdo, a cegueira noturna dos cdes da Raga Gordon Setter como Retinite Pigmentar. (Barnett,
1965)

Varias publicagcdes se seguiram reportando situagdes semelhantes em cées de outras racas.
Em 1914 Henry Gray publica a ocorréncia de atrofia bilateral dos vasos sanguineos da retina
num céo jovem, que ficou gradualmente cego. Numa outra publicacdo o mesmo autor registou a
atrofia bilateral do disco Optico em sete exemplares da raca King Charles Spaniel. Nestes caes
a cegueira também foi progressiva e nao foi identificada a causa primaria. (Barnett, 1965)

Em 1938, Rasbridge publica a primeira referéncia bibliografica sobre cegueira no Setter
Irlandés. Os exemplares desta raga que apresentavam olhos negros eram valorizados em
termos de competicdo e estaldo da raca. Por este motivo o seu cruzamento foi favorecido. Num
artigo intitulado Light eyes in the Irish Setter, Rasbridge refere que apesar de serem motivo de
desqualificagdo em termos de estaldo de raga, os cées de raca Setter Irlandés com olhos mais
claros eram visualmente mais aptos que aqueles que apresentavam olhos negros (muitas vezes
invisuais). Os “olhos negros” podem dever-se a uma coloragéo fisiolégica mais escura da iris
(caractristica pretendida pelos criadores) ou a dilatacdo da pupila, sinal precoce de
degenerescéncia da retina. A seleccdo dos caes com esta caracteristica pode ter levado ao
cruzamento indesejado de alguns cées afectados. (Barnett, 1965)

S6 em 1943 é que Wilson se refere a cegueira nocturna do Setter Irflandés como um problema
hereditario e sugeriu implantar regras para a criacdo destes cdes a fim de erradicar este
problema da raca. Um ano mais tarde, Rasbridge elaborou um estudo detalhado sobre mais de
100 cruzamentos entre individuos da raga Setter Irlandés que deram origem a cachorros cegos.
Rasbridge sugeriu tratar-se de uma doenca associada a um gene autossOmico recessivo,
reforcando o caracter hereditario desta patologia, de forma a contrariar as correntes que
justificavam a cegueira nocturna com base em deficiéncias multivitaminicas. Em 1945 o Kennel
Club Inglés adicionou a “cegueira nocturna” a lista de desqualificacdes que impediam estes
cdes de ganhar qualquer prémio. (Barnett, 1965)

Foi assim que durante os anos 30 e 40 se reconheceu a natureza hereditaria da cegueira
nocturna e progressiva do Setter Irlandés, passando a ser reconhecida como “Atrofia
Progressiva da Retina”, vastamente divulgada pelas iniciais APR no mundo da criagéo de caes.
(Barnett, Curtis & Millichamp, 1983)
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Poucos anos mais tarde, a APR do Setter Irlandés foi estudada por Hodgman, Parry, Rasbrigde
e Steel (1949) em 30 animais afectados. No exame oftalmologico destes cdes o autor
identificou: midriase, diminui¢éo do reflexo pupilar & luz em estadio mais avancados da doenca,
hiperreflectividade tapetal, cataratas (presentes em alguns casos e tdo cedo quanto aos 4
meses de idade), orbita e anexos sem altera¢des patoldgicas, PIO normal. (Hodgman, Parry,
Rasbridge & Steel, 1949)

Os aspectos oftalmoscépicos normais do fundo do olho do Setter Irlandes foram comparados
com aqueles de animais com APR e diferenciaram-se trés estadios de evolucdo da doenca (I, Il
e l):

[) Perda do aspecto granuloso do tapete, aumento da reflectividade tapetal (com um tom de
verde mais pronunciado) com a por¢ao ndo tapetal ligeiramente acinzentada; a este nivel ndo
se registam alteragfes nos vasos sanguineos ou, quando presentes, s&o minimas;

[I) Tapete de cor verde marcada que comeca a suprimir os tons de amarelo e laranja normais; o
aspecto granuloso normal da regido tapetal perde-se e é substituido por um tapete brilhante,
bastante reflectivo; a regido ndo tapetal apresenta-se completamente cinzenta; vasos
sanguineos passam a ser mais finos e em menor nimero; DO mais palido.

[I) DO branco e de margens irregulares; tapetum lucidum hiperreflectivo e tapetum nigrum
surge pavimentoso e cinzento. Os principais vasos sanguineos apresentam um diametro
reduzido e 0os mais pequenos estdo ausentes. (Hodgman, Parry, Rasbridge & Steel, 1949)

A velocidade a que a APR se desenvolve varia entre cdes e pode ir de poucos meses a varios
anos. Alguns cdes apresentam uma visdo muito limitada ao ano de idade, enquanto outros
mantém alguma capacidade visual até aos 6 — 7 anos. Alguns sinais de cegueira nocturna sao
diagnosticados entre as 6 — 8 semanas de idade, mas a maioria dos cachorros s6 manifesta
sinais comportamentais de visdo nocturna deficiente entre as 4 — 6 meses de idade. (Hodgman,
Parry, Rasbridge & Steel, 1949)

Parry (1953), no segundo de uma série de artigos sobre patologias da retina em cées intitulado
Generalised Progressive Atrophy of Hereditary Origin descreve os achados oftalmoscépicos em
120 exemplares da raga Setter Irlandés, incluindo 16 ninhadas compostas por 92 cachorros.
Nem todos os cédes apresentavam APR, servindo os animais saudaveis como controlo.

As altercdes oftalmoscépicas foram observadas OU e no mesmo estadio da doenca. Apesar de
os primeiros sinais de APR hereditaria serem identificaveis aos 6 — 8 meses de idade, a
evolugdo da doencga é variavel, com animais a perder a visdo entre 0s 6 - 8 meses e outros

somente a partir dos 3 anos. A maioria dos caes desenvolveu cataratas nucleares bilaterais aos
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2 anos de idade e em animais mais velhos aumentava a incidéncia de luxac@o do cristalino.
(Parry, 1953)

Tal como Hodgman e associados, Parry (1953) estabeleceu 3 estadios de evolugcao da APR
hereditaria e identificou as alteracdes histopatol6gicas em cada.

Tabela 3 - Classificagdo das APR por Parry.

Estadio de L . ) .
Caracterizagéo AlteracOes histopatoldgicas

desenvolvimento

Perda gradual da

visdo nocturna; Atrofia dos bastonetes e do seu nucleo; a espessura reduzida da retina deve-
visdo diurna se principalmente a perda progressiva dos nucleos dos bastonetes.
normal.

Perda total da

viséo nocturna; R . 5 o
Devido & desintegracéo dos cones a membrana limitante externa assenta

deterioracao da
sobre 0 EPR.

capacidade de ver

durante o dia.

Membrana nuclear externa reduzida a uma camada interrompida de nicleos

Perda completa de cones; camada nuclear interna e de CG praticamente inalteradas; EPR
da viséo (diurna e sem qualquer pigmento, mesmo na regido do fundo nao tapetal;
noturna); pode coriocapillaris reduzida em espessura. Com a progresséo da doencga e nos
haver formacéo de aspectos mais avancados deste estadio verifica-se esclerose, redugao
cataractas. significativa da espessura da retina (passa a ser formada por uma Gnica

camada de nucleos irregularmente dispersos), reducéo do nimero e calibre
dos vasos da coroide, aglomeracdo do pigmento da coroide em massas.

Parry também concluiu que a transmissdo do gene responsavel pela APR segue uma
distribuicdo Mendeliana. Do cruzamento de dois progenitores afectados resulta sempre uma
ninhada de cachorros afectados, mas do cruzamento de um “portador” com um cdo com APR
podem nascer cachorros afectados e nédo afectados em igual nidmero. O cruzamento de um
macho/ fémea ndo portador do gene responsavel pela APR hereditaria com uma fémea/ macho
portador afectada(o) ndo produz descendéncia afectada. (Parry, 1953)

Por esta altura, a fim de limitar o cruzamento de cdes com APR hereditaria, o Clube Inglés de
Canicultura estabeleceu alguns critérios para identificar entre 0s seus associados,
nomeadamente o Setter Irlandés de pélo vermelho, aqueles portadores do gene responsavel.
Estes critérios foram:

Aumento do diametro pupilar,

Aumento da reflectividade tapetal,
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Testes de performance,

Exame oftalmoscopico,

Testes de cruzamentos,

Avaliar/ fazer um levantamento dos pedigrees. (Barnett, 1983)
Hoje sabemos que, nos cées, as degenerescéncias da retina afectam primariamente os
fotorreceptores, o EPR ou ambos. Desde o primeiro estudo bem documentado sobre a
degenerescéncia da retina no Gordon Setter, tém sido identificadas varias racas de caes com
degenerescéncias hereditarias da retina. (Gelatt, 2007)
O termo generalista de Atrofia Progressiva da Retina (APR) tem sido aplicado para descrever
estas condi¢des e dois tipos de APR séo identificados, de acordo com a extensdo das leses do
fundo ocular: (Gelatt, 2007)
- APR generalizada: implica uma hiperreflectividade de todo o fundo ocular em fases mais
avancadas da doenca, que acontece devido a atrofia generalizada das estruturas da
neurorretina e culmina em cegueira clinica. (Gelatt, 2007)
- APR central: verificam-se acumulacdes multifocais de pigmento dispersas pela retina que,
num estadio muito avancado da doenca, estdo rodeadas por areas de hiperreflectividade. Sabe-
se hoje que a APR central resulta de um defeito primario do EPR e nem sempre conduz a
cegueira, pelo que se deve denominar por Distrofia Epitelial Pigmentar da Retina. (Gelatt,
2007)(Gould, Peterson-Jones & Sargan, 2002)
Durante as ultimas décadas o complexo da APR tem vindo a ser classificado e subdividido de
acordo com a sua etiologia molecular ou celular e séo utilizados simbolos de genes para
diferenciar estas alteragfes. Contudo, dada a diversidade de estruturas envolvidas neste
complexo de doencas e a sua fisiopatologia, ainda n&do foi possivel establecer, com
uniformidade e rigor cientifico, um conjunto de regras para a classificagdo da APR. Contudo, é
possivel diferenciar de grosso modo duas classes de doencgas: (Gelatt, 2007)
- Aquleas que resultam de alteragdes do desenvolvimento dos fotorreceptores;
- Aquelas que resultam de doencas degenerativas dos fotorreceptores.
As doencgas do desenvolvimento dos fotorreceptores reflectem um amplo conjunto de alteracdes
genéticas diferentes que se expressam citologicamente no periodo pés-natal, quando as células
visuais se comecam a diferenciar. Estas alteragdes consistem, geralmente, na displasia dos
cones ou dos bastonetes (podendo verificar-se simultaneamente) e cada uma delas possui um
decurso préprio da doenca e um fen6tipo caracteristico. Uma particularidade das displasias dos
fotorreceptores é de que, mesmo antes de atingir a maturidade morfolégica e funcional

(aproximadamente as 8 semanas no cachorro), a retina ja apresenta importantes alteracées
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estruturais dos cones ou bastonetes. A velocidade de progressdo da doenca e perda dos
fotorreceptores no decurso da doencga é rapida. (Gelatt, 2007)

Nao se deve confundir a displasia dos fotorreceptores com a displasia da retina, ja referida.

Por outro lado, as patologias degenerativas resultam de alteracdes pelas quais as células
fotorreceptoras degeneram apoOs terem sofrido um processo de diferenciacdo normal. Este
altimo grupo de doencas caracteriza-se por uma progressao mais lenta que é influenciada por
factores temporais e topograficos. Em caes afectados com um tipo de degenerescéncia de
fotorreceptores, a degenerescéncia progressiva dos bastonetes - cones (dpbc), foram
identificados alelos diferentes no mesmo locus de um gene que se expressa para regular a
velocidade de degenerescéncia destas células. (Gelatt, 2007)

O complexo de alteragBes que constituem as Atrofias Progressivas da Retina é altamente
heterogéneo em termos de expressdo genética, com diversos modos de transmissdo e um
grande numero de genes e mutacdes envolvido. (André & al., 2008)

A excepcdo do Husky Siberiano, cuja forma de transmissdo da APR esta associada ao
cromossoma X, em todas as ragas estudadas até a data a APR € uma doenca hereditaria com
modo de transmissdo autossémico recessivo. (Genetics Committee of the American College of
Veterinary Ophthalmologists [ACVO], 2007)

De acordo com a idade de aparecimento dos primeiros sintomas, as Degenerescéncias,
Distrofias ou Displasias primérias da retina podem ainda ser classificadas em precoces ou
tardias. Em cada grupo, as doencas podem diferir na patogenia e idade de apresentacdo dos
primeiros sintomas. (Slatter, 2008) (Consultar Tabela 12 dos anexos)

Atendendo a estas caracteristicas, podemos ainda reclassificar as alterac6es degenerativas da

retina em trés tipos (I, Il e Ill) que contemplam:

Tabela 4 - Tipos de APR (adaptado de Slatter, 2008)

Degenerescéncia Progressiva da Degenerescéncia Progressiva da Degenerescéncia Progressiva da
Retina de Tipo | Retina de Tipo Il Retina de Tipo Ill

Displasia de bastonetes-cones: Setter
Irlandés; Poodle Miniatura; Collie;
Schnauzer Miniatura.
Displasia dos Bastonetes: Elkhound ) ) )
R Distrofia do Epitélio Pigmentar (APR .
Noruegués ) Hemeralopia: Malamute do Alaska,
- - central): predominantemente nas ragas o
Degenerescéncia precoce da retina: Pooddle Miniatura.
de trabalho.
Elkhound Noruegués
Degenerescéncia dos cones e
bastonetes: Poodle miniatura; Cocker

Spaniel Inglés e Americano.
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Continuagao da tabela Tabela 5 - Tipos de APR (adaptado de Slatter, 2008)

‘ Sinais Clinicos: Sinais Clinicos: Sinais Clinicos:

Perda progressiva de visdo diurna ) . . o
) ) Capacidade visual reduzida. Cegueira diurna.
seguida de cegueira nocturana.

o Capacidade de ver ao longe quase o o
Aumento da reflectividade tapetal. I Sem sinais oftalmoscopicos.
normal.

L E visivel pigmento sobre a zona tapetal ) o
Midriase. . ERG confirma cegueira diurna.
da retina.

Atrofia dos vasos retinianos. Formacgdao de cataratas é rara. N&o se desenvolvem cataratas.

Alteracbes no ERG ou auséncia de | Reflexo pupilar & Iluz encontra-se
resposta. normalmente presente.

Auséncia de reflexo pupilar a luz em
o ERG normal
estadios avancados da doenca.
Cataratas  secundarias em  algus .
. Vis&o nocturna normal
pacientes.

Eventual desenvolvimento de cegueira

completa.

7.3 Sintomas de APR

Clinicamente a diferentes variantes do complexo da APR manifesta-se de forma semelhante,
independentemete do tipo de alteracdes celulares que Ihe deram origem. As manifestacdes
classicas de APR séo alteracdes fundoscopicas bilaterais e cegueira, inicialmente em condi¢des
de penumbra (nictalopia). Os reflexos pupilares & luz tornam-se mais reduzidos a medida que a
doenca progride, mas mesmo nos estadios mais avangados da doenca encontram-se presentes
(constitui um factor importante para os diagnésticos diferenciais de cegueira). A abertura pupilar
em repouso € sempre maior nos animais afectados, comparativamente aqueles sem APR.
Algumas racas de cdes com APR estdo predispostas a desenvolver cataratas secundarias em
estadios avancados da doenca. Inicialmente as cataratas s&o corticais posteriores, com
vacuolizacdo e opacificagdo. Com alguma frequéncia podem estender-se estrias do pélo
posterior do cristalino ao cortex equatorial e, mais tarde, a todo o cristalino. (Gelatt, 2007)
Contudo, ainda nao foi estabelecido um conseno em relacdo a origem das cataratas em
pacinetes caninos com APR. Alguns autores advogam poder tratar-se de duas entidades
separadas enquanto outros assumem que a libertacdo de radicais toxicos secundaria a
degenerescéncia das células da retina podera levar a formacdo de cataratas. Apesar da
discordia, na presenca de retinopatias hereditarias, a remocao cirargica das cataratas € contra-

indicada por nédo ser o factor essencial a restauracéo da visao. (Slatter, 2008)
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Esta completamente desaconselhado o cruzamento de qualquer cdo que demonstre ser
portador de alteracdes bilaterais e simétricas da retina compativeis com degenerescéncia da
retina (considerada APR até prova em contrario). (ACVO, 2007)

Tabela 6 - Alterac6es oftalmoscopicas encontradas na APR (adaptado de Gelatt, 2007)

Alterac6es oftalmoscépicas na APR

Pode ser identificada uma ligeira hiporreflectividade tapetal acinzentada sobretudo no fundo tapetal periférico;
ligeira atenuagéo vascular e proeminéncia dos vasos retinianos do fundo tapetal periférico e centro-periférico.
Alteracdes proeminentes e generalizadas da coloragdo do fundo tapetal; atenuac@o vascular; aumento da
reflectividade tapetal (mais acentuada no fundo tapetal centro-periférico); diminuicdo da pigmentacéo do fundo
tapetal; desmielinizagéo e alteracéo da forma do disco éptico; reducéo do calibre e nimero dos vasos sanguineos;
atrofia Optica precoce.

Hiperreflectividade tapetal de todo o fundo ocular; perda continua da pigmentagdo do fundo tapetal; s6 se

conservam 0s vasos sanguineos centrais de maior calibre; desmielinizagao, palidez e atrofia do disco 6ptico.

7.4 O Cao como modelo das Retinites Pigmentares Humanas

As atrofias progressivas da retina (APR) na espécie canina sdo doencas homologas das
Retinites Pigmentares (RP) Humanas. Embora muito diferentes no plano genético, elas
assemelham-se clinicamente as manifestacdes oculares das RP na espécie humana. (Abitbola,
Andréb, Queneyc, & Chaudieud, 2010)

E uma doenca que se regista esporadicamente em todo o mundo e caracteriza-se pela perda
progressiva de visdo nocturna onde os homens séo duas vezes mais afectados que as
mulheres. As alteracdes patoldgicas iniciam-se a periferia da retina e ocorrem nas suas
camadas mais externas. As alteracdes no EPR, e na camada de cones e bastonetes, segue-se
a atrofia das camadas celulares mais internas da retina. A cordide esta geralmente atrofiada
mas com uma distribuicdo normal de pigmento. Os vasos sanguineos, incluindo artéria e veias,
encontram-se atrofiados, em nimero reduzido e com sinais de degenerescéncia hialina em seu
redor. As alterac6es no EPR sdo mais evidentes a periferia da retina e em algumas zonas este
€ substituido por acumulacdes de pigmento que prolifera para as camadas da retina
subjacentes. Em regifes do fundo ocular onde normalmente ndo se encontra pigmentacéo,
nomeadamente em redor do disco Optico, é possivel verificar extensas areas pigmentadas. No
Homem, sintomas de perda progressiva da visdo periférica e nictal6pia que culminam em
cegueira central e hemeralépia sao semelhantes aqueles descritos para os cdes. (Gould,

Petersen-Jones & Sargan, 2002)
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A RP compreende um grupo de doencas hereditarias da retina, geneticamente heterogéneo,
caracterizado pela degenerescéncia progressiva dos fotorreceptores que culmina em morte
destas células. No Homem, a RP pode ser herdada sob a forma autossémica recessiva,
dominante ou associada ao cromossoma X (sendo esta Ultima a forma menos prevalente).
(Zeiss, Acland & Aguirre, 1999)

Progressos recentes da genética canina permitiram identificar os genes responsaveis pelas
doencas hereditarias oculares caninas. Partindo da hipotese de que, no determinismo das
retinites pigmentares (RP) humanas e das atrofias progressivas da retina (APR) nos cées se
verificar que os genes sao idénticos ou estdo implicados has mesmas vias metabdlicas, entdo a
espécie canina apresenta-se como constituindo um modelo espontaneo para a identificacdo de
regides cromossomicas e de genes implicados quer nas APR quer nas RP. (Abitbola, Andréb,
Queneyc & Chaudieud, 2010)

7.5 Neurite do Nervo Optico e Sindrome da Retina Silenciosa ou Degenerescéncia
Subita e Adquirida da Retina

Quando um canideo se apresenta a consulta por perda subita de visdo, o clinico deve incluir
obrigatoriamente na sua lista de diagndsticos diferenciais o Sindrome de Degenerescéncia
Subita e Adquirida da Retina e a Neurite do Nervo Optico (papiledema).

Em ambas ocorréncias a perda de visdo é dramatica, os cdes apresentam-se midriaticos e o
RPL esta reduzido ou ausente. Na primeira situacdo a cegueira € bilateral, enquanto que na
neurite do NO os reflexos que testam a visdo podem estar presentes em ambos os olhos. (Riis,
2002)

O exame fundoscopico numa situacdo de neurite do NO revela edema do DO e protusédo dos
vasos sanguineos sobre o disco Optico edemaciado. A retina pode estar descolada e elevada
em redor da inser¢do do DO. Na Sindrome da Retina Silenciosa o exame fundoscopico é
normal em estadios iniciais e progride para uma evidente hiperreflectividade tapetal. (Riis, 2002)
O Sindrome da Retina Silenciosa ou Degenerescéncia Subita e Adquirida da Retina (DSAR) é
uma doenca de origem desconhecida que afecta, geralmente, cdes de meia-idade a idosos e
com alguma pré-disposicao racial. Os sinais clinicos da DSAR incluem perda subita da visdo
bilateral ou déficites visuais bilaterais que conduzem a perda completa de visdo no curso de
dias ou semanas e que é confirmada por ERG (auséncia de ondas OU). Esta sindrome é
frequentemente acompanhada por polidria e polidipsia, polifagia e algumas vezes por nictalépia

no periodo que antecede a cegueira subita. (Montgomery, Woerdt & Cottrill, 2008)
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Trata-se de uma alteracdo primaria da camada de fotorreceptores onde ocorre apoptose do
segmento externo dos cones e dos bastonetes. Os cdes com DSAR apresentam-se a consulta
de oftalmologia tipicamente midriaticos (em repouso), com RPL reduzido e podem apresentar
hiperémia conjunctival moderada. O exame por oftalmoscopia directa e indirecta do fundo do
olho realizado em cées que se encontram nos estadios iniciais da doenca podera ser normal.
(Montgomery, Woerdt & Cottrill, 2008)

Num estudo realizado em dois hospitais de referéncia nos EUA durante o periodo de 2000 a
2006 (Montgomery, Woerdt e Cottrill, 2008) foram avaliados 140 casos de cdes com amaurose,
distribuidos duas populacfes distintas: aqueles com DSAR (120) e os que apresentavam
doenca neurologica (20), incluindo neurite do nervo Optico, neoplasia do quiasma optico e
cegueira de origem central (principais diagndsticos diferenciais de amaurose).

Neste estudo, o exame oftalmoscépico dos cades diagnosticados com DSAR (120) revelou:
auséncia de resposta de ameaga OU em 93% dos casos e 7 % apresentava resposta de
ameaca inconsistente em um dos olhos ou OU. O RPL directo e consensual foi registado em
36% dos olhos e em 63% dos olhos estava ausente. A avaliagdo da PIO dos 160 olhos com
DSAR revelou que 156 (98%) eram normotensos (<20 mmHg) e apenas 4 olhos apresentavam
hipertensdo ocular (>20 mmHg, um dos quais com PIO>30 mmHg que foi excluido do estudo).
Outras alteracdes oculares registadas nos olhos de cdes com DSAR foram: hiperreflectividade
tapetal, hiperémia conjunctival, atenuacdo da vasculatura da retina, atrofia da iris, cataractas
incipientes, distiquiases, queratite pigmentar e palidez do DO. 5%

O hemograma destes animais revelou: neutrofilia (18%), linfopénia (12%), leucocitose (10%) e
trombocitose (10%). A uriandlise revelou isostendria em 8 de 24 cdes com DSAR. Treze cées
foram testados para a doenca de Lyme e 4 (31%) apresentaram um resultado positivo.

Quando foram avaliados parametros bioquimicos séricos a estes animais, foi frequente
encontrar elevagbes das enzimas transaminases, fosfatase alcalina, colesterol, triglicéridos,
proteinas totais e hiperglobulinémia, hipercalcémia, hiperglicémia e hiperfosfatémia. Uma
elevagcdo significativa dos parametros bioquimicos verificou-se para a fosfatase alcalina,
colesterol e triglicéridos. Apesar 38% dos cdes com DSAR de exibirem sinais de
Hiperadrenocorticismo, os pacientes com DSAR séo considerados sistemicamente saudaveis.
(Montgomery, Woerdt & Cottrill, 2008)

Dadas as potenciais causas de doenca nos pacientes que apresentam amaurose € fundamental
diferenciar a DSAR de doenca neuroldgica para que o tratamento adequado se possa instituir

no segundo caso e se possa estabelecer um prognéstico. (Montgomery, Woerdt & Cottrill, 2008)

858 A idade e alteragGes degenerativas associadas a idade tais como: atrofia da iris, queratite pigmentar, distiquias (...) identificadas
no estudos sdo provavelmente coincidéncias de achados.
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A electroretinografia € a técnica a qual se deve recorrer para fazer o diagnéstico preciso de
cegueira com origem na retina e diferenciar cegueira consequente a alteragdes das vias visuais.
No ERG de um paciente com DSAR ndo € registada qualquer defleccdo da linha de base,
enquanto se espera que o ERG do paciente com neurite do NO ou alteracdes do SNC que
comprometam a visdo normal seja normal.

Fig. 15 - Exemplo de um ERG de campo total por flash realizado sob condi¢des fot6picas usando flashes de

luz de intensidade standard a um cdo com histéria de perda subita de visdo. Imagem gentiimente cedida pelo Dr.
Diogo Magno, HVR.

A auséncia de curvas ao longo do tragado é compativel com uma situacéo de DSAR.

8. METODOS DE AVALIACAO DA FUNCAO DA RETINA E DAS VIAS VISUAIS.
8.1 Reflexo Pupilar & Luz
O reflexo de constricdo da pupila na presenga de um foco de luz incidente, denominado Reflexo
Pupilar & Luz (RPL), € uma resposta nervosa cortical dependente de diversas estruturas que,
funcionando em sinergia e na presenca de um foco de luz incidente sobre o olho estimulam a
miose. (Slatter, 2008)
Estas estruturas nervosas sao:

Retina

Nervo optico

Quiasma 6ptico

Area pré-tectal

Nucleo parassimpatico do 3° nervo craniano (NC Ill ou Nervo Oculomotor) onde ocorre
sinapse com a fibra pupilomotora que estimula o musculo liso do esfincter da iris a contrair.
(Slatter, 2008)
Na maioria dos animais, a constricdo da pupila do olho iluminado (RPL directo) € ligeiramente

superior a do olho contra-lateral ndo iluminado (RPL indirecto ou consensual). Relativamente ao
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momento em que o olho contralateral é iluminado (inicio do estimulo) verifica-se um atraso na
resposta do olho iluminado e um atraso na resposta consensual. Este intervalo de tempo é
denominado de tempo de laténcia e é de 133,3 + 5,3 ms para o reflexo directo e 146,6 + 31,3
ms para o reflexo consensual. (Grozdanic, Matic, Sakaguchi & Kardon, 2007)

Num trabalho realizado por Grozdanic e colaboradores (2007), a propésito do estudo da funcao
da retina usando a avaliacdo do reflexo pupilar & luz cromética medido por pupilometria
computarizada em cées saudaveis e com SARDS, foram obtidos os seguintes valores para o
diametro pupilar em caes saudaveis:

- 8,3 + 0,6 mm de didametro pupilar basal;

- 5,7 £ 0,6 mm de didmetro pupilar em constricdo (resposta directa) apos flash de luz de
elevada intensidade (1,75 log units, 56,6 cd/mz);

-6 0, £ 0,6 mm de didmetro pupilar em constricdo (resposta indirecta) apos flash de luz de
elevada intensidade (1,75 log units, 56,6 cd/mz);

O RPL encontra-se diminuido ou ausente em diversas situacdes patolégicas ou alteracdes
congénito-hereditarias que envolvam qualquer uma das estruturas que o medeiam e/ ou sdo
parte constituinte da iris. (Slatter, 2008)

Ou seja, além da presenca de alteracdes patologicas em qualquer ponto da via visual, 0 RPL
encontra-se diminuido ou ausente na atrofia da iris (relacionada com a idade), na isquémia da
iris (resultante de glaucoma agudo), nas situacdes de obstrucdo da pupila (por exemplo por
sinéquias ou deslocacdes do cristalino), iatrogénico (aplicacdo prévia de colirios midriaticos) ou
ainda em animais assustados devido a presenca de elevadas concentracdes de epinefrina em
circulagéo. (Slatter, 2008)

Posto isto, é fundamental ter em conta que o RPL é uma resposta subcortical e, para ocorrer,
nao requer que a retina esteja plenamente funcional. Um RPL positivo ndo é um indicador de
visdo ou de auséncia de alteracdes retinianas. (Gelatt, 2007)

Contudo, a avaliagdo cromatica do RPL é um teste essencial por dois motivos: permite
diferenciar entre doencgas da retina e do nervo Optico; permite identificar a localizagéo precisa
da lesdo quando € possivel associar o RPL aos achados da electroretinografia. (Grozdanic,
Matic, Sakaguchi & Kardon, 2007)

Em cdes com DSAR (diagnosticado por auséncia de curvas no ERG) e noutros sem alteracdes
oculares, a fim de caracterizar o RPL mediado por cones — bastonetes e o0 RPL mediado pela
melanopsina das CGRIf, foram comparadas através de um sistema computorizado de

pupilometria, as respostas pupilares a luz vermelha (630 nm), azul (480 nm) e branca de
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diferentes intensidades (-0,29 a 5,3 log units) e duracao variavel. (Grozdanic, Matic, Sakaguchi
& Kardon, 2007)

Em cades saudaveis espera-se detectar RPL com flashes luz vermelha ou azul de muito
pequena intensidade (-0,29 log units; intensidade luminosa utilizada para testar a resposta dos
bastonetes). Em cédes com lesédo dos bastonetes e fun¢do normal de cones, o RPL é bastante
mais atenuado na presenca de uma luz de fraca intensidade. Em cdes sem actividade
electroretinogréfica para os cones e bastonetes (DSAR), a pupila reagiu apenas a incidéncia de
luz azul (430 nm) de elevada intensidade (5,3 log units) e duracéo (5 s). Em cédes com DSAR, a
inicidéncia de luz de 630 nm (vermelha) e intensidade variavel entre os 3,47 e 0s 6 log units,
nao despoletou um RPL. (Grozdanic, Matic, Sakaguchi & Kardon, 2007)

Face a estes resultados, os autores do estudo colocaram a hip6tese de que a presenca de RPL
observada nos cdes com DSAR pode ser devida a actividade da melanopsina das CGRiIf, tendo
em conta que o pico maximo de sensibilidade para a melanopsina € 480 nm (luz azul) e que em
situacdes de auséncia ou reducdo da actividade dos cones e bastonetes a RPL esta reduzida e

sdo as CGRIf que sustentam a miose. (Grozdanic, Matic, Sakaguchi & Kardon, 2007)

8.2 Oftalmoscopia

O exame oftalmoscopico deve ser realizado numa sala escura e apés aplicacdo de um colirio
midriatico (como a Tropicamida a 0,5 ou 1%). (Ofri, 2008)

Ao considerar a visualizacdo do fundo ocular é fundamental ter em conta que estamos a
observar uma série de tecidos sobrepostos e intercalados desde o vitreo até a esclera. A
oftalmoscopia permite o exame detalhado desses diferentes tecidos que compoém o olho e de
forma néo invasiva. (Millichamp, 2001)

A oftalmoscopia directa fornece uma imagem pequena, de grande ampliacdo
(aproximadamente 16x) e detalhe, comparativamente a imagem obtida por oftalmoscopia
indirecta (ampliagdo de 4x). A oftalmoscopia directa é utilizada sobretudo para examinar a
porcéo central do fundo do olho, em particular a regido do DO. Contudo esta ndo é a opcao
adequada para observar a porgéo periférica da retina dos animais domésticos. (Gelatt, 2007)

A oftalmoscopia indirecta é feita através da utilizacdo de uma lente de méo de 10 a 40D e uma
fonte de luz suportada pela cabega. Permite um exame mais completo, abrangente e rapido do
fundo do olho. O examinador vé uma imagem invertida do fundo ocular, mas num grande
campo visual. Qualquer lesdo observada pelo oftalmoscopio indirecto deve ser reavaliada com

o oftalmoscopio directo. (Beranek & Vit, 2007)
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Normalmente é imposssivel examinar o fundo do olho de cachorros com idade inferior a duas
semanas de idade porque as palpebras permanecem encerradas até esta altura e a cérnea é
ainda muito pouco transparente. Pelas duas semanas de idade, quando as péalpebras abrem,
ndo sao detectadas diferencas entre a regido tapetal e ndo tapetal. Nesta fase de
desenvolvimento o fundo ocular tem uma aspecto baco, cinzento escuro, o DO é pequeno e
sem relevo sobre a retina. Os vasos sanguineos, contudo, s@o identificaveis e de grande
calibre. (Gelatt, 2007)

A evolucao do desenvolvimento do fundo ocular € lenta e progressiva. No céo, entre as 7 e as 8
semanas de idade completa-se a diferenciacdo e maturacdo da retina, sobretudo dos
fotorreceptores. Aos 3 - 4 meses de idade, o fundo ocular do cachorro apresenta a coloragéo e

estrutura daquele de um individuo adulto. (Gelatt, 2007)

8.3 Tomografia Optica de Coeréncia (TOC)

A TOC é uma técnica ndo invasiva que produz imagens bidimensionais e de elevada resolucao
de varias estruturas oculares tridimensionais. Muitas vezes é comparada a Ecografia em modo
B. Contudo, na base da formacéo de imagens da TOC estdo fendmenos de reflexdo de luz em
vez da geracdo de ultrasons. Comparativamente a ecografia convencional do segmento
posterior do olho (resolucdo de aproximadamente 150 micrémetros), a utilizacdo de luz permite
criar imagens com elevada resolucédo espacial (na regido dos 10 um). A TOC baseia-se no
principio da interferometria de baixa coeréncia 6ptica, que mede o tempo de atraso da luz
reflectida sobre as diferentes estruturas oculares, depois de projectado sobre si um feixe de luz
infravermelha (aproximadamente 830 nm de comprimento de onda) criado por um diodo
superluminescente em direccéo vertical e horizontal, varrendo as suas estruturas. (Gekeler &
al., 2007) (Fercher, Hitzenberger & Lasser, 2003)

A magnitude dos feixes de luz dispersa e da luz reflectida pela retina forma uma imagem
bidimensional de cores "falsas". Variacdes nas caracteristicas dos tecidos alvo, neste caso a
retina, estdo na base da reflectividade de diferentes intensidades luminosas e associadas a
formacéo de imagens heterogéneas, falsamente coloridas. A manipulacdo destes dados por um
software adequado permite quantificar a espessura da retina. Assim a TOC permite avaliar in
Vivo a espessura das estruturas da retina com elevada resolucdo, acuidade e repetibilidade,
sem o0s artefactos inerentes a observacdo microscépica. Foi encontrada uma elevada
correlacdo entre os achados da TOC e a histologia da retina, afirmando a TOC como um
método Gtil para identificar estruturas tais como membranas epiretinianas, traccdes

vitreoretinianas, acumulacdo de fluido no espaco subretiniano e ou descolamentos
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neurosensoriais da retina, descolamentos da retina, edema da retina, edema do disco 6ptico,
colobomas do disco Optico, tumores da retina ou coroide, corpos estranhos intraoculares, entre
outras patologias. Esta técnica permite igualmente detectar com sucesso alteragfes na
espessura da camada de fibras nervosas da retina (importante na monitorizacdo de pacientes
com glaucoma) e medir a espessura da camada de fotorreceptores em situagtes de displasia
ou degenerescéncia dos mesmos. (Gekeler & al., 2007) Nao obstante, pode ser Util para obter
imagens e medigdes correctas de estruturas da camara anterior do olho, tais como o angulo
irido-corneal, iris ou cornea. (Fercher, Hitzenberger & Lasser, 2003)

Num estudo realizado em gatos (Gekeler & al., 2007) a espessura da retina variava entre as
diferentes regides que a compdem e é maior na regido peripapilar, onde se concentram as CG
que formam o NO. A area centralis foi a regido onde se verificou uma espessura mais reduzida.
Valores intermediarios foram registados nas regibes periféricas da retina. A estrutura e
organizacdo do segmento ocular posterior do cdo é muito semelhante a do felino. E razoavel
esperar resultados semelhantes de TOC nesta espécie.

Nos dias de hoje esta ndo € uma técnica com aplicagdo pratica significativa em clinica e
investigac@o veterinaria pelos elevados custos a si associados. Contudo, € um método muito
eficaz no diagndstico das alteracdes da transicao vitreoretiniana (Gekeler & al., 2007) e permite,
gracas a sua elevada resolucéo e profundidade de penetracao, criar auténticas biopsias in vivo
(ultrapassadando as limitagcbes da biopsia cirirgica convencional, tais como dispersdo de
células cancerigenas, hemorragias e infec¢des). (Fercher, Hitzenberger & Lasser, 2003)

Dadas as crescentes exigéncias no campo da oftalmologia veterindria e a necessidade de
diagnosticar e quantificar as doencas vitreoretinianas, a TOC podera vir a desenvolver-se e com
enorme beneficio pois permite estabelecer um diagndstico in vivo e de forma ndo invasiva,

baseado na localizagéo histologica precisa das lesées da retina.

Fig. 16 — Exemplo de TOC. Retina Humana. (adaptado de Fercher, Hitzenberger & Lasser, 2003)
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8.4 Ecografia ocular

A ecografia ocular utiliza feixes de energia acustica e respectivos ecos para localizar e
guantificar tecidos de diferentes densidades dentro do globo ocular e da orbita. Para a sua
realizac&o é aconselhavel utilizar sondas de frequéncia igual ou superior a 7.5 ou 10 mHz. E um
exame indicado para o diagnostico de patologias do segmento posterior do olho,
nomeadamente descolamentos de retina, corpos estranhos e tumores intraoculares (ex.
neoplasias da coréide ou préximas do corpo ciliar) ou intraorbitarios. (adaptado de Gelatt, 2007
e de Beranek, 2007)

A sua realizacdo é obrigatéria antes da cirurgia de cataratas e sempre que a visualizacdo da
retina esta comprometida pela opacidade das estruturas da cAmara anterior do olho (ex. hifema)
e cristalino (ex. cataratas), para garantir que ndo se verifica um descolamento da retina ou
gualguer uma das outras situagbes atras mencionada. Quando a opacidade da camara
posterior impede a observagdo com o oftalmoscopio, por exemplo em casos de hemorragia do
vitreo, a ecografia ocular permite avaliar a integridade do segmento posterior do olho uma vez
gque os ultrasons penetram as células do sangue. Esta técnica também tem utilidade quando se
pretende inspeccionar as estruturas moles que circundam o globo ocular. (Gelatt, 2007)

O modo B é preferivel ao modo A porque permite uma melhor visualizacdo e interpretagéo das
imagens. (Gelatt, 2007)

Fig. 17 — Exemplo de ecografia ocular. Imagem gentilmente cedida pelo Dr. Diogo Magno, HVR.

£t
L L2

camara anterior do olho
g

66



A importancia da electroretinografia no diagndstico de retinopatias caninas | FMV — UTL
2011

8.5 Tomografia axial computorizada (TAC) e Ressonancia Magnética (RM)

A TAC e RM oferecem um vasto leque de possibilidades de diagnéstico particularmente Uteis na
avaliacdo das afec¢fes da orbita (Beranek & Vit, 2007) e da integridade das estruturas do SNC
onde ocorrem os fenébmenos de visao.

Numa publicacdo de Seruca e equipa (2010) a propoésito dos achados oftalmoscépicos, de
exame neuroldgico e ressonancia magnética apresentados por cdes e gatos com perda aguda
de visdo devida a causas poés-retinianas, a RM foi encarada como o exame complementar de
eleicdo para a avaliagdo destes pacientes. Comparativamente a TAC, A RM permitiu avaliar as
lesBes nas vias visuais retrobulbares e intracranianas com maior resolucdo, bem como formar
uma imagem detalhada de todo o percurso das vias visuais, desde a abertura do canal 6ptico
até ao lobo occipital, facilitando a identificacéo e caracterizagdo morfolégica das alteragdes.

A RM funcional com base nos niveis de oxigenag¢do do sangue (Blood oxygen level-dependent
functional MRi) € uma nova técnica imagiolégica com elevada resolucdo espacial que permite
aferir a actividade neuronal do cérebro. Esta técnica baseia-se no principio de que o aumento
da actividade no cértex cerebral, em resposta a um estimulo visual, conduz ao aumento da taxa
metabdlica neuronal suportada pelo aumento do fluxo sanguineo a essa regido. A medida que o
aumento do fluxo de sangue excede o aumento da taxa metabdlica e a velocidade a que o
oxigénio € extraido da microvasculatura cerebral, verifica-se um aumento do racio de
hemoglobina oxigenada: desoxihemoglobina. A desoxihemoglobina é paramagnética e causa
atenuacdo do sinal da RM. Assim, o aumento do réacio oxi:desoxihemoglobina leva a um
aumento da frequéncia do sinal de RM em areas onde a actividade neuronal aumenta. (Willis,
Quinn, McDonell, Gati, Parent & Nicolle, 2001)

A RM funcional é um método de diagndéstico que permite avaliar causas de cegueira central
(quando o exame oftalmolégico e ERG sao normais num paciente que se apresenta invisual)
bem como a eficiéncia de tratamentos genéticos, tal como descrito por Aguirre e colaboradores
(2007) em Canine and Human Visual Cortex Intact and Responsive Despite Early Retinal
Blindness from RPE65 Mutation a propdésito da transferéncia do gene RPE65 em cdes mutantes

e Homens com Cegueira Congénita ou Amaurose Congéntia de Leber. (Aguirre et al., 2007)

8.6 Angiografia
A angiografia com fluoresceina € um método auxiliar no diagnostico das retinopatias. Esta
indicado sobretudo na avaliacdo da evolucdo de patologias que envolvem a vascularizacdo da

retina, tais como anomalias vasculares, neoplasias do segmento porterior do olho, hipertenséo,
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descolamentos de retina, processos inflamatérios, retinopatias diabéticas e processos
degenerativos. (Gelatt, 2007)

O exame consiste na administracéo intravenosa de um bolus de uma solucéo de fluoresceina a
10% seguido de fotografias seriadas do fundo do olho. Todas as fases da angiografia
(estruturas vasculares da cordide; artérias da retina e jungfes arteriovenosas, veias da retina)
podem ser fotografadas nos primeiros 15 segundos apds a administragdo do contraste.
(adaptado de Gellat, 2007). (Wakaiki et al., 2007)

A angiografia com Indocianina verde é largamente utilizada em Oftalmologia Humana na
avaliacdo das estrututas vasculares da cordide. Em 2007, Wakaiki e seus colaboradores
publicam o primeiro estudo comparativo da angiografia com fluoresceina e indocianina verde
em cées. Concluiram que a angiografia com indocianina verde (1,0 mg/kg, i.v) permite uma
clara visualizacdo dos vasos da coréide enquanto que a fluoresceina se limita a corar os vasos
da retina. A afinidade diferencial dos dois corantes para diferentes estruturas vasculares
prende-se com a sua capacidade de ligacdo as proteinas do sangue. Cerca de 98% das
moléculas de indocianina ligam-se as proteinas plasmaticas e assim impedem que o corante se
difunda dos vasos da coriocapilar.

A fluoresceina, pelo contrario, tem fraca afinidade para as proteinas plasmaticas
(aproximadamente 70%) e difunde-se rapidamente pelos capilares da coréide, ofuscando os
seus detalhes. (adaptado de Gelatt, 2007 e de Wakaiki et al., 2007)

Os autores propdem o uso combinado de fluoresceina e indocianina verde para o diagnostico
de patologias complexas do fundo ocular, onde as alteragbes vasculares podem afectar a

vasculatura de cada um dos tecidos ou de ambos. (Wakaiki et al., 2007)

8.7 Potenciais visuais evocados (PVES)

Os potenciais visuais evocados, ou respostas visuais evocadas, sdo uma resposta eléctrica
grosseira gerada ao nivel do cértex occipital em resposta a estimulacao visual. (Slatter, 2008)

O seu registo é uma onda que resulta da média de varias medi¢cdes da resposta a estimulos
visuais luminosos repetidos e registados por um eléctrodo colocado no escalpe. (Strain,
Jackson & Tedford, 1990)

Trata-se de um conjunto de respostas de pequena amplitude (1 a 40 pV) e a avaliacdo da
laténcia das ondas registadas permite detectar (por exemplo em animais muito jovens) lesées
subclinicas nas vias visuais bem como monitorizar o desenvolvimento e progressao dessas
lesdes. (Slatter, 2008)
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Em oftalmologia veterinaria os PVE testam n&o so6 a funcgao visual central mas também do nervo
Optico, das vias visuais superiores e coértex visual. (Slatter, 2008) Ou seja, € um método util na
avaliacdo da funcao das vias visuais pos-retinianas e pode complementar a electroretinografia
gquando se predente avaliar as causas de cegueira num animal que se apresenta invisual e com

um registo normal de electrorretinografia, como discutido mais a frente.

9. ABORDAGEM AO PACIENTE INVISUAL: importancia dos meios auxiliares de

diagnostico em oftlamologia e outros.

A cegueira pode ser provocada por lesdes uni ou bilaterais em quatro localizagdes anatomicas
distintas e por diferentes mecanismos fisiopatologicos: lesdes que produzem opacificagao dos
meios oculares, lesdes que incapacitam a retina de formar imagens, lesbes que impedem a
transmissdo da mensagem ao longo das vias visuais ou lesGes que impedem o processamento
final da informacéo visual no coértex visual. (Seruca, Rédenas, Leiva, Pefia & Afior, 2010)

Ao animal invisual deve ser feita uma abordagem sistémica mas a anamnese detalhada e a
avalicdo fisica e oftalmolégica completas sdo os primeiros passos. A ERG é utilizada
frequentemente para avaliar a funcdo da retina. Quando n&o se verificam lesdes oculares
significativas e o tragado electroretinogréafico € normal, a cegueira deve ser relacionada com
processos patoldgicos localizados em qualquer regido das vias visuais aferentes (cegueira pos-
retiniana). Exames e técnicas de diagndéstico rotineiras, tais como um exame neurolégico
detalhado, exames bioquimicos serolégicos e hemograma, avaliacao do fluido cérebro-espinhal
e despiste de determinados agentes infecciosos (tais como Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Ehrlichia canis, Virus da Esgana e Cryptococcus neoformans), poderdo ser
insuficientes para alcancar um diagnéstico ou localizar a lesédo e ha que recorrer a meios de
diagnéstico por imagem. Em Medicina Humana, a RM é o meio de diagnostico de eleicdo para
detectar e caracterizar as lesdes do CNS e das vias visuais que afectam a visdo. (Seruca,
Rédenas, Leiva, Pefia & Afior, 2010)
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[ll. ELECTRORETINOGRAFIA

1. Breve introducdao histérica a Electroretinografia

O primeiro estudo de electrofisiologia ocular foi realizado em 1865 por Fritiof Holmgren (Suécia).
Foi pioneiro a medir o somatorio dos potenciais de acgéo da retina apés estimulagdo luminosa e
0 seu trabalho incidiu sobre olhos excisados de sapos. Alguns anos mais tarde Holmgren
descobriu que, se em vez de colocar os eléctrodos sobre a cérnea dos olhos excisados o0s
colocasse sobre a retina, esta era a responsavel pela geracdo dos potenciais eléctricos.
(Narfstrom, 2002)

Holmgren verificou que, ao incidir um flash de luz sobre os olhos que estudou, despoletava um
potencial eléctrico que podia ser registado ao longo do tempo. Este resultado foi constatato
mais tarde por Dewar que, uma década depois de Holmgren (em 1877), mostrou que 0s
mesmos potenciais eléctricos podiam ser registados a partir do olho intacto de um animal
quando o eléctrodo de referéncia era colocado sobre a pele. Dewar foi 0 primeiro cientista a
reportar a realizagdo de electroretinogramas em Humanos, nos quais os eléctrodos de
referéncia e de registo estavam conectados a um galvonémetro. (Narfstrom, 2002)

Em 1911 é publicado o primeiro estudo de electroretinografia em cées e gatos (Gelatt, 2007) e,
em 1945 Karpe introduziu o ERG como uma técnica de diagnéstico de rotina em oftalmologia
clinica, sendo um dos primeiros a enfatizar a importancia do ERG como um meio objectivo para
registar a actividade eléctrica da retina (Narfstrom, 2002) mas foi Granit quem deu a maior
contribuigdo para a compreensao do registo electroretinogréfico. (Rosolen, Koloniets, Varela &
Picaud, 2008)

Em 1947, Granit escreve um artigo inovador sobre técnicas de ERG. Realizou um estudo
extenso com técnicas de electroretinografia melhoradas que permitiram uma analise descritiva
dos componentes do ERG e que é, ainda nos dias de hoje, uma referéncia na
electroretinografia. (Narfstrom, 2002)

No ano de 1933, Granit eleborou um estudou sobre o registo electroretinografico de gatos
anestesiados com éter e concluiu 0 ERG era composto por trés processos diferentes, que
denominou PI, PII e Pl (reflectindo a ordem pela qual desapareciam do electroretinograma a
medida que o nivel de anestesia aprofundava). Mais tarde, PI, Pll e Pl foram identificados,
respectivamente, como as ondas c, b e a do electroretinograma moderno. (Rosolen, Koloniets,
Varela & Picaud, 2008)

O estudo da electrofisiologia ocular nos animais domésticos comeg¢ou muito provavelmente com

o trabalho de Herbert B. Parry, em 1949, quando referiu os primeiros casos de APR no Setter
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Irlandes. Ao suspeitar que esta alterac@o se devia a uma doenca primaria dos fotorreceptores,
Parry prosseguiu com o estudo electroretinografico de exemplares desta raca. Parry comecou
por estudar o ERG de cédes saudaveis, estudando pela primeira vez os efeitos da adaptacao ao
escuro, luminosidade e variagdo do comprimento de onda da luz inicidente nos tragcados. (Ofri,
2002)( Parry, Tansley & Thomson, 1953)

Dez anos mais tarde, Lionel F. Rubin usou a electroretinografia de flash para estudar a atrofia
dos fotorreceptores em trés gatos cegos (publicado em 1963 em Journal American Veterinary
Medical Association sob o tema Atrophy of rods and cones in the cat retina). Nesta publicacéo,
Rubin ndo menciona qualquer informacédo sobre o procedimento (excepto que os gatos foram
submetidos a anestesia e dilatacdo pupilar) ou equipamento utilizado. Em 1967 Rubin publica
na mesma revista a primeira referéncia aquela que é, hoje em dia, a principal aplicagéo clinica
de ERG: despiste de alteragBes retinianas em candidatos (sobretudo cées) a cirurgia de
cataratas. (Ofri, 2002)

Um progresso significativo das técnicas de electrodiagnéstico visual foi conseguido quando a
Sociedade Internacional para a Electrofisiologia da Viséao iniciou o caminho para tornar standard
as técnicas de ERG. (Narfstrom, 2002). Em 1989, Marmor e seus colaboradores publicaram as
primeiras recomendagdes para a electroretinografia de campo total em humanos (Standard for
clinical electroretinography, Archives of Ophthalmology) a fim de criar um protocolo e
regulamentar os resultados para que as respostas pudessem ser registadas e comparadas em
todo o mundo, facilitando a interpretacdo por laboratérios e clinicos. (Marmor & Zrenner, 1999)
Este documento, editado pela primeira vez em 1989, sofreu actualizagcbes em 1994, 1999 e
2004.

Durante a ultima década tornou-se 6bvia a necessidade de criar um documento semelhante que
protocolasse a electroretinografia em Medicina Veterinaria. Foi entdo que o Colégio Europeu de
Oftalmologia Veterinaria (ECVO — European College of Veterinary Ophtalmologists) cria uma
comissdo para elaborar um documento com estas referéncias e recomendagdes para a
electroretinografia em cées e gatos. Em 2002 s&o publicadas na Documenta Ophthalmologica
as primeiras guidelines para a electroretinografia no cdo (que se estende ao gato) aprovadas
em 2000 na primeira Conferéncia Europeia sobre Electrofisiologia Visual Veterinaria em Viena
de Austria. (Narfstrom, 2002)(Narfstrém et al., 2002)

Neste documento, Guidelines for clinical electroretinography in the dog (2002), sdo descritos
dois procedimentos electroretinogréficos. Um deles corresponde ao modelo de exame rapido
utilizado para determinar se existe ou ndo resposta da retina. Trata-se de um protocolo curto, de

resposta positiva ou negativa, utilizado sempre que se pretende fazer cirurgia de cataractas ou
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o diagnostico de doencas especificas que levam a cegueira no cdo, tais como a
Degenerescéncia Subita Adquirida da Retina (DSAR). (Narfstrom et al., 2002)

O segundo modelo de ERG, protocolo de diagndstico, € mais complexo e utilizado como meio
auxiliar no diagnéstico de retinopatias generalizadas, geralmente hereditarias, ou para
caracterizar retinopatias de origem desconhecida. (Narfstrom et al., 2002)

Ambos serdo descritos de forma mais pormenorizada ao longo desta dissertacao.

2. ApliacBes préticas da Electroretinografia

No céo, e em muitas outras espécies, a avaliagdo subjectiva da funcdo da retina ndo é ainda
possivel. Varios estudos clinicos e experimentais tém vindo a provar a eficacia da
electroretinografia como um método que testa objectivamente a funcdo da retina. (Narfstrom at
al., 2002) (Komaromy, Smith & Brooks, 1998).

A electroretinografia (ERG) € uma técnica ndo invasiva que permite registar a actividade
electrofisiologica da retina com base na inducdo da variagdo dos potenciais de ac¢do das suas
células, em resposta a um estimulo luminoso, num animal anestesiado. (Ofri, 2006) (Komaromy,
Brooks, Dawson, Kallberg, Ollivier & Ofri, 2002)

Os registos electroretinogréficos tém servido para expandir o nosso conhecimento e
compreensdo da anatomia e fisiologia do sistema visual, para estudar 0s processos
fisiopatol6gicos das doencas oculares e para melhorar a capacidade de diagnéstico e
terapéutica dos oftalmologistas. (Ofri, 2002)

Estao descritas na literatura varias modalidades de electroretinografia, usadas com objectivos
distintos. Contudo, nem todas tém aplicagdo em Medicina Veterinaria. Muitas requerem
equipamentos dispendiosos, sdo técnicamente complexas, dependem da cooperagdo do

doente ou disponibilizam resultados de dificil interpretacao.

2.1 - ERG multifocal (ERGm)

Permite avaliar e identificar alteragcdes retinianas localizadas num campo de 40 a 50°, que cobre
aproximadamente 25% da populacdo total de cones. Por isso, 0 ERGm tem uma enorme
importancia na exploracdo da macula em Humanos. (Rosolen, Kolomiets, Varrela & Picaud,
2008)

No ERGm a actividade eléctrica de varias regides da retina é registada sob condi¢fes fotdpicas
e € essencialmente uma resposta de cones. O estimulo é um padrdo de 61 a 103 focos de luz,

semelhante a um tabuleiro de xadrez, onde o tamanho das quadriculas brancas e pretas
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aumenta com a distancia ao centro da retina. Ao avaliar a actividade electrofisiolégica de uma
regido da retina em particular, o ERGm permite uma caracterizacdo topografica da sua
funcionalidade. (adaptado de Hood et al., 2007, e de Rosolen, Kolomiets, Varrela & Picaud,
2008).

Fig. 18 - Representacdo hexagonal de um ensaio de ERG multifocal.

A.

61 focos 103 focos

Esta técnica requer que o paciente fixe voluntariamente um ponto num determinado alvo visual

e por isso é inadequada para pacientes cegos e animais. (Gelatt, 2007)

2.2 - ERG de campo total com flash (ERGf)

E uma técnica que avalia a resposta em massa das células da retina a um estimulo luminoso e
reflecte a actividade e integridade dos fotorreceptores e das camadas celulares com as quais
contactam (porcdo externa da retina, camada nuclear interna e, dependendo da técnica, o
epitélio pigmentar da retina). (Gelatt, 2007) Dada a relativa facilidade com que se processa esta
técnica e o beneficio dos seus resultados para o diagndstico e progndstico das patologias dos
fotorreceptores e de outras células da retina, esta € a técnica de ERG mais amplamente
difundida na prética Clinica de Oftalmologia Veterinéria.

O ERGf é utilizado de forma rotineira e em associacdo com outros exames oftalmolégicos na
avaliacdo pré-cirurgica dos pacientes candidatos a extragdo de cataratas, no diagnostico de
retinopatias onde ndo sao observaveis alteracdes fundoscopicas (ex. estadios iniciais de APR,
DSAR, hemeralopia do Malamute do Alaska) e retinopatias toxicas. (Ropstad & Narfstrém,
2007) (Ofri, 2006)

O seu contributo é igualmente indispensavel a diferenciacdo de causas retinianas e poés-
retinianas de cegueira. Por exemplo, a apresentacdo a consulta de um cdo com histéria de
cegueira aguda e exame oftalmoscopico sem alteracdes visiveis e em midriase persistente é
altamente sugestiva de duas situacdes: DSAR (causa retiniana de cegueira) ou de Neurite do

Nervo Optico (causa pos-retiniana de cegueira). (Ofri, 2006)
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A electroretinografia também tem aplicacéo no diagndstico precoce de atrofias hereditarias dos
fotorreceptores. Em algumas racas de cdes , a ERG é a melhor técnica para detectar
alteracdes da funcdo retiniana, mesmo antes de se verificarem alteragbes oftalmicas ou
comportamentais compativeis com perda de visao. (Ofri, 2006)

A ERGf permite averiguar precocemente se os fotorreceptores atingem a maturidade funcional
e vao morrendo progressivamente, se tém um desenvolvimento anormal ou se o0 processo de
fototransducdo € irregular. Quando a funcdo dos fotorreceptores é regular antes da morte
destas células, a amplitude das ondas registadas é normal numa determinada etapa da vida do
animal. A medida que os fotorreceptores sofrem degenerescéncia, o acompanhamento
electrorretinografico destes animais identifica uma reducdo progressiva na amplitude das ondas
registadas que mantém a sua forma ao longo do processo. Se se tratar de uma alteragdo nos
mecanismos de fototransducdo, o contorno das ondas a e b (como veremos posteriormente)
pode estar alterado. Para que o ERGf seja util na investigagdo e diagnostico de distrofias e
degenerescéncias da retina deve ser realizado numa fase precoce do desenvolvimento da
doenca, quando ainda ndo se desenvolveram sintomas ou alteragfes fundoscopicas
compativeis com perda de visdo, e deve ser repetido & medida que a doenga progride.
(Peterson-Jones, 2005)

Ou seja, o ERGf é necessério e deve ser realizado naqueles animais cuja raca 0s torna
predispostos para determinadas afeccdes oculares hereditarias. E uma técnica particularmente
uatil para estabelecer um diagnéstico atempado das doencas degenerativas da retina e permite
identificar diferencialmente as respostas isoladas dos cones e dos bastonetes. Permite também
identificar precocemente se estes animais sdo ou nao afectados por retinopatias hereditarias
progressivas e alertar o criador para a necessidade de impedir que 0s seus progenitores e eles
proprios sejam reproduzidos.

O Céo, com a sua relativa abundante diversidade natural, pode ser portador de diversas
distrofias da retina que se manifestam, muitas vezes, de forma semelhante as Humanas. Este
fendmeno torna o Cao como a espécie modelo para algumas doencas da retina e a espécie
alvo para a investigacdo de diferentes modalidades terapéuticas. (adaptado de Mentzer et al.,
2005)

Os animais, e 0 Cdo em particular, desempenham um papel fundamental e insubstituivel na
investigacdo oftalmologica e no desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de diagndstico
em oftalmologia. Contudo, na maioria das situagdes, estes ndo sdo os beneficidrios ou o

objectivo ultimo desse processo mas a aplicacdo da ERGf nestes modelos biolégicos de muitas

rk

Poodle, Céo de Agua Portugués, Cocker Spaniel Americano e Inglés sdo exemplos.
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retinopatias em Humanos tem um valor inestimavel.

A ERG e os PVE oferecem informacao util, individual e in vivo sobre a seguranca, eficacia, dose
e efeitos secundéarios de farmacos com aplicacdo ocular e outros. (Brigell, Dong, Rosolen &
Tzekov, 2005)

A titulo de exemplo e para realcar a importancia da ERGf nos estudos toxixolégicos, € feita
referéncia ao estudo de Maehara e colaboradores (2005a) que registaram ERGf antes e
durante a administracao de digoxina em doses terapéuticas a Beagles saudaveis.

Os autores verificaram uma redugdo na resposta ao flicker de 30 Hz com luz azul, sugerindo
que os cones com absor¢cdo maxima para o azul sdo ainda mais sensiveis a digoxina (tal como
verificado em estudos anteriores referidos pelos autores) e que séo registadas alteracdes
electroretinogréficas na resposta dos cones mesmo quando a suplementagdo dos caes com
digoxina é feita com doses terapéuticas, sem outras manifestagfes de intoxicacdo. (Maehara et
al. 2005a)

A digoxina € um glicosideo cardiaco utilizado em situagfes de insuficiéncia cardiaca congestiva
que actua por inibicdo das Na’-K* ATPases. Contudo, este farmaco ndo é selectivo e afecta
igualmente o funcionamento de Na'-K* ATPases em outros tecidos, nomeadamente a retina, ao
nivel das células fotorreceptoras. A digoxina vai bloguear as Na'-K* APTases inibindo a
corrente escura provocando alteragdes na visdo nocturna. Com este estudo, e de acordo com
outros anteriores referidos pelos autores, foi possivel concluir que 0os cones sdo mais sensiveis
a digoxina que os bastonetes e aqueles com absorcdo maxima para a luz azul sdo mais
afectados por este farmaco mesmo quando sdo administradas doses terapéuticas de digoxina.
(Maehara, 2005a)

3. Aspectos Técnicos da Electroretinografia

3.1 Constituicdo da unidade de electroretinografia

Dois componentes fundamentais para a realizacdo do ERGf sdo os sistemas de estimulacdo
luminosa (fotoestimulador) e de registo. (Honsho, Oria, Janior, Neto e Laus, 2004)

O fotoestimulador consiste geralmente numa lampada de xénon que emite flashes de luz
branca (ou azul) que véo incidir sobre o olho e estimular a retina. (Komaromy, Smith & Brooks,
1998)

3.2 Difusores de luz e Fotoestimuladores
O fotoestimulador deve emitir feixes de luz de comprimento de onda, intensidade e duracédo

conhecidos. Conhecem-se pelo menos 3 tipos de fotoestimuladores:
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- difusores Opticos, com lampadas estroboscépicas (que produzem flashes regulares de luz)
colocados em frente do paciente a 20 — 30 cm de distancia dos olhos;

- eléctrodos de cornea com lampadas de LED, que se aplicam directamente sobre a cérnea;

- a esfera ou estimulador ganzfeld (adaptado de Honsho, Ori4, Janior, Neto & Laus, 2004)

Em 1995, Narfstrom, Andersson, Adreasson e Gouras publicam um estudo sobre o ERG de
cées realizado com estimulacéo total do campo visual (do aleméo ganzfeld) e as vantagens da
sua aplicacdo no estudo da funcdo dos cones e bastonetes.

A esfera ganzfeld é uma capula semi-circular com aproximadamente 60 cm de didmetro onde
se insere a cabeca do animal e que contém um dispositivo interno que emite e distribui flashes
de luz para efeitos de estimulagéo da retina. (Ofri, 2002)(Narfstrom, Andersson, Adreasson &
Gouras, 1995)

Sendo 0 ERGf um método de registo de potenciais evocados pelas células da retina, espera-se
gque esta técnica consiga registar a actividade eléctrica da maior parte de células da retina
possivel. E portanto fundamental que o fotoestimulador permita obter uma iluminagdo uniforme
e difusa da totalidade da retina (Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

Através da esfera ganzfeld a fotoestimulagéo total da retina € conseguida com uma fonte de luz
incorporada no interior da cupula e por um mecanismo que permite a distribuicdo uniforme da
iluminag&o no seu interior e, por conseguinte, sobre os olhos (minimizando o inconveniente da
distribuicdo desigual de luz sobre a retina). (Gelatt, 2007)

Por estes motivos, em 2002, quando foram publicadas as primeiras recomendacfes do ECVO
para o diagnostico e diferenciacdo de retinopatias em cdes e gatos através de
electroretinografia, a estimulacdo luminosa tipo ganzfeld ou de campo total foi sugerida.

E importante ter em conta que a energia luminosa do feixe de luz emitido pelo difusor ganzfeld
deve ser medida na superficie da esfera ganzfeld, ao nivel dos olhos, e ndo na fonte. (Narfstrom
et al., 2002)

Quer as lampadas estroboscopicas quer os diodos de LED ndo permitem uma iluminagéo
uniforme da totalidade da retina. Ao incidir a luz sobre a retina produzem apenas uma
estimulac&o focal da por¢&o do fundo ocular sobre a qual incide o feixe de luz. A periferia deste
foco o estimulo luminoso que atinge as restantes por¢cdes da retina € mais fraco e deve-se
apenas a luz dispersa. Consequentemente, a resposta eléctrica gerada em diferentes porgoes
da retina ndo é uniforme e ocorre a diferentes amplitudes e espacadas no tempo. (Gelatt, 2007)
Maehara (2005) e seus colaboradores publicaram um estudo sobre a utilidade dos eléctrodos
de cérnea com uma fonte de luz LED de cor branca incorporada, associados a um aparelho de

ERG portétil (LE-3000; combina uma fonte de estimulos luminosos, um amplificador e um
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registador). Nesta publicagdo foram apontados alguns defeitos a esfera ganzfeld:

€ um sistema dispendioso e volumoso, de dificil instalacao;

a estimulacao bilateral e registo dos resultados é dificil;

0 posicionamento dos animais para realizar o ERG é dificil;

as palpebras do cédo deve ser mantidas sempre abertas durante o procedimento;

a cabeca do cdo tem que ficar mantida no interior da esfera ganzfeld com 60 cm de

didmetro. (Maehara & al., 2005)
Por todos estes inconvenientes, o sistema ganzfeld convencional é de dificil implementagcéo em
Hospitais Veterinarios. (Maehara & al., 2005)
O eléctrodo de LED possui 3 a 4 diodos de elevada intensidade luminosa que permite criar as
mesmas condicbes que a esfera de ganzfeld quando colocado sobre a cOrnea e € uma
alternativa mais pratica (em termos de facilidade de utilizacdo e espaco) e econdmica ao
sistema de ganzfeld. O eléctro de cornea com os diodos de LED incorporados permite manter
as pélpebras abertas ao mesmo tempo que proteje a cornea. Uma vez que os eléctrodos
positivos com diodos LED incorporados sdo colocados directamente sobre a cérnea e
acompanham os movimentos do olhos, este tipo de electroretinografia pode ser realizado
apenas sob sedacdo ligeira, evitando a anestesia geral. (Maehara & al., 2005)
Ao contrario da esfera ganzfeld, onde a fonte de luz é externa, os flashes de luz séo disparados

directamente sobre a cérnea a partir dos eléctrodos de LED. (Maehara & al., 2005)

Fig. 19 - Exemplo de um conjunto de eléctrodos de ERG.

1. Eléctrodo de Cdrnea com LED incorporado; 2. eléctrodo agulha de referéncia; 3. eléctrodo agulha terra (ambos do tipo agulha).

Ao contrario do sistema ganzfeld, que requer calibracdo do estimulo luminoso antes de cada
ERGf, o sistema de eléctrodo de cérnea com diodos LED incorporados e adaptado a um
software € calibrado automaticamente. (Maehara & al., 2005)
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Os autores do estudo concluiram que utilizando eléctrodos LED € possivel realizar
electroretinografias de forma mais quantitativa e reproduzivel, permitindo também avaliar a
progressao da doenca e o efeito da terapia. Com este equipamento, além de flashes de luz
branca também € possivel usar LED azul, vermelho ou verde. (Maehara & al., 2005)

Em 2005, durante o encontro do ACVO em Nashville (USA) é feita a apresentacdo de um
equipamento de ERG portétil multi-espécies (HMsERG) desenvolvido por Kristina Narfstrom,
juntamente com uma equipa de engenheiros (Linscan Ultrasound Inc., MO, USA), e
comercializado pela RetVet.

Este equipamento portatil € recarregavel e permite registar quer ERGf quer PEV através de um
fotoestimulador mini-ganzfeld com lampadas de LED incorporadas, adaptavel a qualquer
computador. E apropriado para realizar ERGs em qualquer espécie animal e em situagbes
clinicas ou laboratoriais. (www.retvetcorp.com)

Foram desenvolvidos dois estudos com este novo equipamento (HMSERG): o primeiro com
gatos em diferentes estadios de degenerescéncia dos bastonetes-cones; o segundo em caes
de raga Springer Spaniel Inglés com APR. De ambos é possivel concluir que:

- 0 HMsERG permite obter resultados consideravelmente semelhantes aqueles obtidos pela
esfera ganzfeld em animais saudaveis e afectados.

- quando séo utilizados os procedimentos standard para a realizacdo do ERG, o0 HMsSERG
permite obter diagndsticos viaveis e resultados reproduziveis.

A utilizagdo de difusores oculares, tais como lentes de contacto opalescentes, ndo sao
recomendadas pelo ECVO. Este tipo de estimuladores dificulta a distribuicdo do feixe de luz de
intensidade constante sobre a totalidade da retina (aspecto a ter em conta no diagndstico de
alteracbes generalizadas dos fotorreceptores que poderdo apresentar uma distribuicdo regional
no fundo ocular, muitas vezes poupando regibes centrais da retina em estadios iniciais da
doenca). (Narfstrom et al., 2002)

A duracéo do estimulo luminoso (flashes de luz) ndo deve durar mais de 5 milisegundos. A
estimulagcdo uni ou bilateral pode ser utilizada quando s&o avaliadas degenerescéncias
hereditarias da retina (uma vez que, nos cées, estas doengas sado bilaterais e o envolvimento de
ambos os olhos ocorre aproximadamente nos mesmos estadios de evolugdo da doenca).
(Narfstrom et al., 2002)

Nas recomendacdes do ECVO esta indicada a utilizagcdo de luz branca quer para a estimulacéo
da retina quer para adaptagéo a luz de fundo. Contudo, os autores dessas mesmas referéncias
reconhecem que para determinados fins e a nivel laboratorial pode ser utilizada luz colorida,

guer para a estimulagdo da retina quer para a sua adaptacdo a luz. Essas condi¢des de teste
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devem ser consideradas adicionais as recomendac¢des standard e ndo devem substitui-las.

3.3 Preparacao do Paciente

A preparacdo do cdo deve ser conduzida numa sala com luz ambiente, tendo o cuidado de
evitar a exposicdo prévia a luzes fortes e respeitar 0s ajustes ao protocolo de adaptacdo ao
escuro caso o cdo tenha sido submetido a fotografias do fundo ocular, angiografia com

contraste de fluoresceina ou ou oftalmoscopia indirecta.

3.3.1 Dilatagé&o da Pupila

As pupilas devem estar totalmente dilatadas ao longo de todo o exame e é importante que o
seu grau de midriase seja avaliado durante o inicio e fim do exame. (Narsftom & al., 2002). A
aplicacdo topica de uma gota de Tropicamida a 1% OU com 15 min. de intervalo entre
aplicacdes (Oria, Junior, Honsho, Neto & Laus, 2004)( (Mentzer, et al., 2005) de um colirio de
Atropina a 0,5% e de Fenilefrina a 10% (Narfstrom, Andersson, Andreasson & Gouras, 1995) ou
mesmo de Tropicamida 0,5% e Fenilefrina 0,5%. (Maehara et al., 2005).

Durante o decorrer do exame as palpebras devem permanecer abertas (através de um
blefarostato, por exemplo) e € importante proteger a cGrnea com uma solugdo néo irritante, por
exemplo metil - celulose a 0,5% (Narfstrom et al., 2002) ou a 2,5%. (Mentzer et al., 2005)

Ha que ter em conta que solugbes demasiado viscosas (por exemplo de concentracdo de
metilcelulose superiore a 2,5%) podem atenuar a amplitude do sinal. (Marmor & Zrenner, 1999)
E igualmente importante que o globo ocular permaneca imoével. E recomendavel dar quatro
pontos de fixagdo na conjuntiva do limbo esclero-corneano (medial, lateral e dorsal) seguros por
pincas hemostéaticas (Narfstrom et al., 2002) (Mentzer et al., 2005) ou optar por um outro
método igualmente eficiente, tal como a administragdo de farmacos relaxantes neuro-
musculares (ex. Brometo de Vecuronium, 40ug/kg iv, dose inicial, seguida de infusdo continua
lenta aprox. 400ug/kg/hr) (Yanase, Ogawa & Ohtsuka, 1995) ou injecgdo retrobulbar de uma
solucdo salina fisiologica e estéril (Narfstrom, Andersson, Andreasson & Gouras, 1995 e
Ropstad & Narfstrom, 2007). Esta ultima técnica pode provocar um aumento transitorio da PIO

gue pode ter efeitos deletérios sobre o0 ERG. (Gelatt, 2007)

3.3.2 Pré medicacao anestésica e anestesia
Se 0 objectivo for realizar o protocolo standard (longo), a sedacéo € insuficiente para manter os
cdes estaveis e imobilizados ao longo do processo e evitar os artefactos associados ao

movimento muscular involuntario. Os caes devem portanto ser submetidos a anestesia geral e
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deve ser assegurada uma ventilacdo correcta e manutengcdo de temperatura corporal entre 0os
38-39 °C. (Narfstrom& al., 2002)

Ap6s inducdo da anestesia o cédo deve ser colocado em decubito esternal e sobre uma
almofada, cobertor ou esponja isolante térmica e eléctrica.

A escolha de anestésico influencia os resultados do ERGf. Contudo, ha que ter em conta que, a
guantidade e tipo de artefactos que pode surgir no electroretinograma induzidos pelo anestésico
utiizado séo reduzidos e implicam menor interferéncia sobre a sua interpretacao,
comparativamente com aqueles provocados pelo movimento de um animal consciente. Para
minimizar o impacto do anestésico sobre o electroretinograma € importante que o clinico seja
consistente e constante no protocolo anestésico que utiliza para esse efeito.

Os efeitos da anestesia sobre o tracado do ERGf apresentam-se, geralmente, sob a forma de
reducdo da amplitude das ondas e aumento do TL das respostas dos cones e bastonetes.
(Gelatt, 2007)

Quer na utilizacdo do ERG com fim de diagnostico clinico quer na investigacdo e comparagao
de resultados, é desejavel estabelecer um protocolo anestésico seguro e padronizavel, que
imobilize tanto quanto possivel o globo ocular, ndo altere a PIO, permita uma anestesia segura
e, sobretudo, que interfira 0 menos possivel no registo do ERG, nomeadamente no tempo de
laténcia e amplitude das suas curvas.

Varios estudos tém sido desenvolvidos com o objectivo de avaliar o impacto de diferentes
farmacos sedativos e anestésicos sobre o tracado de ERG.

O ECVO, através das Guidelines for clinical electroretinography in the dog, ndo recomenda um
protocolo de sedacdo ou anestesia. Cabe ao clinico decidir qual é a combinacdo pré —
anestésica e anestésica que melhor se adequa ao animal em questdo. Sempre que possivel, 0
clinico devera seguir o0 mesmo protocolo anestésico de forma sistematica a fim de tornar
possivel a reproducibilidade dos resultados, dada a influéncia que estes farmacos tém sobre a
transmissao nervosa na retina e o registo electroretinografico, e tornar mais facil a comparacao
dos registos com aqueles estipulados como normais para 0 mesmo aparelho, usando a mesma
técnica, nas mesmas condi¢bes ambientais e com 0 mesmo protocolo anestésico.

A titulo de exemplo é feita referéncia a alguns dos protocolos anestésicos descritos e utilizados
nos estudos referidos.

Narfstrom e outros (1995), em Clinical electroretinography in the dog with ganzfeld stimulation
referem que os cdes neste estudo foram submetidos a anestesia geral com Halotano
antecedida de inducéo anestésica com tiopental sodio (2,5%), iv.

No Hospital Veterinario Escolar da Universidade da Florida (Komaromy, Smith e Brooks, 1998)
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o ERGf dos candidatos a cirugia de cataratas é fetio sob sedacdo com maleato de
acepromazina (0,02 mg/kg; iv) e butorfanol (0,2 mg/kg; iv). A anestesia geral s6 € praticada se
for necessério realizar um protocolo mais longo para avaliar altera¢cdes na camada celular mais
interna da retina.

Honsho, Oria, Janior, Neto e Laus (2004) administram levomepromazina (1mg/kg; iv) como pré-
anestésico e antes do periodo de adaptacdo ao escuro de 30 min. S6 entdo administram uma
combinacéo de tiletamina e zolazepam por via endovenosa (Zoletil, Virbac Brasil) numa dose de
5 mg/kg para obter uma anestesia do tipo dissociativo.

No estudo sobre a utilidade de eléctrodos de cornea com fontes de luz LED incorporadas,
Maehara e outros colegas Japoneses (2005) realizaram ERGf sob sedagdo com uma
combinacdo de medetomidina (Domitor; 0,01 mg/kg), midazolam (Dormicam; 0,15 mg/kg) e
butorfanol (Stadol; 0,025 mg/kg) administradas iv. Os autores consideraram que a
administracdo desta associagao tripla apos o periodo de adaptacdo ao escuro foi suficiente para
atingir um bom grau de sedacao e relaxamento muscular durante todo o processo, desprezando
a necessidade de anestesia geral.

Em 2007, Kommonen, Hyvatti e Dawson publicaram um artigo sobre o efeito do Propofol no
tracado de ERGf de 6 cdes da raca Beagle. Neste estudo foi utilizado o brometo de
glicopirrolato (10 pg/kg, im) 10 min. antes da administracdo de propofol em dose de indugéo
anestésica (6 mg/kg, iv) e seguiu-se a infusdo continua de propofol a taxa de 38 mg/kg/h. Esta
taxa foi suficiente para produzir um grau de anestesia e relaxamento que permitisse a
realizacao dos ERGs. A ventilacdo foi assistida mecanicamente e o blogueio dos musculos do
globo ocular conseguido pela administracdo de vecuronium (0,2 mg/kg em bolus iv seguido de
infusdo continua a 0,3 mg/kg/h), cuja accao foi revertida pela accdo do glicopirrolato e
neostigmina (injectados antes da remocéao do tubo endotraqueal).

Na retina existem varios tipos de receptores GABA ionotrépicos: GABA, e GABA. (abundantes
na camada plexiforme interna) e GABAg. Os receptores GABA, medeiam o efeito inibitério da
neurotransmissdo. Os GABAg, em particular, influenciam a sinalizacdo das células bipolares
para as células amécrinas e células ganglionares. Os efeitos dos anestésicos nos receptores
GABA, sao dependentes da concentragdo. Concentracdes baixas de anestésicos GABA —
activos potenciam correntes submaximas induzidas pelo GABA. Concentra¢cdes mais elevadas
levam a abertura dos canais na auséncia de GABA e mesmo em concentragdes ainda mais
altas, alguns anestésicos inibem a corrente. (Kommonen, Hyvétti & Dawson, 2007)

Os autores referem um estudo que comprova a capacidade do propofol potenciar o efeito do

GABA (acido gamma aminobutirico) sobre os receptores GABA, presentes, entre outros locais,
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nas células da retina.

Nesta publicacdo os autores reportam um aumento reversivel mas significativo da amplitude da
onda b apés administracdo de propofol. A amplitude da onda b electroretinogréfica aumenta
significativamente apos incremento da taxa de infusdo de propofol e diminui com a sua reducao.
(Kommonen, Hyvétti & Dawson, 2007)

Partindo do principio que a onda b resulta de potenciais gerados nas células bipolares, os
autores acrescentam que a via visual escotdpica é influenciada directa ou indirectamente pela
dose de propofol. (Kommonen, Hyvatti & Dawson, 2007)

O pico de amplitude da onda a também aumentou apds incremento da taxa de administracao de
propofol em 5 dos 6 cées avaliados (Kommonen, Hyvatti & Dawson, 2007)

Os resultados deste estudo demonstram que o propofol passa rapidamente pela barreira
hemato — retiniana e aumenta a excitabilidade celular pdos-receptorial, provavelmente por
interferir com os efeitos mediados pelo GABA nas fungBes de controlo dos neurdnios da
camada interplexiforme interna e de outras células da camada interna da retina. Assim, a
variagado directamente proporcional da amplitude da onda b com o aumento ou reducéo da taxa
de infusdo de propofol é justificada pela sensibilidade das células pds-receptorais
(possivelmente das células interplexiformes e amacrinas) a concentracdo deste farmaco.
(Kommonen, Hyvétti & Dawson, 2007)

Norman, Barret e Narfstrém (2008) publicaram a propésito do efeito sobre o ERG de um alfa — 2
agonista (medetomidina; Domitor Pfizer) na dose iv standard . Estes concluiram que, para todas
as intensidades de Iluz estimulante utilizadas no estudo, a medetomidina prolongou
significativamente o TL e reduziu a amplitude da resposta das onda a e b nos 25 caes
saudaveis que serviram de cobaia. Os autores nao recomendam a administracdo de
medetomidina em cées candidatos a electroretinografia. (Norman, Barret e Narfstrom, 2008)

Em 2009, na Documentha Ophthalmologica, é publicado um artigo da autoria de Jeong,
Narfstrém, Park, Chae e Seo sobre um estudo onde é feita a comparacdo entre trés
combinacfes anestésicas sobre o tracado electroretinografico de 12 cées. As combinacdes
anestésicas estudadas e respectivas doses foram as seguintes:

1) pré-medicacdo anestésica com sulfato de atropina (0,04 mg/kg; sc); inducdo com tiopental
sédico (15 mg/kg; iv) e manutencdo com isoflurano;

2) tranquilizacdo com medetomidina (Domitor; 60 pg/kg, im) e anestesia com quetamina
(5mg/kg; im).

3) pré-medicagcdo anestésica com sulfato de atropina (0,04 mg/kg; sc); tranquilizacdo com

xilasina (Rompum; 2,2 mg/kg, im) e anestesia com quetamina (11mg/kg, im).
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O protocolo de ERGTf instituido foi realizado de forma idéntica em todos os caes e para as
mesmas combinacdes farmacoldgicas. Foram obtidos tracados de electroretinografia estaveis e
vidveis para as trés variantes de anestesia, indicando que qualquer um dos protocolos
anestésicos pode ser utilizado no registo de ERGs para fins clinicos. Contudo:

a anestesia fornecida pelo protocolo 1 afecta marcadamente a amplitude e TL da onda a
(menores comparativamente com 2 e 3 para as respostas dos bastonetes e respostas
escotopicas com intensidade luminosa de 2,5 cd/m?s) e o TL da onda b (mais curto),
comparativamente aos protocolos 2 e 3 (que nas mesmas condi¢cdes apresentam valores
superiores para a amplitude da onda a). Recomenda-se que, para efeitos de diagnéstico de
patologia dos fotorreceptores, sejam realizados os protocolos 2 e 3 dada a importancia da onda
a para avaliar doencas generalizadas dos fotorreceptores.

aparentemente, quando se utilizam os protocolos 2 e 3, verifica-se pouca interferéncia
destes farmacos com grau de hiperpolarizacdo das células fotorreceptoras apos estimulagéo
luminosa.

Podemos concluir que as associacfes anestésica de xilasina/ quetamina e medetomidina/
guetamina é mais vantoajosa que a anestesia com tiopental e isoflurano na realiza¢éo do ERG.

Durante a anestesia € fundamental manter constante a oxigenacao sanguinea apropriada. (O
efeito da hipoxémia temperatura corporal sobre o eletroretinograma sera abordado com maior

detalhe adiante em Factores influentes no Electroretinograma).

4. Aquisicao de sinal

4.1 Eléctrodos

A fim de registar os potenciais eléctricos da retina € necessario usar trés eléctrodos: positivo ou
da cérnea; negativo ou de referéncia e eléctrodo terra. (Ropstad & Narfstrém, 2007 )

O registo dos potenciais representa a diferenca de voltagem medida entre o eléctrodo activo
(cornea) e o eléctrodo de referéncia. O eléctrodo terra serve de zero, ou seja, a polaridade da
voltagem registada é positiva ou negativa relativamente a terra. (Komaromy, Brooks, Dawson,
Kallberg, Ollivier & Ofri, 2002)

Os eléctrodos de referéncia e terra sdo geralmente eléctrodos cutaneos e podem ser de agulha
(intradérmicos) ou de superficie (epidérmicos) e sdo feitos geralmente de metal (ex. platina,
prata, ouro, niquel, aco inoxidavel). (Ropstad & Narfstrom, 2007) (Komaromy, Brooks, Dawson,
Kallberg, Ollivier & Ofri, 2002)

O eléctrodo negativo ou de referéncia é colocado subcutaneamente, 2 a 5 cm temporal ao canto

lateral do olho, sobre o arco zigomatico. O eléctrodo terra é colocado subcutaneamente sobre a
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crista occipital (Ropstad & Narfstrém, 2007 ) ou no pavilhdo interno da orelha. (Safatle, Lisak,
Otsuki & Gomes, 2010)

E recomendado o uso de eléctrodos de cérnea sob a forma de lente de contacto. (Narfstrom et
al., 2002)

No mercado estdo disponiveis varios tipos de eléctrodos positivos ou de cérnea, incluindo
lentes de contacto mono e bipolares, eléctrodos de fibra e placas de ouro. As lentes de contacto
monopolares, tais como as ERG - JetLens, sdo as mais utilizadas no ERG de cées (Narfstrom
et al., 2002) e contém apenas uma referéncia sobre a cornea. (Komaromy et al., 2002)

Sado exemplo de lentes de contacto bipolares as Burian-Allen Electrodes que apresentam, além
do eléctrodo positivo ha cérnea, um segundo eléctrodo de referéncia incorporado num espéculo
conjunctival e a tocar nas palpebras. (Komaromy et al., 2002)

Caso seja utilizado um eléctrodo de coérnea tipo lente de contacto, uma solucdo i6nica
condutora (ex. gel de metilcelulose a 0,5% ou de carbémero) deve ser aplicada para favorecer o
contacto da lente & cornea, ao mesmo tempo que a proteje. (Ropstad & Narfstrém, 2007 )
(Koméaromy et al., 2002)

Além da aplicacdo da solucdo condutora e protectora, alguns autores recomendam a aplicagéo
de um anestésico tépico quando se utilizam eléctrodos de cdrnea. (Marmor & Zrenner, 1999)
Contudo, este aspecto € controverso uma vez que a maioria dos anestésicos de coOrnea
funciona bloqueando os canais de Na* dependentes da voltagem.

A presenca dos canais de Na' dependentes da voltagem foi demonstrada a varios niveis da
retina do rato (células amécrinas, camada plexiforme interna, CG e axénios das CG, células
horizontais, células bipolares, cones) (Sandalon & Ofri, 2009) e estad também presente na retina
do cdo, desempenhando um papel fundamental nos fenémenos de fototransducdo como
anteriormente referido.

Um grupo de cientistas formulou a hip6tese de que a aplicacdo de um anestésico tdpico que
bloqueia os canais de Na" dependentes da voltagem (tal como a Oxibuprocaina, correntemente
utilizada em Medicina Veterinaria) podera interferir no tracado electroretinogréfico dos ratinhos.
Foi elaborado um estudo onde 7 ratinhos foram submetidos a ERGs com 1 hora de adaptacéo
prévia ao escuro e aplicacao topica de 1 gota de Oxibuprocaina 0,4% em um dos olhos, 15 min.
antes do primeiro registo. Esta dose verificou-se ser suficiente para anestesiar a cornea dado
gue os ratinhos perderam o reflexo palpebral quando estimulados pela aplicacdo do elétrodo de
referéncia. Os resultados do estudo ndo confirmaram que a aplicagdo de Oxibuprocaina
interfere adversamente no tracado de ERG, dado que n&o foram registadas alteracdes no

tracado entre os olhos controlo (sem anestésico) e de estudo (com anestésico). Pelo contrério,
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a maioria dos registos de ERG derivados dos olhos anestesiados evidenciaram um aumento,
embora que insignificativo, da amplitude das ondas a e b. Este achado pode dever-se a uma
melhor imobilizag&o e posicionamento dos olhos anestesiados. (Sandalon & Ofri, 2009)
Também podem ser utilizados eléctrodos de fibra, tais como os de fibra monopolar Dawson
Trick Litzkow ou DTL. (Ropstad & Narfstrém, 2007)

Uma vantagem dos eléctrodos de fibra sobre os de lente de contacto € que ficam a flutuar sobre
a pelicula lacrimal, ndo alterando as propriedades 6pticas da cornea e ndo requerendo em geral
a aplicacdo de gel (Komaromy et al., 2002). Sdo mais econémicos, ndo causam dor ou
desconforto mesmo apés algumas horas, ndo requerendo a aplicacdo de anestésico tépico e
sao descartaveis. (Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

Contudo, hum estudo comparativo dos resultados obtidos com lentes de contacto e eléctrodos
de agulha colocados na conjunctiva palpebral ou sob a conjuntiva bulbar, verificou-se que as
ondas b de maior amplitude eram registadas com eléctrodos de cérnea. (Mentzer et al., 2005)
Num ensaio anterior verificou-se que os eléctrodos de cdrnea sob a forma de lente de contacto
mostraram uma amplitude de 50% ou superior e menos artefactos. (Witzel, Johnson, Pitts &
Smith, 1976)

Num trabalho mais recente (2005), Mentzer e colaboradores estudaram a influéncia da posi¢ao
do eléctrodo positivo e de referéncia no electroretinograma canino. Para este estudo foram
testados 3 tipos diferentes de eléctrodos positivos (lente Burian-Allen bipolar, um eléctrodo de
fibra monopolar Dawson Trick Litzkow ou DTL e uma lente monopolar ERG-Jet). Os autores
concluiram que o tipo de eléctrodo positivo utilizado pode ter um efeito significativo na amplitude
das ondas do ERG e que se verificam diferencas significativas no tracado obtido com os trés
tipos de eléctrodos. A distancia do eléctrodo de referéncia ao olho também afecta o tracado de
ERG no cdo. Os autores verificaram de forma consistente que os eléctrodos de cdrnea tipo
lente ERG-Jet e fibras DTL sdo aqueles que apresentam maior amplitude das ondas do ERG no
cdo comparativamente as lentes Burian — Allen. (Mentzer et al., 2005)

Uma segunda conclusdo deste estudo foi que, a combinagdo de um eléctrodo de lente de
contacto com um eléctrodo de referéncia colocados 5 cm caudal ao canto lateral fornece o
registo de um campo eléctrico que atravessa o globo numa direc¢cdo antero-posterior,
esperando-se deste modo que registem maiores amplitudes comparativamente a opcao de
colocar o eléctrodo de referéncia sobre um plano equatorial do olho (1 cm caudal ao canto
lateral). (Mentzer et al., 2005)

Os eléctrodos de cornea com placa de ouro podem actuar como uma pupila artificial e afectar a

guantidade de luz que incide na retina, falseando o resultado do ERG. (Koméaromy et al.,2002)
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Recomenda-se testar a impedancia dos eléctrodos antes de cada utilizagdo. (Narfstrom et al.,
2002)

Através de um impedancimetro € possivel medir a impedancia do eléctrodo positivo colocado
no cdo, fazendo passar uma corrente alternada de baixa intensidade (20 pA) a uma
determinada frequéncia (entre 10 e 100 Hz) entre esse eléctrodo e outro de referéncia, de forma
a atravessar os tecidos do animal. (Komaromy et al., 2002)

Preferencialmente, a impedéancia deve manter-se abaixo dos 2 KQ (quando os valores de
frequéncia se encontram entre os 10 e 1000Hz) e ndo deve exceder os 5 KQ. (Narfstrom, et al.,
2002)

E igualmente importante que as impedéncias dos eléctrodos para o OE e OD sejam idénticas
guando se pretende um registo de OU. (Gelatt, 2007)

Os eléctrodos podem ser re-utilizados apds desinfeccdo e inspeccdo visual adequadas.
(Narfstrom et al., 2002)

4.2 Reduzir o ruido: aimportancia dos filtros e amplificadores

Os sinais eléctricos gerados pela retina sdo de baixa amplitude (geralmente inferior a 10 mV e
certamente inferiores a 10° mV) (Gelatt, 2007) e variam com a intensidade do estimulo, grau de
adaptacdo da retina a luz ou ao escuro, tipo de eléctrodos utilizado e espécie animal. (Rosolen,
Kolomietes, Varela & Picaud, 2008)

Dada a relativamente reduzida voltagem destes potenciais, para que estes possam ser
devidamente medidos, registados e interpretados, tém que ser amplificados pelo menos 10*
vezes. (adaptado de Gelatt, 2007)

Campos electroestaticos e electromagnéticos (incluindo fios de corrente nao protegidos,
transformadores, computadores e monitores, telemdveis, radios entre outros) sdo importantes
geradores de ruido eléctrico e a sua utilizacdo deve ser interdita na sala onde decorre o ERG.
Outras fontes de ruido eléctrico sé@o inevitaveis, mas a sua influéncia pode ser minimizada.

Ao calcular a média dos resultados podemos reduzir o ruido e a utilizagéo de filtros bandpass
atenuam as frequéncias que ndo contribuem significativamente para o registo do ERG. (Gelatt,
2007)

Ao utilizar filtros bandpass, os amplificadores rejeitam as frequéncias abaixo e acima dos limites
inferiores e superiores pré-estabelecidos. (Liapis, 2004)

Distinguem-se os low pass filters dos high pass filters. Os primeiros deixam passar radiages de
baixa frequéncia e atenuam outras de frequéncia superior a do cutoff estabelecido. Por

oposi¢ado, os high pass filters sdo permeaveis a radiacdo de maior frequéncia e reduzem a
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amplitude de outras radiacdes de frequéncia abaixo da estipulada.

O ECVO estabeleceu cutoffs para os low e high pass filter, de 1Hz e 300 Hz respectivamente.
(Narfstrom at al., 2002)

Dados estes ajustes na seleccao de feixes de luz e com estes valores de frequéncia pré-
estabelecidos, ndo é possivel registar a onda c.

A utilizagc&o de filtros que reduzem o ruido causado pela corrente eléctrica principal (de 60 Hz
nos EUA e de 50 Hz no resto do mundo) ndo é aconselhada pelo ECVO porque bloqueiam
parcialmente frequéncias que contribuem para a formacdo das ondas a e b. (Gelatt, 2007)
(Narfstrom et al., 2002)

Para registar PO recomenda-se a utilizacéo de low pass filters de 75 — 100 Hz e de high pass
filters de 300 Hz. (Rosolen, Kolomietes, Varela & Picaud, 2008).

5. Electroretinografia: Técnica

A técnica de electroretinografia regista o somatorio das alteragdes dos potenciais de membrana
de um grande numero de células excitaveis da retina, em resposta a um estimulo visual ao
longo de um determinado periodo de tempo. (Koméaromy et al., 2002)

O electroretinograma é o registo dos potenciais bioeléctricos resultantes da estimulacdo da
retina pela luz e representa a actividade dos diferentes tipos de células da retina que se
estendem desde o EPR até as células da camada nuclear interna. (Yanase, Ogawa & Ohtsuka,
1995)

Dois protocolos distintos sdo utilizados, com diferentes fins, na avaliagdo da fungéo da retina no
cdo: protocolo curto e protocolo standard.

O protocolo curto tem maior interesse para a pratica clinica de Oftalmologia Veterinaria. Permite
determinar, de forma rapida, se existe ou ndo actividade eléctrica na retina. Por este motivo é o
protocolo de eleicao na avaliagéo da retina pré-cirurgia de cataratas e no diagndstico diferencial
de alteracBes especificas que conduzem a cegueira, tais como a DSAR e a Neurite do Nervo
Optico (diagnostico diferencial de causas retinianas ou pds-retinianas de cegueira).

Este ndo € um método electroretinografico adequado para testar a fungdo dos cones e dos
bastonetes em pacientes que sofrem de displasias ou degenerescéncia hereditaria dos
fotorreceptores. Se o cdo é suspeito de possuir uma alteragédo generalizada dos fotorreceptores
sugere-se que seja submetido ao protocolo de diagndstico para avaliacdo especifica dos dois
tipos de fotorreceptores. (Narfstrom et al., 2002)

O segundo protocolo de ERG, mais exaustivo, é utilizado para detectar e avaliar precocemente
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as doencas hereditérias e congénitas dos fotorreceptores. Este protocolo envolve um extenso
teste da funcdo dos cones e bastonetes com base nas suas diferentes propriedades
electrofisiologicas. Através da resposta dos fotorreceptores a processos de adaptacdo ao
escuro, a luz intensa, luz azul, luz vermelha, luz branca e determinagdo do flicker fusion
frequency em resposta a incidéncia de flashes rapidos de luz, é possivel avaliar o desempenho
dos bastonetes e cones separadamente. (Slatter, 2008) (Komaromy, Smith & Brooks, 1998).

A flicker fusion frequency é a frequéncia de estimulacao a partir da qual cada resposta individual
do ERG ndo é registada individualmente e depende da funcionalidade dos cones e bastonetes
sob a incidéncia de luz de comprimento de onda e frequéncia pré-determinados. (Slatter, 2008)
A funcdo dos bastonetes é registada em condigbes escotopicas (baixa intensidade luminosa) e
com uma frequéncia de flicker de 20 Hz ou inferior. Os cones respondem a intensidades
luminosas superiores e a flickers mais rapidos (de frequéncia igual ou superior a 30 Hz). No
diagndstico precoce de degenerescéncia dos cones e/ou dos bastonetes (ex. APR) periodos de
adaptacdo ao escuro prolongados permitem isolar, com maior precisdo, a resposta dos
bastonetes. Periodos mais longos em condi¢gfes fotdpicas permitem isolar a resposta dos cones
(Komaromy, Smith & Brooks, 1998).

Quer a adaptacdo ao escuro, quer a adaptacdo a luz, sdo processos que consomem tempo e
devem ser meticulosamamente seguidos. A ordem pela qual se realizam é indiferente desde
gue o clinico cumpra com os tempos de adaptacdo recomendados. (Narfstrom et al., 2002)
Uma diferenca enorme na realizacdo de electroretinografias em cdes e Humanos esta na
necessidade de anestesiar os cdes. Uma anestesia geral € fundamental, especialmente quando
se pretende realizar o protocolo de ERG mais longo. (Narfstrom et al., 2002)

Para assegurar resultados viaveis e comparaveis entre diferentes laboratérios e especialistas,
0S processos e etapas recomendadas para a realizacdo de electroretinigrafia em cées e
qualguer outra espécie devem ser standardizados quanto as condi¢cdes luminosas (que
precedem a anestesia e durante o exame) e quanto ao tipo de anestesia utilizado. E igualmente
importante que todos os laboratérios que realizam o segundo protocolo estabelecam, sob as
mesmas variantes, os valores de referéncia para tempos de resposta e amplitude das ondas
registadas com base no equipamento que utilizam e para cada espécie de animais testados e

de acordo com a sua idade. (Narfstrom, 2002)
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5.1 Funcédo dos Bastonetes e processo de adaptacdo ao escuro

A funcéo dos bastonetes pode ser estudada pela estimulacao da retina pré-adaptada ao escuro

com estimulos luminosos de baixa intensidade. O pico maximo de resposta da actividade dos

bastonetes é registado no ERG da maioria das espécies
60 min. de

(aproximadamente).

ao fim de adaptacdo ao escuro
O processo de adaptacdo dos
bastonetes ao escuro é dindmico e moroso. Por esse
motivo, nos protocolos de ERG por flash realizados para
fins clinicos s6 € avaliada a primeira parte deste processo:
aguela onde os bastonetes se tornam mais sensiveis e
consequentemente mais responsivos. (Gelatt, 2007)

Se durante a monitorizagdo da resposta dos bastonetes
ao longo dos primeiros minutos de adaptacdo ao escuro
houver registo de potenciais de accdo destas células,
entdo o sistema de bastonetes estd funcional e tera
capacidade de gerar respostas sucessivamente maiores
com o decurso da adaptagéo ao escuro. (Gelatt, 2007)

No protocolo longo de electroretinografia em cées, o
ECVO sugere um periodo de adaptacdo ao escuro de 20
min para testar a funcdo dos bastonetes. Trata-se de um
processo dinamico e deve ser avaliado por disparos de luz
de baixa intensidade a cada 4 min a comecgar em tO (um
unico flash disparado com intervalos de 4 min testa a
resposta dos bastonetes e a eficiéncia da adapatcdo ao
escuro). O uso de luz branca esta recomendado.
(Narfstrom et al., 2002)
Este processo ¢é denominado por “adaptometria
escotopica” e representa as alterac6es na amplitude das
ondas escotdpicas em fungdo do tempo. Ao longo do
periodo de adaptacdo ao escuro, a amplitude das
respostas do ERG aumenta gradualmente devido a
regeneracdo da rodpsina (que demora aproximadamente
30 min) Quando termina o processo de regeneracdo da
mais estavel.

rodopsina, a reposta do ERG ¢é
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Fig. 20 - Representacdo de um ERG
escotépico (adaptado de Rosolen,
Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)
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Trés curvas de ERG resultantes da
sobreposicdo de tracados obtidos com
flashes de -1,6 log cd/im®/s disparados a
0,1 Hz. A seta preta vertical indica o
inicio do processo de adaptacdo ao
escuro (t0). Os flashes de luz foram
disparados a t30, t60 e t120 (min) e os
potenciais foram resgistados em A, B e
C respectivamente. A linha ponteada
vertical indica o TL dacurvabemtO e a
seta vertical vermelha o TL a t30 (A), t60
(B) e t120 (C).

Notar a auséncia de onda a em
condi¢cdes escotépicas e 0 aumento
gradual da amplitude da onda b com o
aumento progressivo do periodo de
adaptacdo ao escuro dos bastonetes. A
defleccdo negativa que segue a onda b
ndo assume a mesma logica: aumenta
de amplitude entre t30 e t60 e diminuiu
entre t60 e t120.
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Consequentemente, para avaliar a fun¢éo dos bastonetes, a intensidade do estimulo luminoso
deve ser significativamente atenuada tendo em conta o ganho em sensibilidade dos bastonetes
resultante da adaptacdo ao escuro e regeneracdo da rodopsina ao longo do processo.
(Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

A intensidade do flash de luz usado para testar a funcédo dos bastonetes deve ser mais baixa e
de valor igual a 2 log units abaixo da intensidade do flash standard ™ (utilizada para testar os
cones) ou seja, de 0,02-0,03 cd/m%s. Para avaliacdo da funcdo dos bastonetes pode ser
utiizada a média dessas respostas (calculada a partir de um méaximo de 4 respostas
apresentadas a uma taxa preferencialmente de 0,5 Hz ou inferior). (Narfstrom et al., 2002)

Uma caracteristica do ERG escotdpico € a auséncia de onda a. (Rosolen, Kolomiets, Varela &
Picaud, 2008)

Se a retina foi previamente exposta a luz intensa (por exemplo apds fotografia do fundo ocular)
deve-se extender o periodo de adaptagcdo ao escuro para uma hora. (Tuntivanich et al., 2005)
(Narfstrom et al., 2002)

Tuntivanich e colaboradores (2005) desenvolveram um trabalho sobre a avaliagdo da
importancia do tempo de adaptagdo ao escuro necessario para que seja possivel recuperar as
respostas electroretinograficas normais apo6s fotografia do fundo do olho e oftalmoscopia
indirecta. Os autores descrevem que o ERG de cées sujeitos a fotografia do fundo do olho ou
oftalmoscopia indirecta (durante 5 min com luz moderada a forte) e submetidos a 20 min de
adaptacdo ao escuro exibem uma reducdo na amplitude das ondas a e b (resultantes da
estimulagdo com flashes de luz de diferentes intensidades) comparativamente com o0s
resultados obtidos pré-teste. Os autores verificaram que, se o periodo de adaptacédo ao escuro
for aumentando para 60 min apés fotografia do fundo ocular ou oftalmoscopia indirecta, o
tracado de ERG é normal. Se este periodo de tempo nao for cumprido, os resultados obtidos
poderdo levar ao falso diagndstico de retinopatias. (Tuntivanich et al., 2005)

Estes resultados estdo de acordo com as recomendacdes da ECVO,; contudo, ndo é
mencionado nas suas recomendacdes para a electroretinografia em canideos a necessidade de

prolongar o periodo de adaptacdo ao escuro apos oftalmoscopia indirecta.

5.2 Avaliagdo da fungdo mista de cones e bastonetes

No escuro criam-se condigcbes para registar a resposta dos bastonetes, mas quando a

TTTTUm sistema standard é definido pelo ISCEV como aquele que produz um estimulo de intensidade (em energia luminosa por
metro quadrado) entre 1,5 — 4,5 cd.s.m? (ou candela-segundo por metro quadrado) a superficie da camara de Ganzfeld. O Flash
standard (FS) possui esta intensidade, equivalente a 1 fL (foot-Lambert) = 3,43 cd/m?/sec = 0 dB e é uma medida de intensidade
luminosa;
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intensidade da luz ambiente se aproxima de 1 cd/m%s a resposta do ERG vai incluir a
participacdo dos bastonetes e dos cones. (Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

A avaliacdo mista de cones e bastonetes é feita apdés um periodo de adaptagdo ao escuro
através da estimulag&o da retina com um Gnico flash de luz de 2 - 3 cd/m?/s. Caso se verifique
necessario obter a média de resultados, ndo é recomendado disparar mais do que um flash a
cada 10 s a fim de ndo adaptar os bastonetes a luz. (Narfstréom et al., 2002)

5.3 Avaliacdo dafuncéo dos cones

Em condicBes fotdpicas o sistema de bastonetes fica saturado. Ao usar estimulos luminosos de
elevada intensidade e ap6s um periodo de adaptacéo da retina a luz criam-se condi¢des para
registar uma resposta exclusiva dos cones. (Gelatt, 2007)

A funcdo dos cones é testada em condi¢des fotopicas. As recomendagdes do ECVO para a
dessensibilizagdo dos bastonetes passam pela adaptagédo da retina a luz durante 10 min, sob
condi¢bes fixas de luminosidade e com intensidade constante de aproximadamente 30 - 40
cd/m® Para este efeito pode ser utilizada a esfera ganzfeld. A luz ambiente nio é
uniformemente distribuida sobre a retina, pelo que ndo se adequa. (Narfstrom et al., 2002)

SO entdo se pode prosseguir com o registo da actividade dos cones, através da estimulagdo da
retina com flashes de luz de elevada intensidade (2 a 3 cd/m?/s) e resposta a luz flicker. Em
determinadas circunstancias, um unico flash podera ser suficiente para testar os cones. Caso
ndo se obtenha uma resposta adequada, deve ser utilizada a média de resultados de 4 flashes
disparados com uma frequéncia de 4.9 a 5.1 Hz (Narfstrom et al., 2002)

Os bastonetes sdo incapazes de responder a luz flicker de rapida frequéncia e elevada
intensidade. Com base neste conhecimento e para isolar a resposta dos cones, o ECVO
recomenda utilizar flickers de 31 Hz (e de 40 ou 51 Hz, por exemplo) para evitar possiveis
interferéncias causadas pelos artefactos induzidos pela corrente eléctrica da rede publica que
ocorrem a 50 ou 60 Hz, dependendo da regido. (Narfstrom at al., 2002)

Vimos atrds que, nos cées, 0S cones apresentam um espectro de absor¢cdo com dois picos
absor¢cdo maxima de 430nm e 555nm, correspondentes a luz azul e verde respectivamente.N&o
obstante, conseguem distinguir cores na gama dos 430 — 475nm e entre os 500-620nm. Com
base nestas absor¢des diferenciais de luz é possivel estimar a fun¢do dos cones de forma mais
detalhada por electroretinografia multicores e avaliar patologias especificas dos cones, tais
como a hemeral6pia do Malamute do Alaska e algumas situag@es de intoxicagao.

No trabalho de Maehara e colaboradores (2005,a), a propdsito da deteccdo de alteracdes na

fungdo dos cones induzidas pela digoxina em cdes e a importancia da electroretinografia
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multicores para a avaliagdo detalhada e discriminada dos cones, os autores isolaram a resposta
detalhada de cada tipo de cones utilizando 4 eléctrodos de cérnea com uma fonte de luz LED
incorporada e capacidade de emitir flashes de luz branca, azul (470nm), vermelha (644nm) e
verde (525nm). O ERG registado com cada um dos eléctrodos incluiu a resposta dos
bastonetes (0,0096 cd/m?/s), resposta combinada de cones e bastonetes (3 cd/m?/s), resposta a
flash Unico de elevada intensidade (3 cd/m?/s com luz de fundo de 25 cd/m?) e flicker de 30 Hz
(9,9 cd/m?s com luz de fundo de 25 cd/m?). A resposta dos bastonetes e o protocolo standard
foram registados em sala escura e o registo da resposta de cones com flash Unico e a resposta
ao flicker de 30 Hz foram registados apds 10 min. de adaptacao a luz.

Neste estudo os autores verificaram que as resposta obtidas com eléctrodos LED de cores
permitiram uma avaliagdo discriminada da fungéo dos cones e € um método eficiente para o
diagnéstico de degenerescéncia destas células. A resposta obtida com eléctrodos de luz
vermelha foi fraca, confirmando a auséncia de cones com capacidade de absorver luz neste
comprimento de onda. Pelo contrario, as respostas obtidas com eléctrodos de luz azul e verde
foram facilmente registadas e reproduziveis, oferecendo resultados mais sensiveis que aqueles

obtidos com flashes de luz branca.

Em 1995, Yanase, Ogawa e Ohtsuka da Universidade | Fig. 21 - Funcdo da sensibilidade

espectral (eixo dos yy) em func¢do do
comprimento de onda (nm) (eixo dos
xX) ap6s 2 horas de adaptacdo ao
escuro. (adaptado de Yanase, Ogawa e

electroretinograma de campo total em oito cées de raca | Ohtsuka.1995)

pura (ndo identificada no estudo) anestesiados. O | A curvaa ponteado corresponde a eficiéncia
de detecgdo de luz de diversos comprimentos

Miyazaki no Japdo realizaram um estudo sobre a

participacao dos componentes “bastonetes” e “cones” no

projecto consistiu na avaliagdo das respostas - -
de onda em condicdes escotOpicas em

electroretinogréficas obtidas através de um eléctrodo de | Humanos. Os simbolos representam diversos

cérnea e por estimulagdo da retina com flashes de luz | "@9'stos nas mesmas condigges em 3 cdes.

azul e vermelha, disparados de 3 em 3 min num total de
91 min (que corresponderam ao tempo total de
adaptacdo da retina ao escuro seguido de um periodo
de adaptacdo a luz de 10 min). No teste com luz azul, we .
aos 13 min registou-se uma onda b de pequena ol

amplitude que aumentou gradualmente de amplitude e . .

pico de laténcia ao longo do periodo de adaptacdo ao . N

escuro. Apdés 31 min de adaptacdo ao escuro

registaram-se 0s primeiros potenciais oscilatérios na por¢do ascendente da onda b e uma

pequena deflecgdo negativa antes do aparecimento desta onda. Em trés dos cées estudados
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foram calculadas as sensibilidades espectrais apds 2 horas de adaptacdo ao escuro. O pico de
absorcdo maxima no espectro de sensibilidade da onda b foi de 500 — 510 nm, valor consistente
com aqueles previamente menciondados para a absorcdo de luz pelos bastonetes do cdo. Com
base nos resultados obtidos, os autores consideraram que a onda obtida aos 13 min de
adaptacao ao escuro derivava da actividade dos bastonetes e € uma resposta escotopica.

A estimulagdo da retina com luz vermelha decorreu nos mesmos moldes mas os resultados
obtidos foram bastante dispares. Imediatamente ap6s o inicio do periodo de adaptacdo ao
escuro (1 min) foi registada uma onda b de pequena amplitude e curto pico de laténcia. Durante
0s 4 a 16 min de adaptacdo ao escuro que se seguiram a amplitude e pico maximo de laténcia
desta mantiveram-se constantes. Devido ao aparecimento e aumento em amplitude dos
componentes escotépicos, esta pequena onda b tornou-se pouco nitida aos 19 min. Apds o
periodo de adaptacdo ao escuro o tracado de ERG obtido por estimulagdo com luz vermelha
era praticamente semelhante aquele desencadeado pela luz azul.

Em Humanos e Macacos € possivel distinguir a onda b fotépica (resposta dos cones) da
escotopica (resposta dos bastonetes) obtida por estimulos escotépicos equilibrados de cor
vermelha e apds um periodo de adaptacdo ao escuro. Os resultados obtidos neste estudo com
cdes nado sdo, contudo, concordantes. As ondas de ERG obtidas em condi¢gbes escotdpicas
pela estimulacdo da retina com luz azul e vermelha apds um periodo de adaptacdo ao escuro
séo semelhantes.

Para determinar se o tracado de ERG obtido por estimulos luminosos vermelhos apds o periodo
de adaptacdo ao escuro incluia a resposta dos cones, os autores registaram um ERG com
estimulos azuis e vermelhos sob luz ambiente azul-esverdeada com intensidade suficiente para
eliminar a resposta dos bastonetes. Na auséncia de luz de fundo, os tragcados
electroretinogréaficos obtidos independentemente por flashes de luz vermelha e azul eram
semelhantes na sua forma e amplitude. No ERG resultante da estimulagdo com luz vermelha
ndo foi distinguivel uma onda b fotépica. A medida que a intensidade da luz de fundo
aumentava, a amplitude da onda b escotépica diminuia. Sob a presenca de luz de fundo muito
intensa néo foi registada qualquer resposta ao flash de luz azul. Pelo contrério, foi despoletada
uma pequena onda b positiva sob influéncia de luz vermelha. Esta onda b é semelhante a
registada anteriormente com estimulos vermelhos e durante a adaptacdo ao escuro,
interpretada como sendo uma onda b fotopica derivada da resposta dos cones.

Concluindo, apesar do estimulo de luz vermelha usado servir para despoletar uma onda b
fotopica em registos realizados sob condi¢des de luminosidade suficientes para eliminar a

resposta dos bastonetes, a componente do ERG justificada pela actividade dos cones néo era
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claramente distinguivel dos tracados registados com estimulos de luz vermelha sob adaptacdo
ao escuro. Shaeppi e Liverani (1977) em Procedures for routine clinical electroretinography
(ERG) in dogs (Agents and Actions 7: 347-351) foram referidos neste estudo por sugerirem que
esta diferenca inter-espécies se pode justificar pela menor sensibilidade do sistema cones nos
cdes e anteriormente referida por outros autores, igualmente citados no estudo, como sendo
apenas 1/30 da sensibilidade do sistema de cones em Humanos (apesar dos bastonetes
apresentarem a mesmas sensibilidade a flashes luz branca).
Os autores concluiram que, no ERG dos caes, para registar detalhadamente a resposta
mediada pelos cones é necessario usar uma luz de fundo com intensidade suficiente para
eliminar os componetes escotépicos ou, em alternativa, um rapido flicker de luz numa
intensidade a qual se verifique fusdo da resposta dos bastonetes.
No mesmo ano (1995) Narfstrém, Andersson, Andreasson e Gouras desenvolveram um estudo
semelhante, com o intuito de avaliar a expressao da fungéo dos cones e bastonetes através de
electroretinografia por flash com um dispositivo de difusdo de luz tipo ganzfeld. A esfera de
ganzfeld distribuiu um estimulo luminoso de 1.1 cd/m%s (reduzido em 30% aquando a
estimulacao por flickers de luz de 30Hz) e uma luz de fundo estavel de 17 cd/m?. Os eléctrodos
utilizados foram lentes de contacto bipolares Burian-Allen pediatricas, ligados a um pré-
amplificador de sinal com um ganho de 10 000 e filtrados por um bandpass filter de 5 — 1500Hz.
Os cées sofreram uma adaptacado prévia a luz (17 cd/m?) durante 10 min. Nesse periodo foram
disparados 8 a 18 flashes de luz branca, apds o0 que se seguiu a adaptagcéo ao escuro de 20
min. A resposta dos bastonetes foi entdo avaliada com flashes de luz azul (450 nm; 1.1Hz)
disparados com 5 min de intervalo. Apés 25 min de adaptacdo ao escuro e registo das
respostas escotépicas os olhos foram estimulados com flashes de luz vermelha (630 nm; 5.1Hz)
para separar a funcdo dos bastonetes da dos cones. Apés 30 min de adaptacao ao escuro foi
disparado um unico flash de luz branca para registar a resposta maxima, que inclui actividade
dos cones e dos bastonetes. Por fim, a estimulagdo com luz flicker de 30 Hz foi feita em
condi¢gBes escotopicas para isolar a fungdo dos cones. A técnica de ERG de campo total por
flash apresentada nesta publicacdo por Narfstrom e seus colaboradores permitiu:

uma resposta estavel das células quando adaptadas a luz;

uma resposta dos bastonetes depois de um periodo de adaptacéo ao escuro;

separacao da resposta dos cones e bastonetes sob luzes de diferentes cores;

resposta de cones isolada com luz flicker.
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Tabela 7 - Curvas normais obtidas com esfera ganzfeld. (adaptado Narfstrém, Andersson, Andreasson & Gouras, 1995)

Electroretinograma Comentarios

Média de 8 respostas a flashes de luz branca apds adaptacédo a luz.
Resposta exclusiva ou maioritariamente dos cones; resposta
relativamente pequena em amplitude (5uV com 10ms) com uma onda a
Obvia e uma onda b rapida.

f\ Processo de adaptacé@o ao escuro com luz azul; cada curva corresponde
— - a média de 4 respostas. A curva inferior corresponde a resposta
imediatamente apds inicio de adaptacdo ao escuro e a Ultima (superior)
‘_JJ\\_/_, foi registada apds 20 min de adaptagdo ao escuro. A resposta ilicitada
pela luz azul corresponde predominantemente ao sistema de bastonetes.

/ \ Virtualmente ndo se regista uma onda a, a onda b é relativamente lenta e
T com algumas oscila¢gBes na sua fase ascendente; ap6s o pico de onda b

—/'\\f/ regista-se uma negatividade tardia caracteristica da resposta dos
N — bastonetes.

Tracado superior: Resposta a luz vermelha em condi¢des escotopicas;
tracado inferior: resposta a luz azul em condi¢des escotdpicas; média de
256 respostas com 2uV de amplitude e 10ms. As respostas escotdpicas
- a luz vermelha e azul sdo equivalentes para os bastonetes. A luz
vermelha produz uma onda b rapida que esta4 ausente na estimulagdo
com luz azul. As luzes vermelha e azul produzem ondas b largas com a
mesma amplitude e forma. A resposta precoce com luz vermelha é de
cones.

Resposta méaxima produzida por um unico flash de luz branca apos 30
min. de adaptac&o ao escuro; 10pV de amplitude e 10 ms de tempo. Esta
€ uma resposta combinada de cones e bastonetes; regista-se uma onda
a inicial e uma onda b oscilatéria de grande amplitude.

Média de 64 respostas ao flicker de luz branca com 30 Hz; 2 pV de
amplitude e 10 ms de tempo. E uma resposta exclusiva de cones que se
regista com valores de frequéncia superiores a frequéncia de fusao
flicker.
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6. Resumo do protocolo curto recomendado para avaliacdo grosseira da retina
(recomendacgdes do ECVO)
1. Para realizar o protocolo curto o céo deve ser preparado numa sala com luz ambiente.

2. Testar a funcionalidade da retina em condi¢cdes de luz ambiente (mesopticas) usando o FS
(flash unico de luz de elevada intensidade).

3. Apagar a luz e testar a retina ao primeiro minuto do periodo de adaptacdo ao escuro com um
FS.

4. Testar novamente a funcéo da retina apés 5 min de adaptac¢édo ao escuro com um FS.

7. Resumo do protocolo de diagnoéstico de alteracdes dos fotorreceptores
(recomendacdes do ECVO)
1. Preparar o cdo numa sala com luz ambiente e desligar a luz assim gue possivel.

2. Adaptar a retina ao escuro durante um periodo de 20 min enquanto se avalia dinamicamente
a funcéo dos bastonetes com disparos de flashes luminosos a cada 4 min (aos 1, 4, 8, 12, 16 e
20 min de adaptacdo ao escuro; resposta flicker de bastonetes).

3. Testar a resposta mista de cones e bastonetes com um unico flash de luz de elevada
intensidade.

4. Testar a funcéo dos cones apds 10 min de adaptacédo a luz.

5. Testar a resposta dos cones a luz flicker.

8. Registo e interpretacdo dos resultados

O registo dos tracados electroretinograficos é feito, hoje em dia, por qualquer computador que
suporte o software necessario.

Os resultados sdo impressos em qualquer impressora capaz de ser ligada ao mesmo

computador.

8.1 Componentes do Electroretinograma

8.1.1 Ondas a, b, cei

A linha de base do ERG corresponde ao potencial de repouso do olho e o tragado normal do
ERG clinico do cao deve incluir trés deflec¢gbes a sua linha de base: as ondas a, b e c. O ERG
obtido a partir da estimulacdo da retina com um Unico flash standard de luz representa um
desvio da linha de base e é composto por uma primeira defleccdo negativa (onda a), seguida
pela primeira defleccdo positiva (onda b) a qual se sucede uma segunda deflec¢do positiva
(onda c). A onda ¢ (com origem nas células do epitélio pigmentar da retina) nem sempre é

observada em registos electroretinograficos clinicos regulares (Ropstad & Narfstrém, 2007) por
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ser atenuada e distorcida com maioria dos filtros. (Komaromy, Smith & Brooks, 1998)

As ondas do electroretinograma séo interpretadas em termos qualitativos (pela avaliagdo da
forma da onda) e quantitativos (medindo a amplitude e tempo de laténcia (TL) de cada onda). A
morfologia e fisiologia do sistema visual neuronal podem ser perturbadas por doenca ou lesdo
das suas estruturas, levando a alterac6es no registo dos potenciais electroretinograficos. A
interpretacdo dessas alteragBes tem importancia para o diagndstico e prognéstico de doencas
da retina, mas é preciso ter em conta que factores externos a retina (tais como equipamento e
limitacdes da técnica) podem conduzir ao registo alterado do seu tracado, mimetizando
variactes electrofisiolégicas associadas a doencgas oculares em olhos saudaveis. (Komaromy,
Brooks, Dawson, Kallberg, Ollivier & Ofri, 2002)

e A onda a, primeiro componente do ERG, reflecte a hiperpolarizagdo dos fotorreceptores
(carga intracelular negativa) ap6s o encerramento dos canais de sodio quando a retina sofre
estimulacéo pela luz. (Gelatt, 2007)

Dependendo do grau de adaptagéo da retina a luz, a onda a resulta apenas da actividade dos
cones ou dos cones e bastonetes em simultdneo. N&o se verifica uma onda a exclusiva dos
bastonetes porque em condigBes escotdpicas, a onda a so é registada através da estimulagdo
da retina com um flash de luz de intensidade compativel com o espectro fotopico. (Rosolen,
Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

A hiperpolarizac@o diminui a libertagdo de neurotransmissores que por sua vez activa as células
bipolares. (Gelatt, 2007)

Assim, a onda a resulta sobretudo do somatério dos potenciais das células fotorreceptoras e
bipolares, apesar dos outros elementos da camada interna da retina (tais como as células
amacrinas) prestarem igualmente uma contribuicao para esta defleccdo. A porcdo inicial da
onda a representa especificamente a actividade dos fotorreceptores. A contribuicdo das CG
para a onda a torna-se mais evidente a partir do ponto em que a resposta atinge um pouco mais
que metade do valor maximo do pico negativo. (Komaromy, Smith & Brooks, 1998)

e Estudos realizados na década de 70 sugeriram que a onda b era gerada pela resposta das
células de Miller (células da glia que atravessam a retina em toda a sua espessura) as
alteracdes extracelulares dos niveis de potassio, secundérias a actividade das células ON-
bipolares (células bipolares activadas por um aumento da luminescéncia). (Komaromy, Smith &
Brooks, 1998)

Estudos mais recentes sugerem que a onda b fotopica é gerada pela activacdo sincrona das
células ON-biplares despolarizantes e das células OFF-bipolares hiperpolarizantes, cada uma

contribuindo em sequéncia para a forma da onda b (hipétese push — pull: as células ON
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contribuem para a por¢éo ascendente da onda b e as células OFF limitam a amplitude da onda
b ao contribuirem para a redugéo do potencial da retina no pico da onda b no sentido da linha
basal). Apesar de haver evidéncia clinica que as células de Miller também participam na
formacdo da onda b do ERG, é muito dificil isolar a sua contribuicdo a semelhanca da das
células bipolares. Acredita-se que as células de Miller amplificam o sinal das células bipolares.
(Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

Rosolen e seus colaboradores publicaram um estudo em 2005 sobre uma caracteristica
peculiar da onda b registada no ERG de cées da raca Beagle. Segundo a experiéncia do autor
e da sua equipa, no electroretinograma dos cdes de raca Beagle verifica-se uma forte
componente negativa logo apds a onda b. Nesta publicagdo os autores fazem referéncia a
estudos prévios onde o mesmo achado foi reportado em cées das ragas Poodle e Briard (além
do Beagle), sem que a sua origem tivesse sido decifrada. Os autores realizaram ERGs
sucessivos e espagados no tempo a dois individuos desta raga que apresentavam auséncia
unilateral do tapete licido (condicdo rara mas que pode ser observada em cées desta raga). Os
ERGs foram registados em condigBes fotopicas e escotopicas e foi avaliada igualmente a
fungdo mista dos cones e bastonetes. Um achado comum a todos os ERGs realizados aos
olhos providos de tapete lucido (em condigBes fotdpicas e escotopicas, repetidos duas vezes
com um més de intervalo) foi a presenca desta forte defleccdo negativa apés o resgisto da onda
b. Nos olhos que ndo apresentavam tapete Iicido ndo ocorreu registo desta particularidade.
Com base nestes resultados, os autores sugerem que o tapete llcido contribui para a formacgéo

deste componente do tracado electroretinografico que segue a onda b. A constancia de

resultados, quer em condi¢des fotdpicas quer escotbpicas, exclui Fig. - Onda | no ERG Humano

a possibilidade deste achado ser uma resposta fotopica | ¢ do Beagle. (adaptado de
Rosolen e outros, 2004)

negativa. (Rosolen, Chalier, Rigaudiére e Lachapelle, 2005)
e A onda c resulta de uma hiperpolarizacdo fugaz da ®
membrana apical das células do epitélio pigmentar e de uma i
hiperpolarizagédo das células de Miller em resposta a luz. A onda
c ndo é registada nos ERGs de rotina por motivos técnicos. Homem
(Gelatt, 2007)

e A onda i no electroretinograma de flash é uma defleccao
positiva que surge apos a onda b e que se verifica em condi¢des

fotopicas. A origem da onda i ainda ndo foi esclarecida, mas

sugere-se que seja gerada ao nivel do NO ou na camada de CG.
(Gelatt, 2007).
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Num estudo comparativo da onda i fotopica em diferentes espécies, Rosolen e colaboradores
(2004) utilizaram a técnica de electroretinografia de campo total por flash, numa camara
ganzfeld, em condi¢Bes fotdpicas (apds 2 h de adaptacéo a luz de 30 cd/m?) e estimulag&o com
flashes de luz de 3,5 cd/m?/s e 20 us. Os resultados obtidos para o ERG do c&o Beagle foram
0s seguintes:

Amplitude (uV): onda a = -64,5; onda b = 219,5; onda i = 48,7.

TL (ms): onda a = 10,6; onda b = 22,3; onda i = 50,1.

Sendo que a amplitude da onda i foi medida desde o ponto mais baixo da onda b até ao pico da
onda i. A onda i segue-se a onda b ap6s um periodo de aproximadamente 20 ms na maioria

das espécies estudadas. (Rosolen, et al., 2004)

8.1.2 Potenciais oscilatérios (PO)

Os PO sao um conjunto de ondas de baixa amplitude e elevada frequéncia registadas na
porcdo ascendente da onda b (Gelatt, 2007) quando sado utilizados estimulos luminosos de
elevada intensidade. (Narfstrom et al., 2002)

O seu numero varia consoante a espécie (cerca de 3 a 5 PO podem ser registados nos caes) e
€ possivel filtra-los e analiza-los separadamente. (Gelatt, 2007)

Os PO sédo mais facilmente registados em condi¢cdes mesoépicas (Wachtmeister, 1987) mas
ajustando os parametros do filtro de baixa frequéncia para valores mais elevados que aqueles
recomendados para o0 ERG de flash e introduzindo estimulos especiais e condicbes de
adaptacao a luz, os PO podem ser ampliados. (Komaromy, Smith & Brooks, 1998)

Se 0 objectivo for estudar especificamente os PO, o ECVO recomenda realizar primeiro a
resposta escotopica dos cones e bastonetes (obtida ap6s um Unico FS de luz branca) e filtrar a
resposta para os PO depois. Devem ser ajustados os parametros do filtro de baixa frequéncia
para os 70 — 100Hz e o equipamento deve providenciar uma boa ampliacdo do sinal para que
0s registos possam ser avaliados com acuidade. O ECVO recomenda a utilizacdo de
equipamento que tenha capacidade de ampliar os potenciais obtidos com ERG de FS em 10
000 — 20 000 vezes e e os PO em 100 000 vezes para que os resultados possam ser avaliados
com exactiddo. (Narfstrom et al., 2002)

Ao estudar a funcao de resposta ao estimulo luminoso dos PO, Wachtmeister (1987) verificou
gue: o limiar de resposta dos PO é 2,5 — 3 log superior ao da onda b e aproximadamente igual
ao da onda a. A energia dos PO aumenta linearmente com o aumento da intensidade do
estimulo luminoso, é maxima para intervalos entre flashes de luz de 30s e quanto mais curto for

o intervalo entre estimulos, maior a energia dos PO.
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Varios estudos tém sido conduzidos para tentar determinar quais as células da retina
responséaveis pela formagéo dos PO. Embora ainda ndo tenha sido confirmada, sabe-se que as
caracteristicas electroretinogréficas dos PO sdo distintas das da onda a e onda b indicando uma
possivel origem independente destes PO comparativamente aos outros componentes do ERG.
Cré-se que os PO reflectem a actividade das células bipolares (Wachtmeister, 1987; Ropstad e
Narfstrom, 2007) e interaccdo entre os cones e bastonetes na porgéo interna da retina.
(Wachtmeister, 1987)

Em Medicina Humana os PO podem ter valor prognéstico na identificacdo precoce de pacientes
com doencas vasculares em risco de desenvolver retinopatias proliferativas devido a isquémia
da retina (por ex. na trombose da veia central da retina ou oclusdo da artéria retiniana os PO
estdo diminuidos ou ausentes e parecem ter um bom valor progndstico) e tém muito valor no
diagndéstico e prognéstico de desenvolvimento de retinopatias diabéticas. Em pacientes com
retinopatia diabética avancada os POs estdo ausentes ou reduzidos e podem apresentar
amplitude reduzida e prolongada em pacientes diabéticos que ainda ndo manifestam alteracdes
oftalmoscépicas. (Wachtmeister, 1987)

Em caes, a amplitude dos POs aumenta e o TL diminui quando a PIO est4d aumentada. Em
caes que sofreram um aumento da PIO para o triplo durante um periodo de tempo superior a 3 -
5 min verificou-se supressao dos PO e do tracado de ERG. Estas alterac6es foram reversiveis e
assim que a PIO voltou ao fisioldgico o tracado de ERG foi normal. (Gelatt, 2007)

E importante manter em mente que os PO também v&o estar alterados em situaces
patolégicas que afectam primariamente a camada externa da retina porque o in put das células
da camada externa da retina para as células amacrinas e interplexiformes vai estar reduzido.
Assim, em situagles de distrofia dos cones e bastonetes espera-se uma reducdo nos POs e na
amplitude das ondas a e b. (Gelatt, 2007)

O ISCEV (International Society for Electrophysiology of Vision) definiu para flash standard (FS)
o valor intensidade de um flash que produz uma onda a cuja amplitude é metade da amplitude
da onda b (ou seja, a razdo amplitude de b/ amplitude de a = 2). A avaliacdo da funcdo da retina
com base na relacdo b/a é frequente em Oftalmologia Humana porque em situacbes de
aumento da densidade da camara anterior do olho e corpo vitreo, o valor de b/a € um indicador
de alteracdes na retina. (Maehara & al., 2005)

Um réacio b/a reduzido pode indicar lesdo pés-fotoreceptores uma vez que a onda a reflecte
somente a actividade destas células. Um racio b/a aumentado é sugestivo de altera¢des nas

camadas mais externas da retina. Os valores do racio b/a variam com a intensidade da luz e
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outras condi¢des sob as quais é registado o ERG. Em condi¢des escotdpicas o racio diminui a
medida que a intensidade luminosa aumenta. (Ropstad & Narfstrom, 2007)
Apesar de ter sido proposto nas recomendacdes do ECVO o valor de 2 — 3 cd/m?s para a
intensidade de um FS, a avaliagdo da retina com base na relacdo b/a ainda néo foi estabelecida
para o cdo. (Maehara & al., 2005)
No cdo, o valor da intensidade do flash estimulante que produz a relacdo b/a = 2 s foi
determinado em 2005 por Maehara e seus colaboradores. Esta equipa registou ERGs
sucessivos em caes saudaveis da raca Beagle a partir de estimulos luminosos de intensidades
diferentes, emitidos por um eléctrodo de cérnea com um sistema LED incorporado. Os autores
averiguaram que a uma intensidade de luz estimulante de 3,0 cd/m?s alcancava a relagéo
(amplitude da onda b/ amplitude da onda a) = 2. Este valor é semelhante aquele definido para
Humanos (2 — 3 cd/m?/s) utilizando um estimulador tipo ganzfeld. (Maehara & al., 2005)
Outras conclus@es a reter desde estudo sao:

a onda a s6 se tornou clara a partir de valores de intensidade luminosa de 0,0144 cd/m?/s
mas a partir dos 0,0075 cd/m?/s a forma da onda b era definida.

quer a onda a quer a onda b atingiram 0s seus picos maximos (negativo para a e positivo
para b) com um flash de luz branca de 200 e 36 cd/m?/s respectivamente; apesar do aumento
da intensidade de luz estimulante, a partir destes valores ndo foram registadas alteracdes na
amplitude das ondas a ou b.

com o aumento de intensidade do estimulo luminoso a rela¢éo b/a diminui;

8.1.3 Limiar de resposta escotopica (LRE)

O LRE é a unica defleccdo negativa observada quando a retina adaptada ao escuro €
estimulada por flashes de luz com intensidade abaixo daquela capaz de despoletar o
aparecimento de uma onda b. (Yanase, Ogawa & Ohtsuka, 1996).

E uma componente do ERG com origem diferente daquela das ondas a e b. O LRE traduz a
actividade mediada pelos neurénios das camadas nuclear e plexiforme internas. Foi
comprovada a origem do LRE nas CG de ratos, com uma contribuicho muito pequena das
células amécrinas. Contudo, retinopatias com base em disfungbes dos bastonetes também
produzem uma reducéo na amplitude do LRE, porque os circuitos no interior da retina passam a
dar-se de forma deficiente. (Gelatt, 2007)

Ap6s um periodo de 2 horas de adaptacdo ao escuro, Yanase, Ogawa e Ohtsuka (1996)
registaram uma série de ERGs em Beagles, com um eléctrodo de cornea e estimulos de luz

branca de 8 milisegundos de duracéo e intensidade variavel. Com uma intensidade luminosa de
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-6,0 logyp unidades foi registada uma primeira defleccdo negativa que aumentou gradualmente
de amplitude e reduziu o pico de laténcia a medida que a intensidade do estimulo aumentava.
Aos -3,2 logyo surge a onda b positiva, sobreposta a esta defleccdo negativa, que aumentava
em amplitude a medida que a intensidade do estimulo luminoso crescia. Os autores sugeriram
gue a primeira defleccdo negativa registada pelo eléctrodo de cornea com estimulos de
intensidade < -3,6 log;o unidades era o LRE, a semelhanca do que foi descrito para outras
espécies. A amplitude maxima dos LRE variava entre os 50 e os 100 pV para intensidade
luminosas de -4.0 a -4,4 logy, unidades, com um pico de laténcia de 75 a 96 ms. (Yanase,
Ogawa & Ohtsuka,1996)

O pico negativo do LRE foi sendo progressivamente sobreposto pela onda b que aumentava de
amplitude com flashes de luz de intensidade > -2,8 log;, unidades. O TL dos LRE foi sempre
inferior ao da onda b e a defleccdo negativa da cornea que precedia a onda b ndo se extinguiu
antes do aparecimento da onda a. (Yanase, Ogawa & Ohtsuka,1996)

Os autores concluiram igualmente que o pico de sensibilidade espectral do LRE canino
correspondia aquele de absorgdo para a rodopsina (de 500 a 510 nm). (Yanase, Ogawa &
Ohtsuka,1996)

O registo de LRE é mais evidente quando é feito na auséncia de luz de fundo. Com o aumento
da intensidade da luz de fundo, a amplitude do LRE diminui gradualmente até desaparecer
(quando intensidade luminosa > -3,5 log;o unidades, valor para o qual se regista o pico maximo
de amplitude da onda b). (Yanase, Ogawa & Ohtsuka,1996)

Concluindo, é absolutamente fundamental um longo periodo de adaptacdo ao escuro para
haver registo de LRE e este é eliminado na presenca de luz de fraca intensidade. O LRE é
portanto um bom indicador da funcao da retina em condi¢cfes escotOpicas mas € preciso ter

atencao para ndo confundir o LRE com a onda a escotépica.

8.1.4 Resposta Fotépica Negativa (RFN)

A RFN é uma resposta tardia resultante da estimulacdo da retina adaptada a luz por um
estimulo luminoso de elevada intensidade (Gelatt, 2007) e verifica-se apés o registo da onda b.
(Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

As CG e células Amacrinas estdo envolvidas nesta resposta, que se encontra reduzida em
modelos experimentais com glaucoma e em pacientes Humanos com atrofia do NO, suportando

a hipotese de que a RFN pode ser usada para avaliar a fungéo das CG. (Gelatt, 2007)
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Fig. 22 - Relacdo entre as células da retina e a origem do electroretinograma. (adaptado de Peiffer, 2009)
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Esquerda: esquema da secgd@o histolégica da retina. Direita: eletroretinograma normal; onda a: actividade dos

fotorreceptores; onda b: actividade das células bipolares e de Miller; OP: potenciais oscilatérios; onda i: actividade

das CG e/ou das fibras do NO.

8.2 Avaliacdo do ERG

Para uma correcta interpretacdo e avaliagdo das respostas electroretinograficas devem ser
avaliados, para cada onda, pelo menos dois parametros: amplitude e tempo de laténcia (TL).
Entende-se por amplitude da onda a o valor da distancia que vai desde a linha de base até ao
pico maximo da primeira defleccdo negativa. (Narfstrom, Andersson, Andreasson & Gouras,
1995)

O tempo de laténcia (em inglés implicit time ou peak time) corresponde ao periodo de tempo
decorrido entre o disparo do flash (estimulo) e o inicio do resgisto da onda (resposta). E o
tempo decorrido desde o disparado do flash até ao registo do apex da onda. (adaptado de Ori4,
Janior, Honsho, Neto & Laus, 2004)

A amplitude da onda a mede-se desde a linha de base até a depressdo da onda a (primeiro
pico negativo). O seu TL € medido desde o instante em que ocorre o disparo do flash até ao
pico da depressédo da onda a. (Narfstrom, Ekesten, Rosolen, Spiess, Percicot & Ofri, 2002)

A amplitude da onda b é medida desde a depressédo da onda a (primeiro pico negativo) até ao
ponto maximo da onda b. O TL é medido entre o instante em que é disparado o flash e o
instante em que a onda b atinge o seu pico maximo. (Narfstrom et al, 2002)

A amplitude das ondas é registada em microvolts (uV), enquanto o TL é registado em

milisegundos (ms). (Ropstad & Narfstrém, 2007 )
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Ao considerar os parametros amplitude e tempo de laténcia, o clinico pode encontrar quatro
situagOes diagndsticas possiveis: (Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)

Amplitude e TL normais;

Amplitude normal e TL aumentado;

Amplitude reduzida e TL normal;

Amplitude reduzida e TL aumentado.
Respostas mais rapidas que o normal sdo consideradas uma variacdo do normal. (Rosolen,
Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)
E preciso ter em conta que o ERG é um potencial evocado e que apesar do seu registo ser feito
na cérnea, a origem do potencial encontra-se na retina. Posto isto, é perceptivel que, quanto
mais préximo o eléctrodo de registo (positivo ou de cOrnea) se encontar da retina, maior sera o
potencial registado. (Rosolen, Kolomiets, Varela & Picaud, 2008)
Depois de registado o ERG, é importante verificar os seguintes aspectos:
e A qualidade técnica é satisfatoria?

A resposta é reproduzivel?

Reconhecem-se interferéncias ou artefactos?

Podemos melhorar a qualidade do tracado?
e Existe uma resposta?

Se sim, assemelha-se a resposta esperada pela avaliagéo oftalmica?

E reproduzivel?
e Pelas carateristicas do tracado, a retina esta funcional?

Estéo presentes todas as ondas?

A amplitude das ondas é normal?

O TL é normal?

A forma do tracado é normal?

9. Factores influentes no Electroretinograma

Definir valores normais para o ERG € uma tarefa dificil, uma vez que os resultados de ERG
diferem significativamente com factores intrinsecos e extrinsecos ao individuo. S&o muitas as
variaveis que podem influenciar o tracado do ERG e é importante saber reconhece-las e prever
0 impacto que estas tém sobre esta técnica para que possam ser atempadamente eliminadas
ou minimizadas, bem como para evitar erros e mal-interpretacbes de um tracado normal

mascarado pela influéncia desses factores.
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Ao seguir um protocolo e cumprir com o conjunto de medidas standard para a execucao da
electroretinografia, o clinico ja estd a contribuir para que haja um certo grau de reducéo destes
factores e para que a interpretagcdo dos resultados seja mais precisa.

Podemos distinguir entre o grupo de factores que influenciam a electroretinografia aqueles
intrinsecamente relacionadas com o animal (biol6gicos) e os dependentes do equipamento
(instrumentais). Dentro das variaveis biolégicas, podemos ainda salientar aquelas introduzidas
pelo protocolo utilizado.

No grupo das variaveis biol6gicas incluimos: idade, raca do cdo, temperatura corporal™*,
oxigenacdo sanguinea (Ropstad & Narfstrom, 2007) (Mentzer et al., 2005), presenca de
doencas concomitantes, pressdo sanguinea, caracteristicas condutoras dos tecidos, densidade
da carga proxima da membrana celular das células da retina e nimero de células que sofrem
de alterag6es do seu potencial de membrana (Komaromy, Brooks, Dawson, Kéllberg, Ollivier &
Ofri, 2002), grau de adaptacéo a luz, intregridade da retina, alteragfes na circulagdo sanguinea
da retina e opacidade dos meios oculares. (Lee et al., 2009)

As 8 semanas de idade o ERG do cachorro apresenta as mesmas caracteristicas que o de um
adulto. Com o avancar da idade o numero de células fotorreceptoras e do epitélio pigmentar
diminui e é expectavel que a amplitude das ondas electroretinograficas seja igualmente menor.
Entre os 60 dias e os 6 anos de idade esta reducédo pode atingir os 75%. E portanto importante
gue se estabelecam valores de ERG para diferentes grupos etarios. (Komaromy, Smith &
Brooks, 1998).

Num estudo desenvolvido para determinar os valores normais do eletrorretinograma de campo
total em caes da raca Poodle portadores de catarata de acordo com a faixa etéaria, Safatle e
colaboradores também concluiram que os caes mais velhos, quando comparados aos mais
jovens, apresentaram reducdo na amplitude das ondas correspondentes a resposta escotopica
de bastonetes, fotopica de cones e de cones-bastonetes. Apesar da reducdo do valor da
amplitude, o TL da onda b foi idéntico entre os grupos de diferentes idades. Os autores
concluiram que, com o envelhecimemento e consequente perda fisiolégica dos fotorreceptores,
tem maior interesse clinico medir o TL que a amplitude da onda b. (Safatle, Lisak, Otsuki &
Gomes, 2010)

O efeito da hipoxia sobre o0 ERG em cées foi estudado por Murray e Borda (1984) e citado por
Gelatt (2007). A onda b é a primeira a ser afectada pela hipoxia, sofrendo uma reducgéo de
amplitude e aumento do periodo de laténcia quando PaO é de 45 mmHg. A onda a é mais

BN

resistente a hipoxia severa e mantém-se mesmo depois da onda b se extinguir. A

¥ Foi identificada como responsavel por alteracdes electroretinograficas em outras espécies e muito provavelmente afecta os
tragados de ERG no céo.
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hiperventilagcdo, pelo contrario, aumenta a amplitude da onda b em cées anestesiados. Este
aumento pode ser explicado pela reducdo da PCO,. (Gelatt, 2007)

A hora do dia, exposicao prévia a luz intensa, grau de midriase, posi¢cdo do globo ocular na
oOrbita, posicao do paciente, distancia entre o cdo e o estimulador, escolha do agente sedativo/
anestésico e profundidade da anestesia e farmacos administrados s@o variaveis bioldgicas
introduzidas pelo protocolo e técnica de ERG utilizados. (Mentzer et al., 2005)

Dentro do grupo de factores instrumentais encontramos as variacbes no equipamento
estimulador e de registo da actividade eléctrica (incluindo o tipo de eléctrodos de referéncia),
intensidade da luz ambiente, tempo de estimulagéo luminosa, intensidade do estimulo luminoso,
protocolo anestésico e condi¢cdes experimentais. (Lee et al., 2009).

Para tornar possivel a comparacdo de registos de ERG entre cées, os diferentes tipos de
elécrodos positivos e a posicdo dos eléctrodos de referéncia devem ser standardizados, bem
como muitos dos outros factores que alteram o registo do ERG. (Mentzer et al., 2005)

A resisténcia e, consequentemente, a tenséo dos sinais electroretinogréaficos variam muito entre
cdes quando é utilizado um eléctrodo de referéncia cutaneo dada a grande variedade no

tamanho e conformacéo do craneo entre diferentes ragas. (Narfstrom et al., 2002)

10. Orrelatorio de ERG.

Pelas recomendacdes do ECVO para a elaboracdo de um relatério de ERG de cdo, com fim a
publicacdo cientifica, deve constar:

¢ Uma imagem do electroretinograma do(s) cdo(des) em estudo, juntamente com o tracado
normal registado a partir de um controlo saudavel, com a mesma idade e raca, submetido ao
mesmo protocolo anestésico;

e Devem ser acrescentadas as barras de calibracdo e é recomendavel a apresentacdo da
linha de base (anterior ao inicio da estimulacdo luminosa da retina), bem como deve ser
indicada a altura em que é disparado o estimulo luminoso.

e A duragdo da resposta registada (sweep time ou tempo de varredura) deve ser,
rotineiramente, de 200 mS.

e O relatorio clinico do ERG deve incluir o valor da amplitude e TL das ondas a e b.
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11. ManifestacBes electroretinograficas das alteracdes da visdo mais frequentes em
canideos.

Tabela 8 - Alteragdes electroretinograficas presentes nas patologias que conduzem a cegueira em canideos.
(adaptado de Slatter, 2008)

ALTERAGOES ELECTRORETINOGRAFICAS EM DIVERSAS SITUAGOES QUE CONDUZEM A CEGUEIRA

PATOLOGIA

Cataratas

Descolamento da
Retina

Cegueira cortical

Neurite do NO e
atrofia do NO

Glaucoma

Hemeral6pia

Cegueira nocturna
estacionaria
congénita ou
distrofia hereditaria
daretina

Displasia dos
fotorreceptores

Degenescéncia
hereditaria dos
bastonetes-cones
(APR; prcd)

Distrofia do EPR

Distrofia da retina
no Briard

Degenerescéncia
subita e adquirida
daretina

ELECTRORETINOGRAMA

Erg pode indicar fungdo normal da retina, APR ou
DSAR

O ERG pode estar normal ou alterado dependendo
da duragao do descolamento.

Resposta normal.

Resposta normal.

Resposta do ERG por flash é normal em casos de
glaucoma de diagnostico precoce, onde a PIO ndo
atingiu valores muito elevados; esta ausente em
situacbes de glaucoma crénico ou em estado
avancado ou em crises de hipertensdo ocular
guando a PIO é muito elevada.

Resposta dos bastonetes é normal; auséncia da
resposta dos cones.

Reducéo da amplitude da onda b e aumento da
amplitude da onda a.

Reducdo da fungcdo dos bastonetes/cones

dependendo do tipo de doenca.

Reducdo da funcdo dos bastonetes (respostas
anormais ap0s adaptacdo ao escuro ou a luz e
frequéncia de fusdo flicker alterada) progredindo
para atenuag&o de todas as respostas do ERG.

O ERG pode apresentar uma resposta normal até
se atingirem estadios avangados da doenca.

O ERG identifica alteragdes congénitas na fungdo
dos bastonetes.

Respostas do ERG estdo ausentes.

COMENTARIOS

O ERG é muito importante para avaliar a
funcionalidade da retina quando a fundoscopia é
impossivel (por ex. por opacidade da lente);
deve ser sempre realizada nos candidatos a
cirurgia de cataratas para garantir que, além da
catarara, ndo existe patologia da retina
subjacente que impeca a viséo.

A ecografia do fundo do olho podera ter maior
interesse diagnéstico. O ERG ndo pode ser
utilizado para determinar o progndstico da
recolocacao cirtrgica da retina

O ERG é dtil para diferenciar cegueira de origem
cortical de retiniana.

O ERG ¢é (til em situagbes de neurite
retrobublbar, quando o exame oftalmico nao
evidencia qualquer lesao.

Quando o diagnéstico de glaucoma é precoce e
em situacdes onde a PIO ndo é muito elevada
ha perda de células ganglionares sem haver,
contudo, alteracdes na resposta de ERG por
flash. Em estadios mais avancados a lesédo
celular extende-se as camadas mais externas da
retina conduzindo a altera¢des do ERG. O ERG
por flash ndo é um meio de diagndstico de
glaucoma.

O ERG é fundamental para o diagnoéstico
definitivo uma vez que o fundo estd normal a
oftalmoscopia.

O ERG é essencial para diagnostico definitivo,
uma vez que o fundo esta normal a
oftalmoscopia.

O ERG é essencial para diagnostico definitivo,
uma vez que o fundo estda normal a
oftalmoscopia.

O ERG pode ser diagnéstico meses a anos
antes de aparecerem 0s primeiros sintomas.

O exame oftalmoscopico € diagnostico; ERG
sem utilidade diagnéstica.

O ERG permite distinguir distrofia dos
bastonetes da distrofia do EPR, apesar de
ambos serem provocados por alteragGes do
EPR.

O ERG é essencial para diagnostico definitivo
uma vez que o fundo é normal a oftalmoscopia.

107



A importancia da electroretinografia no diagndstico de retinopatias caninas | FMV — UTL
2011

IV. ESTUDO CLINICO DE 7 ELECTRORETINOGRAFIAS REALIZADAS NO HVR.

1. INTRODUCAO

Foi realizada uma apresentacdo de casos e estudo dos resultados obtidos na electroretinografia
de campo total por flash de sete cées referenciados ao Hospital Veterindrio do Restelo no
periodo compreendido entre Setembro de 2009 a Fevereiro de 2010. Dos sete ERGf realizados,
um corresponde ao de um cdo com histdria de perda subita de visdo e os restantes a cdes com

cataratas e candidatos a facoemulsificagéao.

2. OBJECTIVOS DO ESTUDO
Com o presente estudo pretende-se:

correlacionar os achados do exame oftalmolégico, nomeadamente a presenca/ auséncia de
RPL, resposta de ameaca e de Dazzle com os resultados electroretinograficos;

relacionar a etiologia das cataratas com o envolvimento de patologias da retina;

perspectivar a incidéncia e o tipo de patologias da retina que, na presenga concomitante de
cataratas, desclassificam os pacientes caninos como possiveis candidatos a facoemulsificacao;

3. MATERIAIS E METODOS

Na apresentacdo a consulta de oftalmologia todos os pacientes realizaram um exame
oftalmoldgico completo que incluiu: teste de Schirmer; avaliacdo dos reflexos pupilares a luz e
consensual; reflexo de Dazzle e resposta de ameaca; exame com luz de fenda (SL-15 Portable
Slit Lamp, Kowa) e tonometria por aplanacdo (TONO-PEN®VET, Medtronic). Dada a opacidade
gue a lente com cataratas impde a observacdo do fundo do olho, nem sempre foi possivel
realizar a observacdo oftalmoscopia directa (Welch Allyn® Oftalmoscopio Directo) e indirecta
(Welch Allyn® Oftalmoscépio Indirecto) do fundo dos olhos afectados. Todos os céaes incluidos

neste estudo foram submetidos a ecografia ocular.

3.1. APRESENTACAO DOS CASOS CLINICOS: Resenho e anamnese.

3.1.1.Zookie

O céo Zookie € um Golden Retriever de 2 anos de idade que se apresentou a consulta de
oftalmologia por queixa de “opacidade azulada” no OD.

Com base no exame oftalmico, idade precoce a data da apresentacdo, raca e anamnese, foi

feito um diagndstico de cataratas congénitas. A auséncia de histéria de inflamagé&o ocular (por
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trauma ou doenca infecciosa), diabetes ou outras alteragbes metabdlicas, deficiéncias
nutricionais ou intoxicagao excluiu a hipétese etioldgica de cataratas secundarias.

O exame oftadlmico revelou a presenca de cataratas OU, madura no OD e incipiente no OE.
Além da catarata, o OD apresentava quistos de iris e uveite facolitica, com diminuigdo da PIO
(210 mmHg). Todos os reflexos testados estavam presentes.

Foi sugerida a facoemulsificacdo do OD e o Zookie foi submetido a um ERG para avaliagcao pré-
operatoria da retina.

Fig. 23 - Zookie: cataratas

A — catarata madura congénita OD; reflexo tapetal OE.
B — ampliagao OD.

3.1.2. Bijoux

N

O Bijoux € um céo Yorkshire Terrier de 3 anos de idade que se apresentou a consulta de

oftalmologia para avaliagao de uma “opacidade” de evolucgéo rapida no olho OD. De salientar no
exame oftalmico do Bijoux € a presenca de catarata congénita OD e PIO tendencionalmente
baixa OU. O diagnéstico de catarata congénita foi feito com base na idade precoce a data da
apresentacao, na sua predisposicdo racial e anamnese compativel. O Bijoux ndo apresentava
histdria de inflamacédo ocular (por trauma ou doenca infecciosa), diabetes ou outras alteracdes
metabdlicas, deficiéncias nutricionais ou intoxicacdo excluindo-se a hipétese etiolégica de

cataratas secundarias.
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3.1.3. Mimi

A Mimi é uma cadela de 9 anos de idade, sem ra¢a determinada, seguida no HVR para controlo
de Diabetes mellitus. A Mimi apresentou-se a consulta de oftalmologia por motivos de reducéo
da capacidade visual e cataratas. No exame oftalmico foram identificadas cataratas bilaterias
maduras (secundarias a Diabetes mellitus). Os reflexos pupilar & luz, consensual, de ameaca e
Dazzle estavam presentes. A PIO era normal OU e a oftlamoscopia directa e indirecta foi
impossivel devido a densa opacidade do cristalino. Na ecografia ocular ndo foi observado
descolamento da retina ou outras altera¢des além da hiperecogenicidade do cristalino.

Foi sugerido facoemulsificacdo e a Mimi foi submetida a electroretinografia para avaliacdo da

fungéo da retina antes da cirurgia.

3.1.4. Whisky

O cdo Whisky é um Labrador do Retriever de 3 anos de idade com diagnostico prévio de
Erlichiose e cataratas bilaterais maduras que foi referenciado ao HVR para avaliacdo oftalmica
e eventual resolucdo das cataratas por facoemulsificacéo.

O Whisky desenvolveu cataratas bilaterais apds um episddio agudo de rickettsiose provocada
por Erlichia canis. Distinguir cataratas inflamatérias (facoliticas ou induzidas por uveite) de
cataratas primarias € um desafio clinico, sobretudo quando se trata de um cao jovem de raca
predisposta a cataratas congénitas. A anamnese e 0 exame oftalmico séo, portanto, decisivos.
Neste caso em particular, dado o diagnéstico prévio de Erlichise, o aparecimento subito de
cataratas bilaterais associadas a uveite e as alteracdes degenerativas da capsula porterior do
cristalino permitem classificar as cataratas como inflamatérias.

A apresentag&o, o Whisky ja ndo apresentava sinais de uveite anterior visiveis com a lampada
de fenda mas a PIO estava baixa OU (10 OE; 9 OD). A ecografia ocular foram observados
detritos inflamatérios soltos na camara vitrea, coagulos na zona ventral da retina e
condensacoes corticais posteriores do cristalino.

Foi sugerido facoemulsificagéo para resolucdo das cataratas e o Whisky foi sujeito a um ERGf

previamente a cirurgia para avaliagdo da fungdo retiniana.

3.1.5. Nevao

O Nevao é um Samoyedo de 9 anos de idade referenciado ao HVR para avaliacdo oftalmica.
Tinha histéria de perda subita de visdo e na consulta o Nevao apresentava-se midriatico; com
auséncia de reflexos pupilares a luz, de Dazzle e de resposta de ameaca; a PIO OU era normal

e a oftalmoscopia directa e indirecta ndo revelaram alteracdes fundoscopicas significativas. A
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ecografia ocular ndo foram identificadas alteragdes do cristalino, da camara posterior, da retina
ou das estruturas moles em redor do globo.

O clinico de referéncia tinha realizado um teste de estimulacdo com ACTH para despiste de
hiperadrenocorticismo, mas a producdo e cortisol encontrava-se dentro dos valores
considerados fisiologicos. No HVR foi feito despiste de hipotiroidismo e o resultado da
determinagdo dos valores séricos de TSH e T4 total foram compativeis com o diagnostico de
hipotiroidismo.

O Nevao foi submetido a um ERGf para diferenciar causas de cegueira com origem na retina ou

central.

3.1.6. Athos

O Athos é um canideo da raca Cocker Spaniel com 11 anos de idade referenciado a consulta
de oftalmologia do HVR com queixa de perda progressiva de visdo. O Athos foi previamente
diagnosticado com hipotiroidismo pelo médico de referéncia.

No exame oftalmico com lampada de fenda foram identificadas cataratas maduras OU. Os RPL,
consensual e de ameaca estavam presentes mas com uma resposta lenta e de baixa amplitude.
A PIO era normal OU e a fundoscopia foi impossivel OU devido a opacidade do cristalino. Na
ecografia ocular foi observada uma condensacéo do cristalino OU e n&o foram observadas
alteracfes da camara posterior do olho, da retina ou das estruturas moles em seu redor.

A perda progressiva de visdo associada a reducdo da resposta pupilar a luz, resposta de
ameaca e predisposicdo da raca para situacfes de degenerescéncia dos bastonetes-cones
sugere que o Athos possa ter, além das cataratas, uma APR.

Foi sugerido realizar um ERGf para despiste de retinopatias.

3.1.7. Billy

O Billy € um canideo de raca Caniche com 12 anos de idade que se apresentou a consulta de
oftalmologia para avaliacdo de cataratas. No exame oftadlmico com lampada de fenda foram
identificadas cataratas hipermaduras OU. Os reflexos testados estavam presentes mas com
uma resposta reduzida. A fundoscopia foi impossivel devido ao aumento de espessura e
opacidade do cristalino. A ecografia ocular revelou apenas o espessamento bilateral do
cristalino.

Foi sugerida a resolucao cirdrgica das cataratas e realizou-se o ERf antes da cirurgia.
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Tabela 9 - Resumo da histéria e exame oftalmico. (N — normal; P — presente; A — ausente; R - reduzido)
ATHOS Cocker Cataratas madura
11 Spaniel R, OU R, OU R, OU N, OU N, OU ouU:
Normal OU
BIJOUX mas N, OE
3 Yorkshire N, OU P, OU P, OU N, OU tendencion !
o oo OD com catarata
alta
Quistos na iris;
uveite facolitica
Golden Baixa OD OD; Cataratas
ZO0II= 2 Retriever N, @I 7, Ol EEU N, @IL (10), N OE congénitas,
incipiente OE e
matura no OD
BILLY . Cataratas
12 Caniche N, OU P, OU P, OU N, OU N, OU hipermaduras OU
MiMI 9 SRD N, OU P, OU P, OU N, OU N, OU Cata‘atgimad“’a
NS 9 Samoyedo A, OU A, OU A, OU N, OU N, OU N, OU
Sem sinais de
OE 10 uveite no exame
mmHg; com lampada de
WAL 3 La%‘rggor N, OU P, OU P, OU N, OU fenda; vacuolizacado
PIO OD 9 e condensagao da
mmHg. céapsula posterior

8388 Taste de Schirmer normal: » 15 mm/ min.

"™ PO normal: 15 a 25 mmHg
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do cristalino OU.

Espessamento do
cristalino OU

Espessamento do
cristalino OD

Espessamento do
cristalino OD

Espessamento do
cristalino OU

Espessamento do
cristalino OU

N, OU

OD: fibrina solta no
vitreo; capsula
posterior irregular
com
condensagdes
cortico-capsulares;
coagulo na zona
ventral da retina

Perda progressiva de
viséo; Suspeita APR
Hipotiroideu

OD com catarata
congéntia de evolugédo
rapida; OE normal

Cataratas congénitas,
incipiente OE e matura
no OD

Cataratas senis OU

Cataratas diabéticas OU

Perda subita de viséo.
Hipotiroideu

Cataratas maduras OU,
mais avangada no OD e
secundarias a
Erlichiose
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3.2. EQUIPAMENTO

Para gerar os estimulos luminosos, registar e analisar os resultados obtidos foi utilizado o
sistema de ERG Visiosystem @ (Dioptrix, Franca), instalado num computador regular destinado
exclusivamente a este efeito.

Os eléctrodos positivos utilizados sdo do tipo conjuntival e foram colocados na zona perilimbar
superior do globo ocular. O eléctrodo de referéncia é de agulha e foi colocado sistematicamente
na regido auricular. O eléctrodo terra foi inserido sobre a crista occipital.

Os olhos mantiveram-se abertos por traccdo manual da palpebra superior com o préprio
eléctrodo positivo.

Foram utilizadas fotoestimuladores do tipo difusor 6ptico que consistem em dois dispositivos
independentes com uma lampada de xénon cada. Cada um dos fotoestimuladores liberta
flashes de luz com a mesma intensidade e frequéncia simultaneamente, permitindo um registo
para OU ao mesmo tempo.

Cada fotoestimulador é colocado 5 a 10 cm de distancia dos olhos. Este equipamento utiliza
filtros de 25Hz e 300Hz.

Para permitir uma boa imobilizagdo do corpo e isolamento térmico e eléctrico os cées foram
deitados sobre uma almofada de poliestireno expandido e a cabega apoiada sobre uma

almofada.

Fig. 24 (esquerda) - Eléctrodos de ERG: conjunctivais (positivos), auriculares (referéncia) e occipital (terra).

Fig. 25 (direita) - Eléctrodos conjunctivais.
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Fig. 26 - Fotoestimuladores tipo difusor éptico.

3.3. TECNICA

3.3.1.Preparacédo do Paciente:

Antes de serem submetidos a anestesia, todos os caes foram sujeitos a um exame de estado
geral e foram realizadas andlises pré-anestésicas (hemograma e painel bioquimico geral para
avaliacdo hepdética e renal). Todos os candidatos a ERGf reuniram condi¢des favoraveis para
ser submetidos a anestesia.

No dia da realizagdo do ERGf os pacientes foram admitidos em jejum e alojados
confortavelmente no internamento de cdes sem doencas infecto-contagiosas.

A cada cinco minutos durante os vinte minutos que precederam a realizacdo do ERG foi
aplicada uma gota de tropicamida em colirio (Tropicil®) OU para conseguir atingir 0 maximo
grau de midriase. A medicacao pré-anestésica administrada foi midazolam (Midazolam B-
Braun; 0,2 mg/kg, iv) e butorfanol (Butador; 0,025 mg/kg, im). A inducdo anestésica foi feita com
propofol (Propofol® Lipuro 1%; 1-2 mg/kg até inducéo anestésica) e a manutencdo da anestesia

assegurada com isoflurano (IsoFlo®, administrado por tubo endotraqueal).

3.3.2.Protocolo
Em todos os animais submetidos a electroretinografia, independentemente do objectivo clinico,
foi utilizado o protocolo curto do ECVO para obter uma resposta répida e grosseira da funcdo da

retina.
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No sentido de reduzir ao maximo as variaveis extrinsecas, o exame foi realizado sempre na
mesma sala, procurando manter constantes as variaveis ambientais, e o protocolo anestésico
seguido foi 0 mesmo para todos os céaes.

Os ERGs foram realizados com o software Visiosystem @ (Dioptrix, Franca) que permite
realizar varios protocolos pré-programados de ERG.

Na resposta escotopica de bastonetes foram utilizados estimulos luminosos com 0,02-0,03
cd/m?s. de intensidade. Na resposta fotopica foram utilizados estimulos luminosos com 2-3
cd/m?/s. de intensidade.

3.3.3.Registo dos resultados

Cada resposta representa uma média dos resultados obtidos ao disparo de 5 flashes luminosos.
O electroretinograma é apresentado numa janela de 250 ms sendo referidos os valores de
amplitude das ondas a e b, bem como o TL destas ondas. A amplitude da onda a foi medida
desde a linha de base até a sua depressdo e a amplitude da onda b foi medida desde a
depresséo da onda a até ao pico da onda b. O TL foi medido entre 0 momento em que o flash
foi disparado até se registarem 0s pico negativo e positivo das onda a e b, respectivamemnte.

Em cada ERG apresentado, a letra D corresponde ao OD e a letra G ao OE.

4. RESULTADOS
Para interpretar cada ERG e concluir sobre a funcdo da retina, foram avaliados os seguintes
parametros:

Qualidade técnica: satisfatoria (interpretavel) vs. ndo satisfatoria (ndo interpretavel);

Se a resposta é compativel com os achados clinicos;

Amplitude das ondas a e b (uV; normal vs. diminuida)

Tempo de laténcia ondas a e b (ms; normal vs. reduzido)

Forma do tragado (normal vs. anormal)

4.1. Zookie (3.1.1): Cataratas congénitas.
A qualidade e forma do tracado sao satisfatérias e permitem a interpretacdo do ERGf. Sao
identificadas as curvas a e b em condi¢cGes escotépicas e fotopicas OU e o TL de cada uma é

apropriado.
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Fig. 27 - ERG do Zookie: A. Escotdpico; B. Fotépico.

4.2. Bijoux (3.1.2): Cataratas congénitas.

O céo Bijoux, Yorkshire, apresenta catarata apenas no OD. Neste caso, o OE pode servir como
referéncia de controlo. A qualidade e forma do tracado s&@o satisfatorias, permitindo a sua
interpretacdo. S&ao identificadas ondas a e b em condi¢des escotopicas e fotopicas OU, com
respostas rapidas e de amplitude normal. O tempo de laténcia para cada uma delas é

apropriado.

Fig. 28 - ERG Bijoux : A. Escotépico; B. Fotdpico.
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4.3. Mimi (3.1.3): Cataratas diabéticas.

Para a Mimi, o ERG registado quer em condi¢bes fotdpicas quer escotopicas € interpretavel,
reproduzivel e indicativo de boa fungéo retiniana.

Em condi¢cdes escotbpicas foi registada uma onda a e b OU, com amplitudes normais e
semelhantes OU. Os tempos de laténcia sdo adequados OU. Em condi¢des fotdpicas os
tempos de laténcia das ondas a e b sdo semelhantes OU, mas a amplitude das ondas ae b é

significativamente maior no OD.

Fig. 29 - ERG da Mimi: A. Escotépico; B. Fotopico.

4.4. Whisky (3.1.4): Cataratas inflamatorias.

O ERG, gravado em condigBes fotdpicas e escotopicas para o OD e OE, apresenta um tragado
legivel, onde s&o reconhecidas as ondas a e b. Comparativamente ao OE, a amplitude das
ondas a fotOpica e escotopica do OD sdo menores. As ondas b registadas para cada olho em
condi¢bes fotOpicas e escotopicas apresentam, aproximadamente, os mesmos valores de
amplitude e TL.

Este resultado pode estar relacionado com a intensidade Iuminosa captada pelos
fotorreceptores. A catarata do OD apresentava-se mais madura que a do OE e espera-se que a
guantidade de luz que a atravessa em direccao a retina seja menor comparativamente com o
OE. Podemos excluir que este achado se deve a uma adaptacdo insuficiente ao escuro porque

ocorre somente em um olho e apenas na onda a.
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Fig. 30 - ERG do Whisky: A. Escotépico; B. Fotopico.

oD 0OE

4.5. Nevao (3.1.5): Perda subita de visao e hipotiroidismo.
No primeiro electroretinograma registado para o Nevao (fig. 30) ndo era reconhecivel a linha
basal e ndo eram identificaveis as ondas a e b fotépicas e escotOpicas. Apresentava
interferéncia e ruido, pelo que é era impossivel a sua interpretagdo. Esta situagdo poderia
resultar de:

posicionamento incorrecto dos eléctrodos de cornea e de referéncia;

conectividade deficiente dos cabos de ligagdo dos eléctrodos ao sistema informético;

presenca de outros aparelhos eléctricos na sala;

desajuste da impedancia dos eléctrodos;

desajuste de configuracdo dos filtros e amplificadores.
Para uma correcta avaliagdo da funcdo da retina deste cao foi necessario repetir o ERG. Os
eléctrodos foram limpos e reposicionados, todo o equipamento eléctrico desnecessario para a
realizacdo deste procedimento foi desligado e as configuracbes do software ERG Visiosystem
@ para o protocolo curto foram revistas.
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Fig. 31 - Nevao: A. Escotdpico; B. Fotopico.

Fig. 32 - Nevéo: repeticdo do ERG. A. Escotopico; B. Fotopico

A,

Apos correccdo dos factores de ruido e repetido o ERGf (fig. 31), ndo séo interpretaveis
quaisquer defleccbes positivas ou negativas da linha basal, quer em condigfes escotdpicas
quer fotopicas. A resposta electroretinogréfica é flat.
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4.6. Athos (3.1.6): Histdria de perda progressiva de viséo, cataratas e hipotiroidismo.

Né&o foi registada qualquer defleccdo da linha basal em condi¢es fotopicas e escotdpicas OU.
A resposta electroretinografica é flat.

Fig. 33 - Athos: A. Escotdpico; B. Fotopico.
A,

4.7. Billy (3.1.7): Cataratas senis

O ERGf registado em condi¢Bes escotdpicas para o OD apresenta ondas a e b de pequena
amplitude e TL normal. O OE apresenta amplitudes mais pequenas para as ondas a e b e um
TL mais prolongado, comparativamente ao OD.

Em condi¢des fotdpicas sao identificadas as ondas a e b OU. A amplitude da onda a € normal

mas, comparativamente, a onda b regista valores reduzidos de amplitude OU. O TL € normal.

Fig. 34 - ERG Billy: A. Escotdpico; B. Fotopico.

A.
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Tabela 10 — Avaliacdo dos ERGf estudados.
Interpretacdo dos electroretinogramas: amplitude (uV) e tempo de laténcia (ms) das ondas ae b em
condi¢Oes escotopicas e fotépicas.
Escot6pico OD Fotépico OD Escotopico OE Fotdpico OE

Onda a Ondab Ondaa Ondab Onda a Ondab Ondaa Ondab

Nome uv ms MV ms BV ms gV ms BV. ms puv ms PV ms gV ms

Whisky -4 21 51 41 -3 8 52 40 -18 14,5 46 30 -19 375 60 62
Bijoux -17 235 31 435 -26 23 38 42 -15 18 38 40 18 23 30 42

Athos Auséncia de curvas em todo o protocolo
Mimi -5 235 37 50 -10 188 57 385 -7 9 33 45 -3 19 28 395
Nevao Auséncia de curvas em todo o protocolo
Billy 6 105 13 305 -20 25 21 76 -5 485 6 525 -13 24 20 435

Zookie -5 5 37 41 -16 205 56 395 -7 18 64 395 -9 71 18 405
Méximo -17 235 51 50 -26 25 57 76 -18 485 64 525 -19 71 60 62
Minimo -4 5 13 305 -3 8 21 385 -5 9 6 300 -3 19 18 395

5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Zookie (3.1.1) e Bijoux (3.1.2): Cataratas congénitas.

Quer o Golden Retriever quer o Yorkshire Terrier sdo duas ragcas com predisposicdo para o
desenvolvimento de cataratas congénitas, mas também para o desenvolvimento de APR.
(Ophthalmologists, 2007)

Um estudo recente de Maehara e colaboradores (2007) sobre a influéncia de cataratas em
diferentes estadios de desenvolvimento e a presenca de uveite induzida por cataratas (UIC)
menciona estudos prévios onde se verificou que cdes com cataratas e retina normal mostraram
uma reducdo da amplitude das ondas de ERG. O estudo citado refere as diferencas
encontradas em ERGs de cdes com cataratas em diferentes estadios de evolucao, antes e apos
cirurgia, e constata que o efeito da opacidade do cristalino no ERG se manifesta por uma
reducdo de amplitude de todas as ondas, enquanto que em situacdes de UICTT verifica-se
uma reducado na amplitude da onda b e, consequentemente, no racio b/a.

No caso do Zookey a amplitude da onda b do OD é moderadamente inferior a registada para o
OE, em condicdes fotépicas e escotopicas. Segundo Maehara e colaboradores (2007), verifica-
se uma associacao entre a reducdo da amplitude da onda b e UIC. Esta hipotese também é
aqui verificada, uma vez que, na apresentagdo, o Zookie evidenciava sintomas de uveite

facolitica no OD.

T Manifestada por hiperémia conjunctival, ingurgitamento episcleral, flare, hiperpigmentagao da iris (...) entre outros.
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O Zookie fez facoemulsificagdo do OD e no pds-operatério recuperou completamente a visdo
deste olho.

5.2. Mimi (3.1.3): Cataratas diabéticas

A manifestacdo ocular de doengas enddcrinas mais comum e melhor documentada em cées
sdo as cataratas secundéarias a Diabetes mellitus. Estima-se que 75% dos pacientes caninos
com D. mellitus desenvolvem cataratas num periodo de 12 meses desde o inicio da doenca.
(Plummer, Specht & Gellat, 2007)

As cataratas diabéticas decorrem de uma alteracdo do metabolismo da glucose no cristalino. O
cdo, comparativamente a outras espécies, apresenta uma prevaléncia relativamente alta de
Diabetes mellitus. Esta espécie, por exemplo em oposicdo ao Homem e ao Felinos, também
apresenta uma susceptibilidade Unica para desenvolver cataratas secundarias a D. mellitus.
(Beam, Correa & Davidson, 1999).

Além das cataratas, podem surgir outras complicagdes oculares desta doenga endodcrina, tais
como a UIC, atraso na cicatrizagdo da cornea, neuropatia da cornea, alteracdo do metabolismo
lipidico e lesdes da retina. (Plummer, Specht & Gellat, 2007)

As cataratas diabéticas séo de rapida formacao e por isso o risco de desenvolvimento de uveite
facolitica secundaria € maior. As proteinas da capsula do cristalino que derramam para o
interior do olho induzem uma reaccao inflamatéria. (Plummer, Specht & Gellat, 2007)

A retinopatia diabética esta associada a um controlo glicémico deficiente. Traduz-se, entre
outros, pela formacao de hemorragias e microaneurismas dos vasos da retina, provavelmente
secundarios a isquémia resultante da hiperviscosidade sanguinea e hipertensao associadas a
Diabetes mellitus. A verdadeira incidéncia de retinopatia diabética é dificil de determinar, uma
vez que a visualizacdo do fundo ocular é dificultada pela presenca da opacidade do cristalino.
(Plummer, Specht & Gellat, 2007)

Como o ERGf da Mimi evidenciava uma boa resposta da retina, foi realizada facoemulsificacédo

bilateral. No pds-operatério esta cadela recuperou completamente a visao.

5.3. Whisky (3.1.4): Cataratas inflamatérias

A erliquiose monocitica canina também provoca, ao nivel ocular, uma vasta gama de alteracdes
inflamatorias onde a uveite anterior e hifema sédo os sintomas mais evidentes. Em situacdes
severas, apresenta-se um quadro clinico de cegueira subita resultante de panuveite,
hemorragia e descolamento da retina, glaucoma secundario entre outros, tal como foi descrito

por Harrus, Ofri, Aizenberg e Waner (1998). Nesta comunicagdo, os autores ndo fizeram
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referéncia ao desenvolvimento de cataratas secundéaria a panuveite por Erlichia canis. Contudo,
esta descrito que, associado a uveite cronica moderada a severa, ocorre desenvolvimento de
cataratas inflamatdrias, resultantes da difusdo de mediadores de inflamacéo através da cdpsula
do cristalino. (Gelatt, 2007)

O Whisky foi operado as cataratas de ambos os olhos e no pdés-operatdrio recuperou

completamente a visao.

5.4. Nevao (3.1.5): Perda subita de vis&o e hipotiroidismo.

O ERGf do Nevao é flat, ou seja, nhdo é registada qualquer actividade eléctrica nas células da
retina OU. Este resultado, relacionado com histéria de perda subita de visdo e auséncia de
RPL, ameaca e consensual no exame oftalmico OU, permite estabelecer o diagnostico de
DSAR.

Em 2008, Durieux, Rigaudiére, LeGargasson e Rosolen apresentaram um estudo de casos
sobre as alteragdes electroretinograficas em caes hipotiroideus, com e sem suplementagéo com
levotiroxina. Nesta apresentagédo de 3 casos clinicos, 0s autores mencionam um estudo prévio
em ratos que, apdés tiroidectomia, demonstraram um prolongamento do TL da onda b
(confirmando a elevada sensibilidade da retina para a hormona da tir6ide) e um segundo mais
recente que demonstra o papel indispensavel das hormonas tiroideias na manutencéo da taxa
de renovacgao do segmento externo dos fotorreceptores. Os autores também fazem referéncia a
um estudo sobre Humanos com hipotiroidismo idiopatico que apresentam um aumento anormal
do TL e uma reducdo subnormal da amplitude das respostas electroretinograficas antes do
tratamento. Com as suas observacdes 0s autores constataram que a suplementacdo destes
cdes com levotiroxina acelerou o TL das respostas fotopicas e escotdpicas do ERG.

No caso do Nevao, a resposta electroretinografica nula € indicativa de muito mau progndstico
para a visdo. Até a data ndo foi repetido o ERGf e ndo é possivel reavaliar a funcéo da retina
apés suplementacdo com tiroxina, pelo que se torna impossivel a autora corroborar com os

resultados obtidos pelo estudo de Durieux e colegas.

5.5. Athos (3.1.6): Perda progressiva de visdo associada a cataratas e histdria de
hipotiroidismo.

N&o foi registada qualquer defleccdo da linha basal em condi¢fes fotopicas e escotopicas OU.
O ERG é flat. Esta situacao € compativel com APR em estado avan¢ado e enquadra-se com a
historia de perda progressiva de visdo e com 0s resultados obtidos no exame oftalmico (RPL,

reflexo consensual e resposta de ameaca reduzidos OU).
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A presencga de cataratas pode ocorrer em simultdneo com distrofia da retina. Nos processos de
degenerescéncia da retina ha libertacdo de substancias toxicas que podem levar a formacgéo de
cataratas. A sua patogénese ainda néo foi provada e € controversa. Alguns autores consideram
que o mesmo cédo pode estar afectado pelas duas condicbes em simultdneo, sem estarem
necessariamente envolvidas na sua etiologia. (Slatter, 2008)

O Athos néo foi submetido a facoemulsificacdo por ndo apresentar uma retina funcional.

5.6. Billy (3.1.7): Cataratas senis.

Um achado consistente em cdes com mais de 7 anos de idade é o desenvolvimento de uma
opacidade senescente do cristalino, sobretudo a nivel nuclear, resultante da sobreposicdo e
compressao que as fibras novas do cristalino provocam sobre as fibras mais velhas e,
hipoteticamente, do efeito oxidativo resultante da exposicéo solar. (Gelatt, 2007)

As cataratas senis estdo associadas ao processo de envelhecimento, ocorrem nos Humanos e
nos Animais (Slatter, 2008), ndo resultam de uma reaccado metabdlica na lente, mas sim de um
conjunto de reacc¢fes cataratogénicas. Taylor, em Epidemiology of age-related cataract (1999)
postulou cinco factores com importancia na génese da opacidade do cristalino em pacientes
humanos geriatricos. Estes séo: radiacdo solar, dieta, diabetes, desidratacdo e idiopatico (o
ultimo englobando todos aqueles que envolvem a influéncia genética sobre a formacao de
opacificacbes corticais e nucleares do cristalino, bem como cataratas subcapsulares
posteriores). Contudo, a via final e mais comum pela qual o cristalino sofre opacificacdo € a da
oxidacdo das proteinas da lente e peroxidacao de lipidos (ndo obstante dos efeitos deletérios
do metabolismo da glucose que, associados a alteracdes no potencial redox das células
epiteliais do cristalino, exacerbam o efeito oxidativo destas alteracdes). (Williams, 2006)

As cataratas senis apresentam uma progressado lenta e podem levar anos até atingir a
maturidade (Slatter, 2008). O Billy apresentava cataratas hipermaturas.

Vimos pelo trabalho de Maehara e colaboradores (2007), previamente referido, que a densidade
e opacidade do cristalino funcionam como um filtro que interfere na quantidade de luz que
chega a retina e, consequentemente, com a intensidade da resposta da retina a um estimulo
luminoso manifestando-se por uma reducéo de amplitude de todas as ondas do ERGf. No ERGf
do Billy as ondas a e b registadas em condi¢cdes escotépicas sdo de pequena amplitude e TL
prolongado, sugerindo algum envolvimento dos bastonetes uma vez que 0 mesmo nao se
verifica em condic¢des fotopicas. Por opcédo dos proprietarios O Billy s6 foi operado as cataratas

do OD. No pos-operatoério recuperou completamente a visdo deste olho.
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V. DISCUSSAO GERAL

A electroretinografia de campo total por flash (ERGf) € um exame complementar de diagnostico,
ndo invasivo e de facil execucdo, que avalia a integridade funcional da camada externa ou
fotossensivel da retina (nomeadamente dos cones, bastonetes, células bipolares e amacrinas).
E um exame que testa a funcéo da retina mas n&o a visio.

A ERG é de extrema utilidade e sensibilidade quando se compara a outras técnicas utilizadas
com valor diagndstico em oftalmologia, tais como a oftalmoscopia directa ou indirecta, avaliacao
do RPL, reflexo consensual e de ameaca. Comparativamente a oftalmoscopia permite obter
resultados mais objectivos sobre o funcionamento da retina e permite caracterizar o
funcionamento das diferentes células da retina.

O electroretinograma € o registo grafico da diferenca de potencial eléctrico gerada entre
diferentes células da retina quando excitadas por flashes de luz de comprimento de onda,
intensidade e duracdo variavel e captada por trés eléctrodos distintos (um positivo ou de
cérnea, um de referéncia ou temporal e um eléctrodo terra ou occipital). Os parametros a
valorizar na interpretacdo do ERGf sdo a amplitude e TL das ondas a (primeira deflec¢do
negativa) e b (primeira defleccéo rapida e positiva apos a onda a) que correspondem a resposta
eléctrica dos fotorreceptores (cones e bastonetes) e das células de Miuller e Bipolares,
respectivamente.

As principais recomendacdes clinicas para a realizacdo do ERG séo: avaliagao pré-cirtgica do
paciente com cataratas; diagnostico precoce de retinopatias hereditarias com identificacdo do
tipo de neurdnios afectado e estabelecimento de um progndéstico; caracterizacdo de outras
alteracOes celulares retinianas que levam a amaurose; avaliar a funcionalidade desta estrutura
do globo ocular em situagBes onde a sua visualizacdo por oftalmoscopia directa ou indirecta
esta comprometida por opacidade dos meios oculares (por exemplo devido a presenca de
cataratas, edema da cérnea ou hifema na camara anterior) ou quando o exame oftalmico ndo
revela alteragfes fundoscopicas ou outras num animal que se apresenta invisual a consulta e
com histéria de perda subita ou gradual de viséo.

O Colégio Europeu de Oftalmologia Veterinéria estabeleu um conjunto de recomendacgdes para
a elaboracéo de electroretinografia em cées e gatos que sdo apresentadas sob a forma de dois
protocolos aplicaveis com objectivos diferentes, mas ndo totalmente independentes. O primeiro
protocolo, designado por curto, estabelece um conjunto de procedimentos cujo resultado
permite determinar (na maioria dos casos) se a retina é ou ndo funcional. Esta indicado para

situacdes de depiste de causas retinianas ou centrais de cegueira (ex. DSAR vs. Neurite Optica
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ou cegueira retiniana vs. cortical) e no rastreio pré-cirurgico da funcdo da retina. O segundo
protocolo, standard ou de diagndstico, permite separar as respostas dos cones e dos
bastonetes e assim avaliar a fun¢do detalhada dos diferentes tipos de fotorreceptores com o
objectivo de identificar alteragfes funcionais destas células.

No estudo apresentado foram avaliados cinco cdes com cataratas, candidatos a
facoemulsificacdo, e dois cdes com histéria de perda progressiva e subita de visdo. Estes
animais foram assistidos no HVR no periodo compreendido entre Setembro de 2009 e
Fevereiro de 2010. Aqueles candidatos a facoemulsificacdo foram submetidos, antes da
cirurgia, a electroretinografia binocular de campo total por flash pelo protocolo curto do ECVO.
As cataratas sdo uma das principais causas de cegueira tratavel em caes. Em estadios mais
avancados de maturacdo impedem o exame oftalmoscépico do fundo do olho, condicionando a
observacado da retina e o diagnostico de patologias retinianas (tais como a APR e a DSAR) e
que inviabilizam a cirurgia. A electroretinografia é, portanto, um exame pré-cirurgico obrigatério
sempre que se pretende resolver cirurgicamente as cataratas.

A ERGf, como meio auxiliar de diagnéstico, deve ser interpretada em conjunto com a histéria
clinica e achados clinicos ou experimentais, que incluem outros métodos de avaliagdo oftalmica
tais como a avaliacdo das vias nervosas oculares (reflexos pupilar & luz, de ameaca e
consensual), a oftalmoscopia directa e indirecta e a ecografia ocular.

Para obter resultados viaveis € importante que o procedimento seja normalizado e um mesmo
protocolo seja seguido cada vez que 0 exame se realiza. Esse protocolo deve incluir: tipo de
anestésicos, tempo de adaptacdo ao escuro e a luz, tipo de eléctrodo de referéncia e o seu
local anatomico para fixagdo bem como o tipo de filtros utilizado.

O tracado normal, registado sob as mesmas condicbes ambientais e protocolo, apresenta
variacdes significativas entre inividuos de raga e idade diferentes (mesmo entre animais com
uma resposta normal). Para tornar mais precisa a interpretacdo dos resultados, deveriam ser
previamente estabelecidos, para o equipamento em questdo e a partir de cdes saudaveis
categorizados por raca e idade, os valores cutt — off de cada parametro analisado.

A presenca de RPL e de encadeamento sdo respostas subcorticais e ndo devem ser
interpretadas como indicadores da integridade funcional das vias visuais e da retina, pelo que
estas respostas podem estar presentes em situagbfes de auséncia de resposta
electroretinogréfica. Nos casos apresentados, a resposta electroretinografica obtida a partir
daqueles caes cujos donos apresentaram queixas de perda progressiva e subita de viséo,
confirmada pelos achados do exame oftalmico (com reducdo ou auséncia de RPL, resposta de

ameaca, reflexo consensual e de Dazzle), localizou a origem das alteracdes da visédo na retina.

126



A importancia da electroretinografia no diagndstico de retinopatias caninas | FMV — UTL
2011

Estes animais apresentaram curvas fotopicas e escotdpicas de baixa amplitude ou flats,
compativeis com uma situagédo de APR em estado avancado ou DSAR, respectivamente.

Mais se conclui com este estudo que é possivel obter um registo electroretinogréfico
interpretéavel e reproduzivel de OU em simultdneo com fotoestimuladores do tipo difusor optico e
eléctrodos conjunctivais.

Em todos os ERGf normais, obtidos em condi¢gBes escotdpicas, foi registada uma onda a. Em
condicBes experimentais, quando é possivel realizar uma pré-adaptacdo ao escuro eficiente,
ndo seria expectavel obter tal registo. Na sala onde foram realizados os ERGf dificilmente se
criam condicdes de escuridao total e a adaptacdo ao escuro dos bastonetes néo é eficaz. Para
a realizagdo do protocolo curto este factor é irrelevante, na medida em que néo se pretende
obter uma resposta discriminada da funcdo dos bastonetes e dos cones e a resposta mista de
cones-bastonetes obtida com a onda a oferece a informacdo clinica necessaria. Contudo,
aquando a elaboragédo do protocolo longo, esta é uma limitagdo a ter em conta e deve ser
contornada.

Em dois dos cdes com cataratas estudados verificou-se uma menor amplitude de ambas as
ondas, comparativamente ao olho contralateral normal ou com o0s restantes
electroretinogramas. Quando a resposta electroretinogréafica é reduzida, é necessério ter em
consideracdo ndo sO a possibilidade de retinopatia mas também a presenca de alteracbes na
camara anterior, nomeadamente o grau de opacidade do cristalino ou a presenca de uveite, que
impedem a iluminacdo normal da retina e comprometem a captacdo de luz pelos
fotorreceptores e consequente hiperpolarizacdo e registo de uma resposta.

No pés-operatério, todos os caes submetidos a facoemulsificagdo recuperaram a visdo do(s)
olho(s) operados, confirmando-se a informacdo obtida pelo ERG sobre a funcionalidade da
retina.

De futuro, para uma avaliacdo e interpretacdo mais correctas dos ERGs realizados no HVR,
seria interessante criar uma base de electroretinogramas a partir de animais saudaveis e com
uma distribui¢cdo por idade e ragas.

Dada a grande variedade de ragas de cées e patologias oculares apresentadas pelos canideos
gue se apresentam & consulta de Oftalmologia no HVR com indicag&o para realizar o ERG, é
praticamente impossivel criar uma base de dados para cada raca e faixa etaria. Esta situacao
seria contornada se houvesse consciéncia, junto dos criadores de caes, da necessidade de
realizar este exame aos seus animais progenitores a fim de impedir o cruzamento daqueles que
apresentassem alteragcbes compativeis com retinopatias hereditarias. O maior afluxo de

individuos de determinada raga ao servico de oftalmologia para despiste de retinopatias
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hereditarias permitiria estabelecer, a partir daqueles saudaveis, uma base de registos normais
para cada raca e faixa etaria.

Uma segunda hip6tese para ultrapassar esta situacao seria elaborar um ERG “controlo”, a partir
de um céo saudavel e antes de registar o ERG “estudo”, sob as mesmas condi¢ées ambientais
(adaptacdo a luz e ao escuro, equipamento e protocolo). Esta op¢ao levanta, pela perspectiva
da autora, algumas questdes de caracter ético, de exequibilidade e viabilidade dos resultados,
uma vez que, ndo se tratando se uma situacdo experimental, a utilizagdo de um cédo para
“controlo” nao é justificavel, o tempo necesséario para elaborar os dois registos tornaria o
procedimento demasiado longo; seria conveniente que fosse utilizado sempre 0 mesmo cao
“controlo”; a variabilidade fisioldgica inter-raga e entre faixas etérias podera levar a alteracdes
entre os dois resultados, ndo necessariamente compativeis com situa¢des patologicas.

A pequena dimensdo da amostra ndo permite a autora correlacionar e extrapolar sobre a
relag@o entre os achados obtidos na electroretinografia e a fungcéo da retina com a presenca vs.
auséncia de RPL, reflexo de encadeamento e de Dazzle.

Uma vez que estes cdes ndo foram sujeitos a nova electroretinografia apos realizacdo de
facoemulsificacdo, foi impossivel avaliar a resposta da retina apés remo¢édo da catarata e o
impacto que esta barreira opaca tem sobre a absor¢do de luz pela retina e respectiva resposta
electrorretinogréfica.

De futuro seria interessante estudar um maior nimero de ERGs obtidos antes e ap0s cirurgia
de cataratas em diferentes estadios de evolugdo, procurando avaliar a duracdo do tempo de
laténcia com a amplitude das diferentes ondas, bem como verificar se existe uma relagéo entre

a amplitude de cada onda e o grau de condensacao da catarata.
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VIl.  ANEXOS

1. Conceitos e definicdes basicas sobre passagem de corrente eléctrica.

A corrente eléctrica é definida como uma carga que se move por unidade de tempo. E medida,
com interesse para o estudo de sinais bioeléctricos, em miliampéres (mA, 10° A). (Koméaromy et
al., 2002)

A aposicdo de matéria (ex. tecidos moles e estruturas ésseas) a passagem da corrente é
definida como Resisténcia?***. De acordo com a Lei de Ohm (Corrente = Voltagem/
Resisténcia), a corrente é directamente proporcional a voltagem e indirectamente proporcional a
resisténcia. (Koméaromy et al., 2002)

Se a corrente for dirigida numa Unica direccdo, de forma constante ou por impulsos, é
denominada corrente directa (CD). (Komaromy et al., 2002)

Na maioria dos sistemas biolégicos a corrente vai alternando a sua direcgdo com o tempo
(corrente alterna ou CA). A frequéncia da CA é descrita como o0 numero de vezes que a
corrente muda de sentido num segundo e é registada em Hertz (Hz) sendo que 1 Hz = 1 ciclo
por s. (Komaromy et al., 2002)

O registo das alteragBes da voltagem da CA resulta num tragado passivel de ser interpretado
gualitativa e quantitativamente (ex. ERG e VEPS). (Adaptado de Komaromy et al., 2002)

A Capacitancia € descrita como a quantidade de carga que pode ser armazenada por um
capacitador que consiste, por sua vez, em dois condutores separados por material isolante

(Komaromy et al., 2002)

HHE A yoltagem é registada, com interesse para o estudo dos sinais bioeléctricos, em microvolts (pV, 10°V).
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A Impedancia (medida em Ohms,Q) é a oposigdo que o material oferece ao movimento de
cargas. No caso da CA é formada pela resisténcia, pela capacitancia e impedancia. (Koméaromy
et al., 2002)

De acordo com a lei de Ohm, a voltagem € produzida quando uma corrente eléctrica, gerada
por uma diferenga de potenciais, cruza um ponto de resisténcia. Neste caso concreto, as
células da retina geram uma corrente eléctrica que é registada sob a forma de um
electroretinograma. A resisténcia apresentada a passagem da corrente é formada pela retina,
pela cérnea e pelas cdmaras preenchidas por humor vitreo. Quando parte da retina € iluminada,
as células da retina sdo simultaneamente activadas. A corrente eléctrica despoletada pela
estimulagcdo das células da retina com luz atravessa as estruturas extra retinianas (vitreo e
cérnea) que lhe atribuem resisténcia, gerando assim a voltagem registada no ERG. (Honsho,
Oria, Janior, Neto & Laus, 2004)

A Luminancia é a medida fotométrica com maior interesse para a electroretinografia clinica. E
uma medida de luz por unidade de &rea, ou seja, mede a quantidade de luz emitida a partir de
uma fonte ou superficie reflectora sobre uma determinada superficie e expressa-se em candela
por metro quadrado (cd/m? medidas do Sistema Internacional). Contudo, é uma medida

independente da 4rea de  superficie iluminada. (Brigell et al., 2003)
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Tabela 11 - Genes, mutacfes e testes disponiveis para as retinopatias hereditarias caninas. (Adaptado de
Abitbola, Andréb, Queneyc e Chaudieud, 2010)

Patologia
Displasia dos
bastonetes e dos

cones (rcd 1-PRA
rcdla-PRA)

APR do tipo A (pd)

Cegueira nocturna

congénita estacionaria

(csnb)

Displasia dos
bastonetes e dos
cones (rcd 3-PRA)

APR associado ao X

(XL-PRA)

Displasia dos cones

(cd)

APR transmitida pelo

modo autosomico
dominante

Distrofia dos
bastonetes e dos
cones (cordl)

Retinopatia multifocal

canina (cmr)

Displasia/hipoplasia

da cordéide

Distrofia dos
bastonetes e dos
cones (crd)

Racas atingidas

Setter Irlandés
Sloughi

Schnauzer anédo

Briard

Cardigan Welsh Corgi

Husky da Sibéria e Samoyedo

Malamute do Alaska
Braque Alemao

Mastiff
Bull Mastiff

Teckel de pélo comprido
Teckel de pélo curto

Dogue de Bordeaux
Céao de montanha dos Pirinéus
Coton de Tulear

Pastor australiano
Pastor das Shetland
Border Collie
Colley de pélo comprido
Colley de pélo curto
Lancashire Heeler
Retriever da Nova Escécia
Whippet de pélo comprido

Teckel de pélo duro

Genes

PDE6B
cGMP fosfodiesterase
-subunidade

PDC Phosducine

RPE 65
Retinal pigment
epithelium protein 65

PDEGA cGMP
phosphodiesterase -
subunit

RPGR Retinitis
pigmentosa GTPase
regulator protein

CNGB3 Cyclic
nucleotide-gated
channel -subunit

RHO Rhodopsine

RPGRIP 1
RPGR interacting
protein 1

VMD2 Vitelliform
macular dystrophy 2
Também chamada
BEST1 Bestrophin 1

NHEJ1 terminacao
ndo homologa joining
factor 1 Rdle possible

de IHH Indian
hedgehog

NPHP4
Nephronophtisis 4

Mutacbes

Mutagao pontual
W807X
Insercao de 8 pb
(exdo 21)

Mutacdo pontual
R82G

delecgéo de 4
pb (exao 5)

Delecgéo de um
pb (exéo 15)

Delecgdo de 5
pb (exéo 15)

Delecgéo
completa do
gene
Mutacdo pontual
D262N (ex&o 6)

Mutacé&o pontual
T4R

Insertion de 44
pb (exao 2)

Cmr 1 (Mutacédo
pontual C73T)
Cmr 2 (m
Mutacé&o pontual
G482A)

Deleccéo de 7,8
kb (intrédo 4) em
NHEJ1

Deleccgéo de
180 pb
- (exaol/intrao 5)

Testes
genéticos

Antagene

Genindexe
Idexx

Genindexe

Antagene
Genindexe
Idexx

Genindexe

Antagene
Genindexe

Antagene
Genindexe

Antagene
Genindexe

Animal
Health Trust,
Gréa-Bretanha

Antagene

Antagene
Idexx
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Continuagdo da Tabela 10 - Genes, mutagbes e testes disponiveis para as retinopatias hereditarias caninas.

(Adaptado de Abitbola, Andréb, Queneyc e Chaudieud, 2010)

Bouvier Australiano
Bouvier d’ Entelbuch
Caniches anéo e toy;
Cao chinés de franja

Pastor Lapdo

Degenerescéncia Cao de Agua Portugués
progressiva dos Caées Finlandeses e Suecos da p PRCD d
bastonetes e dos Laponia rogressive rod cone
cones Cocker americano e inglés SEGIMEEE
(prcd) Esquimé d’América
Kuvasz
Retriever da Baia de Chesapeake
Retriever da Nova Escécia
Retriever do Labrador
Silky Terrier
CCDC66
APR generalizada Coiled-coil domain
Schapendoes

containing 66

As doencas estdo listadas por ordem cronolégica do ano de publicagcdo da mutacéo causal.
Referem-se todos os laboratérios franceses que comercializam o teste. Se o teste nédo estiver
disponivel em Franca da-se um exemplo de laboratério europeu que o comercializa.
pb : par de bases, kb : kilobases.
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Mutagédo pontual Antagene
C2Y (exdo 1)

Insercao de um
pb (ex&o 6)

Enderecos WEB de laboratérios que
fornecem os testes:

Antagene: www.antagene.com
Genindexe: www.genindexe.com
Idexx: www.idexx.fr
AHT:www.aht.org.uk/genetics_tests.
html#canine
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Tabela 12 - Classificagdo das APR (adaptado de Slatter, 2008; Gellat, 2007 e de Gould, Peterson-Jones & Sargan, 2002)

Setter Irlandés Displasia bastonetes - rcdl 6 sem: <cones; 16 semanas
cones tipo 1 - bastonetes
Collie (pelagem  Displasia bastonetes - rcd2 6 sem: <cones; 16 semanas
lisa e cerdosa) cones tipo 2 - bastonetes
Elkhound Displasia dos rd 6 sem: N/<cones; 1,0 a 1,5 anos
Noruegués bastonetes - bastonetes
Elkhound Degenerescéncia erd 5 sem: domina onda a; 9mesesal
Noruegués precoce dos <cones; < bastonetes anos
bastonetes
Schnauzer Degenerescéncia dos pd - -
Miniatura Fotorreceptores
Malamute do Degenerescéncia dos 6 sem: - cones ; Sem alteracdes
Alaska cones - bastonetes
Poodle Degenerescéncia prcd 9 meses: < cones; 3ab5anos
Miniatura e Toy progressiva dos <<bastonetes
bastonetes e cones
Cocker Spaniel Degenerescéncia prcd 2 a 3 anos: <cones; 3 a8anos
Inglés progressiva dos <<bastonetes
bastonetes e cones
Akita Atrofia Progressiva da 15 — 2 anos: <cones; 1- 3 anos
retina <<bastonetes
Spaniel do Atrofia Progressiva 1,5 anos: <cones; 3abanos
Tibete da retina <<bastonetes
Terrier do Atrofia Progressiva 10 meses: <cones; 1,0 a 1,5 anos
Tibete da retina <<bastonetes
Cocker Spaniel Degenerescéncia prcd 9 més: <cones; 2,5a3,0 anos
Americano progressiva dos <<bastonetes
bastonetes e cones
Retriever do Degenerescéncia prcd 1,5 anos: <cones; 3 a6 anos
Labrador progressiva dos <<bastonetes
bastonetes e cones
Cao de Agua Degenerescéncia prcd 1,5 anos; <cones 3 a6 anos
Portugués progressiva dos <<bastonetes
bastonetes e cones
Eskimo Atrofia progressiva dos  prcd - -
Americano bastonetes - cones
Husky Atrofia Prpgressiva da XLP 1 ano; <cones; 2 anos
Siberiano e Retina ligada ao RA <<bastonetes
Samoyedo cromossoma X

(- ) ausente;
(«) amplitude da curva electrorretinografica muito reduzida;
(<) amplitude da curva electrorretinografica reduzida;
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Tabela 13 - Principais Caracteristicas das Doengas Hereditarias da Retina (adaptado de Gould, Petersen-Jones e Sargan, 2002)

DOENCA

APR (diversos
subtipos)

Cegueira
nocturna
congénita
estacionaria,
distrofia
hereditaria da
retina ou
Amaurose
congénita de
Leber

Distrofia do
Epitélio
Pigmentar da
Retina

Hemeralépia

RACAS
AFECTADAS
Descrita em mais
de 100 racgas de
caes, sendo as
mais comuns:
Poodle miniatura
e toy, Cocker
Spaniel
Americano e
Inglés, Retriever
do Labrador

Briard

Briard, Springer

Spaniel Inglés,

Cocker Spaniel
Inglés

Malamute do
Alaska

SINTOMATOLOGIA

Cegueira nocturna
que progride para
cegueira total. A
idade a qual se
apresentam os
primeiros é variavel
com a raga.

Cegueira nocturna
de inicio subito, ndo
progressiva ou de
progressao muito
lenta.

Viséo diurna
geralmente
inalterada.

O efeito desta
alteracdo sobre a
visao é variavel
desde alteracdes
minimas de visdo a
cegueira total.

Hemeralépia
(cegueira diurna) de
inicio subito. Visao
nocturna nao
afectada.

ALTERACOES

OFTALMOSCOPICAS T ISOPATOLOGIA

Os bastonetes sao
as primeiras células
a sofrer
degenerescéncia,
as quais se seguem
0s cones e por fim a
degenerescéncia de
todas as células da
retina.

Hiperrreflectivida
tapetal bilateral
simétrica e atenuacao
dos vasos superficiais
da retina. Cataratas
secundarias em
algumas formas de
APR.

Pupilas relativamente
dilatadas e resposta
pupilar a luz reduzida
podem ser 0s Unicos
achados clinicos.
Em alguns casos
verifica-se atenuagéo
dos vasos superficiais
de retina.

O principal alvo de
degenerescéncia é
o0 EPR.

Séo observados
multiplos focos de cor
amarela-acastanhada
sobre o fundo tapetal.

Em alguns casos pode-
se observar reducao da
espessura da retina.

O principal alvo de
degenerescéncia é
0 EPR. Acumulacao
de lipofuscina nas
células do EPR.

Os cones sao as
principais células
alvo.
Degenerescéncia
dos cones com
funcdo normal dos
bastonetes

N&o se verificam
alteracdes oftalmicas
evidentes.
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PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS DOENGCAS HEREDITARIAS DA RETINA

GENETICA

Mutacdes genéticas foram indentificadas em
algumas racas: Setter Irlandés (rcd 1);
Cardigan Welsh Corgi (rcd 3), Sloughi (APR),
English Mastiff e Bull Mastiff (APR
autossémica dominantes). Foram identificados
marcadores genéticos nas racas Poodle
(miniatura e toy), Cocker Spaniel Americano e
Inglés, Retriever do Labrador (todos no gene
prcd) e no Schnauzer Miniatura (APR tipo A)

Um defeito no gene RPE 65 é responséavel
pela doenga;

Modo de transmissao hereditario da maioria
das racas predisposta (Retriever do Labrador
(possivelmente dominante), Briard
(transmisséo autossémica recessiva), Golden
Retriever, Springer Spaniel Inglés e Cocker
Spaniel Inglés) com influéncia de factores
ambientais, tais como a dieta (ex. Cocker
Spaniel: deficiéncia sistémica em VitE esta
implicada na fisiopatologia da doenca)

Deleccao do gene CFA 29, incluindo CNGB3
(gene associado ao cones).



