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RESUMO

No6s fechamos e reabrimos nossos olhos vérias vezes por minuto. Esse
comportamento conhecido como piscar é essencial para a saude da superficie da cérnea
e proteger contra agentes externos potencialmente perigosos. Entretanto, o piscar
também acarreta em uma interrupcdo transiente da visdo. Curiosamente, nds ndo
vivenciamos conscientemente essas interrupcdes, apesar de alteracbes similares da
imagem que atinge a retina, realizadas por fontes externas, serem rapidamente
percebidas. Quais sdo 0s mecanismos neuronais envolvidos na continuidade perceptual
durante o piscar? Como o cérebro distinguir estimulos visuais produzidos por nosso
proprio movimento daqueles produzidos por eventos de origem exogena com
caracteristicas similares? Essas questdes nortearam o objetivo principal desta tese que se
baseou em examinar especificamente como a atividade neuronal do wulst visual da
coruja buraqueira € modulada pelo piscar. Inicialmente, um sistema de aquisicdo de
video, originalmente desenvolvido para pupilometria em humanos, foi adaptado para as
necessidades do modelo animal. Em seguida, um estudo pupilométrico foi realizado
para obter uma melhor compreensdo da sensibilidade da retina a mudancas de
intensidade luminosa. Os resultados dessa analise mostraram que o reflexo pupilar é
aproximadamente sete vezes mais rapido do que em primatas e pode causar uma
reducdo de quase 5 vezes no fluxo de luz que atinge a retina. Em seguida, realizamos
um estudo da cinemaética do piscar reflexivo (evocado por um sistema de estimulacdo
por ar) e espontaneo, o qual mostrou que as fases de subida e descida da pélpebra
possuem menor tempo de duracdo para o primeiro do que para o segundo. Além disso,
foi observada a falta de oclusédo total da pupila pela palpebra para ambos os tipos de
piscada. De forma contra-intuitiva, o tamanho da pupila tende a diminuir durante o
fechamento palpebral. Por fim, o efeito de ambos os tipos de piscar foi estudado em 58
neuronios isolados do wulst visual da coruja buraqueira. Em geral, o piscar reflexivo e o
espontaneo acarretam em uma reducdo da atividade neuronal durante a estimulagéo
sustentada com grade senoidal. Entretanto, um aumento na frequéncia de disparos de
potencias de acdo foi encontrado para algumas células durante o piscar espontaneo.
Ainda, simulando um piscar por meio de um decaimento rapido da luminancia do
monitor por um curto periodo gera uma diminui¢do na atividade neuronal ainda maior.
Quando realizado no escuro, somente 0 piscar espontaneo esta associado com um
aumento robusto da atividade neuronal que comeca antes do inicio do movimento de
descida da palpebra. Dessa forma, concluimos que nossos resultados sdo compativeis
com a ideia de que o piscar modula em parte a atividade dos neurdnios do wulst visual
por meio de um sinal extra retinal. Esse sinal pode estar associado com uma via de
disparos corolarios operando no wulst visual de corujas.

Palavras chave: Coruja buraqueira, telencéfalo visual de aves, piscar, descargas
corolérias, reflexo pupilar a luz, cinematica do piscar.




ABSTRACT

Several times a minute, we rapidly close and reopen our eyelids. This behaviour,
known as blinking, is essential, among other things, to keep the corneal surface healthy
and free from potentially hazardous external agents. However, it also transiently
disrupts patterned vision. Yet, intriguingly, we usually do not consciously experience
such disruptions, even though comparable alterations of the retinal image due to
external sources are readily noticeable. What are the neural mechanisms responsible for
perceptual continuity during blinks? How does the brain distinguish visual stimuli
produced by the own movement of the beholder from stimuli of similar physical
characteristics but of exogenous origin? The aim of this thesis is to address these
entirely opened issues by specifically examining how ongoing neuronal activity in the
visual wulst of the awake burrowing owl (Athene cunicularia) is modulated by blinks.
First, a camera-video acquisition system, originally developed for human pupillometry,
was adapted to the experimental requirements of our animal model. A thorough
pupilometric study was then undertaken to gain a better understanding of the retinal
sensitivity to changes in light intensities. The results of this analysis show that the
pupillary reflex is about seven times faster than that seen in primates and may cause an
almost 5-fold reduction in retinal illuminance. Subsequently, a kinematic analysis of
the owl’s reflex (evoked by an air-puff stimulation system) and spontaneous eyeblinks
was performed, showing that the closing and opening phases of the former has shorter
time duration than the latter. Moreover, a lack of complete closure of the pupil by the
eyelid was found in both types of eyeblinks. Counterintuitively, a reduction in pupil size
during the early phase of the eyelid closure was also observed. Finally, the effects of
both types of eyeblinks were studied in 58 single neurons recorded from the visual
wulst of the awake burrowing owl. In general, during sustained stimulation with
sinusoidal gratings both reflex and spontaneous eyeblinks cause a reduction in the
neuronal activity. However, an increase in spike discharge was also found in some cells
during spontaneous blinks. In addition, simulating an eyeblink by instantly decreasing
the monitor luminance for a brief period, diminishes the neuronal activity even further.
When executed in the dark, only spontaneous eyeblinks are associated with a robust
increase of neuronal activity, which starts before the onset of the eyelid movement. We
conclude that our results are compatible with the idea that eyeblinks in part modulate
the activity of neurons in the visual wulst trough an extra-retinal signal. This signal may
be associated with a corollary discharge pathway incorporating the visual wuslt in owls.

Keywords: Burrowing owl, avian visual telencephalon, blink, corollary discharge,
pupillary light reflex, blink kinematics
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1 . Introducao geral

1.1. Avisdo e as interrupcdes transitorias

A visdo é o sentido que nos permite interpretar e processar informacdes que
estdo contidas nas cenas visuais que presenciamos no dia a dia. Para o correto
processamento dessas cenas, o sistema visual deve detectar e discriminar uma variedade
de atributos como direcdo do movimento, contraste e textura, 0s quais permitem
construir representacdes adequadas do mundo. Esse processamento € desempenhado,
pelo menos no que concerne aos primatas e carnivoros, principalmente pela via retino-
geniculo-cortical que tem inicio na retina, passa pelo nucleo geniculado lateral (NGL) e
ascende para o cortex visual primario (V1) (Livingstone e Hubel, 1988; Nassi e
Callaway, 2009).

A menos que ocorra alguma interferéncia externa, a captura de informacdes pelo
sistema visual ndo € continua, sendo interrompida varias vezes por minuto devido a
comportamentos transitorios com duragdo na ordem de milissegundos (ms). Os
comportamentos enddgenos responsaveis por essas “perturbacdes” nas imagens que
atingem a retina estdo relacionados, principalmente, com movimentacdes do campo
visual gerados por rapidos movimentos oculares e pelo bloqueio da informacéo visual
ocasionado pelo ato reflexo de piscar. Apesar do possivel efeito deletério que esses
comportamentos poderiam gerar, as estimulacdes visuais transitérias sdo essenciais. De
fato, sem essas mudancas transientes, a cena visual tenderia a se desvanecer e a
percepcéo visual ficaria comprometida (Ditchburn e Ginsborg 1952).

Os dois principais tipos de movimentos oculares mais frequentes sdo as sacadas
e 0s movimentos oculares lentos (smooth pursuit; Orban de Xivry e Lefévre, 2007). As
sacadas sdo movimentos rapidos que sdo utilizados para redirecionar a regido de maior
resolucdo da retina (fovea) em direcdo a diferentes estimulos presentes em uma cena
visual. Em mamiferos, esse tipo de movimento pode atingir uma velocidade de 200 a
500 graus por segundo (Gandhi, 2012), e ocorre a uma frequéncia na ordem de dezenas

de vezes por minuto, variando em velocidade e duracdo conforme a tarefa




desempenhada (Hayhoe e Ballard, 2005; Land e Hayhoe, 2001). Por outro lado, os
movimentos oculares lentos sdo responsaveis por rastrear e estabilizar um objeto em
movimento na fovea e apresentam uma velocidade maxima de aproximadamente 100
graus por segundo (Meyer et al., 1985). A velocidade dos movimentos lentos tende a
variar dependendo das caracteristicas espago-temporais dos estimulos que séo
rastreados (Buizza e Schmid, 1986). Em relacdo as sacadas, a alta velocidade de
movimentacdo dos olhos acarreta na perda de informacdo visual, principalmente pela
deterioracdo da resolucdo espacial (Land, 1999), o que gera ruido nas imagens que
atingem a retina e consequentemente, no sinal que é encaminhado por ela para as areas
que realizam processamentos visuais mais complexos.

Por meio da interrupcéo transitoria da estimulacdo visual, o piscar, assim como
as sacadas, gera efeitos deletérios. O piscar € um ato reflexo que protege nossos olhos
de danos potenciais que podem ser causados por objetos externos como insetos, cilios e
outros corpos estranhos. No homem, o ato de piscar ocorre espontaneamente entre 10 e
15 vezes por minuto para a lubrificacdo e oxigenagdo da cdrnea e dura entre 250 a 300
ms (VanderWerf et al., 2002). Durante esse tempo, a luz que atinge a retina diminui sua
intensidade em cerca de 100 vezes (Burr, 2005) ocasionando uma interrup¢éo brutal da
estimulacdo visual durante 250-300 ms a cada 4-6 s. Contudo, tanto a diminuicéo brusca
da luminancia causada pela péalpebra, como as movimentacGes oculares rapidas geradas
pelas sacadas, ndo sdo habitualmente percebidos, ou seja, temos uma percepcao
continua do mundo visual. Como o sistema visual lida com essas interrupcdes
rotineiras? Mais precisamente, qual é o mecanismo neuronal responsavel por manter
nossa continuidade perceptual durante o piscar? Essas sdo as questOes gerais, e ainda
abertas, que motivaram a realizag&o do presente estudo.

1.2. O piscar: defini¢cdo e nomeclatura

O piscar é o ato reflexo que envolve a movimentacdo da palpebra sobre a
superficie do globo ocular e tem como funcéo essencial oxigenar, umidificar e proteger
a cOrnea. Em primatas e carnivoros, o declinio e a elevacao da palpebra sdo controlados
por trés mdasculos principais: os dois primeiros sdo estriados e conhecidos como
musculo orbicular (musculo OO) e o levantador da palpebra superior (musculo LP). O
terceiro € composto por fibras musculares lisas e é conhecido como masculo tarsal
inferior (madsculo T1). O musculo OO é responsavel por fechar a palpebra, enquanto o

LP, juntamente com o TI, é responsavel por sua elevacdo e manutencdo da abertura
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(Bour et al., 2000; Evinger et al., 1991). Para gerar esses movimentos, 0 sistema
nervoso diminui temporariamente a atividade tdnica do mdsculo LP e aumenta a
atividade do mdsculo OO levando a um rapido fechamento da palpebra. Durante a
elevacdo, o musculo OO cessa a atividade enquanto o LP retoma sua atividade tdnica
(Bour et al., 2002; Evinger et al., 1991; VanderWerf et al., 2003). O piscar pode ser
classificado em ao menos trés tipos: (i) espontaneo, realizado varias vezes por minuto
para lubrificacdo da cdrnea; (ii) reflexo, gerado por estimulacfes peri-orbitais e
irritacbes na cornea; e (iii) voluntario, iniciado conscientemente (Peshori et al., 2001;
VanderWerf et al., 2003). Cada tipo de piscada apresenta caracteristicas peculiares e sdo
desencadeados por vias neuronais diferentes, apesar de utilizarem &reas em comum
(Smit, 2008).

O piscar espontaneo € o responsavel por espalhar o filme lacrimal, que lubrifica
e umidifica a cornea. O filme lacrimal tem importante papel na protecdo do olho,
servindo como barreira quimica contra patdgenos (virus e bactérias) e traumas
mecanicos (Dartt, 2004), além de desempenhar importante papel na manutencdo da
qualidade dptica do olho (Montés-Mico et al., 2010). Em humanos, o tempo de duracdo
desse tipo de piscar é de aproximadamente 334 ms, sendo que a fase de descida é mais
rapida do que a fase de subida (Evinger et al., 1991; Sun et al., 1997; VanderWerf et al.,
2003). Entretanto, essas caracteristicas podem variar frente a uma série de fatores
endogenos e exdgenos. Por exemplo, estudos realizados por Schellini e colaboradores
(2005) e por Sun e colaboradores (1997), mostraram que individuos com idade
avancada possuem o tempo de duracdo da piscada mais longo e com velocidades
menores do que individuos jovens. Além disso, outros fatores como periodos do dia
(Barbato et al., 2000), variacdo da umidade relativa do ar (Wolkoff et al., 2006),
modificacdo dos estado central (por ex. sonoléncia), execucdo de atividades rotineiras
(por ex. leitura e conversacdo; Karson et al., 1981; Doughty, 2001) e até mesmo estados
patoldgicos como esquizofrenia e Parkinson (Karson et al., 1986; Korosec et al., 2006)
geram mudangas no comportamento do piscar, especialmente na frequéncia em que
ocorrem. A dinamica do piscar também varia em diferentes espécies de vertebrados
(Blount, 1927; Kirsten e Kirsten, 1983; Tada et al., 2013). Por exemplo, roedores,
cachorros e gatos piscam menos (3 eventos por minuto) que primatas (10 eventos por
minuto). Um estudo realizado na coruja buraqueira (Athene cunicularia) mostrou que a
frequéncia de piscadas nessa ave é de aproximadamente 4 eventos por minuto, podendo

variar durante a execucao de tarefas visuais (Dias, 2013).




O piscar por reflexo é todo aquele evocado por estimulo externo, como por
exemplo, por sopradores de ar, estimulacéo elétrica e até mesmo pelo som. Dependendo
do tipo de estimulo, o piscar por reflexo pode ser evocado por diferentes vias. Por
exemplo, estimulos como sopros de ar e estimulacdo mecanica evocam o piscar reflexo
através de circuitos que envolvem o nervo trigémio (Esteban, 1999; Peshori et al.,
2001). Ja o gerado por som depende do nervo vestibulococlear e o facial (Koch e
Schnitzler, 1997). Por utilizar diferentes nervos como efetuadores, o piscar reflexo é
muito utilizado para detectar distdrbios no sistema nervoso central (Esteban et al., 1981;
Kazem e Behzad, 2006; Kimura, 1975; Torres, 2002; Mikropoulos et al., 2010). Em
geral, a dindmica desse tipo de piscar difere do espontaneo por possuir fases de descida
e subidas mais rapidas e, consequentemente, uma menor duragdo (Evinger, et al., 1984;
VanderWerf et al., 2003).

O piscar voluntario € aquele realizado conscientemente. Ele é usado para
expressar emocOes e até mesmo para comunicagdo, como por exemplo, em pacientes
com paralisia motora (Hori et al., 2004). Dos trés tipos de piscadas, a voluntaria é o que

apresenta menor duragao.

1.3. O impacto do piscar sobre a visédo
1.3.1. Impacto 6ptico

A movimentacdo da palpebra sobre a pupila gera uma diminuicdo significativa
na intensidade de luz que atinge a retina em aproximadamente 100 vezes (Volkmann,
1980). Tanto estudos psicofisicos (Ando e Kripke, 1996) como de aferi¢do direta por
um dispositivo (Bierman et al., 2011; Robinson et al., 1991) mostram que essa
diminuicdo é acompanhada por uma alteracdo da composicao espectral da luz, de modo
que a palpebra atua como um filtro que permite a passagem de comprimentos de onda
de aproximadamente 600 nm (vermelho). Além disso, a espessura da palpebra, a
densidade de queratindcitos (células responsaveis pela producdo de queratina), coldgeno
e gordura afetam diretamente a transmitancia da luz pela palpebra (Bierman et al.,
2011). Além dessa filtragem espectral, o piscar gera a quebra da estrutura espacial da
imagem (Pelah et al., 2009).

Outro fator que impacta diretamente na qualidade da imagem é o filme lacrimal
espalhado sobre a coOrnea durante o piscar (Montés-Mico et al., 2010). Estudos
psicofisicos mostram que a qualidade da imagem é degradada durante longos periodos

sem piscar (Tutt et al., 2000), principalmente pela aumento significativo de aberragoes
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de alta ordem (Koh et al., 2002). Estudos clinicos mostram ainda que pacientes com
deficiéncia na producéo do filme lacrimal, condi¢do conhecida como sindrome do olho
seco, apresentam algumas alteracdes visuais como, por exemplo, reducéo da acuidade e
visdo embacada (Goto et al., 2002; Himebaugh et al., 2003). Dessa forma, a manutencéo
do filme lacrimal pelo piscar parece ser essencial para que uma imagem com alta

qualidade atinja a retina.

1.3.2. Supressao visual

Os primeiros relatos acerca do efeito do piscar sobre o sistema visual sdo
derivados de estudos psicofisicos realizados a partir da década de 80 (Manning et al.,
1983; Ridder e Tomlinson, 1995; Ridder e Tomlinson, 1997; Riggs et al., 1981;
Volkmann et al., 1980; Volkmann, 1986). Esses estudos mostram que o0 piscar gera uma
diminuicdo na sensibilidade visual. Por exemplo, Volkmann e colaboradores (1980)
realizaram um estudo psicofisico em humanos através de um paradigma de escolha
forcada. Os observadores tinham os olhos tampados por um Gculos e a retina mantida
sob iluminacdo constante através de uma técnica conhecida como iluminagdo
transpalatina. Essa técnica utiliza uma sonda de fibra dptica que é inserida na boca e
orientada para o palato a fim de manter a retina sob iluminacdo constante, mesmo
durante o piscar, eliminando possiveis efeitos orginarios da retina. Os observadores
deveriam julgar, enquanto realizavam piscadas voluntarias, quando ocorria um
decaimento na iluminacdo. Os resultados mostraram que antes da piscada, o decaimento
no nivel de iluminacédo foi constantemente percebido. Entretanto, durante a piscada esse
nivel de decaimento na iluminacdo teve que ser muito maior para que fosse relatado
pelos observadores. Dessa forma, 0s autores mostraram que durante o piscar ocorre uma
supressdo da sensibilidade visual, a qual teria o papel de evitar a percepcdo da
interrupcdo visual. Devido a supressdo visual ocorrer mesmo com a retina sobre
constante iluminacao, foi sugerido que esse efeito € causado por mecanismos corticais e
ndo esta relacionado simplesmente pela interrupcéo da estimulagdo visual pela palpebra.

Esse fendmeno perceptual também esta ligado a dindmica da palpebra. Ao que
parece, a intensidade da supressdo é dependente da amplitude do movimento palpebral,
de tal forma que quanto maior a amplitude do movimento maior o nivel de supressédo
(Steveson et al., 1986). Além disso, essa diminuicdo na sensibilidade visual parece
ocorrer antes do inicio da piscada e persiste somente pelo tempo de descida da palpebra

(Volkmann et al., 1982; Volkmann, 1986). Esse efeito também se mantém frente a
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diferentes tipos de piscadas. Manning e colaboradores (1983) mediram a sensibilidade
visual durante o piscar reflexivo (evocado por um sopro de ar) e demonstraram que a
sensibilidade visual fica comprometida, como foi observado no piscar voluntério. Todas
essas observacdes levaram a uma busca dos possiveis mecanismos neuronais envolvidos

nessa supressao da sensibilidade visual pelo piscar.

1.3.3. Correlatos neuronais

O processamento visual é realizado em primatas e carnivoros principalmente
pela via retino-geniculo-cortical, a qual abrange a retina, o nacleo geniculado lateral e o
cortex visual (Nassi e Callaway, 2009). O nlcleo geniculado lateral recebe a maioria da
informac&o visual que deixa a retina através das células ganglionares, encaminhando-a
para o cortex visual primario. No cortex visual primario emerge a representacao de
outros atributos visuais como orientacdo de contorno, direcdo do movimento e
binocularidade (Hubel e Wiesel 1959; Livingstone e Hubel, 1988). O efeito do piscar
nessa via tem sido estudado utilizando-se técnicas eletrofisiolégicas (Buisseret e Maffei,
1983; Gawne e Martin, 2000 e 2002) e de neuroimagem funcional (Berman et al., 2012;
Bristow et al., 2005a e 2005b; Guipponi et al., 2014; Hupé et al., 2012; Tse et al., 2010;
Tsubota et al., 1999). Entretanto, o repertorio literario se encontra mais voltado para a
segunda técnica do que para a primeira.

O principal efeito do piscar parece ser uma supressdo da atividade neuronal de
areas visuais (Buisseret e Maffei, 1983; Burr, 2005; Gawne e Martin, 2002). Dados
eletrofisiologicos obtidos em macacos rhesus mostram que o piscar por reflexo
(evocado por um sopro de ar) provoca uma supressdo da atividade de neurdnios do
cortex visual priméario (V1), além de outras areas visuais (V2, V3 e V4), e que essa
diminuicdo € maior do que gquando simplesmente a luz externa é apagada (Gawne e
Martin, 2000 e 2002). Dessa forma, sugeriu-se que o piscar utiliza um mecanismo ativo
que gera uma supressdo na resposta celular. Por sua vez, Bristow e colaboradores
(2005a) realizaram um estudo de neuroimagem funcional em humanos, utilizando a
mesma técnica de iluminacéo transpalatina desenvolvida por VVolkmann e colaboradores
(1980). Assim, foi possivel isolar o efeito da piscada em si do efeito da queda na
iluminacgdo provocada por ela, demonstrando que apesar de a retina estar continuamente
iluminada, a piscada acarreta em uma diminui¢do do nivel de ativacdo de V3. Um fato
interessante € a presenca de uma reducdo na ativacdo em regides extra-visuais (cortex

parietal e frontal), muitas delas descritas em estudos de correlatos neurais da
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consciéncia. Os autores sugerem que tal supressdao é originaria de sinais motores
relacionados as piscadas os quais seriam utilizados para atenuar suas consequéncias
sensoriais (Bristow et al. 2005a), visto que areas envolvidas com o movimento
palpebral (campo ocular frontal — FEF e campo ocular suplementar — SEF) também
eram ativadas durante o movimento palpebral. Assim, os apagfes provocados pelas
piscadas parecem ser ativamente suprimidos pela atividade motora. Na mesma época,
outro estudo realizado por Bristow e colaboradores (2005b) encontrou uma regido do
cortex parietal-ocipital medial que aumenta a sua atividade somente quando o piscar
acontece durante a estimulacéo visual, sugerindo um papel dessa area na manutengédo da
continuidade perceptual durante o piscar. No entanto, estudos recentes de ressonancia
magnética funcional relataram resultados contrarios aos apresentados acima. Por
exemplo, um estudo realizado em humanos por Tse e colaboradores (2010) e outro por
Hupé e colaboradores (2012) mostrou que o0 piscar gera um grande aumento na
atividade do cdrtex visual primario e areas extra-estriadas (V2/V3) quando realizado
durante estimulacgéo visual. Além disso, os autores ndo encontraram ativagdes nas areas
envolvidas no controle motor (FEF e SEF) e nem em &reas envolvidas com consciéncia.
Segundo esses pesquisadores, a explicacdo para esses resultados controversos reside no
tipo de piscada utilizada no estudo: voluntaria (Bristow et al., 2005a, 2005b) e
espontanea (Hupé et al., 2012; Tse et al., 2010). Recentemente, 0s mesmos resultados
foram encontrados em um estudo de ressonancia magnética em macaco rhesus, o qual
também utilizou o piscar espontaneo (Guipponi et al., 2014).

Alguns estudos mostram ainda que ndo ha modulacdo significativa no ndcleo
geniculado lateral durante o piscar frente a estimulacdo visual (Bristow et al., 2005a;
Buisseret e Maffei, 1983; Lo e Zhu, 1997). Buisseret e Maffei (1983) sugeriram que a
falta de supressdo nessa area definiria a supressao vista em V1 como sendo causado por
um efeito a nivel cortical. Por outro lado, Bristow e colaboradores (2005a) encontraram
um sinal positivo (aumento na resposta) no nucleo geniculado lateral quando o piscar
era evocado no escuro, 0 que poderia sugerir a presenca de um sinal extra-retinal
presente também nessa area.

De acordo com 0s expostos acima, a existéncia e a manifestagdo neuronal dos
mecanismos subjacentes a supressdo neuronal e a continuidade perceptual durante o
piscar ainda séo pouco compreendidos e controversos. Entretanto, inimeras evidéncias
mostram que o piscar pode dividir os mesmos mecanismos de supressdo da atividade

neuronal que 0os movimentos sacadicos (Ridder e Tomlinson, 1993 e 1997; Volkmann,
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1986), os quais também causam perturbacdes da imagem retinal que ndo sdo
conscientemente percebidas. Dessa forma, entender como 0s movimentos sacadicos
modulam a resposta neuronal também pode ajudar na compreensdo dos efeitos

neuronais do piscar.

1.4. Relagéo entre o piscar e 0 movimento sacadico

Assim como o piscar, 0 movimento sacadico gera perturbacfes nas informagdes
que atingem a retina. Varias evidéncias comportamentais, psicofisicas e
eletrofisiologicas sugerem que o efeito do piscar e o da sacada compartilham um mesmo
mecanismo. Aparentemente, ha uma associagdo temporal entre esses dois movimentos,
isto é, quando um ocorre, hd uma grande probabilidade do outro também ser
desencadeado. Essa associacdo comportamental foi demonstrada em algumas espécies
de mamiferos (Evinger et al., 1984; Riggs et al., 1987) e também em aves (Dias., 2013).
Por exemplo, um estudo realizado por Evinger e colaboradores (1994) em humanos
mostrou que 97% das sacadas acima de 33 graus sdo acompanhadas por um piscar
simultdneo. O estudo de Dias (2013) também mostrou uma associacdo parecida na
coruja buraqueira, onde 85% das piscadas ocorriam concomitantemente com as sacadas
(movimentos répidos da cabeca). E importante notar que essa associacdo ndo parece
estar ligada a uma estimulacdo da cérnea gerada pela sacada ou pelo movimento de
cabeca, no caso da coruja buraqueira, o que desencadearia um piscar reflexivo devido
ao deslocamento de ar (Dias, 2013; Evinger et al., 1994). Outros trabalhos mostram que
durante o movimento palpebral, ocorrem também movimentos oculares simultaneos em
direcdo a regido nasal (Evinger et al., 1984 — para revisdo, ver Leigh e Zee, 1999) e que
esses dois eventos modulam areas corticais em comum (Bodis-Wollner, 1999).

Estudos da atividade neuronal mostram que as sacadas também geram uma
supressdo da atividade dos neurénios de V1 quando estes estdo sobre estimulacdo visual
(Kowler, 2011; Leopold e Logothetis, 1998; Sylvester et al., 2005) e uma ativacao
quando esse movimento é realizado no escuro (Barlett et al., 1976). Essas caracteristicas
também foram encontradas a nivel do nucleo geniculado lateral (Jeannerod e Putkonen,
1971; Lee e Malpeli, 1998; Reppas et al., 2002; Sylvester et al., 2005; Sylvester e Rees,
2006). Alem desses efeitos (para revisdo, ver Ibbotson e Krekelberg, 2011) as sacadas
ainda geram fendmenos perceptuais, como por exemplo, o deslocamento de campo
receptivo. Através de registros eletrofisiolégicos em macacos rhesus, Duhamel e

colaboradores (1992) mostraram que 0s neurbnios do cortex parietal possuem a
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capacidade de deslocar o seu campo receptivo para um local determinado pelo
movimento sacadico antes desse movimento ocorrer. Mais precisamente, quando
olhamos para um ponto em uma cena visual, um determinado neurdnio esta sendo
estimulado por uma pequena regido dessa cena que esta dentro de seu campo receptivo.
Se movermos nossos olhos para outro local, 0 campo receptivo desse neurénio também
se deslocard para uma nova posi¢cdo. O que acontece é que, antes do movimento
sacadico ocorrer, 0 campo receptivo desse neurdnio jé é responsivo para a nova posi¢ao
imposta pela sacada (Wurtz, 2008). Essa propriedade parece ocorrer também em varias
areas extra-estriadas, como V2, V3 e V4 (Nakamura e Colby, 2001; Tolias et al., 2001).
Estudos psicofisicos demonstram ainda que as sacadas geram uma compressdo da
percepcdo de tempo e espago (Morrone et al., 2005; Yarrow et al., 2001). Morrone e
colaboradores (2005) apresentaram um par de barras, separadas por um intervalo de 100
ms e pediram para voluntarios julgarem qual seria a separacdo temporal percebida entre
essas barras. Esses voluntarios fizeram esse julgamento antes, durante e depois de
realizarem longos movimentos sacadicos (30%). Foi mostrado que, bem antes e depois
da sacada, os observadores conseguiram realizar um correto julgamento do tempo de
separacdo das barras. Entretanto, quando o teste foi realizado pouco antes da sacada, o
intervalo aparente entre as barras ficou muito menor (aproximadamente 50 ms). Dessa
forma, os autores sugeriram que a sacada gera uma compressdo na percepc¢ao de tempo.
O mesmo parece ocorrer com a nogdo de espago (Morrone et al., 1997; Ross et al.,
1997; para revisao ver Burr et al., 2010).

Todas essas caracteristicas comportamentais, psicofisicas e eletrofisioldgicas
apresentadas acima sdo necessarias para manter a estabilidade visual durante as sacadas
(Burr et al., 2010; Waurtz et al., 2008). Entretanto, para gerar essa estabilidade, o sistema
visual precisa saber quando as mudangas nas imagens que chegam até a retina sdo
resultantes de um movimento da cena visual ou de uma sacada. Tanto para essa funcao,
como para as modulacBes nas respostas neuronais, € gerado um sinal derivado de

regides motoras, conhecido como descargas corolarias.

1.5. Descargas corolarias

As descargas corolarias sdo sinais encaminhados por areas motoras até as areas
sensoriais e que tem o papel de sinalizar ao sistema a ocorréncia de um evento. O termo
descarga corolaria foi cunhado por Roger Wolcott Sperry em 1950. Através da rotagdo

em 180° do olho de uma espécie de peixe, Sperry (1950) observou que esse animal
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nadava em circulos. Em seus experimentos, ele concluiu que conforme um peixe se
movimenta para frente, um sinal corolario indica que, de fato, 0 movimento esta
ocorrendo para frente e compensa o sinal de movimento contrario que chega ao cérebro
pela imagem que se forma na retina. No caso do peixe com os olhos virados em 180°,
enguanto ele se move para frente, o sinal corolario continua 0 mesmo, s6 que a sensacdo
de movimento transmitida ao cérebro pela retina também é de movimentacdo para
frente. Assim, todos esses sinais combinados levariam o peixe a movimentar-se em
circulos. Apos a década de cinquenta, sua existéncia foi comprovada em diversos
animais, desde nematddeos, insetos e até primatas (Crapse e Sommer, 2008).

As descargas corolarias também estdo presentes nos efeitos modulatorios
causado pelas sacadas na atividade neuronal. Por exemplo, o mecanismo de
deslocamento do campo receptivo é dependente desse tipo de sinal, porque é preciso
que o sistema visual sinalize para as células neuronais para deslocar seu campo
receptivo antes do evento ocorrer. Ao que parece, esse sinal corolario vem do coliculo
superior, area responsavel por gerar os movimentos oculares em mamiferos (Gandhi e
Katnani, 2011). Os neurbnios dessa area projetam para o nacleo medial dorsal do
talamo que, por sua vez, projetam para o campo ocular frontal (Sommer e Wurtz, 2002,
2004a, 2004b; Wurtz et al., 2011). Sommer e Wurtz (2008) mostraram que o sinal
encaminhado por essas areas é responsavel pelo deslocamento do campo receptivo dos
neurdnios antes da efetuacdo do movimento ocular, o0 que gera um aumento na descarga
de potenciais de acdo aproximadamente 70 ms antes do evento. Através da inativacdo
do nucleo medial dorsal do tdlamo, esses autores mostraram que a atividade neuronal
passa a ndo aumentar mais antes da sacada, e o efeito de deslocamento do campo
receptivo se perde (Sommer e Wurtz, 2006).

Os efeitos modulatérios das sacadas sobre o cortex visual primario e o nucleo
geniculado lateral de macacos e gatos também foram avaliados (Adey e Noda, 1973;
Duffy e Burchfiel, 1975; Toyama et al., 1984; Wurtz, 1969). Tais estudos reportam a
presenca de uma supressdo nos disparos de potencias de acdo dos neurdnios dessas
areas. Esses efeitos também parecem ser modulados por descargas corolarias, ja que
ocorrem sem a presenca de estimulagdo visual (no escuro) e até mesmo no caso onde 0
movimento ocular foi paralisado por meio de anestesia retrobulbar, de modo que a
simples tentativa de realizar o movimento gera tais efeitos modulatérios (Toyama et al.,
1984). Em um estudo realizado em pombos, Yang e colaboradores (2008) mostraram

que os efeitos das sacadas sobre as respostas das células do nacleo geniculado lateral e
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do telencéfalo (wulst) também sdo moduladas por descargas corolarias. Utilizando
registros extracelulares, esses autores comparam os padrdes de respostas das células
dessas areas e demonstraram a existéncia de uma diminuigdo dos potenciais de acdo
durante as sacadas. Um resultado interessante foi o de que essa diminuicdo comegava a
ocorrer em aproximadamente 73 ms antes do inicio do movimento, o que caracterizou a
presenca de uma descarga coroléria. Ainda, através da desativacdo de areas motoras,
eles demonstraram que esse sinal corolério que chega até as células do telencéfalo,
passando pelo NGL, vinham das areas envolvidas na geracdo de nistagmo optocinético
(responsavel por estabilizar a imagem na retina).

Dessa forma, uma questdo interessante a se avaliar seria a real existéncia de um
sinal corolario associada também ao piscar como proposto no estudo de Bristow e
colaboradores (2005a e 2005b). Essa questdo vem a tona por dois principais motivos: (i)
0 sistema visual precisa discriminar as interrupc@es visuais causadas pelo piscar das
causadas por eventos externos; (ii) véarias evidéncias apontadas acima mostram que o
piscar e 0 movimentos sacadicos compartilham os mesmos mecanismos. Assim, pensar
na existéncia desse sinal associado ao piscar se torna plausivel, principalmente em aves,
cujas células do telencéfalo visual (wulst) parecem ser ativamente moduladas pelas
sacadas. Nesse caso, é importante ressaltar a existéncia de outras duas hipéteses que
também podem contribuir para a discriminacdo de eventos enddgenos e exogenos
(revisadas em Wurtz, 2008 e Wurtz et al., 2011). A primeira seria uma reaferéncia
visual: durante a movimentacdo dos olhos o campo visual é deslocado na retina, sendo
que essa informacdo seria utilizada como um indicador de movimentacédo endogena. No
caso do piscar, podemos pensar que a queda de iluminacdo gerada pela palpebra poderia
ser utilizada como tal fonte de informacdo. A segunda estd relacionada com a
propriocepcdo, onde a informacdo utilizada para discriminacdo seria proveniente dos
proprioceptores dos musculos oculares responsaveis pelo movimento dos olhos e das
palpebras.

Outra hipétese interessante a ser explorada e que pode explicar a percepgdo
continua da imagem frente ao piscar é a de Billock (1997), a qual propde que circuitos
reverberantes tdlamo-corticais podem ser importantes para a manutengdo da informagéo
perceptual na memoria de curta duracéo, realizando o que ele chama de preenchimento
(filling-in) do escotoma (escuriddao) temporal. Dessa forma, durante o apagdo gerado
pelo piscar, a informacdo perceptual imediatamente antecedente ao fechamento da

palpebra seria mantida no circuito talamo-cértico-taldmico até o levantamento da
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palpebra. Contudo, apesar de interessante, essa hipotese nunca foi comprovada. Ainda
assim, algumas evidéncias corroboram a idéia de que o nucleo geniculado lateral do
tdlamo possui um papel importante no processo de preenchimento do escotoma
temporal, 0 que contraria a visdo classica de que ele seria apenas uma estacdo de relé
entre a retina e o cortex visual primario. Em primeiro lugar, enquanto apenas 10% das
aferéncias que chegam nesse nucleo vém das células ganglionares da retina, cerca de
30% sdo aferéncias de retroalimentacdo que vém da camada VI do cortex estriado
(Sillito e Jones, 2004). Além disso, estudos demonstraram que essa retroprojecao
cortico-talamica tem um papel importante na modulacdo das respostas das células do
NGL a estimulos visuais, particularmente de dois modos: o primeiro € mudando o
padrao de disparo dessas células entre “tonico” e “em salvas” (bursts) (Wang et al.,
2006), o que provavelmente altera o tipo de informacdo que é veiculada ao cértex
(Sherman, 2001). O segundo modo é modulando as propriedades espaciais dos campos
receptores dessas células, principalmente reforcando os mecanismos de supressao da

periferia do campo, 0 que aumenta a saliéncia dos estimulos (Sillito e Jones, 2004).

1.6. A coruja como modelo experimental

Uma das maiores dificuldades em estudar os efeitos neuronais do piscar em
mamiferos e, em particular, os efeitos da diminuicdo brusca de luminancia causada por
ele, é o fato de que, durante as piscadas, ocorrem movimentos oculares simultaneos
(Evinger et al., 1984), os quais alteram a atividade neuronal em varios niveis do sistema
visual (Gawne e Martin, 2002; Martinez-Conde et al., 2000;). Separar os efeitos desses
movimentos e das piscadas é dificil do ponto de vista técnico, ja que, em grande parte,
as mesmas &reas corticais sdo moduladas nesses dois movimentos (Bodis-Wollner,
1999). Para resolver esse empecilho, propomos a utilizacdo de um modelo experimental
alternativo: a coruja. Essa ave oferece uma oportunidade Unica para realizar essa
separacdo metodoldgica, ja que possui movimentos oculares extremamente reduzidos
(Knudsen, 1982; Pettigrew e Konishi, 1976; Steinbach e Money, 1973), chegando a um
méaximo de 0,5° na coruja buraqueira (Cooper e Pettigrew, 1979). Apesar dessa
diferenca, o sistema visual da coruja possui diversas analogias com o dos primatas. Seu
wulst visual, regido do telencefalo que recebe projecGes da via retino-genicular (Karten
et al., 1973; Nieder e Wagner, 2000, 2001; Pettigrew e Konishi, 1976; Pettigrew, 1979;
Wagner e Frost, 1993), exibe uma organizagdo topogréfica precisa, respostas seletivas a

orientacdo e direcdo de movimento e a contornos ilusorios (Nieder e Wagner, 1999;
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Pettigrew e Konishi 1976; Pettigrew 1979). Ha tambeém evidéncias que uma
representacdo ordenada de disparidade e orientacdo estd presente nessa estrutura (Liu e
Pettigrew, 2003; Wagner e Frost, 1993). Além disso, evidéncias recentes obtidas por
nosso grupo demonstram a existéncia de grandes semelhancas no processamento do
movimento de estimulos visuais, das caracteristicas de filtragem espaco-temporais e da
resposta ao contraste (Baron et al., 2007, Pinto e Baron, 2009; Vieira et al., 2009). E
importante ressaltar ainda que o wulst da coruja é particularmente desenvolvido,
ocupando quase um quarto do volume do cérebro (Iwaniuk e Hurd, 2005; Iwaniuk e
Wylie, 2006). Ademais, na coruja buraqueira, a via retino-genicular, que é a entrada
principal para o wulst, & conhecida por incorporar a maioria das saidas de sinais da
retina (Bravo e Pettigrew, 1981), uma caracteristica que, em aves com olhos laterais, é
usualmente atribuida a via tectofugal (Remy e Ginturkin, 1991). Todas essas
evidéncias mostram que o wulst da coruja parece ser mais desenvolvido do que em
outras aves.

Finalmente, o wulst também possui neurdnios da sua camada de saida que
projetam de volta para o ndcleo geniculado lateral (Bravo e Pettigrew, 1981). Apesar de
essa projecdo ser pouco estudada e de ndo haver dados quantitativos a seu respeito, €
provavel que ela constitua uma alga wulst-geniculado, a semelhanca do que ocorre em
mamiferos, embora essa hipéOtese ainda necessite de comprovagdo experimental.
Tomados em conjunto, os resultados acima expostos sugerem que o wulst visual da
coruja pode ser considerado funcionalmente analogo ao cortex visual priméario de
carnivoros e primatas, muito embora essas estruturas tenham origens evolutivas
independentes (Shimizu e Bowers, 1999). Tudo isso torna a coruja um excelente
modelo para o estudo dos mecanismos subjacentes a continuidade perceptual
relacionada ao ato de piscar e, consequentemente, dos efeitos neuronais causados pela

diminuicdo transiente de luminancia na retina.
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2 .  Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar os efeitos causados pelo piscar e por
mudangas transientes na estimulacdo visual (controladas experimentalmente), nos
neuronios do wulst visual da coruja, com o intuito de fornecer novos achados acerca dos

mecanismos envolvidos na continuidade perceptual durante o piscar.

2.2. Objetivos Especificos
1. Adaptar um pupildometro, primariamente desenvolvido para humanos, para
analise do piscar em coruja, sendo esse um passo imprescindivel para a

realizacdo do presente estudo;

2. Caracterizar a dinamica do reflexo pupilar na coruja buraqueira;

3. Caracterizar a dindmica temporal do piscar na coruja em situacdo de registro

eletrofisiologico (com cabeca imobilizada);

4. Caracterizar os efeitos das piscadas sobre a atividade de neurdnios individuais
do telencéfalo visual da coruja, por meio de registros eletrofisiolégicos

extracelulares.
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3 .  Metodologia geral

3.1. Cuidado com os animais e preparacao para 0s registros

Todos os resultados apresentados neste estudo foram obtidos a partir de
experimentos conduzidos em corujas buraqueiras (Athene cunicularia). As aves
utilizadas foram doadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovéaveis (IBAMA) e mantidos em um dos aviarios semi-cobertos, localizados nas
dependéncias do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Esse conjunto de aviarios é cadastrado no IBAMA como
Criadouro Cientifico de Fauna Silvestre para Fins de Pesquisa. Devido a uma mudanca
na legislacdo, o status do cadastro foi alterado no decorrer do projeto conforme
apresentado nos documentos em anexo (ANEXO IA e B). Todos os procedimentos
experimentais adotados neste trabalho foram analisados e aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo 41/2011, vide ANEXO II). O
respeito dos principios éticos preconizados internacionalmente para a experimentacao
animal norteou todas as fases de desenvolvimento deste trabalho.

Todos os procedimentos para obtencdo dos dados foram realizados em animais
com a cabeca presa. Essa condigdo foi bem aceita pelas corujas depois de algumas
semanas de adaptacdo. Para tanto, as corujas foram inicialmente socializadas atraves de
manuseio diario por um periodo médio de quatro semanas. S&o utilizadas técnicas
padrdo de falcoaria, de acordo com as quais as corujas sdo carregadas e mantidas no
laboratério, de modo a se acostumarem com a presenca de pessoas e com 0S SONns
habituais do local. Além disso, as corujas que foram objeto de nosso estudo foram
frequentemente deixadas na cabine experimental, onde muitas vezes foram alimentadas,
o0 que funcionou como um reforgo positivo. Apds esse periodo de adaptagdo, os animais
foram submetidos a cirurgia de implante da cdmara de registro, a qual é utilizada para
fixacdo da cabeca do animal, seguido de um periodo de recuperacdo de pelo menos dois
dias. Somente entdo deu-se inicio ao treinamento para aceitacdo da imobilizacdo
corporal e fixacdo da cabeca. Para tal, os animais foram colocados sobre um poleiro e
presos a ele por alcas de Velcro®, sendo parcialmente envolvidos por uma jaqueta de

couro que impede o movimento das asas. Apds uma semana de treinamento em tais
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condicdes o animal ndo oferecia mais sinais de resisténcia, como vocalizacdes e
tentativas de desvencilhamento. Os procedimentos de instalacdo dos dispositivos de
restricdo e fixacdo de cabeca eram executados rapidamente, com pouco ou nenhum
estresse para 0s animais, e, no decorrer do registro, esses permaneceram quietos e sem
sinais de aversdo. Assim que sinais de cansago ou inquietude eram notados nos animais,
0s registros eram interrompidos. Isso tipicamente ocorria 4 a 5 horas apds o inicio do
experimento, durante o qual os animais eram constante e cuidadosamente monitorados
pelo experimentador.

A camara de registro utilizada para imobilizar a cabe¢a do animal e dar acesso a
craniostomia durante os registros eletrofisiol6gicos consistiu em um pequeno cilindro
metédlico com um didmetro interno de 10 mm, altura de 8 mm, espessura de 1,5 mm e
massa de 1 g (~ 0.7% do peso do animal). A cirurgia para implante dessa camara foi
realizada sob anestesia geral utilizando Zoletil® 50 (uma mistura de 1:1 de tiletamina e
zolazepam, Virbac, Carros, Franca), administrado por via intramuscular em uma dose
de 20 mg/kg (e meia dose para manutencdo). Apds a perda dos reflexos, o cranio foi
exposto através de uma incisdo na pele com 25 a 30 mm de comprimento, e a posicao da
craniotomia foi marcada sobre a superficie déssea de acordo com coordenadas
estereotaxicas definidas em nosso laboratério. A camara foi centrada nesse ponto de
referéncia e fixada ao cranio com resina odontolégica (Vitro Fil®, DFL, Rio de Janeiro,
Brasil) de modo a permitir que os eletrodos entrassem perpendicularmente ao cérebro.
Previamente a fixacdo, pequenos buracos foram feitos no cranio para permitir uma
melhor aderéncia da resina. Ao final do procedimento foi realizada uma craniotomia
circular (diametro aproximado de 3 mm) por dentro do cilindro, a qual dava acesso a
area de interesse (Wulst). As cirurgias tiveram duracdo média de 2 horas e foram
realizadas sobre condicBes assépticas. Apo6s cada cirurgia, foram administrados,
intramuscularmente, um antibiético de largo espectro (50 mg/kg de Terramicina®,
Pfizer, Sdo Paulo, Brasil) e um analgésico/anti-inflamatério (2 mg/kg de Ketofen® 1%,
Merial, S&o Paulo, Brasil). Para prevenir o desenvolvimento de fibrose na dura-mater,
foi aplicada topicamente uma gota de Nepodex® (Latinofarma, Sdo Paulo, Brasil), um
colirio que associa um corticoide (dexametasona 1mg/mL) com antibioticos (neomicina
mg/mL e polimixina B 6000UI/mL). Essa aplicacdo topica foi realizada também ap0s

cada sessdo de limpeza da craniotomia.
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3.2. Visao geral do setup experimental

Todos os experimentos foram conduzidos em uma cabine com dimensdes de 68
cm de profundidade, 50 cm de largura e 80 cm de altura. Dentro da cabine foram
posicionados partes dos seguintes dispositivos de registro utilizados: (i) o sistema de
aquisicdo de imagem, (ii) o sistema de aquisicdo da atividade extracelular e (iii) o tubo
flexivel do soprador de ar. Internamente, a cabine é forrada com tecido preto, a fim de
tirar qualquer reflexdo da luz produzida pelo monitor. Durante os registros, a cabine
permaneceu totalmente fechada, e a Unica fonte de luz presente foi a do monitor de
estimulacdo. O material de construcdo dessa cabine também permite a atenuacdo de
sons externos.

A figura 1 mostra o esquema geral do setup experimental utilizado durante os
registros. As informac6es captadas pelos dispositivos internos da cabine experimental
sdo encaminhadas a diferentes dispositivos de processamento. Primeiramente, o sinal
proveniente dos eletrodos € amplificado e filtrado através de um pré-amplificador
(Plexon®, Texas, USA). Do pré-amplificador, o sinal neuronal condicionado vai para
duas caixas de conexdo onde diversos tipos de sinais (E/S digital codificando cada
condicdo experimental, TTL para disparar a aquisi¢do) sao centralizados antes de serem
enviados ao computador de aquisicdo (Alba PC), responsavel por digitalizar e
armazenar os dados. Um segundo computador € responsavel por apresentar 0s
protocolos experimentais (Tyto-2 PC) e por encaminhar o sinal TTL utilizado para
sincronizacao entre os dispositivos (soprador de ar, sistemas de aquisicdo de imagem e
o sistema de registro eletrofisioldgico). Esse Gltimo computador ainda é responsavel
pelo envio das informacgOes referentes aos protocolos experimentais que serdo
apresentados, como por exemplo, o tipo de estimulo e o tempo de apresentagcdo. O
computador de estimulacao visual € ainda controlado por outro terminal (Pulsatrix PC)
para a realizacdo do controle geral do experimento, o qual envolve o mapeamento
manual dos campos receptivos dos neurbnios e o controle da apresentacdo dos
protocolos experimentais. Um quarto computador (Choliba PC) é responséavel por
controlar a cdmera, armazenar e analisar 0s videos transmitidos por ela. For fim, todos
0s dados adquiridos durante uma sessdo de registro sdo armazenados em um quinto
computador (Glaucidium PC) para anélise posterior. A interconexao entre computadores

é realizada por meio de uma rede local baseada em uma arquitetura ethernet.
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Figura 1: Visdo geral do setup experimental. Todos os dispositivos utilizados para
aquisicdo de dados (soprador de ar, aquisicdo de imagem e registro eletrofisioldgico)
sdo sincronizados via sinal TTL. A interconexdo entre computadores é feito por meio de
uma rede local.

3.3. O sistema de aquisicdo de imagem (pupilémetro)

Para os registros do reflexo pupilar e do movimento palpebral foi utilizado um
sistema de aquisicdo de imagem inicialmente desenvolvido para pupilometria no
homem (Souza et al., 2013) em colaboracdo com o Nucleo de Estudos e Pesquisas em
Engenharia Biomédica (NEPEB — UFMG). Minha contribuicdo nesse projeto limitou-se
a adaptar, aperfeicoar e validar o sistema para a coruja. Esse trabalho foi realizado em
parceria com John Kennedy Schettino de Souza, o qual era, nessa época, aluno de
doutorado do Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Elétrica da UFMG.

Uma camera digital FireWire (Fig. 2A; FireFly ® MV, Point Grey Research,
Richmond, Canada, EUA), equipada com uma lente de zoom ajustavel (Fig. 2B; OVD
®, 5-100 mm, F1.8, iris manual; dois anéis de extensdo) foi utilizada para capturar
imagens ampliadas do olho direito do animal. Um angulo de cerca de 30° entre 0 eixo
longitudinal da cdmara e o plano sagital da cabeca da coruja foi mantido, de modo que
permitia um alinhamento tdo perto quanto possivel em relacédo ao eixo éptico do olho,
sem obstruir o campo de visdo referente ao monitor CRT (Fig. 2D). O olho foi
iluminado por um emissor de luz infravermelha (IR-LED — poténcia = 5W), montado
sobre um pequeno tripé (Fig. 2C), posicionado lateralmente a uma distancia
aproximadamente a 9 cm da cornea. Dado que a camera e a fonte de luz ndo foram
dispostas coaxialmente, a pupila revelou-se como um disco saliente de cor mais escura.
A relacédo entre o tamanho da imagem em pixels e o tamanho métrico real da pupila foi

determinada por uma régua padrdo no fim de cada sessdo de gravacao.
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Figura 2: Cabine de registro com a disposicdo do equipaménfo de aquisicdo de imagem
(pupilometria). (A) Camera fireFly® MV. (B) Lente intercambidvel com ajuste de foco
e abertura. (C) Fonte de iluminacdo infravermelha. (D) Monitor CRT utilizado para
estimulacdo visual. (E) Coruja buraqueira com cabeca fixa.

A operabilidade da camera e aquisicdo de imagens foram controladas por um
software desenvolvido em um ambiente de programacdo gréfica de alto nivel,
LabVIEW 8.5 (National Instruments, Texas, EUA). Dois componentes de software
desenvolvidos pela National Instruments (NI) foram também utilizados, a saber: o
Maodulo de Desenvolvimento Visual 8.5, que consiste em uma abrangente biblioteca de
rotinas de processamento de imagens digitais; e o pacote de drivers NI-IMAQdx
responsavel por realizar a interface entre a cdmera e o programa de aquisi¢do. Um
computador de bancada com sistema operacional Microsoft Windows XP (processador
Intel ® Core i5 750 MHz, 2 GB de RAM) foi empregado para executar o programa de
aquisicdo de imagens. A camera foi regulada para uma resolucdo espacial de 320X240 e
uma frequéncia de amostragem de 120 Hz. A aquisicdo de imagens foi disparada por
um pulso TTL enviado pelo computador de estimulacdo visual por intermédio de uma
placa digital 1/0 PCI-6503 (National Instruments). Uma limitagdo inerente a essa
abordagem é que o sinal TTL pode acontecer em qualquer momento durante a gravagao

do primeiro quadro, introduzindo assim uma incerteza no que diz respeito a
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sincronizacdo entre o inicio do estimulo visual e tempo de resposta da camera. As
sequéncias de videos gravadas foram armazenadas no formato de arquivo AVI.
Ressalta-se que a transferéncia de dados pelo padrdo IIDC-IEEE1394a da camera
permitiu uma transmissdo de imagem em tempo real, sem a necessidade de uma placa
de captura ou de outra interface. Dados sobre o tempo de ocorréncia (“timestamps”’) de
cada quadro capturado, inseridos como uma sequéncia de caracteres, foram salvos
separadamente no formato Technical Data Management streaming (TDMS)
desenvolvido pela National Instruments. Essa informacdo foi posterioramente

recuperada para verificar se houve eventuais perdas de frames durante as gravagoes.

3.4. O soprador de ar

Para evocar o piscar na coruja foi empregada uma metodologia classica que é a
utilizacdo de um sopro de ar para estimulacdo monocular. O soprador de ar (Fig. 3A) foi
construido no laboratério com a colaboracdo dos professores Marcos Antonio da Silva
Pinto (CEFET — MG) e Jodo Paulo Machado de Souza (CEFET — MG; atual aluno do
Programa de P6s-Graduacgdo em Engenharia Elétrica da UFMG). O soprador de ar (Fig.
3A) é composto por uma valvula solendide controlada eletronicamente e um circuito
eletronico (Fig. 3B) responsavel pelo controle da liberacdo do ar por meio de um sinal
TTL. Um tubo pléstico fino e flexivel acoplado a saida de ar é responsavel por canalizar
0 ar para a cornea e regido periorbital.

A duracdo do sopro de ar é controlada por meio de um potenciémetro que foi
ajustado para 20 ms. A pressao de ar utilizada foi o0 menor valor que evocava o piscar
com maior frequéncia, mas sem causar desconforto para o animal. Caso fosse percebida
qualquer reagdo da coruja, a pressdo era imediatamente diminuida. A liberacdo do ar foi
controlada eletronicamente através de um circuito integrado multivibrador monoestavel
duplo (CD4528B). Esse circuito recebia um sinal de controle TTL oriundo do
computador responsavel pela estimulagdo e realizava a abertura da valvula para
liberacdo do ar (Fig. 3B). O tempo de abertura da valvula depende do ajuste de uma
resisténcia variavel (potenciometro — 100KQ) e de um capacitor (2,2 uF). O sinal TTL
disparado pelo computador de estimulagdo visual também foi utilizado para a
sincronizacdo do dispositivo com o sistema de aquisi¢cdo de imagem e o sistema de
registro eletrofisioldgico. Importante salientar que toda vez que o sopro de ar era
acionado, o sistema de registro armazenava em um arquivo 0 momento em que o sinal

TTL foi disparado em relacdo ao inicio da estimulagéo visual.
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Figura 3: Soprador de ar utilizado para evocar o piscar. (A) O soprador € constituido
por uma valvula controlada eletronicamente e um circuito eletrénico (B) responsavel
por controlar a duracéo do pulso de ar e a sincronizacao (através de um pulso TTL) com
0 sistema de registro.

Assim, foi possivel distinguir o piscar evocado do piscar espontaneo. E importante
salientar que o sopro de ar gera a movimentagdo das penas dispostas em torno do olho
da coruja. Isso possibilitou que durante as analises dos videos essa movimentagdo fosse

utilizada para diferenciar e confirmar os tipos de piscadas.
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3.5. Registro da atividade extracelular
3.5.1. Dispositivo multieletrodo

Os registros eletrofisiologicos foram realizados com um dispositivo
multieletrodo desenvolvido no Instituto Max-Planck pelo Dr. Sergio Neuenschwander e
mostrado na figura 4. Os eletrodos (n = 2-3; Thomas Recording, Alemanha; didmetro do
corpo: 80 um; didametro da ponta: ~ 2 um) foram montados dentro de microtubos guia
equidistantes e cada um deles foi acoplado a micromanipuladores hidraulicos de
precisao (Narishige, Japao).
Parafuso macrométrico (para

movimentos de longa
amplitude dos eletrodos

Narishige MO-95
(para micromovimentagao
dos eletrodos)

Escala de profundidade
eletrodo (referente a
movimentos realizados pe¢
parafuso macrométrico)

Suporte de deslizamento dos
micromanipuladores hidraulicos
controlado pelo parafuso
macrométrico (Narishige)

Grade para fixagdo dos tut

Tubos guia guia

Suporte para encaixe dos tub
guia no dispositivo de contrc

Escala de profundidade dos
de coordenadas

tubos guia

Dispositivo de controle de
coordenadas

Figura 4: Representacdo esquematica do dispositivo multieletrodo baseado nos
micromanipuladores hidraulicos e uma mesa X-Y para controle de coordenadas (partes
do kit MO-95, Narishige, Japdo). Projetado por Sérgio Neuenschwander no Instituto
Max-Planck for Brain Research, Frankfurt, 2005. Simulacdo realizada por Heitor de
Oliveira, Instituto do Cérebro — UFRN, Natal. Cortesia do Dr. Sergio Neuenschwander.

Esse dispositivo permitiu um posicionamento preciso e independente de um
pequeno grupo de eletrodos, o que viabiliza a aquisi¢do simultanea do sinal de maltiplas
celulas em diferentes sitios de registro, durante uma sessdo experimental. O dispositivo

é preso ao cilindro de registro por meio de um adaptador metalico parafusado a ele e
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mantido estavel por um brago metalico para minimizar 0s movimentos relativos entre 0s
eletrodos e a cabega do animal. O sistema em questdo ja foi utilizado em outros estudos
(Baron et al., 2007; Pinto e Baron 2009, 2010), e proporciona uma excelente

estabilidade de registro.

3.5.2. Registro dos sinais neuronais

Os sinais da atividade neuronal captados pelos eletrodos foram amplificados
(x10000) e filtrados (Headset HST/16025, Caixa pré-amplificadora de 32 canais, Plexon
Inc., Texas). Dois tipos de sinal extracelular foram obtidos durante o registro: o
primeiro é o sinal multiunitario, o qual é proveniente de neurdnios isolados (filtrado na
faixa de 0,7kHz — 7kHz); o segundo é o potencial de campo local (LFP, filtrado na faixa
de 1kHz — 170kHz), proveniente de oscilagdes no potencial de membrana de uma
populacdo de neurdnios em torno do eletrodo. Apesar de adquirido, esse segundo sinal
ndo foi analisado no presente trabalho. A digitalizacdo do sinal foi realizada com uma
frequéncia de amostragem de 32 kHz, por uma placa A/D de 16 bits de resolucdo, com
recursos de trigger e timer (PCI-6259, National Instruments, Austin, Texas, EUA). Os
dados foram adquiridos, processados e armazenados em um PC AMD Athlon de 2 GHz,
sobre o controle do sistema de programas computacionais SPASS, implementado em
LabView (National Instruments, Texas, EUA), desenvolvido no Instituto Max-Planck
for Brain Research em Frankfurt, pelo Dr. Sérgio Neuenschwander.

3.6. Estimulacéo visual

Para a estimulacdo visual foi utilizado um monitor CRT de 19 polegadas
(Samsung SyncMaster 997MB), com uma resolucdo de 1024 x 768 pixels e uma taxa de
renovacdo de quadro de 100 Hz. Foi utilizada uma escala RGB de 8-bits com correcao
gama para produzir um comportamento linear da luminancia apresentada no monitor.
Para realizar essa corre¢do, primeiro foi medido a luminancia de vérios tons da escala
de cinza (52 tons, variando de 1 a 256 em passos de 5) produzidos pelo monitor,
utilizando o medidor de luminancia ColorCal (Cambrigde Research Systems, UK). Em
seguida, as medidas foram plotadas e uma funcdo de ajuste matematico foi calculada
(y=x%" onde x = tons da escala de cinza e y = valores de luminancia para cada tom)
estimando-se assim, o valor de gama (Fit Toolbox do Matlab, MathWorks, USA). Uma

1/gama:

vez calculado o valor gama, gerou-se uma funcgéo inversa (y=x ) a partir da qual foi

gerada uma nova tabela de cores. O efeito final foi uma relacdo linear entre cor e
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luminéncia, ja que as fungbes inversas do monitor e da tabela de cores se anulam.
Medidas fotométricas foram realizadas rotineiramente com o medidor de luminancia
(ColorCal - Cambrigde Research Systems, UK) a fim de verificar a estabilidade da
calibracdo do monitor.

Os estimulos foram preparados como sequéncias de imagens bitmap,
apresentadas com grande exatiddo temporal, pelo pacote  ActiveStim
(wwwe.activestim.com). Essa exatiddo temporal foi constantemente verificada através de
um dispositivo construido no laboratério que capta mudancas de intensidade luminosa
do monitor por meio de uma fotocélula, o qual converte a intensidade luminosa em
tensdo. Importante ressaltar que a fotocélula utilizada possui um comportamento linear
na conversdo de intensidade luminosa em tensdo. Por meio desse dispositivo foi
possivel verificar a precisdo na apresentacdo de cada condi¢do dos protocolos
experimentais utilizados neste trabalho. Um exemplo dos dados gravados durante os
testes pode ser apreciado na figura 5, para uma condicdo com duracdo de 7 s. Como
pode ser observado, o estimulo (grade senoidal de baixo contraste) foi apresentado
exatamente 1s apds o inicio da estimulacdo visual (linhas verticais cinzas). Apds 2 s do
aparecimento da grade ocorreu uma interrup¢do da estimulacdo por 0.5s, com posterior
reaparecimento da grade por mais 2,5 s. No grafico ainda € possivel perceber dois niveis
de oscilagcdo nos valores de tensdo: uma rapida, referente a taxa de atualizacdo do
monitor (L00Hz), e uma lenta (representada pela linha cinza abaixo das setas pretas),
relacionado ao movimento das barras que formam a grade senoidal. A partir desse tipo
de dado foi possivel detectar e corrigir eventuais inexatidées na apresentacdo dos

protocolos experimentais.
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Figura 5: Precisdo temporal da apresentacdo dos protocolos experimentais pelo pacote
ActiveStim. Apo6s 1 s do inicio da estimulagdo, é apresentada uma grade senoidal por 2
s. ApGs esse tempo ocorre a interrupcdo da estimulacdo por 0.5 s, com posterior
reaparecimento da grade senoidal por mais 2.5 s. As setas pretas indicam a duracgdo da
apresentacdo da grade senoidal e da interrupcdo. A linha cinza abaixo da seta preta
mostra a oscilagdo lenta proveniente do movimento da grade senoidal. As oscilagdes
rapidas sdo derivadas da taxa de atualizacdo do monitor (100Hz). As linhas verticais em
cinza demarcam o exato tempo de apresentacdo da grade senoidal e da interrupcao.

3.7. Estatistica geral

A normalidade de distribuicdo das amostras foi sistematicamente verificada
utilizando-se a modificagdo de Lilliefors do teste de Kolmogorov-Smirnov. Caso a
normalidade tenha sido verificada, foi utilizado o teste t para avaliar diferencas
estatisticas entre a média de duas populagdes ou o teste ANOVA para mais de duas.
Caso o principio de normalidade tenha sido violado, o que foi constatado para a grande
maioria das amostras, tanto provenientes de dados comportamentais quanto dos
neuronais, foram escolhidos os testes de Wilcoxon Signed-Rank e o de Friedmann,
equivalentes aos testes paramétricos apresentados acima. Caso outro teste estatistico
tenha sido utilizado, esse sera especificado no momento apropriado. O nivel de
significancia considerado foi de 5%. Dado o exposto acima, as medidas de tendéncias
centrais foram apresentadas como mediana e 0 25° e 75° percentil como uma medida da

dispersdo populacional.
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4. O reflexo pupilar a luz na coruja
buraqueira

4.1. Introducao

Como um primeiro passo para estudar o efeito do piscar sobre a atividade dos
neuronios do wulst da coruja buraqueira, foi realizado uma adaptacdo de um
pupilémetro primariamente desenvolvido para humanos (ver Capitulo 3, item 3.3). Esse
objetivo metodoldgico exigiu esforcos ndo negligencidveis, mas foi de primeira
importancia, pois € por meio do dispositivo adaptado que foi possivel analisar
precisamente, em uma escala temporal da ordem de milissegundos, a relacdo entre as
piscadas e a atividade neuronal no wulst visual. Em paralelo e com o intuito de validar
tecnicamente a adaptacdo do sistema de pupilometria para a coruja, foi realizado
também um estudo do reflexo pupilar a luz. No entanto, os motivos que levaram a
iniciar esse estudo foram também de ordem cientifica. Usando a pupila como marcador
n&o invasivo, visou-se entre outros: (i) avaliar a sensibilidade e adaptabilidade da retina
a variacOes de intensidade luminosa, na faixa de valores que provavelmente acompanha
o piscar; (ii) fornecer informacBes para melhor dissociar efeitos retinais dos extra-
retinais relacionados ao processamento neuronal durante piscar; (iii) evidenciar a
possivel existéncia de um piscar reflexivo foto-dependente e, no caso, determinar seu
limiar e faixa de saturacéo.

O tamanho da pupila é um parametro fundamental para a regulacdo do grau de
iluminacdo da retina e que tem um impacto significativo sobre as aberraces Opticas € a
profundidade do foco ocular. Assim como o0 mecanismo de adaptacdo presente nos
primeiros estagios do sistema visual (para revisao ver Baccus e Meister, 2002; Mante et
al, 2005; Shappley e Enroth-Cugell,1984), a constricdo e a dilatacdo pupilar afetam a
informac&o visual de diferentes maneiras. Quando exposta a luz fraca, o tamanho da
pupila aumenta, permitindo que mais luz entre no olho, aumentando, assim, a captura de
fétons pela retina, logo, a sua sensibilidade. Em contra partida, a constricdo pupilar
diminui a sensibilidade retinal & luz em niveis elevados de iluminacdo, o que garante

uma adaptacdo ao escuro mais rapido no momento em que os niveis de luminosidade
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sdo diminuidos (Woodhouse e Campbell, 1975). Consequentemente, o tamanho da
pupila ajuda a controlar o nivel de adaptacédo da retina a luz (também conhecido como
controle de ganho de luz), o que ajuda a evitar a saturacao da resposta celular.

Pelo menos alguns desses mecanismos de controle devem operar rapidamente,
uma vez que os olhos tendem a escanear o ambiente até vérias vezes por segundo (Land,
1999), o que provoca, a cada ponto de fixacdo, alteracdes transientes de intensidade da
luz na retina (variagdo maior que um fator de 10, ver Frazor e Geisler, 2006). De fato, as
células da retina sdo capazes de ajustar sua sensibilidade a intervalos de
aproximadamente 200 ms entre as sacadas, por meio de um mecanismo especifico
presente nos fotorreceptores do tipo cone (Schneeweis e Schapf, 1999; Valeton e
Norren, 1983) e, também, através da circuitaria pds-receptor, a qual se beneficia da
convergéncia dos sinais advindos de varios fotorreceptores (Dunn et al., 2007). Em
mamiferos, os movimentos da pupila ndo sdo adequados para compensar esta variacao
rapida da intensidade de luz. A laténcia da resposta pupilar é longa, alcancando um
valor médio em torno de 200ms, e a execuc¢do do reflexo é relativamente lenta, podendo
atingir valores de até 1s, dependendo da intensidade da luz (Ellis, 1981; Feinberg e
Podolak,1965; Lowenstein e Loewenfeld, 1950; Pong e Funchs, 2000). Assim, 0s
movimentos da pupila parecem exercer uma pequena contribui¢do no controle rapido de
ganho de luz nessa classe de vertebrados.

O cenario acima descrito pode ser potencialmente diferente ao considerarmos
outra classe de vertebrados: as aves. Ao contrario da musculatura lisa dos mamiferos, a
musculatura da iris das aves é constituida principalmente por células estriadas (Mann,
1931). Devido a essa constituicdo muscular, os periodos de contracdo e dilatacdo pupilar
diminuem e a velocidade dos movimentos pupilares aumenta (Barbur et al., 2002).
Essas caracteristicas sugerem que nas aves, a pupila pode participar de forma mais
dindmica no processo de controle de ganho de luz, contribuindo, assim, para facilitar o
processo de adaptagéo da retina. Dessa forma, o estudo do comportamento da pupila em
funcdo da variacdo de intensidade de luz, chamado de reflexo pupilar a luz (RPL), pode
fornecer pistas importantes para estudar mecanismos adaptativos na visdo. No entanto,
até agora, apenas alguns estudos apresentaram dados sobre RPL em aves, como a coruja
suindara (Schaeffel e Wagner, 1992), corujinha do mato (Bishop e Stark, 1965),
pombos (Alexandridis, 1967), e galinhas (Barbur et al., 2002). Entretanto, esses estudos

se limitam a avaliagbes de somente alguns pardmetros do reflexo pupilar (por ex.,
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laténcia e contricdo maxima), pois tais estudos ndo tiveram como objetivo principal a
mensuracdo do RPL. Dessa forma, foram obtidos dados quantitativos do reflexo pupilar
em 3 corujas buraqueiras a partir dos quais o estudo da modulagdo neuronal pelo piscar
podera ser melhor planejada e posteriormente interpretada.

4.2. Metodologia
4.2.1. Protocolos experimentais

Os estimulos visuais utilizados foram campos uniformes retangulares de luz
acromatica. A coruja foi posicionada a 35 centimetros do monitor de estimulagéo, sendo
0 angulo visual subentendido pelo estimulo igual a 39,4° de largura x 26,6° de
comprimento. Antes do inicio da estimulacdo propriamente dita, as corujas foram
adaptadas ao escuro por vinte minutos. Como mostrado na sec¢do Resultados, esse
tempo foi suficiente para garantir a dilatacdo maxima da pupila de forma estavel. Para
avaliacdo quantitativa do reflexo pupilar a luz, foram utilizados dez valores de
luminancia que variaram de 3,2 a 160 cd/m? apresentados de forma monocular ou
binocular. Dois protocolos foram usados para acessar o reflexo pupilar: o primeiro
protocolo consistiu em dez niveis de luminancia (3.2, 6.2, 9, 15,5, 31,1, 47,9, 65,3, 98,2,
129,2, 160,0 cd/m?) apresentados durante 100 ms; o segundo protocolo foi delineado
para avaliar mudancas na estabilidade do diametro pupilar, 0 qual consistia em seis
niveis de luminancia (3,2, 15,5, 31,1, 65,3, 129,2, 160,0 cd/m?) apresentados durante 20
s. Para ambos os protocolos, cada repeti¢do consistia na apresentacdo de uma tela escura
(0,7 cd/m?) durante 1s, seguido por uma exibicdo breve (100 ms) ou longa (20 s) do
estimulo. Um intervalo de 9 segundos entre os estimulos foi adotado a fim de permitir a
recuperacdo completa da pupila até o seu estado basal (dilatagdo maxima no escuro).

Cada condicdo de estimulacdo foi apresentada 15 vezes, de forma pseudo-randdmica.

4.2.2. Andlise de dados

Embora ndo tenha sido detectada a perda de quadros em nosso conjunto de
dados (videos), & importante lembrar que isso pode ocorrer devido ao sistema
operacional (Windows XP) utilizado pelo programa de aquisicdo de video ndo operar
em tempo real. Por essa razdo, uma averiguacdo sistematica da perda de frames foi

realizada, a fim de assegurar que todos os valores de intervalo entre os tempos de
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ocorréncia de quadros consecutivos correspondiam ao valor do intervalo esperado pela
frequéncia de amostragem nominal da camara (isto é, 8,33 ms a 120 Hz).

Um conjunto de software implementado no LabVIEW 8.5 foi utilizado para
extrair automaticamente estimativas do tamanho pupilar de todas as imagens
concernentes a cada repeticao durante o registro (Souza et al., 2013). Primeiramente, as
bordas da pupila foram segmentadas, como ilustrado na figura 6. Para aumentar a
velocidade de processamento, a imagem de entrada (Fig. 6A) foi reduzida, inicialmente,
a uma regido retangular de interesse (ROI, Fig. 6B), cujo tamanho foi estabelecido em
funcdo dos valores do centro da pupila e raio obtidos no frame anterior. Como
resultado, a imagem da pupila era automaticamente centralizada, sendo essa etapa de
processamento atualizada dinamicamente. Outras melhorias em relacdo ao ruido do
sinal foram obtidas cortando a ROl em forma circular (Fig. 6C), o que efetivamente
removeu a maior parte dos pixels de baixa intensidade, geralmente agrupados nos
cantos da ROI. Em seguida, um histograma da imagem resultante foi gerado em escala
de cinza (Fig. 6D). Devido a forte resposta da iris da coruja buraqueira a iluminacao
infravermelha, esse histograma tipicamente mostrou um pico correspondente a pupila
(formado pelos pixels de baixa intensidade). Um filtro de média movel (n = 7 bins) foi
aplicado sobre o histograma para suavizar os picos e vales ruidosos. Em seguida, a
derivada do histograma suavizado foi calculada (Fig. 6E) e a segunda passagem pelo
zero da curva resultante foi adotada como limiar para a segmentagdo da pupila. Imagens
binarias foram entdo obtidas, fixando todos os pixels abaixo do limiar em 1, e todos os
pixels restantes em zero (Fig. 6F).

Ap6s o0 processo de segmentacdo, uma combinacdo de técnicas de
processamento de imagem foi adotada para estimar o centro e diametro da pupila. Como
mostrado na figura 7, essa parte do procedimento envolveu dois algoritmos simultaneos.
Do primeiro algoritmo obteve-se o calculo da centroide da pupila na imagem binaria

(Fig. 7A, assim como a Fig. 6F).
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Figura 6: Fluxograma do algoritmo de segmentacdo da pupila. O processamento
comeca pelo carregamento de um arquivo AVI, e é realizado para cada quadro do video
(A). A imagem de entrada é reduzida para uma regido de interesse (B) e cortada em um
formato circular (C) para aumentar a relagdo sinal-ruido. Posteriormente é gerado um
histograma dos valores de cinza dos pixels da imagem (D), cuja derivada (E) é utilizada
para determinar o limiar de segmentacdo da pupila. Esse limiar é utilizado para criar
imagens binarias (F).
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Figura 7: Fluxograma dos dois algoritmos utilizados na estimacdo do tamanho da
pupila. (A-C) O primeiro utiliza operados morfologicos para remover artefatos e
fornecer um valor de centréide e raio da pupila. (D-F) O segundo utiliza um filtro de
Canny para estimar um mapa da bordas a partir da imagem ROI. (G) As saidas desses
dois algoritmos alimentam uma versdo modificada do programa Randomize Circle
Detect (RDC), o qual realiza uma medida precisa do didmetro da pupila.

Previamente, o algoritmo removia pixels ruidosos, usando dois filtros
morfoldgicos, conhecidos como erosdo e dilatacdo (Fig. 7B). A centroide e o raio (Fig.
7C) estimados foram utilizados como parametros de entrada para um algoritmo mais
robusto de ajuste de circulo (Detector Randémico de Circulo) descrito no proximo
pardgrafo. O segundo algoritmo, utilizado para estimar o tamanho pupilar, produziu um
mapa de borda da imagem em escala de cinza, obtida antes da binarizacéo (ver Fig. 7D,
mesmo que Fig. 6C). Um operador de Canny foi utilizado para produzir esse mapa, que
destacou com precisdo os limites da pupila (Fig. 7E). Os pixels ruidosos dentro da area
circunscrita da pupila foram removidos por meio da aplicacdo de uma operacao logica
no mapa de borda binario. Esse ultimo foi criado através da inverséo da polaridade do
contraste das imagens binarias obtidas apos a aplicacdo das opera¢cdes morfologicas
(Fig. 7B). Como pode ser observado na figura 7F, o resultado final sdo as bordas da

pupila bem delineadas englobando uma regiéo livre de ruido.
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Apds a utilizacdo desses algoritmos, um circulo foi ajustado aos pontos
caracteristicos da pupila, usando uma versdo modificada do Detector Randdémico de
Circulo descrito por Chen e Chung (2001). Resumidamente, essa abordagem utiliza trés
pontos, P1 (x1, yl1), p2 (X2, Y2) e P3 (x3, y3), ao longo das bordas detectadas pelo

filtro de Canny e define o centro da circunferéncia como:
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by;

€ 0 raio como:

f - -
rypg =+ (35 —ay23) % + (g —bya3)?

A validagdo da circunferéncia é realizada calculando a distancia entre um quarto
ponto P4 (x4, y4) e o centro da circunferéncia (Al23, B123), que pode ser

matematicamente formulada como:

1 = =
das123 = |~.-'(X4 —ay23)% + (¥4 —byzz)? — 1123

Assim, p4 pertencerd a circunferéncia se, e apenas se, a distancia d4-> 123 for
zero, ou préximo de zero, visto que a largura da borda da pupila € maior do que um
unico pixel.

Devido ao grande numero de pixels que constituem as imagens filtradas pelo
método de Canny e o processo de sele¢do aleatoria realizado pelo algoritmo de RCD, a
velocidade de processamento mostrou-se bastante lenta para calcular a circunferéncia da
pupila quando milhares de quadros sdo considerados. A fim de contornar esse problema,

o algoritmo RCD foi modificado para fazer a busca de pontos nas bordas da pupila de
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forma ndo-aleatoria. A centroide estimada na imagem binarizada e morfologicamente
filtrada foi utilizada como o ponto de origem para essa pesquisa. A partir desse ponto, 0
software realizou uma varredura pixel a pixel nos doze pontos cardeais até que uma
borda fosse encontrada. Dentre todos os conjuntos de pontos quadruplos, o algoritmo
entdo selecionava um conjunto que permitia o melhor ajuste do circulo na pupila (menor
d4-> 123). Um exemplo do circulo que melhor se ajustou a pupila, derivado a partir dos
passos do algoritmo acima, pode ser visto na figura 8. As informac6es derivadas desse
algoritmo sé&o utilizadas na deteccdo do piscar e ainda podem fornecer a estimagdo da
cinematica do movimento palpebral, utilizando para isso os mapas de area da pupila
(Fig. 8F — J) juntamente com os valores da centroide e pontos cardeais que Sao
escolhidos baseados na condicdo ocular. Entretanto, a extracdo automatica da
cinematica palpebral ainda ndo foi implementada.
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Figura 8: Exemplos representativos da estimacao da pupila em diferentes condi¢bes. A
primeira linha mostra imagens reais da pupila sobreposta pela circunferéncia derivada
do algoritmo RCD. A segunda linha mostra o resultado dos processos de binarizagao e
filtragem morfoldgica da imagem. Os mapas de bordas derivados do processamento
pelo filtro de Canny sd@o mostrados na terceira linha. As setas pretas apontam para 0s
doze pontos que podem ser utilizados pelo RCD para estimar a pupila, os quais séo
escolhidos baseado na condigdo ocular.

A analise automatica acima gerou curvas de reflexo pupilar baseadas em
estimativas do diametro da pupila, as quais foram posteriormente analisadas em

Matlab® (MathWorks, EUA). As curvas foram suavizadas, ao longo do tempo, por
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meio de uma média maével (largura da janela: 24,99 ms; passos de 8,33 ms). A Figura 9
mostra um exemplo tipico de tal curva obtida em resposta a um flash de 100 ms de luz
com uma intensidade de 160 cd/m? A figura 9 ainda mostra todos os pardmetros
extraidos a partir da curva de resposta, a saber: (i) Linha de base da pupila, o diametro
médio da pupila 1 s antes da apresentacdo do estimulo; (ii) Laténcia de constricdo, o
tempo entre o inicio do estimulo e o valor minimo da aceleracdo da pupila (segunda
derivada) como sugerido por Bergamin e Kardon (2003); (iii) Velocidade maxima de
constricdo, o ponto em que a primeira derivada da pupila é maximamente negativa; (iv)
Amplitude da constricéo, a diferenca entre o didmetro da pupila na linha de base e o
diametro da pupila no final do periodo de estimulacdo; (v) Amplitude de constricao
maxima, a diferenca entre o didmetro da pupila na linha de base e o valor de menor
didmetro da pupila apds o inicio da estimulacdo; (vi) Tempo méaximo de constricdo, 0
intervalo de tempo entre o inicio da estimulacdo e a amplitude da constricdo maxima;
(vii) Laténcia de redilatacdo, o intervalo de tempo entre o desaparecimento do
estimulo e a constricdo méaxima; (viii) Laténcia de redilatacdo a 90% do diametro
pupilar basal, o intervalo de tempo entre a maxima constricdo e a volta do diametro
pupila em 90% do diametro inicial da pupila; (ix)Velocidade de redilatacédo, o ponto
em que a primeira derivada da pupila € maximamente positiva.

Todos o0s ensaios da série temporal que apresentaram piscadas e/ou uma
instabilidade no tamanho pupilar foram descartadas. As piscadas foram
automaticamente detectadas pelo programa de extracdo do tamanho pupilar, descrito
acima. A instabilidade do tamanho pupilar foi determinada pela verificacdo da taxa de
variacdo da curva da pupila um segundo antes do inicio da estimulacdo (linha de base da
pupila) e nos ultimos 3 segundos da repeticdo. Se a variancia da derivada fosse maior do
que um limiar pré-determinado (0.3mm), o ensaio era excluido. Esse valor limiar foi
escolhido baseado em andlises preliminares. Devido a aplicacdo dos critérios de
exclusdo acima, o numero de repeticbes de ensaios por condicdo diferiram entre corujas.
No entanto, as tendéncias centrais reportadas para cada coruja tiveram como base um

minimo de 27 repeti¢des de ensaios validos por condig&o.
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Figura 9: Parametros derivados da curva do reflexo pupilar. A primeira derivada da
curva fornece a velocidade de constri¢do e de dilatacdo, e a segunda derivada prové a
laténcia. (i) Didmetro da pupila adaptada ao escuro; (ii) laténcia de constrigdo; (iii)
velocidade méaxima de constricdo; (iv) amplitude de constri¢do; (v) Amplitude maxima
de constricdo; (vi) duracdo do periodo de constricdo; (vii) laténcia de redilatacdo; (viii)
duracdo do periodo de redilatacdo da pupila (90% do didmetro inicial); (ix) velocidade
de redilatacéo.

4.2.3. Validagdo das medidas pupilométricas:
Antes da extragdo de parametros pupilares, foram realizados diversos testes
preliminares a fim de garantir que as medidas pupilares feitas pelos algoritmos estavam

precisas. Embora as corujas sejam conhecidas por apresentarem pupilas circulares (Lind
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et al., 2008), a posicdo angular da lente da camera em relacdo ao olho da coruja
(aproximadamente 30 graus) pode causar distorcdo geométrica durante o registro
pupilar. Para verificar essa questéo, foi testado se a estimagdo do tamanho pupilar sofria
mudancas significativas ao usar uma forma eliptica em vez de uma forma circular. Para
tanto, a area do circulo estimada automaticamente pelo algoritmo foi comparada com
uma éarea eliptica estimada manualmente usando o programa de processamento de
imagens Image)J 1,44 (NIH), disponivel gratuitamente no enderego eletrdnico
http://rsb.info.nih.gov/ij/. Importante salientar que essa analise foi realizada em uma
sub-amostra dos dados, formada por 130 quadros escolhidos aleatoriamente dos videos
registrados. Como mostrado na figura 10, houve uma boa concordancia entre essas duas

medidas (teste de correlacéo de Spearman, rho = 0,88, p << 0,0001).
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Figura 10: Comparacdo entre a area da pupila estimada por um circulo e por uma
elipse. A linha sélida corresponde a x=y, e a pontilhada indica a inclinacdo do ajuste
linear. rho = coefficiente de correlacdo de Spearman. n = 130

Os pares de pontos ficaram distribuidos perto da linha de igualdade (linha continua), o
que indica um alto nivel de consisténcia entre as duas formas geométricas. A inclinacéo
da linha de regressao (linha pontilhada) foi de 0,81, com um intervalo de confianca de
95% entre 0,74 e 0,88. Diferencas significativas ndo foram encontradas entre a area
derivada das duas formas geométricas (n = 135; Wilcoxon teste Signed-Rank, p >>
0,05).

Para avaliar a precisdo do ajuste circular computado pelo algoritmo, um segundo

teste foi realizado. Claramente, as medidas autométicas do didmetro da pupila
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reduziram o tempo global de analise, 0 que ndo aconteceria se a analise fosse realizada
manualmente. Ainda, a auséncia de movimento ocular € uma caracteristica vantajosa,
contribuindo significativamente para a localizagcdo e extracdo precisa do tamanho
pupilar. No entanto, esse fator ndo é completamente isento a erros de estimagdo: a
iluminacdo ndo homogénea e a oclusdo da pupila pela palpebra ou pela membrana
nictitante podem, de fato, levar a estimativas erradas no didmetro. Por esta razédo, a
confiabilidade da estimativa pupilar automatica foi testada por meio de um ajuste
manual de um circulo na pupila em 130 quadros escolhidos aleatoriamente a partir de
sequéncias de video obtidos em trés corujas. Os didmetros foram avaliados por
intermédio do grafico de Bland-Altman. A figura 11 mostra a comparacdo entre
estimativa do tamanho pupilar automética e manual obtida atraves do préprio algoritmo
(no modo manual - Fig. 11A). A mesma comparacdo foi realizada entre a medida
automatica e um ajuste manual obtido através do software ImageJ (Fig. 11B). Em
ambos os graficos, é possivel observar que as medidas automaticas sdo apenas
ligeiramente menores do que as medidas manuais. Aproximadamente, 98% dos pontos
estdo dentro do intervalo de confianga de 95% (linhas tracejadas na fig. 11A e B).
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Figura 11: Graficos de Bland-Altman utilizado para comparagdo entre o didametro da
pupila calculado automaticamente (algoritmo de estimacdo) e manualmente com o
préprio algoritmo (A) e com o ImageJ 1.44 (B). A linha sélida e as tracejadas indicam a
diferenca média e os limites de confianca (95%), respectivamente.

Essa diferenca entre as medidas também foi observada por Lu et al. (2008). Utilizando
sete observadores treinados foi medida a area da pupila em setenta e duas imagens,
oriundas de um experimento de RPL em camundongos. Uma pequena diferenca entre as

formas geométricas foi, entdo, constatada. Presumiu-se que essa pequena diferenca nao

43



era necessariamente um erro do método automatico, mas uma inconsisténcia nas
medi¢bes manuais. Dessa foram, a chance do mesmo ter ocorrido neste trabalho nao
pode ser descartada, uma vez que 0 mesmo baseou-se em uma andlise feita por trés
observadores. Entretanto, a diferenga média encontrada para ambos os casos, s&o
pequenas (Fig. 11 — linhas continuas), sendo a maioria dos pontos restritos ao intervalo
de confianca de 95%, o que indica uma boa estimativa do didmetro pupilar pelo

algoritmo.

4.3. Resultados
4.3.1. Adaptacdo ao escuro

Primeiramente, foi analisado o periodo de tempo necessario para a pupila atingir
a sua dilatacdo maxima no escuro. A figura 12 mostra um exemplo representativo da
curva obtida para uma coruja (média de sete repeticdes). Apds um periodo preliminar de
dez minutos de adaptag&o & luz com intensidade de 160 cd/m? (apenas os Gltimos trés
minutos sdo mostrados no grafico), o monitor CRT foi desligado, e a dilatacdo
progressiva da pupila foi gravada continuamente durante os dez minutos seguintes. O
desligamento do monitor produziu uma dilatacdo pupilar rapida, com duracéo de 4,7+
1,24s (média de duas corujas). ApoOs esse periodo, a pupila atingiu sua dilatacdo
maxima. Portanto, considerou-se que um periodo de adaptacdo ao escuro de 20 minutos
é mais do que suficiente para garantir a dilatacdo méaxima da pupila.
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Figura 12: Exemplo representativo da curva de adaptagdo ao escuro derivada da média
de sete repeticdes para uma coruja. Ap6s a adaptacdo a luz (160 cd/m?), o monitor CRT
foi desligado e a pupila foi gravada por dez minutos. A curva é composta por uma fase
rapida antes de alcancar o patamar estavel. A sombra cinza mostra o desvio padrédo da
curva derivado de sete repeticoes.

4.3.2. Piscar reflexivo a luz

O piscar reflexivo pode ser evocado por uma série de estimulos externos, como
por exemplo, sopradores de ar, estimulacdo elétrica, som e luz. Dessa forma, com o
intuito de verificar a possivel existéncia de um piscar reflexivo evocado por variagdes
na intensidade luminosa na coruja buraqueira, foram inspecionadas as curvas do reflexo
pupilar derivadas de todas as repeticdes de todas as condicBes utilizadas. S6 foram
consideradas as piscadas que ocorreram até 1s apds a apresentacdo do flash de luz. O
resultado dessa andlise pode ser visto na figura 13. Essa analise revelou um aumento
significativo (p<0,01) na quantidade de piscadas durante a estimulagdo com
intensidades luminosas iguais ou maiores que 31 cd/m?. Entretanto, esse aumento foi
claramente observado em apenas um animal (AC1008) dos trés utilizados no estudo.
Para essa coruja, intensidades luminosas menores ou igual a 15,5 cd/m? tendem a gerar
um piscar reflexivo em apenas 4% [2,5 — 5,4] do total de repeti¢cdes (n = 120), enquanto
que intensidades maiores elevam a porcentagem de piscadas para 33% [31,8 — 37,5].
Esse resultado sugere que valores de luminancia maiores que 15,5 cd/m? podem

contribuir para evocar um piscar reflexivo em alguns individuos.
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Figura 13: Efeito da intensidade luminosa sobre o piscar. Luminancias maiores que
15,5 cd/m? parecem contribuir para a geracdo de uma piscada reflexiva. Esse resultado
foi encontrado somente para um dos animais utilizados (AC1008).

4.3.3. Reflexo pupilar a luz

Todos os dados descritos nesta secdo foram obtidos sobre estimulacéo binocular.
Uma comparacéo entre as condigdes mono- e binocular sera apresentada em uma secao
posterior. A tabela 1 apresenta as tendéncias centrais de todos os pardmetros, extraidos
para os niveis minimo e maximo de luminéncia adotados. De uma maneira geral, essas
tendéncias centrais sdo apresentadas como mediana e, como medida de dispersdo da
amostra 0 25° e 75° percentil. E importante lembrar que a frequéncia de amostragem
nominal da cdmera (120 Hz) foi utilizada para a aquisi¢do de todos os dados. Dessa

forma o sistema pupilométrico obtinha um quadro a cada 8,33ms.

AC1008 AC1010 AC1011
Parametros
3,2 cd/m? 160,0 cd/m? 3,2 cd/m? 160,0 cd/m? 3,2 cd/m? 160,0 cd/m?
Linha de base da pupila no escuro
10,2 [9,8 - 10,4] 9,2[9,4-8,7] 10,3 9,9 - 10,5]
(mm)
42 42 50 42 50 50
Laténcia de constrigdo (ms)
[42 - 50] [42 - 42] [42 - 50] [42 - 50] [42 - 50] [50 - 50]
41,3 74,6 29,1 66,4 31,5 69,7

Velocidade de constricdo (mm/s)
[38,9 — 46,6] [71,6 - 77,5] [22,7-39,2] [62,6 — 74,4] [29,4 - 36,3] [67,0-71,3]

) . 18 3,7 11 33 11 3,2
Amplitude de constrigdo (mm)
[1.7-21] [385-39] [09-1,7] [3.1-3,6] [09-12] [3.1-34]
Amplitude de constricdo maxima 34 58 1,9 4.8 2,2 53
(mm) [3,1-3,8] [5,6 - 6,1] [1,5-2,5] [4,6 - 5,0] [1,7-2,5] [5,1-5,8]
Amplitude de constrigdo max. relativa 33,8 57,5 19,8 52,5 21,9 52,3
(%) [30,1 -37,2] [41,8 - 43,0] [15,7 - 26,9] [51,6 —54,2] [17,4 - 23,8] [51,3 - 54,9]
158 200 167 200 158 200

Tempo de constrigdo maximo (ms)
[158 — 167] [192 - 217] [158 — 167] [192 - 221] [150 — 167] [183 — 233]

. . 58 100 50 96 58 100
Laténcia de redilatagéo (ms)
[50 — 67] [92 — 108] [42 -58] [67 — 108] [58-67] [83-112]
. 250 720 179 750 133 754
Tempo de redilatagdo para 90% (ms)
[208 — 308] [650 — 808] [133-200] [654 — 800] [108 — 225] [691 — 803]
17,5 18,2 12,9 15,5 12,4 18,2

Velocidade de redilatagdo (mm/s)
[15,7 - 19,4] [16,9 - 21,7] [8,7 -16,9] [12,5-21,1] [9,7-14,2] [15,9 - 19,8]

Tabela 1: Tendéncias centrais dos parametros extraidos do reflexo pupilar indicados na
figura 4. Os valores sdo apresentados como mediana, com 25° e 75° percentil como uma
medida de dispersdo da amostra.
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4.3.3.1. Efeitos dos niveis de luminancia no diametro pupilar

A resposta pupilar a estimulacdo com flashes de 100 ms foi caracterizada por
uma constri¢cdo rapida seguida de uma fase lenta de dilatacdo (Fig. 14A, D e G), ambas
mostrando uma dependéncia dos niveis de luminancia. A constricdo iniciava-se apos
uma curta laténcia, e durava mais tempo que o periodo de estimulacdo (Fig. 14C, Fe I).
O valor minimo de luminancia utilizada (3,2 cd/m?) foi suficiente para provocar uma
diminuicdo no tamanho da pupila em cerca de 80% do seu maximo para as corujas
AC1010 (Fig. 14E) e AC1011 (Fig. 14H) e cerca de 65% para a coruja AC1008 (Fig.
14B).
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Figura 14: Didmetro da pupila em funcdo do nivel de luminancia. (A, D e G) Curvas
brutas do reflexo pupilar para varios niveis de luminéncia. (B, E e H) Nivel de
constricdo relativo da pupila. (C, F e 1) Nivel de constricdo absoluto. As linhas
pontilhadas nas figuras B, E e H indicam a saturac&o da resposta (acima de 30 cd/m?).
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A medida que a luminancia do estimulo aumenta, o diametro da pupila tende a diminuir
até atingir um ponto de saturacdo, que ocorreu para valores de luminancia maiores que
31 cd/m? (veja as linhas pontilhadas na figura. 14B, E e H). Acima do ponto de
saturacdo da resposta, o tamanho pupilar foi menor que 50% do tamanho da pupila
adaptada ao escuro. Essa grande reducdo no tamanho da pupila causa, em média, uma

reducdo de 4,8 vezes na iluminacdo que atinge a retina.

4.3.3.2. Efeitos dos niveis de luminancia nas laténcias de constricdo e

redilatacdo pupilar

A laténcia de constricdo pupilar (Fig. 15; parametro 2 na Fig. 9), ao contrario do
que é comumente relatado em mamiferos (Ellis, 1981; Pong e Fuchs, 2000), exibiu uma
variacdo restrita, indo de 33 a 58 ms, e com uma dependéncia pequena dos niveis de
luminancia do estimulo. Essa peculiaridade é facilmente percebida na figura 15A, na
qual estdo representadas as laténcias estimadas para todas as repeticdes de todas as
condigdes em fungdo dos niveis de luminancia. A maioria dos valores sdo iguais a 42 ou
50 ms em todas as condi¢cdes. No entanto, observou-se uma inversdao da proporgéo
desses dois valores em fungdo da luminancia: para 3,2 cd/m? 34% das repeticdes
apresentaram uma laténcia de constricdo de 42 ms e 64% das repeti¢des exibiram uma
laténcia de 50 ms; para 160 cd/m? a maior parte das repeticbes (65%) apresentaram
valores de laténcia de 42 ms, enquanto que apenas uma pequena porcentagem (29%)
mostraram valores iguais a 50 ms (Fig. 15B). As repeticbes com valores de laténcia
iguais a 33 ms também tendem a aumentar conforme o aumento no nivel de luminancia
(barras pretas na Fig. 15A). Embora esse resultado indique que a laténcia tende a
diminuir com o aumento na luminancia, é importante salientar que essa diferenca é
causada apenas por um quadro (8,33 ms) de diferenca. Dessa forma, é importante
considerar a possibilidade de que essa pequena diferenca seja resultado do sincronismo
entre o inicio da repeticdo de uma determinada condicdo e o inicio da aquisicdo da
imagem, a qual pode ocorrer entre 0 e 8,33 apds o0 comeco da estimulacdo (ver o
subitem 4.4.1 — consideracbes metodologicas). Assim, deve ser considerada a
possibilidade da laténcia ser igual para todos os niveis de luminancia testados. Em
relacdo a laténcia de redilatacdo (Fig. 15C; Parametro vii na Fig. 9), observou-se um
aumento em funcéo do nivel de luminancia. A analise das curvas brutas revelou que

esse parametro ndo exibe uma saturacdo acentuada, pois as curvas se tornam um pouco
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mais suaves ao se aproximarem da amplitude de constricdo maxima em altos niveis de

luminancia.
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Figura 15: Tempos de laténcia para inicio da constricdo e redilatacdo da pupila. (A)
Histograma de todos os valores de laténcia para o inicio da constricdo, obtidos em todos
os trials de todas as corujas utilizadas. (B) Conforme a luminancia aumenta a
porcentagem de trials com valores de laténcia iguais a 50ms tende a diminuir, enquanto
que os valores iguais a 42ms tendem a aumentar. (C) Histograma mostrando os valores
medianos da laténcia para inicio da redilatacdo em cada nivel de luminancia.

4.3.3.3. Efeitos dos niveis de luminancia nos periodos de constricdo e

dilatacdo pupilar

De maneira geral, o periodo de constricdo tende a aumentar com a luminancia
(Fig. 16A, C e E; parametro vi na Fig. 9). O periodo de constri¢do variou entre 150 ms e
158 ms, para a menor luminancia testada e 190 ms e 200 ms para a luminancia maxima
(ver tabela 1 para a dispersdo da amostra). Para extrair o periodo de redilatacdo (Fig.
16B, D e F; pardmetros viii na Fig. 9), foi calculado o intervalo de tempo entre a

constricdo maxima e a o retorno da pupila para 90% do seu tamanho no escuro (linha de
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base da pupila). Para 0 menor nivel de luminancia, foi encontrado periodos de dilatacdo
que variam de 133 ms a 250 ms, bem como 721 ms a 753 ms para a maior luminancia.
Portanto, para 0s baixos niveis de luminancia os periodos de dilatacdo sdo semelhantes
a constricdo, enquanto que, para os valores de alta intensidade luminosa, foi encontrado

um periodo de dilatacdo em média 3,8 vezes maior do que a constricao.
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Figura 16: Duracdo do tempo de constricdo e dilatacdo em funcdo dos niveis de
luminéncia. A coluna da esquerda mostra os periodos de constricdo (A, C e E) ao passo
que a coluna da direita refere-se ao periodo de dilatacdo (B, D e E) para as trés corujas.
Note que os valores de ambos tendem a saturar em estimulacdes acima de 30 cd/m?.
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4.3.3.4. Efeitos dos niveis de luminancia nas velocidades de constri¢cdo e

dilatacao pupilar

Como pode ser visto na figura 17, as velocidades de constricdo e dilatacdo
exibiram uma saturacdo para estimulos com niveis de luminancia acima de 30 cd/m?.
Encontramos uma pequena diminuicdo na velocidade de dilatacdo para niveis de
luminancia acima de 50 cd/m? para as corujas AC1008 (Fig. 17A) e AC1010 (Fig. 17B).
Para as trés corujas, os valores da velocidade de constrigdo variaram de 30 mm/s a 40
mm/s para o estimulo de menor luminéncia e entre 66 mm/s a 75 mm/s para o estimulo
com nivel mais alto de luminancia. Como esperado, as velocidades de dilatacdo foram
inferiores as de constricdo pupilar, sendo a velocidade de dilatacdo em média 2,3 vezes
mais lenta que a velocidade de constricdo para a menor luminéncia e 4,1 vezes mais
lenta quando comparada a luminancia maxima (ver tabela 1 para valores precisos). Esse
resultado indica que o reflexo pupilar a luz na coruja buraqueira é extremamente rapido

guando comparado a mamiferos (ver discussao).

A B
801 ac1o008 807 acto010
70 70
= 60 = 60
» ©
IS £
E 50 —8— Constigho E 50 —e— Constrigao
-O- Dilatagao O+ Dilataga
8 401 g 401 O ilatagao
] ]
i =]
3 30 54 3 30f
9 OB (]l; S
[} | @ _____ [} | é
> 20 5 Qv e 5 > %% ............... S (B(g
10 101
ol S— — — : : oL . — — : : :
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Luminéancia (cd/m?) Luminancia (cd/m?)
C
801 ac1011

70

601

501 —e— Constrigéo
Q-+ Dilatagéo
40

Velocidade (mm/s)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Luminancia (cd/m®)

Figura 17: Velocidades de constricdo (linha solida) e redilatacdo (linha tracejada) em
funcdo da luminéncia. Cada grafico exibe os valores de uma coruja.
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4.3.4. Estabilidade do reflexo pupilar durante longo periodo de estimulacéo
Para caracterizar o componente tonico da resposta pupilar frente a estimulacao
com diferentes intensidades luminosas, o diametro da pupila foi gravado por 20 s em

funcdo de 6 niveis de luminancia.
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Figura 18: Exemplo representativo do reflexo pupilar gravado durante um longo
periodo de estimulacdo. (A) Curvas derivadas de seis niveis de luminancia (ver
metodologia). Apds alcangar a constricdo maxima, o diametro pupilar aumenta (escape
pupilar) até alcancar o patamar de estabilidade. (B) O detalhamento de quatro segundos
de gravacdo, apos o inicio da estimulacdo, evidenciando a fase répida (antes da linha
pontilhada) e a fase lenta. O inserto mostra o ajuste linear derivado de ambas as fases
(ver texto para detalhes). (C) Foi observado o retorno do diametro pupilar para o
tamanho inicial (adaptado ao escuro) apds o final da estimulagdo para a maioria das
repeticdes gravadas. As pontas de seta aberta e fechada indicam a distribuicdo da
mediana e média, respectivamente.
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Como ilustrado no exemplo da figura 18A, o diametro pupilar tende a diminuir
rapidamente, apresentando um aumento lento (escape pupilar) até atingir um platd. Ao
observar 0s primeiros cinco segundos de estimulagéo (Fig. 18B), nota-se que o escape
pupilar é composto por duas fases: (i) uma fase répida (antes da linha cinza tracejada na
Fig. 18B) e (ii) uma fase lenta (ap06s a linha cinza pontilhada) anterior ao platd. Esse
comportamento se torna mais evidente para intensidades de luz maiores que 65 cd/m>.
Para quantificar essas fases, foi ajustada uma funcdo linear em cada segmento da curva
(inserto na figura 18B). Independentemente da intensidade do estimulo, o primeiro
segmento (rapido) exibiu um aumento significativo (p <0,001; Wilcoxon signed-rank) e
uma maior inclina¢do (mediana = 2,6 [2,2 — 3,5]) do que o segundo segmento (lento;
mediana = 0,36 [0,3 — 0,4]). Observou-se um pequeno aumento na inclinagdo do ajuste
na primeira fase em funcdo do nivel de luminéancia, entretanto, sem diferenca
significativa (p = 0,072; Wilcoxon signed-rank). Essa relacdo também é vélida para a
segunda fase, porém uma diferenca estatistica significativa foi confirmada (p <0,001;
Wilcoxon signed-rank) ao comparar as duas primeiras condigdes (baixa luminancia)
com as outras (alta luminancia). Apos a extingdo da estimulacao, observou-se um rapido
retorno do diametro da pupila ao seu estado inicial (adaptado ao escuro). Esse retorno se
inicia apds uma laténcia de 216,7 ms [183,3 — 243,7] para a luminancia mais baixa e
249,9 ms [227,8 — 272,91] para a mais alta. A diferenca entre as laténcias de todas as
condigdes nao foram significativas (p=0,09). A velocidade encontrada foi de 1,8 mm/s
[1,6 —3,9] e 7,4 mm/s [5,7 — 8,6] para 0 menor e 0 maior valor de luminéancia utilizado,
respectivamente. Apds 500 ms a partir do periodo de laténcia, a pupila dilata para 98%
[67,4 — 100,0] do seu tamanho adaptado ao escuro na menor intensidade luminosa e
para 58,3% [57,2 — 70,3] na maior intensidade. Para verificar o retorno da pupila a seu
estado inicial ao final de cada repeticdo de cada condicdo, foi calculada a razdo entre a
média dos valores dos diametros obtidos a partir dos primeiros 500 ms e dos Gltimos
500 ms para todas as repeti¢des. Os resultados estdo representados na figura 18C, a qual
mostra que os valores variam aproximadamente de 88% a 100%, com uma mediana de
99% [96-100].

Um resultado intrigante foi encontrado quando se comparou 0s parametros
extraidos a partir da curva de RPL obtida durante a estimulacéo transitoria (flashes de
100 ms) com os extraidos da estimulacdo durante 20s. A principio, ndo se esperava

encontrar diferencas significativas entre os valores dos parametros, porque o desenho
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experimental (tempo no escuro antes de estimulacéo / distancia da tela) e os niveis de
luminancia foram os mesmos para ambos os protocolos. Contudo, as analises dos dados
populacionais revelaram que as curvas referentes a estimulacdo estavel apresentaram
menores valores para a amplitude da constri¢cdo (p<0,02; Wilcoxon signed-rank - para
luminancias abaixo de 129 cd/m?), a amplitude de constricio maxima (p <0,01;
Wilcoxon signed-rank - luminancia abaixo 31 cd/m?) e a velocidade de constrigdo
(p<0,01; Wilcoxon signed-rank - luminancia abaixo de 31 cd/m?). Outras medidas como
laténcia de constricdo e tempo maximo de constricdo ndo apresentaram diferencgas

significativas.

4.3.5. Registros binoculares versus registros monoculares

A figura 19 mostra os resultados populacionais para os parametros mensurados
de forma monocular e binocular. A amplitude da constricdo (Fig. 19A) e a velocidade
(Fig. 19E, linhas continuas) medidas de forma monocular, exibiram valores mais baixos
para todos os niveis de luminancia abaixo de 129,0 cd/m? (p<0,01; Wilcoxon signed-
rank). A amplitude de constricdo méaxima (Fig. 19B), a laténcia de redilatacdo a 90%
(Fig. 19D) e a velocidade de redilatacdo (Fig. 19E, linhas tracejadas) também
apresentaram valores mais baixos para os registros monoculares, porém apenas para 0s
baixos niveis de luminancia (abaixo de 9,0 cd/ m? para os primeiros dois parametros e
abaixo de 15,5 cd/m? para o terceiro) uma diferenca estatistica foi encontrada (p<0,02;
Wilcoxon signed-rank). Ao contrario dos outros indicadores, o periodo de constri¢do
méaxima (Fig. 19C) e a laténcia de redilatacdo (Fig. 19F) mostraram um aumento
significativo (p<0,02; Wilcoxon signed-rank) para estimulos com intensidade menor
que 15,5 cd/m?. N&o foi constatada nenhuma diferenca estatistica para a laténcia de
constricdo (p>0,05; Wilcoxon signed-rank). Esses resultados sugerem que a ocluséo de

um olho interfere, mesmo que minimamente, na resposta pupilar do outro olho.
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Figura 19: Comparacdo entre as medidas monoculares e binoculares. (A) Amplitude da
constri¢do. (B) Amplitude de constricdo méxima. (C) Tempo para constricdo méxima.
(D) Tempo de redilatacdo. (E) Velocidades de constricdo e dilatacdo. (F) Laténcia de
redilatacdo. Circulos fechados e abertos indicam as medidas binoculares e monoculares,
respectivamente. Linhas continuas e pontilhadas em E indicam as velocidades de

constricdo e dilatagéo, respectivamente.
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4.4. Discussao

O escopo dos experimentos acima descritos foi a caracterizagdo quantitativa da
resposta pupilar de corujas buraqueira em func¢éo da luminancia. Os principais achados
deste trabalho podem ser resumidos da seguinte forma: 1) as curvas de adaptacdo ao
escuro mostram um rapido aumento no diametro pupilar; 2) quando estimulada por
breves flashes de luz (100 ms), a pupila tende a contrair ap6s um periodo de laténcia
muito curto (~ 45 ms), a qual parece ser levemente afetado por variagdes na intensidade
de luz, a0 menos dentro da faixa escolhida neste trabalho; 3) Em comparacdo aos
mamiferos, as fases de constricdo e a de dilatacdo pupilar apresentam uma alta
velocidade resultando em curtos periodos de tempo para ambas as fases; 4) a constri¢cao
maxima da pupila, obtida apds a adaptacdo ao escuro, promove uma reducdo na
iluminacdo que atinge a retina de aproximadamente 5 vezes; 5) estimulacdo por
periodos prolongados (20 s) produz um decréscimo rapido no tamanho pupilar seguido
por duas fases, uma rapida e uma mais lenta, antes de atingir um platé, definidas por
meio de um ajuste com uma funcdo linear em cada uma das fases. Além disso, o tempo
de laténcia para inicio da dilatacdo apds estimulacdo foram maiores (~ 216,7 ms) do que
o0s apresentados na dilatacdo durante a estimulacdo com flash. Ainda, a pupila tende a
retornar para aproximadamente 65% do seu tamanho adaptado apds um periodo de 500
ms contados a partir do final do tempo de laténcia. Além disso, para uma mesma
intensidade luminosa, foi observada uma miose pupilar mais pronunciada frente a
estimulacdo com o flash (100ms) quando comparado aquela derivada da estimulagédo
durante um periodo mais longo (20s); 6) As medidas binoculares e monoculares
apresentam diferencas significativas, sugerindo que a resposta de um olho depende,

mesmo que minimamente, do outro olho.

4.4.1. Consideracdes metodoldgicas

O sistema pupilométrico foi inicialmente desenvolvido para a aquisi¢cdo de
dados em seres humanos (Souza et al., 2013). Contudo, ele também mostrou-se eficaz
na extracdo de informacdes pupilométricas de corujas. E importante considerar que
algumas caracteristicas do olho da coruja contribuem positivamente para uma estimativa
robusta da dinamica pupilar. De fato, a auséncia de movimentos oculares e auséncia de
limbo corneal (borda formada pela iris e a esclera) na imagem capturada garantiram que

apenas um circulo (pupila) fosse identificado. Em relacdo ao sistema pupilométrico,
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uma questdo importante a salientar € que o inicio da aquisicéo de dados pode ocorrer em
qualquer ponto entre os primeiros 0 e 8,33 ms do tempo de gravacdo do video. Isso
ocorre porque o sinal TTL que informa ao sistema de aquisi¢cdo de video para comecar a
gravacdo, pode chegar a um momento em que a camera esta processando um quadro do
video. Dessa forma, o inicio da gravacdo depende do termino desse processamento que
leva 8,33 ms na resolucdo utilizada (120Hz). Essa questdo pode ter contribuido para as
alteracdes observadas, por exemplo, nos valores de laténcias de constri¢do, os quais
mostraram diferencas de praticamente um quadro (8,33ms).

Outro ponto interessante a se considerar reside na resolucdo temporal utilizada
no presente estudo (120Hz). Para avaliagdes no homem, essa resolucdo revela-se
bastante apropriada, uma vez que a laténcia de resposta é muito mais lenta (Ellis, 1981;
Lowenstein e Loewenfeld de 1950, para macacos ver Pong e Fuchs, 2000) do que
aquela encontrada para corujas buraqueiras. Para o estudo em corujas, um aumento da
resolucdo temporal do sistema de aquisicdo seria recomendavel para assim obter uma
avaliacdo ainda mais precisa de algumas medidas do RPL, especialmente no que diz
respeito a laténcia. Entretanto, ressalta-se que a taxa de amostragem utilizada neste
trabalho € razoavel, para sistemas baseados em aquisicdo de imagem, quando
comparado com a maioria dos equipamentos disponiveis (Bitsios et al., 2006; Hachol et
al., 2007; Kraemer et al., 2000; Nakayama et al., 2008; Wilhelm et al., 2009), os quais,
geralmente, funcionam abaixo de 100 Hz. Além disso, devido a versatilidade do
equipamento, € possivel a utilizacdo de outro modelo de camera digital FireWire (com
conexdes de controle) capaz de capturar quadros em uma taxa mais elevada, sem
qualquer modificacdo do software de aquisicdo. E interessante mencionar ainda que,
apesar de ter sido originalmente desenvolvido como um sistema monocular, o
pupildmetro pode ser modificado para suportar uma segunda cadmera. Essa mudanca
exige somente pequenas modificacdes no programa de aquisicdo de imagem e a
instalacdo de uma nova placa PCI FireWire. Essa configuracdo ja foi testada e ndo
foram observadas diferencas significativas no desempenho quando comparado ao
sistema monocular.

Os algoritmos de automatizacdo da analise pupilométrica também sdo capazes
de lidar com as conspicuidades morfoldgicas do olho da ave. Como mostrado na figura
8, mesmo frente a movimentacdo parcial da palpebra e da membrana nictitante o

sistema consegue estimar o tamanho da pupila e ainda detectar a ocorréncia desses
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eventos. As imagens binarizadas derivas do processamento para extracdo do diametro
pupilar (Fig. 8F — J) podem ainda ser utilizadas pelo sistema como referéncias para a
realizacdo de uma estimagdo automatica da cinematica do movimento da pélpebra e da
membrana nictitante durante o piscar. Essa funcionalidade sera implementada e

validada em trabalhos futuros.

4.4.2. O piscar evocado pela luz

O piscar reflexivo é todo aquele evocado por estimulo externo, como por
exemplo, por sopradores de ar, estimulacéo elétrica, som e luz (Esteban, 1999). O piscar
reflexivo por luz tem sido utilizado para a deteccdo de anormalidade no sistema nervoso
central (Hackley e Johnson, 1996; Nakamura, 1996; Yates e Brown, 1981) e em estudos
de mecanismos neuronais envolvidos com aprendizagem associativa e memoria por
meio do condicionamento classico do piscar, conhecido como “eyeblink conditioning”
(Clark, 2011; Villarreal e Steinmetz, 2005; Weiss e Disterhoft, 2011;). No presente
estudo, foi observado um aumento no nimero de piscadas frente a estimulacdo com
intensidades luminosas maiores que 15,5cd/m? o que indica a presenca desse tipo de
piscada reflexiva em aves. Entretanto, esse resultado foi encontrado somente para um
animal da amostra. Uma possivel explicacao seria o fato de que o piscar € influenciado
por varios fatores como, por exemplo, idade, periodos do dia e estados centrais (Barbato
et al., 2000; Cruz et al., 2011; Ichikawa e Ohira, 2004; Siegle et al., 2008). Como esses
fatores ndo foram sistematicamente controlados, eles podem ter influenciado de alguma

forma a ocorréncia do piscar reflexivo evocado por luz na coruja em questéo.

4.4.3. Parametros do reflexo pupilar a luz

Os parametros derivadas das curvas do reflexo pupilar apresentaram resultados
interessantes, até mesmo surpreendentes. A dilatacdo pupilar revelou-se extremamente
rapida para o protocolo de adaptacdo ao escuro (Fig. 12), quando comparada a outros
vertebrados, os quais levam em geral cerca de 30 minutos (Homem: Alpern e Campbell,
1962; Lagartixa: Denton, 1956; Peixe teleosteo: Douglas et al., 1998; Pombo: Blough,
1956; Tartaruga: Granda et al., 1995; Tubardo e raia: Kuchnow, 1971). Esse longo
periodo de dilatacdo covaria com 0 tempo necessario para a regeneragdo da rodopsina
(Alpern e Ohba, 1972; Fulton e Baker, 1984; Hansen e Fulton, 1986) apds a
fotodegradacgéo, durante um determinado periodo de exposicdo a luz. Nesse sentido, a
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rapida dilatacdo pupilar, observada na curva de adaptacéo ao escuro da coruja, poderia
ser explicada por uma rapida regeneracdo do fotopigmento devido a um mecanismo
ainda ndo conhecido. E importante notar que a intensidade de luz méaxima utilizada
neste trabalho (2,2 log cd/m?) ndo é capaz de causar uma fotdlise completa da
rodopsina, que ocorre em intensidades de luz maior do que 3,8log cd/m? em os seres
humanos (Alpern, 1971; Hansen e Fulton 1986).

Ainda, na curva de adaptacdo ao escuro ndo foi observada uma dependéncia
entre a dilatacdo pupilar e as diferentes classes de fotorreceptores. Alguns estudos
mostram que as curvas de adaptacdo ao escuro ndo sdo suaves, isto €, elas apresentam
diferentes fases com constantes de tempo especificas, o que reflete a sensibilidade
diferencial dos cones e bastonetes. Por exemplo, Granda e colaboradores (1995)
mediram a dilatacdo da pupila de tartarugas durante 40 minutos, depois de um periodo
de adaptacdo a luz. Esses autores mostraram que as curvas de adaptacdo ao escuro
apresentam trés fases com constantes de tempo especificas, cada uma refletindo a
sensibilidade de um tipo de fotorreceptor: as duas constantes com tempo mais curto
indicam a recuperagdo dos cones vermelhos e verdes, enquanto a mais longa refere-se
aos bastonetes. Estudos psicofisicos em humanos também demonstraram que a dilatacédo
da pupila segue inicialmente a recuperacdo dos cones (mais rapida) e depois a dos
bastonentes (mais lenta; Alpern e Campbell, 1962; Alpern et al, 1959; Lowenstein e
Loewenfeld, 1959; Ohba e Alpern, 1972). No entanto, a fase de transi¢do entre os tipos
de fotoreceptores, nomeada de “rod-cone break”, ndo é tdo aparente (Ohba e Alpern,
1972) quanto a demonstrada na tartaruga (Granda et al., 1995)

Na coruja, mais especificamente em nossos experimentos, essa troca de fungéo
visual entre fotorreceptores também ndo é evidente. Isso pode ser explicado pela
proporcdo relativa de bastonetes e cones na retina da coruja. A retina das corujas
noturnas apresenta bastonetes, cones individuais e cones duplos, com uma relacdo
aproximadamente de 30:1:2, respectivamente (Braekevelt, 1993; Braekevelt et al, 1996;
Harmening e Wagner, 2011). Um estudo morfolégico realizado por Sales (1990) mostra
que, embora as corujas buraqueiras sejam conhecidas por terem habito
diurno/crepuscular, sua retina também exibe uma maior concentracdo de bastonetes na
fovea e uma éarea periférica dominada por essa classe de fotorreceptores. Essa
dominéncia de bastonetes na retina pode ter mascarado essa troca funcional entre

fotorreceptores. Contudo, protocolos delineados especificamente para estudar a
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sensibilidade dos fotorreceptores a diferentes comprimentos de onda, podem levar a
resultados diferentes. Dodt (1967) e Jacobs e colaboradores (1993), investigaram a
sensibilidade dos bastonetes e dos cones de filhotes de galago (Galagocramicmdatus) e
de macaco-coruja (Aotus trivirgatus), respectivamente, utilizando a técnica de
eletrorretinografia. Os pesquisadores descobriram a presenca dessa troca em ambos 0s
animais, apesar de suas retinas apresentarem praticamente sé bastonetes. Portanto,
pode-se inferir a possibilidade de que a coruja também apresente essa troca funcional
entre cones e bastonetes, porém, dificil de capturar com base apenas em uma andlise
pupilométrica.

Outro achado interessante esta relacionado com os valores de laténcia para o
inicio da constricdo pupilar. A faixa de valores encontrados para esse pardmetro
apresentou uma pequena variacdo (de 33ms a 58ms) sendo que a grande maioria das
repeticdes apresentou valores iguais a 42ms e 50 ms, independentemente da intensidade
de luz na qual eles foram calculados (ver. Fig. 15). Esses curtos valores de laténcia
podem ser explicados pela musculatura do esfincter da iris, que nas aves é composta
principalmente por células estriadas (Mann, 1931; Neuhuber e Schroll, 2011; Oliphant
et al, 1983). Surpreendentemente, esses valores foram encontrados para todos os niveis
de luminéancia testados (fotopicos), ao contrario do que € relatado na literatura, isto é, a
laténcia sendo inversamente proporcional a luminosidade (Alexandridis 1967; Ellis,
1981; Pong e Fuchs, 2000). Gamlin e colaboradores (1998) mediram as respostas
pupilares a diferentes estimulos em macacos rhesus. Apesar da iris do macaco rhesus
ser composta por musculos lisos, eles encontraram valores de laténcia 80 a 100 ms
menores que em seres humanos. Tal estudo sugeriu que o musculo dilatador do macaco
rhesus pode participar de forma mais vigorosa no reflexo pupilar, isto €, relaxando
ativamente durante a fase de constricdo e contraindo durante a fase de dilatacéo.
Portanto, um balanco entre os musculos esfincter e o dilatador aliado aos aspectos
morfolégicos da iris das corujas podem explicar os valores de baixa laténcia para todos
os niveis de luminancia.

Estimulos com luminancia acima de 30 cd/m? ja sdo capazes de induzir
constricdo pupilar méxima, gerando uma reducdo de aproximadamente 55% no tamanho
da pupila (Fig. 14). Um estudo realizado por Barbur e colaboradores (2002), mostrou
uma saturacdo acima de 50 cd/m?em galinhas e humanos (estimada a partir da figura do

artigo), bem como uma reducéo de 24% e 53%, respectivamente, no tamanho da pupila
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(medido & 90 cd/m?). Esses resultados sugerem uma alta sensibilidade & luz do reflexo
pupilar em corujas. Os periodos de constricdo e dilatacdo em resposta a estimulacao
com flashes de 100 s&o semelhantes ao que foi o relatado para outros animais,
mostrando assimetrias entre a constricdo (rdpida) e a redilatagdo (lenta; Fig. 16). Apesar
dessa semelhanca, as velocidades de ambas (fases de constricdo e dilatacdo) sdo
aproximadamente sete vezes mais rapidas (Fig. 17) do que as relatadas em macacos
(Pong e Fuchs, 2000) e humanos (Ellis, 1981), mesmo em niveis de luminancia mais
baixos. Essas peculiaridades podem ser explicadas novamente pela morfologia dos
musculos do esfincter que, como ja dito, sdo compostos principalmente por células
estriadas (Oliphant et al., 1983). Para mostrar as diferencas entre os parametros do
reflexo pupilar derivados deste estudo e os de trabalhos com mamiferos (Lowenstein e
Friedman,1942; Lowenstein e Loewenfeld, 1950), foram geradas cinco curvas de
reflexo pupilar normalizadas (Fig. 20) obtidas na mesma intensidade de luz (~ 160
cd/m? ou 15 candelas-pés). Como pode ser observado, o reflexo na coruja é, sem

sombras de duvida, mais rapido do que em mamiferos.
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Figura 20: Comparacdo do reflexo pupilar & luz em corujas buraqueiras (linha preta
continua) e cinco espécies de mamiferos: macaco® (linha preta pontilhada), gato® (linha
preta tracejada), humano? (linha cinza continua) e coelho® (linha cinza tracejada). Todas
as curvas foram obtidas para estimulos com intensidade em torno de 160cd/m? (15 pés-
candelas). 1- Lowenstein and Loewenfeld (1950); 2 - Lowenstein and Friedman (1942).
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Finalmente, para longos periodos de estimulacdo (20s) foram observadas
propriedades diferentes para alguns parametros extraidos quando comparado a
estimulagdo transitéria (100 ms), sendo que os pardmetros no estado estavel
apresentaram valores mais baixos do que para o estado transitério. Até agora, nenhuma
explicacdo clara foi encontrada para esse resultado. A caréncia de informacéo sobre o
reflexo pupilar em aves, se comparada a extensiva literatura disponivel sobre
mamiferos, limita as inferéncias sensatas que podemos fazer a respeito dessa questéo.
Mesmo assim, pode-se sugerir que diferentes tipos funcionais de neurénios possam
estar relacionados com essas diferencas. Em um estudo realizado em macacos rhesus,
Pong e Fuchs (2000) descreveram padrfes de descarga dos neurdnios no nucleo olivar
pretectal (PON). Esse nucleo € considerado como a porta de entrada dos sinais relativos
ao reflexo pupilar e parece ser responsavel pelo controle desse reflexo (Clarke e Ikeda,
1985; Distler e Hoffman, 1989; Gamlin et al., 1995). Dois tipos de neurénios foram
encontrados: (i) “burst-sustained”, o qual exibe um aumento de disparos logo ap6s o
inicio da estimulagdo com luz, seguido por uma resposta sustentada que dura engquanto
existir estimulagéo; e (ii) transiente, o qual exibe um aumento na taxa de disparo
somente no inicio e no final da estimulacdo. Esses pesquisadores mostraram que tanto a
atividade espontanea quanto a frequéncia de disparos desses neurdnios é modulada em
funcdo da intensidade luminosa e que essas modulacdes estdo correlacionadas com
parametros pupilares (amplitude e velocidade de constri¢do). Ainda, essa correlacao foi
encontrada somente para alguns neur6nios do tipo “burst-sustained”, sugerindo que nem
todos os neurdnios desse nucleo contribuem para a modulacdo da pupila. Esses autores
sugeriram ainda que os parametros de constricdo pupilar podem ser mais afetados por
padrbes de descarga de células presentes no ndcleo Edinger-Westphal o qual também
contém esses dois tipos de neurbnios (Laursen e Rekling, 2006). Corroborando com
esses dados, Gamlin e colaboradores (1995) demonstraram, em pombos, a existéncia de
relagOes entre a taxa de disparo de neurdnios pretectais e a constri¢cdo pupilar, assim
como uma relacdo entre a descarga de neurdnios do nucleo Edinger-Westphal e a
acomodacdo ocular. Baseado nessas informacdes e no fato de que a via central do
reflexo pupilar é anatomicamente semelhante em primatas e aves (Gamlin et al., 1984),
podemos sugerir que talvez as alteragdes observadas nos parametros extraidos durante a
estimulacao transitdria e por longos periodos de tempo, reflitam diferentes modulagdes

da atividade de neurdnios que compdem a via do reflexo pupilar, causadas por exemplo,
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por um certo nivel de adaptacdo da resposta neuronal frente a estimulacdo com luz
durante um tempo mais prolongado (20s).

Apos a constrigdo inicial da pupila e antes de alcancar um platd, é possivel
derivar duas fases distintas (Fig. 18B): uma fase rapida seguida de outra mais lenta até o
platd. Lowenstein e Loewenfeld (1950) também mostraram a presenca de duas fases na
dilatacdo da pupila em humanos: uma chamada de redilatacdo priméaria (onda D) e uma
de redilatagdo secundéria (onda E). Lesdes experimentais em gatos, macacos e coelhos
demonstraram que a onda D acontece predominantemente em funcdo do relaxamento
parassimpatico, enquanto a onda E depende, principalmente, da via simpatica. Oliphant
e colaboradores (1983), com base em um estudo da morfologia da iris de corujas,
propuseram que a fase de dilatacdo € atribuivel a um mioepitélio radial bem
desenvolvido, ao passo que um musculo liso anelar desempenha uma fungdo importante
na manutencdo do estado miotico por longos periodos de tempo. Tendo em vista tais
resultados, pode-se inferir que a primeira fase (rapida) é derivada do relaxamento do
musculo do esfincter (células estriadas) o qual € inervado pela via parassimpaética,
enquanto a segunda fase pode ser controlada, principalmente, pelo musculo liso anelar o

qual poderia manter o platé durante longos periodos de estimulacéo.

4.4.4. ImplicagOes para o controle de ganho

Os parametros relatados neste trabalho indicam um rapido controle no tamanho
pupilar. A coruja pode chegar a uma constricdo pupilar maxima em menos de 150 ms,
com um periodo de laténcia muito curto. Medidas similares em mamiferos mostram
valores de laténcia de aproximadamente 200 ms, (medida em altos niveis de
luminéncia), com um tempo de contricdo de aproximadamente 500 ms (Clark et al,
2003; Ellis, 1981; Lowenstein e Loewenfeld 1950; Pong e Fuchs, 2000). Essas
caracteristicas indicam que o reflexo pupilar na coruja pode ser utilizado como
mecanismo para uma rapida adaptacdo a luz. Nossos resultados corroboram com a ideia
de que, em aves, o controle de ganho para luz pode ser exercido pela pupila durante
inspecdes da cena visual, a qual contribuiria para a facilitacdo dos mecanismos de
adaptacdo a luz presentes na retina. Diz-se facilitacdo porque esse reflexo pode diminuir
a iluminacdo que atinge a retina apenas meia ordem de magnitude, enquanto que a
variagdo em imagens naturais atinge cerca de uma ordem de magnitude (Frazor e

Geisler, 2006; Mante et al., 2005). Dessa forma, um sistema visual pode se beneficiar
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tendo um reflexo pupilar répido, associado a um rapido mecanismo de controle de
ganho, de modo que a pupila reduziria drasticamente a intensidade luminosa e ajudaria
0s mecanismos de adaptacdo a luz presentes na retina (Fain et al., 2001) a ajustar a
sensibilidade das células a intensidade luminosa global evitando, assim, a saturacéo
neuronal. Em conjunto, esses mecanismos seriam capazes de manter a cascata de
transducdo de sinal dentro de uma larga faixa de intensidades luminosas, até mesmo
durante os rapidos movimentos de cabeca que modificam os niveis de luminancia que

atingem a retina varias vezes por segundo.

4.4.5. A resposta consensual em aves

Em geral, mamiferos apresentam resposta consensual da pupila, isto é, a
estimulacdo luminosa de somente um olho causa também uma constrigdo no olho
oposto. No entanto, a existéncia da dependéncia entre os dois olhos frente a estimulacéo
luminosa em aves tem sido debatido desde a década de cinquenta. Levine (1955)
argumenta que estudos passados que mostram a presenca de resposta consensual em
pombos n&o se tratavam de um reflexo verdadeiro e ocorria porque a luz que entra por
um olho atinge a retina do outro devido aos eixos dpticos altamente divergentes. Assim,
a luz é capaz de passar através das finas estruturas que dividem os dois olhos
estimulando ambas as retinas, 0 que promoveria uma resposta consensual "artificial™.
Schaeffel e Wagner (1992) confirmaram a independéncia dos dois olhos em aves,
usando a coruja suindara (Tyto alba) como modelo experimental. Como corujas
possuem olhos posicionados frontalmente e um eixo Optico pouco divergente quando
comparado a pombos, o efeito apresentado por Levine ndo ocorria nessa ave. Um estudo
anatdmico realizado por Gamlin e colaboradores (1984) em pombos mostrou ainda a
natureza unilateral da via do reflexo pupilar o que explicaria a independéncia de ambos
os olhos. No entanto, por meio de corte transversal do nervo optico, Li e colaboradores
(1999) demonstraram a presenca de uma resposta consensual verdadeira em galinhas.
Nossos resultados mostram algumas diferencas nas curvas de reflex para medidas
monoculares e binoculares, principalmente em condi¢des de luminancia abaixo do
ponto de saturacdo (31 cd/m?). Essas diferencas sdo explicadas pelo fato de que a
resposta binocular produz velocidades de constricdo maiores do que a monocular,
gerando um impacto direto sobre 0s outros parametros analisados, exceto para a laténcia

de constricdo. Esses achados sugerem que um olho parece influenciar na resposta do
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outro. Dessa forma, a existéncia de uma resposta consensual verdadeira em aves € uma

questdo que ainda permanece em aberto.
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5. Caracterizacdo da cinematica do

piscar espontaneo e reflexivo na
coruja buraqueira

5.1. Introdugéo

As piscadas possuem um importante papel na lubrificagdo, oxigenacdo e
protecdo da cdrnea contra danos potenciais que podem ser causados por objetos
externos. Em mamiferos, o piscar pode ser dividido em trés principais tipos: (i)
espontaneo, (ii) reflexo e (iii) voluntario. Cada tipo de piscar possui caracteristicas
cinematicas proprias que podem ser alteradas frente a varios fatores como idade,
patologias, estada central e tipos de estimulos externos (revisado em Cruz et al., 2011).

Estudos cinematicos detalhados do piscar sdo o ponto de partida essencial para
desvendar os mecanismos neuronais subjacentes a este comportamento. Estudos desse
tipo foram realizados no homem bem como em diversas espécies de mamiferos (por
exemplo, Evinger et al., 1984; Evinger et al., 1991; Gruart et al., 1995, 2000; Koekkoek
et al., 2002; Trigo et al, 2003; VanderWerf et al., 2003). Entretanto, até 0 momento ndo
ha estudos equivalentes em aves. Existe apenas uma literatura parcimoniosa focalizada
na taxa de ocorréncia do piscar. O estudo de Blount (1927) descreve a frequéncia de
piscadas em varias espécies de animais, incluindo 4 espécies de aves (2 corujas) e
conclui que essas aves piscam rapidamente ou lentamente variando em relagdo ao
ambiente que estdo inseridos. Um relato de Mowrer (1933) abordou movimentos da
membrana nictitante em aves e seu papel como uma estrutura utilizada para a limpeza
da cdrnea e que evitaria também a percepcdo do deslocamento da imagem da retina
durante 0os movimentos oculares ou de cabeca. Posteriormente, o trabalho de Kirsten e
Kirsten (1983) estudou o piscar em 24 espécies de aves e mostrou que animais com
habitos diurnos piscam mais do que os de hébitos noturnos. Além disso, esses
pesquisadores ndo encontraram diferencas na frequéncia de piscadas quando expuseram
as aves a diferentes intensidades de luz e sugeriram que a frequéncia do piscar ndo esta
diretamente associado com a foto-estimulacdo da retina. Recentemente, Marzluff e
colaboradores (2012) relacionaram o desempenho de tarefas comportamentais com a

frequéncia de ocorréncia do piscar. Eles mostraram que ocorre uma diminui¢cdo na
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frequéncia do piscar em corvos americanos quando esses reconhecem uma face
ameacadora. Ainda, esses autores demonstraram que essa reducdo esta relacionada com
um aumento da atividade do tronco cerebral e outras areas conhecidas por regular a
percepc¢do, atencdo, medo e comportamento de fuga em aves.

Recentemente, uma dissertacdo de mestrado, realizada no Laboratério de
Neurodinamica do ICB-UFMG pelo Marcelo Dias em corujas buraqueiras mostrou que
a frequéncia do piscar nessa ave esta relacionada ao seu estado comportamental: se o
animal encontra-se em tarefa visual, a frequéncia e a duracdo das piscadas sdo menores
do gque quando ela esta em repouso. Outra relacdo interessante encontrada pelo mesmo
autor foi a de que movimentos sacddicos nessa ave, 0s quais sdo realizados pelo
movimento da cabeca, estdo altamente correlacionados com o piscar, de modo que 85%
das piscadas eram concomitantes com movimentos da cabeca. Aves também sdo
conhecidas pela sua capacidade de realizar diversos comportamentos oculomotores ndo
conjugados (Martin, 2009). No caso das corujas buraqueiras, o piscar conjugado ocorre
com maior frequéncia (95%) do que o piscar monocular (5%) quando o animal esta em
repouso. Em tarefa visual, a frequéncia de piscadas monoculares tende a aumentar
(Dias, 2013). Esse dado pode ser interpretado como uma estratégia para preservar a
entrada de informagdes visuais sem gerar problemas para a manutencao ocular.

Apesar dos estudos acima referidos, hd uma deficiéncia em informagfes sobre a
cinematica do movimento palpebral em aves. Dessa forma, o presente capitulo tem
como objetivo caracterizar o piscar na coruja buraqueira, animal experimental alvo
deste trabalho. E importante salientar que essa caracterizagdo foi feita sobre situacdo de
registro, isto é, com cabeca imobilizada. Dois tipos de piscadas foram avaliados: (i) o
piscar espontaneo e (ii) o piscar reflexivo, o qual foi evocado por um sopro de ar. Essa
avaliacdo é um passo importante antes de se estudar os correlatos neuronais do piscar no

wulst visual da coruja buraqueira, apresentado no capitulo 6.

5.2. Metodologia

O movimento palpebral foi obtido durante os protocolos experimentais
utilizados para o estudo eletrofisioldgico apresentado no Capitulo 6. Cada video
analisado possui uma resolucdo de 320x240 pixels, amostrado a uma taxa de 120 Hz, e
obtido somente para o olho direito. Entretanto, o outro olho foi constantemente
monitorado pelos experimentadores. Esse monitoramento consistiu na observacdo e

anotacdo dos movimentos palpebrais capturados por uma segunda camera (mini camera;
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sensor de 1/4; taxa de atualizacdo: 60Hz) com foco ajustavel (lente de 3.6 mm)
posicionada préximo ao olho, cujas informagfes eram enviadas a um monitor LCD. As

Imagens dessa camera ndo foram gravadas em disco.

5.2.1. Analise dos videos

A cinemética palpebral foi analisada manualmente utilizando o software de

processamento de imagem ImageJ 1.44 (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Esse software
foi escolhido por ser de acesso livre e permitir uma andlise detalhada, quadro a quadro,
dos videos gravados. Nesse ponto, € importante ressaltar que o programa de analise
pupilométrica descrito no Capitulo 4 detecta automaticamente as ocorréncias de
piscadas. Mas, como discutido em Souza et al., (2013, ver também a Fig. 14 deste
trabalho), o programa ndo calcula precisamente a posi¢cdo palpebral. Um dos objetivos
deste trabalho era o de implementar algoritmos mais sofisticados para estimar
automaticamente o movimento da palpebra superior e a propor¢do do globo ocular
coberta pelas palpebras em fungdo do tempo. Entretanto, dada a necessidade de um
periodo de tempo maior para a implementacdo dos algortimos, optou-se por fazer a
andlise de todos os dados manualmente.

Cada video foi analisado da seguinte forma: uma vez aberto o arquivo, era
realizada uma busca a fim de localizar precisamente os eventos. Uma vez localizado,
eram extraidos os valores do tempo de ocorréncias em 4 posicdes diferentes da palpebra
durante o piscar: (i) o inicio do movimento (tempo “zero”), o qual foi determinado
verificando-se 0 quadro em que a pélpebra iniciou 0 movimento de descida; (ii) o
tempo final da descida da palpebra; (iii) o tempo estatico, o qual é o periodo entre o
final da descida e o inicio da subida da palpebra; (iv) o tempo de desocluséo de meia
pupila durante a subida da palpebra. A metade da pupila foi determinada ajustando-se
manualmente um pequeno ponto no centro da pupila o qual foi utilizado como
referéncia. Caso o movimento de descida da pélpebra ndo fosse suficiente para ocluir
meia pupila, essa posicdo ndo era computada; (v) o tempo entre o restante da
desocluséo da pupila e o final do movimento. Devido ao fato de que a palpebra nem
sempre retorna a sua posi¢do original e, o final do movimento ascendente nao é sempre
estavel, a definicdo do final do movimento de subida foi escolhido como 0 momento em
que a palpebra parava completamente a sua movimentacdo. Foram calculadas as
duracBes entre 0s tempos acima citados e a porcentagem de oclusdo da pupila, atraves

da razdo entre a area da pupila no inicio do movimento e a area pupilar descoberta no
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final do movimento de descida. Essas duas areas foram definidas manualmente pelo
experimentador demarcando-se a borda descoberta da pupila com o software ImageJ, o
qual calcula automaticamente a &rea da forma demarcada.

A definicdo das piscadas como monoculares ou binoculares foi realizada durante
as sessOes de registro através da observacdo pelo experimentador de dois monitores
adjacentes (um ligado ao sistema de aquisicdo de imagem e outro na segunda camera de
monitoramento). Caso surgissem ddvidas a cerca dessa definicdo, a piscada ndo era
classificada. Todas as meétricas apresentadas foram extraidas para cada piscada
registrada. Eventos cujo inicio do movimento nao foi capturado (inicio da gravacao

durante uma piscada) foram excluidos das analises.

5.3. Resultados

Os dados apresentados nesse estudo foram obtidos em quatro corujas
buraqueiras e abrange um total de 3307 eventos. O numero de eventos registrados por
coruja foi de 132 (4%), 198 (6%), 959 (29%) e 2018 (61%). Com o intuito de se obter o
comportamento geral do piscar nessa ave, a andlise foi realizada abrangendo o total de
eventos e ndo foi separado por individuo. Ainda, essa opcdo foi escolhida porgque a
maioria dos eventos ficaram concentrados em somente dois animais. A ndo ser que seja
especificado no texto, os valores de tendéncia central sdo apresentados como medianas,

com o0 25° e 75° percentil como uma medida de dispersdo da amostra.

5.3.1. Caracterizacéo qualitativa do piscar

Pelo menos duas caracteristicas interessantes do piscar na coruja buraqueira
merecem ser inicialmente destacadas e podem ser observadas na figura 21. A primeira, é
que a palpebra inferior se mantém estavel durante todo o movimento da péalpebra
superior, tanto no piscar espontaneo quanto no reflexivo. Isso ndo ocorre em todo o
reino animal. Em primatas, por exemplo, mesmo que totalmente passiva, a palpebra
inferior se movimenta, apesar de muito mais sutilmente, do que a palpebra superior
(Malbouisson et al., 2005). Essa pequena movimentacdo é totalmente passiva, e ocorre
durante a movimentacdo ocular que acompanha o piscar (Hawes e Dortzbach, 1982). A
falta de movimentacdo da péalpebra inferior na coruja pode refletir, portanto, o fato de

gue nessa ave 0s movimentos oculares séo extremamente reduzidos.
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Figura 21: Exemplos representativos do piscar na coruja buraqueira. (A) Sequéncia de
quadros obtidos pelo pupilémetro, demonstrando um evento com tempo de duragédo
maior e ocluséo total da pupila. (B) Mesmo que A, mas agora com tempo de duracdo
menor e oclusdo parcial da pupila. Observe que a palpebra inferior permanece estavel
durante todo o movimento e que a palpebra superior e a membrana nictitante
apresentam uma movimentacao no sentido temporal-ventral.

A segunda caracteristica do piscar na coruja buraqueira é a movimentagcdo da membrana
nictitante, a qual € utilizada para limpeza, lubrificacdo e protecdo da cornea. Apesar de
ndo termos medido a cinematica dessa membrana, observacdes dos videos mostram que
a nictitante acompanha e inicia 0 seu movimento juntamente com a pélpebra, tanto
durante a descida como na subida. Entretanto, a membrana nictitante tende sempre a
varrer totalmente o globo ocular, independentemente da péalpebra ter ou ndo ocluido
totalmente a pupila. Além disso, acompanhando-se 0 movimento da membrana
nictitante e da palpebra & medida que deslizam sobre a superficie ocular, fica evidente
que o0 movimento descrito para ambas as estruturas ndo é vertical, mas sim temporal-

ventral, sendo o da primeira mais temporal que a segunda.

5.3.2. Caracterizacdo quantitativa do piscar

A figura 22 mostra os resultados gerais obtidos quando todos os tipos de eventos
(tanto evocado quanto espontaneo) sdo analisados em conjunto. O tempo de duracao
total do piscar (Fig. 22A) ficou em torno de 600 ms [400 — 927,08]. A fase de descida
(Fig. 22B) mostrou-se relativamente constante dentro de uma faixa mais estreita de
valores, com uma mediana de 116,7 ms [75 — 141,7]. E interessante notar que 0
histograma da figura 22B apresentou um grande numero de piscadas com valores de
fase de descida entre 30 e 50 ms. Ap6s um periodo estatico (Fig. 22C) de

aproximadamente 8,33 ms [8,33 — 16,66] a palpebra iniciou 0 movimento de retorno da
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palpebra. Diferentemente da fase de descida, os tempos obtidos para a subida (Fig. 22D)
apresentaram uma maior variabilidade, com uma tendéncia central de 458,33 ms [300 —
800].
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n = 3307
mediana = 116,7 ms
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% de eventos
% de eventos
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Duragao de palpebra parada (ms) Duragéo da subida (ms)

Figura 22: Dinamica geral do piscar na coruja buraqueira. Os histogramas mostram a
duracgéo total dos eventos (A), a duracdo do tempo de descida (B), a duragéo do tempo
estatico (C) e a duracdo do tempo de subida (D). As setas brancas indicam a tendéncia
central.

Durante as analises do piscar, foi observado que a subida da palpebra comecava
com um movimento mais rapido, ficando mais lento no final. Dessa forma, separamos o
movimento de subida da palpebra em duas etapas distintas a fim de detectar uma
possivel variagdo ao longo do movimento. A primeira etapa foi definida pelo tempo
decorrido entre o inicio da subida da palpebra até atingir metade da pupila (Fig. 23A) e
a segunda pelo restante do movimento (Fig. 23B). Como pode ser observado, a primeira
etapa foi significativamente (p<<0.001; Wilcoxon signed-rank) mais curta (150 ms
[66,7 — 275,0]) do que a segunda (258,3 ms [175 — 433,3]). Isso sugere que o0
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movimento de subida da palpebra tem um comportamento exponencial, isto é, mas

rapido no inicio e mais lento no final.
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Figura 23: O movimento de subida da palpebra dividida em duas fases. O histograma
em A mostra os tempos de duracdo do movimento de subida da palpebra até a metade
da pupila, para todos os eventos. O histograma em B mostra a duragdo do restante do
movimento. As setas brancas indicam a mediana.

5.3.3. Piscar espontaneo versus reflexivo
O piscar espontaneo representa aproximadamente 63% do total dos eventos

registrados (2102/3307). A duracéo total encontrada (Fig. 24A — histograma preto) para
0 piscar espontaneo foi de 691,7 ms [508,6 — 1025,0]. As fases de descida (Fig. 24B —
histograma preto) e de subida (Fig. 24D — histograma preto) apresentaram uma duracao
de 125,0 ms [108,3 — 150] e de 533,3 ms [383,3 — 891,7], respectivamente, com um
tempo estatico entre fases de 8,33 ms [8,33 — 16,7] (Fig 24C — histograma preto). Esse

resultado mostra que a fase de descida é aproximadamente 4,5 vezes mais curta do que a

de subida.
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Figura 24: Dinamica do piscar espontaneo e do reflexivo evocado por um sopro de ar
na coruja buraqueira. Os histogramas mostram a duracdo total dos eventos (A), a
duracéo do tempo de descida (B), a duracdo do tempo estatico (C) e a duragdo do tempo
de subida (D). Os histogramas de cor preta e cinza se referem ao piscar espontaneo e
reflexivo, respectivamente. Os valores obtidos para o piscar reflexivo séo
significativamente menores (p<0,001; Wilcoxon Rank-Sum) que o do piscar
espontaneo, exceto para a duracdo do tempo estatico. As setas brancas indicam a
tendéncia central.
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No caso do piscar reflexivo, foram analisados 1205 eventos (37% da amostra
total) provocados por um sopro de ar. Esse tipo de piscada mostrou uma duracéo total
(400 ms [250 — 658]; Fig 24A — histograma cinza) significativamente mais curta do que
0 piscar espontaneo (p<<0,001; Wilcoxon Rank-Sum), o que acarretou diretamente em
fases de subida (Fig 24B — histograma cinza) e descida (Fig 24D — histograma cinza)
também mais curtas, com valores de 50 ms [41,67 — 100] e 316,7 ms [200 — 558,3],
respectivamente (p<<0,001; Wilcoxon Rank-Sum). A tendéncia central do tempo
estatico entre as fases de descida e subida mostrou-se igual ao do piscar espontaneo
(8,33 ms [8,33 — 16,7]; Fig 24D — histograma cinza).

A divisdo do movimento da subida em duas etapas (Fig. 25), como mostrado na
andlise geral, também apresentou uma duracdo mais curta para a primeira etapa
(espontaneo = 183,3 [100,0 — 308,3]; evocado = 83,3 [25,0 — 191,7]; Fig. 25A) do que
para a segunda (espontaneo = 300 [208,3 — 475]; evocado = 191,7 [133,3 — 325]; Fig.
25B) nos dois tipos de piscadas, indicando que o comportamento exponencial desse

movimento é uma caracteristica intrinseca do piscar.
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Figura 25: O movimento de subida da palpebra foi dividido em duas fases para o piscar
espontaneo e o reflexivo. O histograma em A mostra 0s tempos de duragcdo do
movimento de subida da palpebra até a metade da pupila. O histograma em B mostra a
duracdo do restante do movimento. Os histogramas de cor preta e cinza se referem ao
piscar espontaneo e reflexivo, respectivamente. As setas brancas indicam a mediana.
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Durante as analises foi encontrado também a falta de uma oclusao pupilar completa para
grande parte dos eventos (Fig. 26). Essa caracteristica pode ser observada novamente na
figura 21, onde no painel superior esta representado um exemplo onde a pupila é
totalmente ocluida (Fig. 21A), e no inferior um exemplo em que a pupila é somente
parcialmente ocluida (Fig. 21B). Dessa forma, a quantificacdo dessa particularidade é
importante porque pode influenciar diretamente nas propriedades dpticas da imagem
que atinge a retina (intensidade luminosa, estrutura espacial e composi¢do espectral) e,

consequentemente, na atividade dos neurdnios do wulst.
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Figura 26: Porcentagem de oclusdo da pupila pela palpebra. Cada histograma mostra as
porcentagens encontradas considerando todos os eventos (A), somente o0 piscar
espontaneo (B) e somente o reflexivo (C). N&o foi encontrada diferenca significativa
quando os dois tipos de piscadas s&o comparadas.

Em geral, a palpebra tende a ocluir 67,7% [51,1 — 81,0] da pupila (Fig. 26A).
Essa porcentagem sofre uma variagdo minima quando observada separadamente para o
piscar espontaneo (68,7% [52,1 — 81,2]; Fig 26B) e o reflexivo (65,5% [50,2 — 80,7];

75



Fig 26C) e ndo apresenta diferenca estatistica significativa (p>0,05; Wilcoxon Rank-
Sum). Esses resultados, aliado ao fato de que o piscar reflexivo possui uma duragao
mais curta que o espontaneo, sugere que o primeiro é mais rapido do que o segundo.
Outra diferenca encontrada para esses dois tipos de piscadas € que a grande
maioria dos eventos espontaneos foram binoculares enquanto que os reflexivos foram
monoculares. Como pode ser observado na figura 27, do total de piscadas espontaneas
em que foram monitorados os dois olhos (n = 1709), aproximadamente 83%
(1419/1709) foram binoculares e somente 17% (290/1709) monoculares. No caso do
piscar reflexivo (n = 1046), foram obtidos 22% (230/1046) de eventos binoculares,
contra 78% (816/1046) de monoculares. Realizando um teste categdrico entre as

frequéncias de ocorréncia de cada tipo de evento, obteve-se um resultado estatistico

2
significativo (y ; graus de liberdade = 1; p<<0.001).
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Figura 27: O grafico de barras mostra a quantidade de eventos monoculares e
binoculares para os dois tipos de piscadas. O piscar espontaneo provoca uma quantidade
maior de eventos binoculares. Por outro lado, as piscadas evocadas apresentam
predominantemente eventos monoculares. *p<<0,001.

Um efeito interessante observado durante a analise dos varios eventos coletados
foi uma diminuicdo da pupila durante um numero expressivo de piscadas (Fig. 28A).
Essa caracteristica sO foi passivel de ser observada quando uma piscada ndo apresentava

uma ocluséo total da pupila.
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Figura 28: Exemplo representativo do feito do piscar sobre a pupila. (A) Conforme o
movimento da palpebra se inicia, a pupila tende a diminuir o seu tamanho, retornando
ao seu estado inicial depois do final do evento. (B) Simulando o piscar por meio do
escurecimento da tela por 500 ms, o efeito observado é uma dilatacdo da pupila. As
imagens mostram alguns quadros do video de onde as curvas de didametro da pupila em
funcdo do tempo foram obtidas. Os circulos desenhados nas figuras indicam o tamanho
inicial da pupila. As linhas verticais pontilhadas indicam o inicio do piscar (A) e o
inicio do escurecimento da tela (B); a linha vertical s6lida em B demarca o final do
escurecimento da tela.

Para quantificar essa questdo, escolhemos aleatoriamente 327 piscadas (235

espontaneos e 92 evocado) que ndo apresentavam oclusdo total da pupila e obtidas nos
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protocolos experimentais em que o monitor apresentava uma grade senoidal (32% —
105/327), com iluminacdo constante (47% — 153/327) ou no escuro (21% — 69/327;
condicBes 1, 2 e 3 do paradigma 2 apresentado no capitulo 6). Em 62% (145/235) dos
eventos espontaneos e 35% (32/92) dos eventos reflexivos foi observada uma
diminuicdo da pupila (Fig. 28A). Essa caracteristica foi encontrada, independentemente
da condicdo em que o piscar foi adquirido. Entretanto, um ndmero maior de
diminuicdes foi observado durante o piscar na tela com iluminacdo constante (61% —
94/153) e com a grade senoidal (59% — 62/105). No escuro, somente 35% (21/69) da
amostra apresentou diminuicdo. O tempo medio para o inicio da diminuicao pupilar foi
de 50 ms [8,3 — 125] depois do comeco da descida da péalpebra, com uma porcentagem
de diminuicdo mediana de 13,9% [8,2 — 23] relativo ao seu tamanho antes do evento.
Para verificar o resultado esperado pela queda de iluminacdo causada pela palpebra,
simulamos o piscar por meio do escurecimento do monitor de estimulacdo durante 500
ms. Foi observado o efeito contrario e esperado: uma dilatacdo da pupila (Fig. 28B),
com caracteristicas semelhantes ao apresentado no capitulo 4 (item 4.3.4). Assim, esse
resultado sugere que o piscar gera modulacdes na pupila independentes da variacdo de

intensidade luminosa causada pela palpebra.

5.4. Discusséo

Os principais achados desse capitulo podem ser resumidos da seguinte forma: (i)
0 piscar na coruja buraqueira em situacdo de registro (cabeca imobilizada), tem uma
duracgéo total em torno de 600 ms, sendo que a fase de subida contribui para a maior
parte desse tempo; (ii) o piscar espontaneo tem maior duracdo que o piscar reflexivo,
tanto no tempo total quanto nas diferentes fases; (iii) a porcentagem de oclusdo da
pupila é muito variada, independentemente do tipo de piscar, sendo que, para grande
parte dos eventos registrados, ocorre somente uma oclusdo parcial da mesma pela
palpebra; (iv) contra-intuitivamente, uma diminuicdo da pupila tende a acompanhar a

fase inicial de descida da palpebra.

5.4.1. Consideracgdes metodologicas

Medir a cinematica do movimento palpebral ndo é uma tarefa trivial, ja que o
movimento ocorre muito rapido. Sob a influéncia de uma série de caracteristicas e
fatores intrinsecos e extrinsecos, o piscar pode durar menos de 200 ms. Vérias

metodologias foram desenvolvidas ao longo dos anos com o intuito de calcular a
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dindmica do movimento palpebral (Evinger et al., 1994; Kennard e Glaser, 1964;
Vandermeer e Amsel, 1952; VanderWerf et al., 2003). Para isso, uma das técnicas mais
utilizadas ¢ o método do sensor magnético (MSC, do inglés “magnetic search coil”;
Evinger et al., 1991; Guitton et al., 1991; Gruart et al., 1995; Malbouisson et al., 2010;
VanderWerf et al., 2003). Nessa técnica, o objeto de estudo é colocado dentro de uma
cabine com campo magnético oscilatério e um pequeno sensor é preso na superficie da
palpebra ou implantado cirurgicamente (ver, por exemplo, Gruart et al., 2000).
Conforme a palpebra se movimenta ocorre uma varia¢cdo no campo magnético e uma
corrente € induzida dentro desse sensor, a qual é utilizada para gerar as curvas que
descrevem o movimento palpebral (Guitton et al., 1991; Robinson, 1963). Esse mesmo
sistema € ainda utilizado em estudos relacionados & movimentacdo ocular, e uma de
suas vantagens reside na alta resolucdo temporal utilizada na aquisicdo dos dados (na
ordem de KHz; Malbouisson et al., 2010; Remmel, 1984;).

No presente estudo, a dindmica do piscar foi caracterizada utilizando-se um
sistema de aquisicdo baseado em video. Nosso sistema apresenta algumas vantagens,
tanto para o estudo do piscar, como também de movimentos oculares. A primeira € 0
fato desse método nédo ser invasivo e nem haver necessidade de prender um objeto a
palpebra (piscar) ou a esclera (movimento ocular), o que diminui a possibilidade de
introduzir efeitos deletérios no movimento, associado, por exemplo, com stress e a
carga mecanica dos dispositivos implantados (Bracha et al., 2003). Outra vantagem
Unica do sistema € a possibilidade de medir simultaneamente o movimento tanto da
palpebra superior como o da inferior e, no caso do presente projeto, da membrana
nictitante. Apesar de ndo ter sido realizado no presente estudo, os videos contendo toda
a dinamica da nictitante podem ser analisados novamente e utilizado em projetos
futuros.

Apesar do sistema de aquisi¢do de imagem apresentar uma resolugéo temporal
(8,33 ms — 120Hz) bem inferior quando comparado ao MSC, ela se mostrou suficiente
para 0 estudo dos tipos de piscadas no presente trabalho. Esse valor de resolucao
também foi utilizado com sucesso em outro estudo em mamiferos (Bracha et al., 2003).
Entretanto, Bracha e colaboradores (2003) discutem se uma resolucao temporal de 8,33
ms é suficiente para se examinar as correlacdes entre o movimento palpebral e a
atividade neuronal. Esses pesquisadores sugeriram que um sistema adequado para esse
fim deveria possuir uma resolucdo minima de 1 ms. Esse € um ponto interessante a se

considerar, principalmente porque no presente projeto foi realizado um correlato
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neuronal do efeito do piscar (adquirido a 120Hz) sobre a atividade dos neurénios do
wulst (capitulo 6). No entanto, a resolucdo temporal da cAmera € maior do que a da
apresentacdo de estimulo pelo monitor (taxa de atualizagcdo = 100Hz), o que garante a
realizacdo de uma boa correlacao temporal ente a atividade neuronal e o piscar. Baseado
ainda nessa questdo, € interessante salientar a possibilidade da implementacéo de novos
algoritmos capazes de extrair automaticamente a cinematica do movimento palpebral no
software do sistema pupilométrico. Por meio dessa extracdo automatica quadro a
quadro, seria possivel determinar outras caracteristicas relacionadas ao piscar, como a

amplitude e a velocidade do movimento.

5.4.2. O piscar em aves versus mamiferos

A dindmica do piscar em mamiferos foi estudada em varias espécies, como
primatas, gatos, coelhos e até porquinhos da india (Evinger e al., 1984; Evinger et al.,
1991; Gruart et al., 1995, 2000; Koekkoek et al., 2002; Trigo et al, 2003; VanderWerf et
al., 2003). Esses trabalhos mostram que a dindmica do piscar € composta por uma fase
de descida da palpebra mais rapida e uma fase de subida mais lenta. Ainda, Evinger e
colaboradores (1984) mostraram que a fase de subida pode ser dividida em dois
estagios, uma fase inicial mais rapida seguida por uma fase mais lenta.

Os parametros obtidos no presente estudo mostram que a coruja buraqueira
apresenta um comportamento similar na dinamica palpebral. Os valores para a fase de
descida, tanto para o piscar espontaneo (mediana = 125 ms) como para 0 piscar
reflexivo (mediana = 50 ms) sdo proximos, apesar de um pouco maiores, do que 0S
obtidos em mamiferos (Evinger, 1984; Stava et al., 1994; Sun et al., 1997; VanderWerf
et al., 2003). Entretanto, para a fase de subida, os valores obtidos na coruja buraqueira
para os dois tipos de piscadas é aproximadamente 1,8 vezes maior que o de descida. Um
resultado similar foi obtido por Evinger e colaboradores (1984) em coelhos, onde o
movimento de descida era bem mais curtos (89 ms) do que o de subida (563 ms). Esses
autores mostraram que essa caracteristica esta ligada a um comportamento exponencial
de subida da palpebra, isto €, mais rapida no inicio do movimento e mais lenta no final.
O mesmo resultado foi obtido no presente estudo para a coruja, onde a diferengca no
tempo médio entre o primeiro estagio de subida e o segundo foi em torno de 100 ms.
Evinger e colaboradores (1991) sugeriram que esse comportamento exponencial no
tempo de subida pode estar associado com o padrdo de atividade dos musculos que

controlam o movimento da péalpebra. No caso da fase de descida, ocorre uma
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diminuicdo da atividade do musculo levantador da palpebra, enquanto é gerado um
rdpido aumento (“burst”) na atividade do musculo orbicular (OO). No caso da subida
da palpebra, o0 musculo OO cessa a atividade e 0 musculo levantador da palpebra (LP)
mostra um padrdo denominado “burst-tonic”, isto ¢é, geragdo de um rapido aumento na
atividade (“burst”), seguida por um platd (“zonic”). Dessa forma, a palpebra iniciaria
um movimento de subida mais rapida no inicio, devido ao padrdo que eleva
rapidamente a resposta a niveis mais altos (“burst”) e um mais lento no final, devido a
diminuicdo da atividade até atingir um nivel sustentado ( “tonic”). Portanto, sugere-se a
existéncia de um mesmo padréo de controle neuromuscular do movimento palpebral na
coruja. Entretanto, € preciso notar que outros fatores como viscosidade e rigidez
palpebral também podem influenciar (Evinger et al., 1984; Evinger et al., 1991; Hung et
al., 1977). Ainda, na coruja, um grande numero de eventos ndo é acompanhado pela
oclusdo total da pupila, ocasionando uma menor amplitude de movimento. Esse fato
também torna o movimento de subida mais curto na primeira etapa do que na segunda,
influenciando nos resultados obtidos.

A falta de oclusdo total da pupila observada em grande parte dos eventos pode
estar ligada ao fato de que aves possuem a membrana nictitante para realizar a
lubrificacéo e limpeza da cdrnea, sem a necessidade de varrer todo o globo ocular com a
palpebra (Stibb, 1928; Fig. 21B). Essa pode ser uma estratégia para manter, mesmo que
parcialmente, a visdo durante o piscar ja que essa membrana é transllcida. Entretanto,
segundo o efeito proposto por Stiles e Crawford (1933), a periferia da pupila € menos
sensivel a luz do que o centro, o que significa que uma queda significativa na
iluminacdo da retina deve ocorrer quando a palpebra atinge o centro da pupila. Dessa
forma, como a maioria dos eventos registrados ocluiram mais que 50% da pupila,
podemos sugerir que a queda na iluminacao da retina para esses eventos é similar aquela
causada pela oclusdo total da pupila. No entanto, é importante ressaltar que o efeito
Stiles-crawford ocorre devido ao posicionamento (direcionado para o centro da pupila)
e de caracteristicas morfoldgicas dos fotorreceptores (Snyder e Pask, 1973; revisado em
Westheimer, 2008). Assim, apesar da estrutura geral dos fotorreceptores ser conservada
nas diferentes classes de vertebrados (Lamb, 2009), a presenca desse efeito para aves
ainda deve ser avaliado, principalmente no que se refere ao posicionamento e as
caracteristicas peculiares (Braekevelt, 1993; Braekevelt et al., 1996) dessas células.

Assim como demonstrado em mamiferos, ha diferencas na dindmica do piscar

espontaneo, quando comparado ao reflexivo na coruja buraqueira (VanderWerf et al.,
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2003). No caso de humanos, tomando como referencia o estudo de VanderWerf e
colaboradores (2003), o piscar espontaneo gera um movimento total de 334 ms, e o
reflexivo de 304 ms. Segundo os autores, essa diferenca ocorre devido a fatores
neuronais, no qual o complexo trigeminal (utilizado na via do piscar reflexivo) afeta a
area mesencefalica pre-motora onde sdo encontrados 0s motoneurdnios responsaveis
pelo levantamento da palpebra (Horn et al., 2000; Ndiaye et al., 2002). No caso da
coruja, encontramos valores ainda mais discrepantes entre o piscar espontaneo (mediana
=691,7 ms) e o piscar reflexivo (mediana = 404,2 ms), com uma diferenca de quase 300
ms. Até que ponto essa grande dissimilaridade pode ser explicada somente por fatores
neuronais é uma pergunta que ainda precisa ser respondida.

Finalmente, apesar de realizar uma comparagdo entre os valores obtidos para
mamiferos e os do presente trabalho, é importante salientar que grande parte da
diferenca encontrada entre os tempos de duracdo do piscar nesses dois grupos pode ter
sido ocasionada por diferentes fatores. Primeiramente, é importante considerar a relagao
entre a duracdo do piscar e do movimento da cabeca na coruja (Dias, 2013). Dessa
forma, a fixacdo da cabeca durante a aquisicdo dos dados pode ter influenciado de
alguma maneira no piscar. Um segundo fator que deve ser levado em consideracdo ¢ a
cirurgia para implante da camara de registro. Como a cdmara é posicionada proximo a
Orbita, a sutura posterior da pele em torno do cilindro pode ter gerado uma pequena
tensdo sobre a palpebra o que pode ter contribuido para estereotipar o movimento. O
terceiro fator, pode estar relacionado com algum nivel de stress imposto pela condicédo
de registro (cabeca fixa), apesar desse fator ter sido minimizado pelo treinamento dos
animais antes do inicio das sessbes experimentais. Dessa forma, seria importante
conduzir experimentos para verificar até que ponto as hipoteses expostas acima sdo
verdadeiras. E importante salientar neste momento que o trabalho desenvolvido por
Dias (2013) mediu a duracdo das piscadas espontaneas de corujas mantidas em cativeiro
e encontrou valores muito proximos (média = 260 ms) ao do obtido em mamiferos. No
entanto, nesse estudo foi utilizado uma cdmera com baixa taxa de amostragem (25Hz) e
os animais foram filmados a distancias mais longas, o que dificulta uma estimacéo

precisa da duracéo do piscar.

5.4.3. Movimentos pupilares e o piscar
Um resultado interessante obtido foi a alteracdo do tamanho da pupila durante o

piscar. Em um primeiro momento, é de se esperar a ocorréncia de algum tipo de
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modulacdo no tamanho da pupilar porque a palpebra gera uma brusca diminuigdo da
intensidade luminosa. Dessa forma, seria esperada uma dilatagdo da pupila durante a
descida da palpebra e uma miose apds a subida, ja que a desoclusdo da pupila
equivaleria a um flash de luz. Em um trabalho realizado em humanos, Hupé e
colaboradores (2009) reportaram o0 estado da pupila durante o piscar. Eles
demonstraram que logo apds o término da piscada ocorre a miose da pupila, a qual era
similar & obtida durante experimentos de reflexo pupilar a luz. Entretanto, ndo foram
encontrados indicios de dilatagdo durante o fechamento palpebral, o qual foi explicado
pelo fato de que o duracdo do piscar € relativamente curta (menor que 500 ms) nao
sendo suficiente para evocar a dilatagdo da pupila. No caso do presente trabalho foi
observada uma diminuicéo da pupila durante o piscar, um efeito contréario ao esperado.
Entretanto, simulando uma reducéo da intensidade luminosa gerada pelo piscar durante
500 ms, encontrou-se uma dilatacdo perceptivel da pupila. Esse resultado sugere que o
piscar parece modular o estado da pupila independentemente da variagdo de intensidade
luminosa causada pela palpebra. E importante lembrar que o controle da pupila envolve
tanto vias simpéticas como parassimpaticas. Portanto, qualquer alteracdo nesses dois
sistemas pode afetar o tamanho da pupila. De fato, varios estudos sugerem a utilizacdo
da pupila como marcadores de distarbios como Parkinson (Giza et al., 2011; Hori et al.,
2008;), esclerose maltipla (Frauscher et al., 2005; Surakka et al., 2008), desordem do
panico (Kojima et al., 2004), autismo (Fan et al., 2009; Martineau et al., 2011), e até
mesmo de variacdes no estado central como fadiga e sonoléncia (Bitsios et al., 2006;
Caffier et al., 2003). Ainda, a modulacdo da pupila depende de vérios parametros de
estimulagdo como intensidade luminosa, contraste, cor e duragdo do estimulo (Barbur et
al., 1992; ; Barbur et al., 2002; Gamlin et al., 1998).

E sabido que tanto a pupila quanto o piscar estdo correlacionados como
eficientes marcadores no processamento de informagfes: no caso da pupila, o que
parece ocorrer € um aumento em seu didmetro quando em tarefas que exigem, por
exemplo, atencdo, memdria e raciocinio (Beatty, 1982). No caso do piscar, é sugerido
que a frequéncia na ocorréncia desses eventos aumenta logo apds o processamento de
informacgdes. Por exemplo, o estudo de Siegle e colaboradores (2008) mostrou a relagéo
entre esses dois movimentos durante aumento na carga cognitiva. Utilizando diferentes
situacOes que exigiam demandas cognitivas diferentes, esses autores demonstraram que
a frequéncia do piscar e movimentos pupilares (no caso dilatacdo) estdo

correlacionados, isto €, logo apos o inicio da tarefa, ocorre uma dilatagdo da pupila, a
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qual é precedida por um aumento na frequéncia do piscar. Dessa forma, € plausivel que
realmente haja uma modulacdo da pupila pelo ato de piscar. Baseado nas caracteristicas
encontradas no presente estudo (ocluséo parcial da pupila), a coruja pode se tornar um

modelo experimental interessante para estudos nessa area.
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6 .  Efeito do piscar sobre a atividade dos
neurdnios do wulst visual

6.1. Introducéo

No capitulo anterior avaliamos a dindmica do movimento palpebral na coruja
buraqueira em situacdo de registro eletrofisioldgico. Nesse capitulo sera abordada a
questdo do efeito do piscar sobre a atividade dos neurdnios do wulst visual dessa ave.
Fenomenologicamente, nds humanos geralmente ndo temos consciéncia das
interrupgdes visuais transientes e recorrentes causadas pelo movimento da pélpebra
sobre a pupila. Por outro lado, se uma interrupcdo de mesma duracgdo e intensidade que
a provocada pelo piscar, derivada de alguma parte da cena visual for gerada, ela seria
rapidamente notada. Como reportado por Moses (1975, citado em Riggs et al., 1981),
30 ms de “apagdo” luminoso do ambiente visual ja € suficiente para ser percebido. Nao
€ 0 caso para um piscar espontaneo, mesmo sendo até 6 vezes mais demorado.

N&do se sabe, e talvez nunca se sabera (Nagel, 1974), se a coruja vivencia a
mesma experiéncia consciente de continuidade durante um piscar. N&o se sabe ainda, se
psicofisicamente, as aves demonstram, de algum modo, uma supressdo visual (ver
Capitulo 1) quando piscam ou efetuam movimentos rapidos dos olhos e/ou da cabeca.
Entretanto, ter a capacidade de determinar a origem de um estimulo sensorial, ou mais
especificamente, descriminar se um estimulo é gerado (ou alterado) pelo seu proprio
comportamento motor ou se, ao contrério, ele provém de agentes externos, parece ser de
importancia fundamental para a adaptacdo e sobrevivéncia do animal. (Crapse e
Sommer, 2008). Os mecanismos neuronais subjacentes a essa capacidade sao
provavelmente maultiplos, conforme ao principio de redundancia caracteristica dos
sistemas dindmicos inteligentes (vide Pfeifer e Bongard, 2007). Um deles, bastante
pesquisado em diversos modelos experimentais, baseia-se essencialmente no envio de
uma “copia” do comando motor a ser executado para um ou multiplos centros de
processamento sensorial no intuito de abalizar o estimulo sensorial produzido ou
alterado pela efetiva realizacdo do comando motor. Algumas evidéncias sugerem que

em primatas humanos e ndo-humanos, esse tipo de mecanismo esta provavelmente
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envolvido com a minimizagdo do efeito deletério das sacadas oculares sobre a
resolucdo da imagem retinal (Sommer e Wurtz, 2002; Sommer e Wurtz, 2006; Wurtz,
2008).

Com relacdo ao piscar, estudos buscando caracterizar o seu efeito no sistema
visual sdo muito mais parcimoniosos e predominantemente reportam dados obtidos, no
homem, pela técnica de ressonancia magnética funcional (Berman et al., 2012; Bristow
et al., 2005a e 2005b; Hupé et al. 2012; Tse et al., 2010; Tsubota et al., 1999). A
diversidade dos desenhos experimentais empregados nesses estudos dificulta a
comparacdo direta dos resultados obtidos. No entanto, pelo menos dois grupos
publicaram evidéncias nitidamente compativeis com a ideia de um sinal extra-retinal
piscar-dependente no cortex visual. Inicialmente, os trabalhos de Bristow e
colaboradores (2005a e 2005b) mostraram que o piscar voluntario gera um aumento do
sinal dependente de nivel de oxigenacdo sanguinea (em inglés, "BOLD") quando
realizado no escuro. Esse aumento esta presente em varios niveis da via visual, desde o
nacleo geniculado lateral e o cortex visual primario até areas extra-estriadas (V2 e V3) e
motoras (FEF e SEF). Baseado nesses resultados foi especulado que esse aumento pode
representar um sinal motor associado ao piscar e ligado a uma via de descargas
corolarias. Como esses achados sdo similares ao que ocorrem durante 0 movimento
sacadico (Lee e Malpeli, 1998; Leopold e Logothetis, 1998; Sylvester et al., 2005), a
hipotese de uma via de disparos corolérios atuando também durante o piscar se torna
plausivel. Por outro lado, estudos recentes realizados em macacos rhesus (Guipponi et
al., 2014) e humanos (Hupé et al., 2012; Tse et al., 2010) mostraram a ocorréncia de um
aumento da atividade de V1 e V2/V3 frente ao piscar espontaneo durante estimulagéo
visual estatica, mas sem nenhuma ativacdo de areas motoras (FEF e SEF), sugerindo
que o tipo de piscar gera modulacdes diferentes na atividade neuronal e que a ocorréncia
de um sinal corolario encaminhado especificamente por essas areas motoras €
improvavel.

Para explorar essa hipdtese e tentar fornecer novas evidéncias referentes ao
efeito do piscar sobre a atividade neuronal, foram obtidas amostras de respostas
neuronais extracelulares no wulst da coruja buraqueira frente a vérias condigdes de
estimulacdo e durante dois tipos de piscadas (reflexiva e espontanea). Nesse sentido,
podemos citar a0 menos trés motivos que tornam interessante a utilizagdo da coruja
como modelo animal: (i) estudos apontam que seu wulst visual pode ser considerado

funcionalmente analogo ao cortex visual primario de mamiferos (Baron et al., 2007;
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Nieder e Wagner, 1999; Pettigrew 1979; Pettigrew e Konishi 1976; Pinto e Baron,
2009, 2010; Wagner e Frost, 1993); (ii) foi demonstrada a presenca de uma via de
disparos corolarios na mesma &rea em pombos, a qual atua durante 0os movimentos
sacadicos (Yang et al., 2008); (iii) parece existir uma associacdo entre sacadas e 0
piscar, de modo que, quando um ocorre, ha uma grande probabilidade do outro também
ser desencadeado (Dias et al., 2013; Evinger et al., 1984; Riggs et al., 1987).

6.2. Metodologia
6.2.1. Registro do piscar durante os protocolos de estimulacéo visual

A deteccdo dos movimentos palpebrais foi realizada através de videos
capturados pelo sistema de aquisicdo de imagem (pupilébmetro). Os videos foram
obtidos com uma taxa de amostragem de 120 Hz e uma resolucdo de 360 x 240.
Rapidamente, apds o animal ser posicionado na cabine de registro, o tubo de ar do
dispositivo responsavel por estimular as piscadas foi direcionado a regido da cornea
direita do animal, iniciando-se em seguida a sessdo experimental. Cada ensaio
registrado era iniciado por um pulso TTL sincronizador, iniciando simultaneamente o
registro da atividade neuronal bem como a aquisicdo de imagens do olho direito do
animal (pupilémetro). Esse pulso foi comandado pelo programa de estimulacdo
(ActiveSTIM) e gerado por uma placa NI PCI-6503 da National Instruments situada no
computador de estimulacdo visual. A liberacdo do ar comprimido era também
controlada por um pulso TTL gerado pelo mesmo sistema. Os tempos de ocorréncia
deste segundo TTL foram pré-programados em fase com a taxa de atualizacdo vertical
do monitor de estimulagéo visual. O potencidmetro do soprador de ar foi regulado para
permitir a saida de ar durante 20 ms por pulso recebido. O olho esquerdo foi
constantemente monitorado pelo experimentador via mini-camera durante toda a sessédo

experimental.

6.2.2. Estimulos visuais e protocolos experimentais

Durante os experimentos, as respostas de cada célula isolada foram inicialmente
avaliadas escutando os disparos de poténcias de agdo por meio de um auto-falante e
monitorando visualmente o sinal na tela do computador de aquisi¢do (PC-Alba, ver fig.
1 no Capitulo 3). O mapeamento da localizacdo e tamanho dos campos receptores foi
realizado utilizando-se 0 método de campo de resposta minima (minimum response

field, Barlow et al., 1967), definido como a area do campo visual onde estimulos
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(manuais ou controlado por computador) como pontos e barras luminosas de varias
orientagdes, evocavam disparos neuronais em uma taxa que excedia aquela da atividade
esponténea da célula. O procedimento de mapeamento foi realizado separadamente para
os olhos ipsilateral e contralateral, permitindo a determinacdo da dominancia ocular do
campo receptor. Todas as células encontradas foram binoculares e puderam ser
estimuladas por estimulos monoculares apresentados a qualquer um dos olhos. Dessa
forma, as medidas dos campos receptores foram realizadas para os dois olhos, mas com
a estimulacdo visual sendo realizada de forma monocular somente para aquele que
estava sendo monitorado pelo pupildmetro (olho direito), com o centro do campo
receptor aproximadamente no centro da tela do monitor. Dessa forma, durante a
execucdo dos protocolos experimentais o olho esquerdo permaneceu ocluido por um
dispositivo no qual a mini-camera foi acoplada, permitindo seu constante
monitoramento.

Antes da realizacdo dos paradigmas experimentais foram avaliados, usando
grades senoidais, as preferéncias de orientagdo, direcdo do movimento, frequéncias
espaco-temporais e tamanho do estimulo que evocavam a maior taxa de disparo da
célula. Caso fosse isolada mais de uma célula por eletrodo, e essas apresentassem
preferéncias ligeiramente diferentes aos atributos acima citados, os pardmetros eram
ajustados de modo a obter uma resposta evocada significativa, entretanto em alguns
casos ndo maxima, de todas as células captadas pelo eletrodo (maximo de 3 unidades
por canal). Caso as preferéncias aos atributos ndo fossem compativeis, 0os parametros
eram ajustados para cada célula individualmente. S6 entdo procedeu-se a gravacao e
estimulagdo com os protocolos apropriados.

Para a avaliagdo quantitativa do efeito do piscar sobre a atividade neuronal,
foram utilizadas oito condicdes diferentes (Paradigma 1), as quais podem ser apreciadas

na figura 29A.
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Figura 29: CondicGes experimentais utilizadas para o estudo dos efeitos causados pelo
piscar e por mudancas transientes de luminancia na resposta dos neurdnios do wulst. No
paradigma 1 (A), foi registrada inicialmente a atividade espontanea (1s), seguida da
apresentacdo do estimulo (5s) e de um inter-estimulo (500 ms). Ao final foi registrada
novamente a atividade espontanea (1s). No paradigma 2 (B) os estimulos foram
apresentados por 10 minutos (20 repeticbes de 30 s). Durante essas condigdes foi
disparado um Unico sopro de ar aleatdrio durante a apresentagédo do estimulo.




Os estimulos (grades senoidais), otimizados para todos os atributos citados
acima e com contraste maximo, foram apresentados em um fundo cinza com a mesma
luminancia media da grade senoidal (20 cd/m?) da seguinte forma: primeiramente foram
gravados 1s de atividade espontanea, com posterior apresentacdo do estimulo durante 5s
(Fig. 29A, C1). Em determinadas condicdes, o estimulo desaparecia (Fig. 29A, C2) ou
era substituido por um escurecimento local (Fig. 29A, C3 — somente no campo
receptivo) ou de toda a tela do monitor (Fig. 29A, C4 — simulagdo de uma piscada) por
500 ms, com posterior reaparecimento do estimulo. As outras condi¢des foram
destinadas a avaliacdo do efeito do piscar sobre a atividade celular, tanto durante a
estimulacdo visual (Fig. 29A, C5) quanto na atividade espontanea (Fig. 29A, C6 a C8).
Nesse protocolo, o piscar reflexivo foi evocado com um sopro de ar (ver metodologia
geral) disparado apenas uma vez (duracdo = 20ms), e foram utilizadas entre 10 e 15
repeticdes de cada condicdo, apresentadas de forma pseudo-aleatéria. Como o animal
estava livre para piscar, foram registradas ainda piscadas espontaneas aleatorias durante
a execucgdo do protocolo. Uma segunda série de protocolos (Paradigma 2, Fig. 29B),
destinado a obtencdo de um maior nimero de piscadas espontaneas e evocadas, foi
criada com as seguinte condicGes: grade senoidal (Fig. 29B, C1), luminancia
homogénea de 20 cd/m? (Fig. 29B, C2; mesmo que C7 da Fig. 29A) e um
escurecimento global (Fig. 29B, C3; monitor desligado). Cada uma das trés condic¢oes
foi apresentada com um tempo de duragdo de dez minutos. A fim de se evitar perda de
quadros do video capturado pelo pupilémetro (taxa de amostragem = 120Hz), esses dez
minutos foram divididos em 20 repeticbes de 30 segundos. Para cada uma das 20
repeticBes foi disparado, aleatoriamente (dura¢do = 20ms) e uma Unica vez, um sopro de
ar, o qual gerava um piscar reflexivo em cada repeticdo. Ainda, para esse protocolo,
ndo houve aleatoriedade nas repeticdes das trés condicdes, isto €, todas as repetices
associadas a determinada condicdo foram apresentadas continuamente com intervalo de
8 segundos entre elas. Esse intervalo foi necesséario para o armazenamento dos videos
pelo pupildmetro no disco rigido do computador. Novamente, a sincronizagéo entre o
sistema de registro da atividade extracelular e o pupildmetro foi realizado através de
sinal TTL disparados pelo computador de estimulagdo (PC Tyto-2, ver fig. 1 no

Capitulo 3) visual durante a apresentacao dos protocolos experimentais.
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6.2.3. Analise dos dados

6.2.3.1. Separacéo dos potenciais de acao (spike sorting)

Os registros dos potencias de a¢do dos neurdnios isolados foram submetidos a
um procedimento conhecido como spike sorting (para revisao ver Lewicki, 1998), usado
para separar os potencias de acdo de células individuais com base nas diferencas das
formas de onda adquiridas. Formas de onda provenientes de uma mesma célula tendem
a ser semelhantes e por isso tendem a ocupar posi¢des proximas em um espaco
paramétrico, formando aglomerados bem definidos. Essas semelhancas sdo definidas
quanto as caracteristicas das formas de onda, como a amplitude do pico, vale e largura,
as quais sdo extraidas apds reducdo dimensional. Neste trabalho, foi utilizado o
programa desenvolvido por Nan-Hui Chen, ex-integrante da equipe de trabalho de
Sérgio Neuenschwander no Instituto Max-Planck. Esse programa utiliza o algoritmo de
dynamic template matching. Tal algoritmo gera modelos de ondas baseado em varios
parametros, e associa cada potencial de acdo a um modelo, que é dinamicamente
computado por uma rede neural artificial baseada na Teoria da Ressonéncia Adaptativa
(Carpenter e Grossberg, 1987). A separagdo dos potenciais de acdo foi realizada de
forma semi-automatica. Primeiramente, foi permitido ao programa encontrar
automaticamente as unidades e em seguida, passou-se a0 modo manual, onde o
experimentador pode agrupar ou ndo as classes de potencias de agdo encontrado pelo
algoritmo. Para garantir a qualidade da separagéo, foram utilizados alguns indicadores
disponibilizados no programa, dentre os quais podemos citar: um bom agrupamento de
escores da analise de componente principal; a ndo violacdo de um periodo refratario
absoluto estipulado em 2 ms, segundo verificado no histograma de intervalo inter-
disparo; e a estabilidade da amplitude e largura do potencial de acdo no decorrer do
tempo. Somente 0s agrupamentos de potenciais de a¢do que passaram pelos critérios de

boa qualidade de separacdo foram utilizados nas analises posteriores.

6.2.3.2. Pré-analise

Apbs o procedimento de separacdo dos potenciais de acdo, a resposta de cada
unidade isolada foi convertida em histogramas de tempo peri-estimulo (PSTHs) com um
bin de 20 ms. Apds a remocdo da atividade espontanea, foi aplicada em cada histograma
a transformada de Fourier para a estimativa da resposta na componente DC (f0) e na
frequéncia fundamental do estimulo (f1) ao longo de todo o periodo de apresentacdo do

estimulo. Células com um indice de modulacéo (f1/f0) maior que 1, para a condi¢do de
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estimulo ideal, foram classificadas como simples. As células com indice de modulagéo
menor que 1 foram classificadas como complexas (De Valois et al., 1982; Skottun et al.,
1991).

Para garantir a confiabilidade da descri¢do dos efeitos do piscar nos neurbénios
do wulst durante estimulacao visual, foram descartadas células cuja resposta evocada na
primeira condicdo do paradigma 1 (C1, Fig. 29A) néo foi significativamente maior que
a atividade esponténea. Mais especificamente, essa avaliagdo foi realizada através da
comparacdo, para essa condicdo em particular, da taxa de disparo nos 1000 ms
imediatamente anteriores e posteriores ao inicio do estimulo utilizando o teste pareado

de Wilcoxon signed-rank (p<0,05).

6.2.3.3. Analise geral do efeito do piscar

As analises de dados foram realizadas por meio um conjunto integrado de
programas computacionais implementados em LabView (Nationallnstruments, EUA) e
Matlab (MathWorks, USA). Alguns algoritmos de livre acesso implementados em
Matlab também foram utilizados. Esses programas fazem parte do pacote de
processamento de sinal, chamado Chronux (disponivel em http://chronux.org), o qual é
um conjunto de rotinas desenhadas para analise de dados discretos e continuos. Esse
pacote foi utilizado para gerar as fungdes de densidade de disparos (largura de banda
fixa = 150ms) apresentadas nas figuras, bem como recortar os trechos de interesse das
trilhas de potenciais de acdo utilizados nas analises.

Para a analise do efeito do piscar e das interrupc@es transientes de luminancia
foi calculada a média da atividade neuronal nas trilhas de potenciais de acdo em um
determinado periodo. Tendo como base analises pilotos e a dindmica do movimento
palpebral, o periodo escolhido para isso foi de 120 ms antes (utilizado como “controle”
do nivel de resposta sustentada frente a estimulacdo) e 120 ms depois do inicio do
evento. E importante ressaltar que o célculo da atividade nesse periodo so6 foi iniciado
apo6s 70 ms do inicio do piscar e 200 ms do inicio das interrupcGes artificiais. Esse
procedimento minimiza a probabilidade de se calcular a atividade em um momento em
que a modulagdo neuronal pelas interrupgdes ainda néo tenha acontecido.

Apesar da utilizacdo do sopro de ar para evocar as piscadas, essas ndo ocorriam
precisamente no mesmo tempo. Além disso, as piscadas espontaneas ocorreram
aleatoriamente. Devido a isso para gerar os graficos de densidade de disparos e raster,

os trechos das trilhas de potenciais de agdo contendo as piscadas foram cortados em
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periodos de 2 segundos, com o inicio do piscar centrado nesse periodo. Assim, todos 0s
eventos ocorridos foram alinhados e as analises realizadas. S6 foram consideradas na
andlise as piscadas realizadas no periodo que se segue ap6s 2s do inicio de uma
repeticdo de uma dada condicdo e 2s antes do seu término. E interessante salientar que a
contagem de disparos realizada nos periodos estipulados acima foi realizada para cada
piscada ou interrupcéo individualmente. Dessa forma, as analises foram divididas em
duas amostras, uma contendo o nivel de resposta evocada sustentada (120 ms antes do
piscar) e outra contendo a atividade durante o piscar (120 ms depois do piscar), para
cada célula e cada condicdo. Esse procedimento permitiu a analise estatistica célula a
celula.

Outra analise realizada foi o procedimento de shuffling da atividade do neurdnio
(Rivlin-Etzion et al., 2006). Sobre estimulacdo, a atividade das células visuais tende a
aumentar, mas seu disparo ndo é constate no tempo, o0 que pode gerar a presenca de
flutuacGes temporais na resposta. Essas flutuacdes podem ocorrer frente a propriedades
intrinsecas da célula (por exemplo, a célula do tipo simples) ou por caracteristicas
relacionadas ao estimulo utilizado. Dessa forma, esse procedimento tem o intuito de
minimizar uma possivel confusdo entre as flutuaces na resposta neuronal causada pela
estimulacdo e o que € atribuido, de fato, as modulacbes geradas pelo piscar e pelas
interrupcdes artificiais. Para a realizacdo do shuffling procede-se da seguinte forma:
primeiramente, foram calculadas as diferencas no tempo (ISI) entre disparos adjacentes
em uma trilha de potenciais de acdo obtida com uma repeticdo de uma determinada
condicdo. Apos, realizou-se uma permutacdo aleatoria dessas diferencas e uma nova
trilha de disparos foi gerada baseada no novo ISI. Essa operacdo de permutacdo
aleatoria foi realizada n vezes para a repeticdio em questdo. Apo6s, foi gerado um
histograma de tempo peri-estimulo (PSTH) sobre as n trilhas de potenciais de acéo.
Esse mesmo processo foi realizado para cada uma das 15 repeticdes associadas a uma
condicgdo. Ao final, realizou-se uma nova promediacao sobre todos os PSTH (n = 15) e,
a partir do resultado, calculou-se o valor médio e o desvio padrdo (DP) da atividade. A
partir desses valores foi gerado um limiar (média+2*DP), o qual foi utilizado como uma
referéncia de que uma determinada mudanca na atividade neuronal foi provavelmente
causada pelo piscar. O processo de shuffling foi calculado para cada célula e cada uma
das condi¢es associadas a ela.
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6.3. Resultados
6.3.1. Informag0es preliminares

As respostas de 71 neurdnios foram inicialmente selecionadas, porém 13 desses
neurdnios foram desconsiderados depois da utilizacdo do critério de exclusao (ver
Material e Métodos). Portanto, os resultados apresentados neste estudo sdo baseados em
dados obtidos a partir de 58 neurdnios individuais, amostrados em um total de 36 sitios
de registro no wulst visual de quatro corujas-buraqueiras.

As células foram classificadas de acordo com seu nivel de modulacdo de
resposta (simples ou complexa), permitindo investigar possiveis diferencas nos efeitos
do piscar sobre a atividade dessas categorias celulares. Dentre o total de células, 86%
(50/58) foram classificados como complexas com base no indice de modulagéo (f1/f0),
enquanto que uma minoria (14% - 8/58) foram classificadas como simples. Essa
porcentagem de classes encontradas foi semelhante ao reportado em estudos anteriores

(Baron et al., 2007; Pinto e Baron, 2009, Vieira e Baron, 2014 — em preparacao).

6.3.2. Efeito do piscar sobre a resposta neuronal durante a estimulagéo visual com
a grade senoidal

Para essa analise foram utilizadas as 50 células classificadas como complexas.
Essa acdo se justifica pelo fato de que as células simples sofrem variacBes em sua
atividade dependendo da fase do estimulo. Isso ocorre porque as células simples
possuem partes excitatdrias e inibitérias bem definidas em seu campo receptivo. Dessa
forma, conforme as barras que formam a grade senoidal se movimentam pelas regides
do campo receptivo dessa classe de célula, é provocada uma excitagdo ou uma
supressao na sua atividade. Assim, ndo é possivel distinguir precisamente se o efeito do
piscar sobre a atividade das células simples € causado pelo ato de piscar propriamente
dito ou pela modulacdo gerada pelo estimulo. Nessa andlise foram utilizadas as
respostas neuronais obtidas através da utilizacdo do paradigma 1 (Fig. 29A).

Das 50 células complexas isoladas, 75% (37/50) apresentaram uma diminuicdo
de sua atividade durante o piscar. Entretanto, somente 45% (17/37) das células desse
subgrupo apresentaram uma diminuigédo significativa da resposta (p<0,03; Wilcoxon
Signed-Rank) quando comparada a atividade sustentada estimada antes do piscar,
apresentando uma porcentagem de diminuicao de aproximadamente 70% [64,5 — 86,5].

Exemplos representativos dessas células sdo mostrados na figura 30A e B. O restante do
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subgrupo (55% - 20/37) também apresentou uma reducdo na atividade (37% [24,1 —

54,9]), entretanto, sem significancia estatistica (Fig. 30C).
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Figura 30: Exemplos representativos do efeito do piscar sobre a atividade neuronal
durante estimulacdo visual com uma grade senoidal. (A — B) Os histogramas de
densidade de disparos e graficos do tipo raster mostram duas células isoladas (SUA) em
que o piscar causou uma reducdo significativa da atividade. (C — D) Algumas células
isoladas apresentaram ainda uma reducdo da atividade, entretanto, sem significancia
estatistica. Cada grafico da célula isolada ¢ acompanhado do efeito gerado também na
atividade multiunitaria (MUA — atividade geral captada pelo eletrodo), representada nos
gréficos do lado direito. Ao lado esquerdo é mostrado em preto e azul os formatos dos
potencias de acdo de cada célula isolada e da MUA, respectivamente. As sombras cinza
que acompanha as linhas pretas nos graficos indicam o intervalo de confianca (95%) do
calculo dos histogramas de densidade de disparos. A linha vertical vermelha e as
horizontais cinzas indicam o inicio do piscar, a atividade espontanea da célula (linha
solida) e o limiar calculado pelo método de shuffling (média-2*DP; linha pontilhada),
respectivamente. As cores vermelha e preta nas trilhas do raster se referem ao piscar
reflexivo e o espontaneo, respectivamente.

E importante ressaltar que, apesar do nivel de significancia no ter sido atingido, a
diminuicdo da atividade foi abaixo do nivel definido pelo método de shuffling (média —
2*DP; calculado sobre 1000 repeticGes). Para o restante da amostra (26% - 13/50) néo
foram encontrados modulagdes significativas na atividade para a maioria das células
(Fig 30D; p>0,05), sendo que para 4 unidades foi observado um aumento na resposta, 0
qual foi maior do que o limiar estabelecido pelo shuffling (média+2*DP). Entetanto,
somente uma dessas células apresentou um aumento estatisticamente significativo
(p=0,03; Wilcoxon Signed-Rank). Na figura 30 (lado direito) s&o mostradas as
modulacdes causadas pelo piscar em toda a atividade celular registrada pelo eletrodio
(atividade multiunitaria — MUA). Como observado, as modula¢bes tendem a
acompanhar o efeito observado nas células isoladas (atividade unitaria — SUA).
Realizando uma comparagdo entre o nivel de diminuicdo da atividade celular das células
isoladas (SUA) e da atividade nos canais (MUA), observa-se que a SUA apresenta uma
diminuicdo significativamente maior (50% [10 — 65]) do que a MUA (15,1% [25 - 37];
p<0,001; Wilcoxon Signed-Rank). Esse resultado sugere que o piscar modifica a
atividade das células proximas de forma ligeiramente diferente.

A tendéncia central da diminuicdo de resposta causado pelo piscar para a
populacéo de células pode ser apreciada na figura 31A. Observa-se que 0 piscar causa
uma reducao significativa (p<0,001; Wilcoxon Signed-Rank) da atividade neuronal (8,1
disparos/s [3,4 — 11,6]) quando comparado a atividade sustentada (15,4 disparos/s [6,7 —
24,3]). Um ponto importante a ser observado, € a relagdo entre a modulagdo da resposta

neuronal pelo piscar e a porcentagem de oclusdo da pupila. Como mostrado no capitulo
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anterior, a coruja ndo oclui toda a pupila em muitos eventos e essa caracteristica pode
ter influéncia no nivel de diminuigdo da resposta, de modo que, quanto maior a oclus&o,
maior é a diminuicdo da atividade neuronal. Para responder essa questdo, foi
correlacionada a porcentagem de supressao causada pelo piscar com a porcentagem de
oclusdo da pupila para todas as células (Fig. 31B). Néao foi encontrada correlacdo entre
essas duas variaveis (rho: -0,05; p = 0,88; correlacdo de Spearman), indicando que a
diminuicdo observada na resposta independe do nivel de oclusdo. Esse resultado
também sugere que, apesar de ndo ter realizado um mapeamento da posi¢do do campo
receptivo do neurénio em relacdo a pupila, a oclusdo parcial da mesma pela palpebra

parece ter sido suficiente para bloquear a estimulagéo neuronal.
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Figura 31: Efeito do piscar sobre a populacdo de células. (A) Comparacdo entre a
atividade obtida 120 ms antes (atividade sustentada) e 120 ms ap6s o inicios da piscada
de todas as células analisadas. (B) Correlac@o entre a porcentagem de supressao gerada
pelo piscar e a porcentagem de ocluséo da pupila para cada célula. Os valores negativos
de supressao indicam que o efeito do piscar sobre a atividade neuronal resultou em um
aumento da atividade e ndo uma diminuicdo. Ndo foi encontrada uma correlacdo
significativa entre essas duas variaveis. * = p<0,01.

Para fornecer indicios de que o nivel de atividade sustentada calculada em 120
ms antes do piscar reflete o nivel médio da atividade evocada pelo estimulo, foi
realizada uma comparacgdo entre 0 numero médio de disparos obtidos nesse periodo
com o calculado pelo processo de shuffling para todas as células avaliadas. Como pode
ser observado no grafico de Bland-Altman da figura 32A, os valores obtidos 120 ms
antes do piscar sdo praticamente iguais aos gerados pelo processo de shuffling (a

diferenga entre as duas medidas fica distribuida em torno de zero — linha solida),

97



indicando que as duas medidas sdo equivalentes. Além disso, aproximadamente 96%
(48/50) dos pontos estdo distribuidos dentro de um intervalo de confianca de 95% (linha
pontilhada no gréfico). Estatisticamente, as duas medidas ndo apresentaram diferenca
(atividade sustentada = 15,2 disparos/s [6,1 — 24,3]; shuffling = 15,0 disparos/s [9,2 —
23,8]; p = 0,70; Wilcoxon Signed-Rank). A titulo de comparacdo, também foram
obtidos controles 400 ms apds o inicio da estimulacdo sustentada. Realizando
novamente a comparagédo (Fig. 32B), fica claro que a retirada do controle do inicio da
estimulacdo gera valores maiores (25,3 [14,4 — 42,7]), e estatisticamente significativos
(p<0,001; Wilcoxon Signed-Rank), do que o outro método. Portanto, a utilizacdo da
atividade antes do piscar como controle parece ser a mais correta, apesar do estudo
apresentado por Gawne e Martin (2000) ter utilizado o inicio da estimulacdo para

comparacéo.
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Figura 32: Gréaficos de Bland-Altman dos controles obtidos antes do piscar (A) e 400
ms apos o inicio da estimulacdo com a grade senoidal (B). A linha sélida e as linhas
pontilhadas em ambos os graficos indicam a média da diferenca entre valores e 0s
limites do intervalo de confianca de 95%, respectivamente.

6.3.3. Efeito do piscar versus interrupcdes transientes

Através dos resultados expostos acima, ndo € possivel afirmar se a diminuicéo
da atividade neuronal causada pelo piscar estd associada a diminuicdo da intensidade
luminosa gerada pela oclusdo da pupila pela palpebra. Para esclarecer essa davida,
comparamos o efeito gerado pelo piscar com o gerado pelo escurecimento global da tela
do monitor de estimulagdo por um breve periodo (500 ms) durante a estimulacéo visual

com a grade senoidal (C4 na Fig. 29A).
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O escurecimento global acarreta em uma reducédo da atividade em 80% (44/50)
das células registradas, sendo que dessas, 68% (30/44) apresentaram significancia
estatistica (p<0,05; Wilcoxon Signed-Rank). Todo o subgrupo (44/50) apresentou
diminuicdo abaixo do nivel estabelecido pelo shuffling (média-2*DP). O restante da
amostra ndo apresentou modulagéo significativa (p>0,05; Wilcoxon Signed-Rank). Para
obter uma comparacdo direta entre a reducdo na atividade gerada pelo piscar e pelo
escurecimento global, foi gerado um gréafico de dispersdo (Fig. 33A) onde cada ponto
representa um par de valores médios de disparos de potenciais de acdo, um proveniente

do piscar e outro do escurecimento global.
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Figura 33: Comparagdo entre o efeito do piscar e o efeito gerado pelo escurecimento
global (mimetizando o piscar). (A) Cada ponto no grafico representa um par de valores,
um derivado da atividade neuronal durante o escurecimento da tela e outro durante o
piscar. Um ponto abaixo da linha que divide o grafico de dispersdo indica que o
escurecimento da tela gera uma redugdo maior na atividade neuronal que o piscar.
Como pode ser visto, foi 0 que ocorreu para a maioria das células. (B) Comparacédo da
atividade mediana obtida no controle, durante o escurecimento da tela e durante o piscar
para toda a amostra. Apesar de ambos gerarem diminui¢fes da atividade neuronal em
relacdo ao controle, o escurecimento da tela gera uma redu¢do mais intensa que o piscar.
* = p<<0,05.

Como pode ser observado na figura 33A, para a maioria das células (38/50),
escurecer a tela causa uma reducdo maior na atividade neuronal do que o piscar.
Entretanto, comparando célula a célula, essa diferenca é significativa somente para 32%
da amostra (16/50), sendo uma célula com atividade menor para o piscar € o restante
para o escurecimento da tela. Considerando a tendéncia central da populacédo (Fig 33B),

0 escurecimento gera uma diminuicdo significativamente maior (p<0,001; Wilcoxon
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Signed-Rank) do que o piscar, apresentando valores de 3,0 disparos/s [1,2 — 6,7] € 8,1
disparos/s [3,4 — 11,6], respectivamente.

Ainda, foram comparados outros dois tipos de interrupgdo. O primeiro, chamado
de “GAP” (C2 na Fig. 29A), é simplesmente a retirada e o reaparecimento do estimulo
por 500 ms. A segunda (C3 na Fig. 29A), chamada de escurecimento local é a
substituicdo da grade senoidal por um circulo escuro (0,7 cd/m2) do mesmo tamanho da
grade, por 500 ms. Essa condicdo tem o intuito de simular a diminuicdo de
luminosidade causada pelo piscar somente dentro do campo receptivo do neurénio. A
interrupcdo causada pelo GAP e pelo escurecimento local, como esperado, também
acarretam em uma diminuicdo na resposta para a maioria dos neurénios (GAP — 40/50
células; escurecimento local — 37/50 células). As figuras 34 A e B deixam claro que o
GAP diminui a atividade neuronal para niveis mais baixos que o piscar para a maioria
das células (30/50), enquanto que o escurecimento local apresentou maior nivel de

diminuicdo somente para metade da amostra, quando comparado ao piscar.
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mesmo tamanho (B). Novamente, cada ponto nos graficos representa um par de valores,
um derivado da atividade neuronal durante as interrupc6es e outro durante o piscar. (C)
Comparacéo da atividade mediana obtida no controle, durante as interrupgdes e durante
0 piscar. Todas as interrupcfes geram diminuicdo na atividade, entretanto, em diferentes
niveis. (D) Tempo necessario para que a atividade sustentada seja reduzida em 50%
para cada uma das interrupcdes. * = p<<0,05.

Fazendo-se uma comparacdo entre o nivel médio de atividade em cada tipo de
interrupcéo para toda a amostra de células (Fig. 34C), observamos que o piscar é 0 que
menos causa diminuicdo na atividade neuronal quando comparado ao GAP (p = 0,02) e
ao escurecimento total da tela (p<0,001; teste de Friedman; post-hoc: Wilcoxon Signed-
Rank). No entanto, apesar do escurecimento local apresentar também uma maior
diminuicdo, ela ndo € significativa quando comparado ao piscar (p = 0,7; Wilcoxon
Signed-Rank).

Apesar de todas as interrupcBes gerarem uma reducdo similar na resposta, a
dindmica dessa diminuicdo é diferente para cada uma delas. Para mostrar essa questao,
foi comparado o tempo necessario para que a atividade sustentada fosse reduzida a 50%
por cada uma das interrupges (Fig 34D). Observamos que 0 piscar apresenta um tempo
menor para atingir metade da resposta sustentada (48,1 [20,5 — 75,4]), quando
comparado ao GAP (112,6 ms [48,2 — 140,9]), ao escurecimento local (137,8 ms [82,4
— 216,6]) e ao escurecimento global (61,0 ms [45,1 — 111,50]). Todos os valores
encontrados apresentam diferenca estatistica significativa (p<0,01; Kruskal-Wallis;
post-hoc: Wilcoxon Rank-Sum) e sdo semelhantes ao que foi encontrado em primatas
(Gawne e Martin, 2000). Uma melhor apreciacdo das diferencas entre interrupcbes pode
ser observada na figura 35, onde sdo apresentados os histogramas de densidade de
disparos de duas ceélulas representativas. A atividade multiunitaria, assim como
mostrado acima, também parece acompanhar as modula¢des apresentadas pela atividade
do neurénio isolado (Fig. 35 — lado esquerdo). Entretanto, diferentemente do que foi
mostrado para o piscar, a MUA apresenta 0 mesmo nivel de reducéo na atividade frente
as interrup¢des quando comparado a SUA (p>0,05; Wilcoxon Signed-Rank).
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Figura 35: Comparacdo dos efeitos gerados pelas interrup¢des em duas células (A e B).
Do lado esquerdo é representado o efeito nas células isoladas (SUA). Do lado direito é
representada atividade multiunitaria originada do canal em que a célula isolada foi
registrada. A linha vertical vermelha e horizontal cinza indica o inicio do piscar e a
atividade espontanea da célula, respectivamente.

6.3.4. Diferencas entre o piscar espontaneo e o reflexivo sobre a resposta neuronal
durante estimulagéo visual com a grade senoidal

Durante os registros eletrofisioldgicos foram obtidos dois tipos de piscadas:
espontaneas e reflexivas. Para saber o efeito de cada uma sobre a atividade neuronal
sustentada, foram gerados histogramas de densidade de disparos para cada tipo de
evento. Essa analise foi realizada em 50% do total de células (25/50), cujas piscadas
reflexivas e espontaneas foram adquiridas durante longos periodos de estimulacdo
(paradigma 2 — Fig. 29B). Essa agdo foi adotada porque o numero de eventos
espontaneos no paradigma 1 é pequeno em relagdo ao outro, dado que o animal precisa

piscar precisamente em uma determinada condicdo apresentada por um periodo curto.
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Dessa forma, as estimulagdes durante longos periodos de tempo (Fig. 29B)
maximizaram a chance na obtencdo de eventos espontaneos.

Exemplos representativos do efeito dos dois tipos de piscada podem ser
observados na figura 36. Para o piscar reflexivo, 85% das células utilizadas (21/25)
mostraram uma diminuicdo da resposta (Fig. 36A a C: linha vermelha), sendo 32%
(8/25) significativas (p<0,001). Para o restante da amostra (4/25), ndo foi observada
modulacgéo na atividade. No caso do piscar espontaneo, aproximadamente 48% (12/25)
das células apresentaram o mesmo efeito do piscar reflexivo (Fig 36A — linha preta). No
entanto, comparando-se o nimero de disparos obtidos em cada tipo de evento, obteve-se
uma diminuicdo significativamente menor (p=0,005; Wilcoxon Signed-Rank) para o
piscar espontaneo (11,1 disparos/s [5,9 — 20,2]) quando comparado ao piscar reflexivo
(5,1 disparos/s [2,9 — 12,1]). Comparando o nivel de atividade desses dois tipos de
piscadas com o encontrado no escurecimento global da tela (3,0 [1,2 — 6,7]), uma
diferenca significativa (p<0,001; Wilcoxon Signed-Rank) s6 é encontrada em relacédo ao
piscar espontdneo. Um resultado interessante foi obtido para o outro montante de
células (13/25) durante o piscar espontaneo: um aumento significativo (p<0,01;
Wilcoxon Signed-Rank) da atividade durante a ocorréncia do evento para 46% (6/13)
das células (Fig 36B e C — linha preta). Dessa forma, observa-se que os dois tipos de
piscadas geram modulacGes diferentes (as vezes antagdnicas) na atividade do neurdnio
durante estimulacdo visual. Esse resultado indica que o piscar causa alteragdes na
resposta neuronal que ndo estdo associadas somente a queda de iluminagdo causada pela
palpebra e sugere a presenca de um efeito extra-retinal associado ao piscar nos

neurdnios do wulst visual.
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Figura 36: Exemplos representativos do efeito do piscar reflexivo e do piscar
espontaneo na atividade neuronal durante estimulacdo visual. O piscar evocado gera
somente uma diminuicdo da atividade (A — C, linhas vermelhas), enquanto o espontaneo
gera uma diminuicdo (A, linha preta) ou um aumento (B e C, linhas pretas). Novamente,
é apresentada a atividade unitaria (SUA — lado esquerdo) e a multi-unitaria (MUA —
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lado direito), mostrando que o efeito se mantém nos dois casos. A linha vertical
vermelha e a horizontal cinza continua e cinza pontilhada indicam o inicio do piscar e a
atividade espontanea da célula e o limiar calculado pelo método de shuffling
(média+2*DP), respectivamente. As linhas sombreadas representam os histogramas de
densidade de disparos e os intervalos de confianga (95%) derivada do célculo do
histograma.

6.3.5. O sinal extra retinal associado ao piscar

Para verificar a existéncia de um sinal que ndo depende da estimulagéo da retina,
verificou-se a ocorréncia de uma possivel modulacdo na atividade celular durante o
piscar em um ambiente totalmente escuro. Em um primeiro momento, essa questdo foi
analisada sem discriminacdo do tipo de piscar para 91% das células (53/58). A
quantidade de células foi reduzida porque em 5 casos ndo ocorrem piscadas durante a
permanéncia da coruja no escuro. Desse total, 85% sdo do tipo complexas (45/53) e
15% do tipo simples (8/53). E importante salientar que as analises foram realizadas
utilizando-se as condi¢bes do paradigma 1 (C6 a C8) para 38% (20/53) das células e
paradigma 2 (C2 e C3) para o restante das unidades (62% - 33/53).

A figura 37(A — D) mostra 4 exemplos representativos do efeito do piscar no
escuro. Do montante total de células, 66% (35/53) apresentaram um aumento na
resposta (Fig. 37A a C). Desse subgrupo, 45% (16/35) foram significativos (p<0,001;
Wilcoxon Signed-Rank; Fig. 37A — C). O restante das células ndo apresentou
modulacg&o significativa (Fig. 37 D). Esse mesmo efeito foi observado durante o piscar
com o monitor emitindo uma intensidade luminosa de 20 cd/m? (Fig. 37E — H). Nesse
caso, 70% das células (37/53) apresentaram aumento na resposta, com 21 unidades
significativas (p<0,05; Wilcoxon Signed-Rank; Fig. 37E — G). O restante também n&o
apresentou nenhum tipo de modulagdo (Fig. 37H). Tanto no escuro, como na tela
iluminada, o aumento da atividade gerado pelo piscar foi maior que o limite
estabelecido pelo método de shuffling (média+2*DP — linha cinza pontilhada na figura

37). Esse efeito foi comprovado tanto para as células complexas como para as simples.

105



Piscar no escuro

Piscar - 20 cd/m2

25 25
250 " 250
SuA o mua [ SUA w | MUA f
20 g \ 20 ] A
g 5 \
g = g
15 o 2 15/ ©
8 %1 ] 1 E 03 0 1
5 Tempo (s) H Tempo (s)
2
& &
a1o a10
5 5
0 blkD28a04_2c ol bk028a03 26
-1 0 1 3 0 ]
Tempo (s) Tempo (s)
10 14
80 50 .
sua | MUA 124 sua o MUA
8 2 HYY |
a [N
¢ 10{ g
ok a
@ L 4
g6 04 5 % 8 ol ;
o Tempo (s) H Tempo (s)
3 3 olp
a4 [s} |
44
2 |
21
0 [ blkD34a05_2a o blk034a03_2a
-1 0 1 -1 0 1
Tempo (s) Tempo (s)
100 60
250 70 )
sua lwua g SUA o MR
@ 4] 501 g N
80 o i1 g 1%
£ il g fl b
° i @ R
o / 401 [ -
@ } = @
8 . % 0 ! g K Tempa (5)
) Tempo (s) 5 30 po (s)
[=% [-%
@ o
3 40 o
20
20 10 -
0 - blkD26a04_1b 04 bik037a03_2b
-1 0 1 -1 0 1
Tempo (s) Tempo (s)
18 8
40 60
161 sua | MUA 7{ sua o MUA
a0 3
14 : 1
HINAL s H
12 a ay
] @5 |
g 10 o 0 2 % 0
g / Tempo (s) 24 Tempo (s)
a 81 f g
= 6 i O3 bIk031200_20
4y 24
2! 1
0 blk033b05_2b ol
-1 0 1 -1 0 1
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 37: Exemplos representativos do efeito do piscar na atividade espontanea dos
neurdnios do wulst visual. Esse efeito foi verificado tanto durante o piscar no escuro
total (A-D), quanto na tela iluminada (E-H). Em todos os graficos sdo apresentados 0s
histogramas de densidade de disparo (linha preta continua) bem como o raster referentes
as células isoladas (SUA). Ao lado esquerdo e direto de cada grafico sdo mostrados as
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formas de onda e a atividade multiunitaria (MUA), respectivamente. As sombras em
cinza indicam o intervalo de confianca (95%) derivada do célculo do histograma. A
linha vermelha vertical e a cinza horizontal indicam o inicio do piscar e o limiar
calculado pelo método de shuffling (média+2*DP), respectivamente. Nesse caso o0 valor
do shuffling € igual a atividade espontanea da célula.

Uma caracteristica interessante que pode ser observada ainda na figura 37, € o
fato de que o aumento da atividade neuronal inicia-se antes do comeco do piscar. De
fato, a atividade comeca a se elevar 121,0 ms [66,7 — 149,5] antes do piscar quando esse
é realizado no escuro e 92,0 ms [82,5 — 148,3] quando realizado na tela iluminada. Nao
ha diferenca estatistica entre os dois valores (p=0,37). Em resumo, do total de células
analisadas, 49% (26/53) apresentaram aumento significativo da atividade, sendo que 11
apresentaram essa caracteristica em ambas as condicoes.

Para eliminar a possibilidade de que o aumento da atividade neuronal observado
durante o piscar na tela iluminada, tenha sido causado por uma atividade transiente
proveniente da mudanca de luminancia causado pela palpebra, foi analisada a atividade
celular durante a variacdo da luminosidade do monitor entre cinza (20 cd/m?) e preto
(0,7 cd/m?). Essa analise mostrou que 7% (4/53) das unidades tiveram um aumento
significativo (p<0,008; Wilcoxon Signed-Rank) da atividade enquanto a luminancia foi
trocada de niveis mais altos (cinza) para os mais baixos (preto). Esse pequeno grupo
estd incluso no montante de células que apresentou aumento significativo durante o
piscar na tela iluminada. Entretanto, a elevacdo da atividade frente ao piscar comega
antes do movimento palpebral e a elevacdo causada pela alteracdo da luminosidade do
monitor comeca depois que a troca é realizada, indicando que o piscar modula de forma
Unica a atividade neuronal.

Analisando separadamente o piscar reflexivo e o espontaneo (Fig. 38), obtidos
durante as condiges C2 (escuro) e C3 (tela iluminada) do paradigma 2 (Fig. 29B),
observa-se que o segundo é o responsavel por provocar 0 aumento na resposta (linhas
pretas continuas nos graficos), tanto para a condi¢do do piscar no escuro (Fig. 38A — C),

como na tela iluminada (Fig. 38D — F).
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Figura 38: Exemplos representativos do efeito do piscar reflexivo e espontaneo na
atividade espontédnea dos neurdnios isolados do wulst visual, obtidos durante a
ocorréncia do evento no escuro total (A-C) e na tela iluminada (D-F). Como pode ser
observado, ha um aumento da resposta somente para o piscar espontaneo (linha preta).
Entretanto, para duas células, observou-se também um aumento da resposta para o
piscar evocado (linha vermelha em F). As sombras indicam o intervalo de confianca
(95%) do calculo da funcdo de densidade de disparos. Acima de cada grafico é
mostrado o raster referente ao piscar espontaneo (preto) e evocado (vermelho). Em
menor tamanho estdo representados os efeitos dos tipos de piscadas na atividade multi-
unitaria (MUA). A linha vermelha vertical e a cinza horizontal indicam o inicio do
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piscar e o limiar calculado pelo método de shuffling (média+2*DP), respectivamente.
Nesse caso o valor do shuffling é igual a atividade espontanea da célula.

Em relagdo ao escuro, das 33 células registradas nenhuma célula apresentou
elevacdo significativa na atividade durante o piscar reflexivo (linhas vermelhas
continuas na Fig. 38A — C). Por outro lado, foi observada uma inibicdo na atividade de
base em 12% das células (4/33 — linha vermelha na Fig. 38C). Ao contrério, para o
piscar espontaneo, 51% das células (17/33) apresentaram uma elevacdo significativa
(p<0,04; Wilcoxon Signed-Rank) da atividade (Fig. 38A — C; linhas pretas continuas) .
Para a condicdo em que a tela permaneceu iluminada foi verificado os mesmo
resultados apresentados acima (Fig. 38D — F), com diferentes proporgdes: no piscar
reflexivo, 24% (8/33) das células apresentaram diminuigdo significativa da resposta
(Fig. 38E; linha vermelha continua). Entretanto, para 2 unidades foi observado um
aumento na atividade, mas sem significancia estatistica (Fig. 38F; linha vermelha
continua). No caso do piscar espontaneo, 57% (19/33) mostraram aumento significativo
(p<0,03; Wilcoxon Signed-Rank) da atividade (Fig. 38D — F; linhas pretas continuas).
Para as duas condigcdes, 0os aumentos registrados foram maiores que o limiar
determinado pelo shuffling (média+2*DP). Esse resultado indica que o piscar
espontaneo parece ser o responsavel por gerar o sinal extra-retinal observado na
resposta. O fato de o piscar reflexivo ndo alterar de forma expressiva a atividade sugere
também que esse sinal ndo foi causado por mecanismos proprioceptivos associados
somente a movimentacao da palpebra.

Foi avaliado ainda, se 0 mesmo resultado mantinha-se quando separado 0s tipos
de piscadas em binocular e monocular. Como visto no capitulo 5, a coruja tende a
apresentar grandes quantidades de eventos monoculares quando evocados pelo sopro de
ar e grande quantidade de eventos binoculares quando o piscar é espontaneo. Entretanto,
0 numero de piscadas reflexivas binoculares e espontaneas monoculares € baixa, o que
impossibilita uma analise estatistica para a grande maioria das células. Por esse motivo,
foram agrupados todos os eventos reflexivos monoculares e todos os reflexivos
binoculares de todas as células em duas amostras diferentes. Assim, cada amostra
continha pares de valores, um derivado da atividade sustentada e outro do efeito do
piscar. O mesmo foi realizado para o piscar espontaneo. Nao foram encontrados efeitos

significativos do piscar reflexivo binocular (atividade basal = 8,26+13,17 disparos/s;
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piscar = 7,28+14,2 disparos/s) sobre a atividade celular (p = 0,35; t-student). Entretanto,
para o piscar reflexivo monocular encontramos uma diminuicdo (atividade basal =
11,97+16,50 disparos/s; piscar = 4,2+8,8 disparos/s) significativa da atividade basal dos
neurdnios (p<0,01; t-student). O cenario foi diferente para o piscar espontaneo, o qual
mostrou que tanto a piscada binocular (atividade basal = 6,32+11,89 disparos/s; piscar =
18,5+23,5 disparos/s) como a monocular (atividade basal = 7,05+£12,03 disparos/s;
piscar = 14,4+20,2 disparos/s) geraram aumentos significativos da atividade neuronal
(p<<0,001; t-student). Esse resultado confirma o achado anterior de que o piscar
espontaneo parece ser o responsavel por gerar o sinal extra-retinal observado na

resposta.

6.4. Discussao

Os principais achados desse capitulo podem ser resumidos da seguinte forma: (i)
0 piscar gera uma diminuicdo da atividade evocada sustentada em grande parte dos
neurénios do wulst, sendo que a intensidade dessa diminui¢cdo ndo esta correlacionada
com a porcentagem de oclusdo da pupila; (ii) quando analisados separadamente, o
piscar evocado gera uma diminuicdo na frequéncia de disparos de potenciais de acao
para grande maioria das células; entretanto, o piscar espontaneo acarreta tanto em uma
diminuicdo (menos intensa do que o evocado) para algumas unidades, quanto em um
aumento para outras; (iii) quando realizadas no escuro ou com uma tela iluminada, as
piscadas geram um aumento no nivel de atividade celular, o qual estd relacionado
somente com o piscar espontaneo. Esse resultado indica a presenca de um sinal
independente da estimulacdo da retina. (v) Esse aumento na atividade ocorre antes do
inicio do movimento palpebral, o que indica a influéncia de descargas corolarias no

wulst visual da coruja buraqueira.

6.4.1. Efeito do piscar na atividade neuronal

O efeito do piscar na atividade neuronal vem sendo estudado desde a década de
80 por varios grupos através de métodos psicofisicos (Manning et al., 1983; Volkmann
et al., 1980), eletrofisioldgicos (Buisseret e Maffei, 1983; Gawne e Martin, 2000 e
2002) e por ressonancia magnética funcional (Berman et al., 2012; Bristow et al., 2005a
e 2005b; Hupé et al. 2012; Tse et al., 2010; Tsubotaetal., 1999). A partir desses
trabalhos, foram relatados uma série de efeitos possiveis do piscar sobre a atividade

neuronal. Estudos eletrofisioldgicos mostram que o piscar reflexivo gera uma
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diminuicdo na atividade das células encontradas no cortex visual primario e areas extra-
estriadas (Buisseret e Maffei, 1983; Gawne e Martin, 2000 e 2002) e que essa
diminuicdo é maior do que quando simplesmente a luz externa é apagada. Esse fato
sugere que 0 piscar acarreta em uma supressdo ativa da atividade neuronal. Indo de
encontro a esses resultados, o estudo realizado em humanos por Bristow e
colaboradores (2005a) por meio da técnica de ressonancia magnética funcional, mostrou
que o piscar voluntario gera uma diminuicdo significativa somente em uma &rea extra-
estriada (V3). Entretanto, quando realizado no escuro, observa-se um aumento no sinal
“BOLD” no cortex visual primario, cortex extra-estriado (V2,V3) e areas motoras (FEF,
SEF). Dessa forma, foi especulado que esse aumento na atividade pode representar um
sinal motor associado ao piscar, possivelmente encaminhado pelo FEF e SEF, e que
pode estar ligado a uma via de descargas corolarias. Por outro lado, estudos recentes de
ressonancia magnética funcional em macacos rhesus (Guipponi et al., 2014) e humanos
(Hupé et al., 2012; Tse et al., 2010) mostraram resultados contrarios, ou seja, a
ocorréncia de um aumento de atividade de V1 e V2/V3 durante o0 piscar espontaneo e
nenhuma ativacdo de areas motoras (FEF e SEF).

Os achados do presente capitulo mostram algumas caracteristicas descritas no
paragrafo acima. Por exemplo, foi observada uma diminuicdo na frequéncia de disparos
durante o piscar para um numero consideravel de células do wulst. Essa caracteristica
foi observada tanto em macacos (Gawne e Martin, 2000 e 2002) como em gatos
(Buisseret e Maffei, 1983). No entanto, diferentemente do que foi reportado por Gawne
e Martin (2000, 2002) essa diminuicdo ndo foi maior que a gerada pelo escurecimento
da tela. Uma possivel explicacdo para esse achado respalda-se no fato de que diferentes
tipos de piscadas geram, muitas vezes, efeitos antagonicos: o reflexivo gera somente
uma diminuicdo na frequéncia de disparos de potenciais de a¢do, enquanto o espontaneo
ou gera uma diminuicdo (menor que o reflexivo) ou um aumento. Indo em direcdo a
essa hipotese, a comparacdo estatistica dos valores das frequéncias de disparo obtidos
nos dois tipos de piscadas com os valores obtidos no escurecimento global, mostra que
ndo ha diferenca significativa entre a reducao da atividade causada pelo piscar reflexivo
e a causada pelo escurecimento global. O fato do piscar espontaneo ndo gerar uma
diminuicdo maior ou igual ao escurecimento da tela, sugere a presenca de um sinal
associado diretamente a execugdo do movimento palpebral, o qual pode ser originario

diretamente de areas corticais.
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Para tentar confirmar o exposto acima, foi estudada a modulacdo da atividade
neuronal durante a condicdo em que a retina ndo seria estimulada (no escuro), de modo
que qualquer diferenga observada na atividade estaria associada provavelmente a sinais
enviados diretamente de &reas corticais. De fato, nossos resultados, corroboram com
essa hipotese, ja que a atividade neuronal de algumas células aumenta durante o ato de
piscar no escuro (Fig. 37 e 38, lado esquerdo). Ainda, o0 mesmo resultado foi obtido
utilizando-se uma condicdo em que a retina permaneceu iluminada, mas nao foi
apresentado nenhum estimulo capaz de evocar um aumento significativo na frequéncia
de disparos dos neurénios (Fig. 37 e 38, lado direito). Dessa forma, mostrou-se que
esse aumento ocorre independentemente da estimulagcdo da retina. O aumento da
atividade celular também foi demonstrado em mamiferos durante o piscar no escuro.
Através de um estudo de imagem funcional em humanos, Bristow e colaboradores
(2005a) encontraram esse aumento nos neurdnios do ndcleo geniculado lateral, cértex
visual primério e areas extra-estriadas (V2 e V3) durante o piscar voluntario no escuro.
Aparentemente, esse aumento seria fruto de um sinal motor, derivado de uma via de
disparos corolarios que operariam durante as piscadas, diminuindo suas consequéncias
sensoriais (Bristow et al., 2005b). De acordo com nossos dados, essa via de disparos
corolarios também pode existir ao nivel do wulst visual da coruja.

Um achado que vai de encontro com a existéncia dessa via no wulst visual da
coruja, é o fato de que o aumento da resposta encontrado durante o piscar no escuro,
ocorre aproximadamente 105 ms antes do inicio do evento. Essa € uma propriedade
importante para inferir a presenca de disparos corolarios em uma determinada regido
(Sommer e Wurtz, 2008; Wurtz, 2008; Wurtz et al., 2011). Em mamiferos e aves a
presenca de vias de descargas corolarias foi demonstrada principalmente durante o
movimento sacadico (Yang et al., 2008; Sommer e Wurtz, 2002; Wurtz et al., 2011), no
qual o aumento da atividade também ocorre em torno de 100 ms antes da sacada
(Wurtz, 2008). Através de registros eletrofisioldgicos em neurdnios do telencéfalo
(wulst) de pombo, Yang e colaboradores (2008) demonstraram a existéncia de uma
diminuicdo dos potenciais de acdo durante as sacadas e que essa diminuicdo comecava a
ocorrer em aproximadamente 73 ms antes do inicio do movimento. Essa queda
antecipada da resposta caracterizou a presenca de uma descarga corolaria. Ainda,
atraves da desativacéo de areas motoras, eles demonstraram que esse sinal corolario que
chega até as células do telencéfalo passando pelo NGL, vinham de areas envolvidas na

geragdo de nistagmo optocinético (responsavel por estabilizar a imagem na retina).
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Como vérias evidéncias apontam que o movimento sacadico e o piscar devem
compartilhar um mesmo mecanismo (Bodis-Wollner, 1999; Dias, 2013; Evinger et al.,
1984; Riggs et al., 1987), o aumento da atividade observado nos neurdnios do wulst
visual da coruja durante o piscar pode ser originario de uma via corolaria parecida com
a descrita por Yang e colaboradores (2008). Entretanto, os movimentos sacadicos na
coruja sdo realizados com a movimentacao da cabeca (Ohayon et al., 2008), ja que essa
ave ndo possui movimentos oculares. Dessa forma, seria interessante procurar a via
responsavel por essas descargas em nucleos motores responsaveis pela movimentacao
da cabeca. Um potencial candidato seria a area denominada archistriatum, a qual
participa do movimento da cabeca em corujas (Knudsen et al., 1995), juntamente com
o teto Optico (Grobstein,1988). Essas duas areas sdo homologas ao campo frontal ocular
e o coliculo superior respectivamente (Knudsen et al., 1995), que, em mamiferos, sdo
areas conhecidas por compor a via de descargas corolarias que operam durante 0s
movimentos sacadicos (Sommer e Wurtz, 2008; Wurtz et al., 2011).

Até o presente momento, estudos eletrofisiologicos considerando o efeito de
diferentes tipos de piscadas (reflexivo e esponténeo) na atividade neuronal ndo foram
realizados. Em geral, os estudos eletrofisioldgicos utilizam o piscar reflexivo, evocado
por um sopro de ar (Buisseret e Maffei, 1983; Gawne e Martin, 2000 e 2002). Talvez a
escolha desse tipo de piscada ocorra pela necessidade de realiza-las em um determinado
momento durante a estimulacdo visual e porque o sopro de ar utilizado é muito suave e,
muitas vezes, nem é percebido (Gawne e Martin, 2002). Por outro lado, estudos
realizados por meio da técnica da ressonancia magnética funcional utilizam o piscar
voluntario (Bristow et al., 2005 a e 2005b) ou o espontaneo (Berman et al., 2012;
Guipponi et al., 2014; Hupé et al. 2012; Tse et al., 2010). Interessantemente, esses
estudos reportam efeitos contrarios no cortex visual primario e areas extra-estriadas: 0s
que utilizam o piscar voluntario reportam uma diminuicdo na atividade dessas areas
durante estimulagéo visual, enquanto os que utilizam o espontaneo relatam um aumento.
Assim, fica claro perceber que, de fato, tipos de piscadas diferentes geram efeitos
diferentes. Os resultados apresentados neste estudo também corroboram com essa ideia,
ja que o piscar espontaneo acarreta em efeitos diferentes (muitas vezes contrarios) ao do
piscar reflexivo, tanto durante uma estimulagéo visual 6tima com grades senoidal, como
nas condi¢cdes em que somente a atividade basal da celula é considerada. Essa diferencga
pode estar associada as vias neuronais e aos geradores dos diferentes tipos de piscadas.

No caso de humanos, o piscar reflexivo parece envolver o coliculo superior, e pode ser
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afetado pelo cerebelo e formacéo reticular (Chen e Evinger, 2006; Dauvergne e Evinger,
2007; Powerset al., 1997). O piscar espontaneo parece surgir a partir da atividade de um
gerador de piscar endégeno que € modulado, por exemplo, pelo nivel de dopamina, e
estados cognitivos. Entretanto, as propriedades do circuito de controle para o piscar
espontaneo ainda ndo foram precisamente caracterizadas e a sua localizacdo €
desconhecida (Kaminer et al.,, 2011). Dessa forma, seria interessante conduzir
experimentos eletrofisiologicos em mamiferos considerando também o piscar
espontaneo e verificar a possibilidade da existéncia de diferentes efeitos dependendo do

tipo de piscar.

6.4.2. O wulst visual da coruja

Estudos anatdémicos e eletrofisioldgicos, realizados a partir da década de 70
(Pettigrew 1979; Pettigrew e Konishi 1976), vem estabelecendo uma interessante
analogia funcional entre o wulst visual da coruja e o cortex visual primario de
mamiferos. Entretanto, alguns estudos mostraram que 0s neurénios da camada superior
do wulst, regido principal das projecdes eferentes desta area, apresentam propriedades
de respostas mais elaboradas, que sdo geralmente atribuidas a regides extra-estriadas em
mamiferos (Liu e Pettigrew, 2003; Nieder e Wagner, 1999, 2000; Pettigrew, 1979). Por
exemplo, o estudo realizado por Liu e Pettigrew (2003) mostrou a presenca de dominios
de iso-orientacdo na Tyto Alba similares aqueles encontrados na area V2 do cOrtex
visual de gatos e macacos. Outro estudo realizado por Vieira e Baron (2014 — em
preparacdo) mostrou que as propriedades de respostas dos neurénios do wulst visual ao
contraste acromatico sao mais parecidas com o que € observado no nucleo geniculado
lateral de gatos e primatas. O resultado deste trabalho mostrou ainda, a presenca de
descargas corolarias a nivel do wulst, as quais parecem estar presentes somente no
cortex extra-estriado de primatas e sdo raramente encontradas no cortex visual primario
(Dicke et al., 2008; Jeannerod et al., 1979; Wurtz, 2008). Todos esses resultados
sugerem que o wulst ndo pode ser tido, somente, como uma &rea funcionalmente

analoga a V1, mas sim, como uma area que engloba varios niveis de processamento.
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7 .  Conclusao e perspectiva

Por meio da estimulacdo com variacbes transientes de intensidade luminosa, foi
demonstrado que o reflexo pupilar na coruja é extremamente rapido e com baixa laténcia,
podendo contribuir ativamente com os mecanismos de adaptacdo a luz presentes na retina a fim
de evitar a saturacdo neuronal. Assim como varia¢des na intensidade luminosa, o piscar também
parece gerar uma modulacdo da pupila, a qual parece ndo estar relacionada somente com a
variacdo de luminéncia causada por ele. Além disso, foi demonstrado que a atividade neuronal a
nivel do wulst visual da coruja buraqueira, é ativamente modulada pelo piscar. Essa modulacdo
parece estar associada a dois principais fatores: (i) uma diminuicdo do nivel da iluminacéo retinal
causado pela oclusdo da pupila pela péalpebra; (ii) a presenca de um sinal ligado a esse
movimento. Dessa forma, concluimos que nossos resultados sdo compativeis com a ideia de que
0 piscar modula em parte a atividade dos neurdnios do wulst visual por meio de um sinal extra
retinal. Esse sinal pode estar associado a uma via de disparos coroléarios operando no wulst visual
de corujas, o qual atuaria na discriminacdo entre o escotoma temporal causado pelo piscar e 0s
causados por eventos externos, constituindo parte de um mecanismo responsavel pela
continuidade perceptual.

E importante salientar que outros topicos relacionados ao presente estudo também serdo
investigados em trabalhos futuros. O primeiro respalda-se no fato de que os resultados sobre o
efeito modulatério do piscar foram obtidos através do estudo da frequéncia dos disparos de
potencias de acdo. No entanto, seria interessante avaliar também a estrutura temporal desses
disparos, principalmente durante a execucao do piscar. Por meio dessa andlise seria possivel, por
exemplo, detectar a presenca de um cddigo temporal nas descargas de potenciais de acao
associado ao piscar. Um meétodo interessante e muito utilizado para abordar essa questdo é
conhecido como espagos métricos (Victor e Purpura, 1996). Esse método é baseado na teoria da
informacdo e calcula até que ponto conjuntos de trilhas de potenciais de acdo, obtidas durante

estimulagbes distintas diferem umas das outras. O célculo é baseado em funcdo da
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dissimilaridade (também chamada de “distdncia”) entre essas trilhas e leva em consideragdo tanto
0 numero, quanto o tempo de ocorréncia, dos disparos de potenciais de acdo. Dessa forma, é
possivel determinar a quantidade de informacdo que é transmitida durante a ocorréncia de
determinado estimulo (nesse caso o piscar) e se essa informacao esta contida somente no nimero
de potencias de agdo disparado ou também na precisdo temporal em que esses ocorrem. Essa
analise vem sendo utilizada com sucesso por outros grupos para estudar o codigo temporal de
neurdnio presentes em varios sistemas sensoriais, como o visual (Keat et al., 2001; Reinagel e
Reid, 2002), olfativo (MacLeod et al., 1998), gustatério (Di Lorenzo e Victor, 2003) e auditivo
(Huetz et al., 2006).

Um segundo topico seria a analise das informac@es contidas no potencial de campo local
(LFP). O LFP é um sinal proveniente de oscilacdes no potencial de membrana de uma populacao
de neurdnios que esta distribuida em um raio de aproximadamente 200 um em torno do eletrodo.
Esse tipo de sinal captura processos sinapticos que ndo podem ser medidos na andlise dos
disparos de potencias de acdo de neurdnios individuais e € utilizado no estudo de mecanismos
corticais envolvidos no processamento sensorial, planejamento motor e processos cognitivos
como atencdo e memoria (revisado em Einevoll et al., 2013). No presente trabalho, o LFP poderia
fornecer informagGes sobre a sincronizagdo da atividade de neurdnios durante a ocorréncia do
piscar em uma frequéncia oscilatoria especifica, podendo fornecer indicios sobre 0s mecanismos
que atuam na continuidade perceptual. Por exemplo, um estudo de encefalografica realizado por
Bonfiglio e colaboradores (2011) mostrou um aumento nas oscilacdes alpha (8 a 13 Hz) alguns
milissegundos antes e durante o piscar. Como essa faixa de oscilacdo esta relacionada com a
manutencdo da memoria de trabalho (Bonnefond e Jensen, 2012), esses autores sugerem que esse
aumento pode servir para suprir a perda de estimulacdo visual ocasionada pelo fechamento da
palpebra, por meio do preenchimento do escotoma temporal com informacdes visuais adquiridas

previamente & ocorréncia do piscar.
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4.3- Superveniéncia de graves riscos ambientais e da salde publica.
5. O lbama e os 6rgdos ambientais estadual, distrital ou municipal deverdo ser comunicados,
imediatamente, em caso de ocorréncia de qualquer acidente que venha causar dano ambiental.
6. Os custos de constru¢cdo, manutencdo das instalagdes, manejo e alimentagdo dos espécimes da

fauna silvestre serdo de total responsabilidade do empreendedor, sem 6nus de suas atividades ao
Ibama.

7. A soltura, introducao, reintroducao ou translocagdo de espécimes da fauna silvestre na natureza, por
pessoa fisica ou juridica, somente podera ocorrer mediante anuéncia do Ilbama, desde que previsto em
plano de manejo de fauna ou projeto de pesquisa aprovado e em concordancia com norma especifica.

8. Espécimes da fauna silvestre exotica ou hibridos de qualquer natureza ndo poderdo, sob hipotese
alguma, serem destinados para soltura.
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Anexo |1

From: CEUA <ceua@prpq.ufmg.br>
Subject: Decisfo do CEUA
Date: 22 Nov 2012 17:11:12 GMT+01:00
To: jbaron@ich.ufmg.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

', vt v o

UFMG
Senhor(a) Professor(a) Jerome Baron ,

Apds analise de sua solicitagdo de avaliagéo do projeto INVESTIGACAO ELETROFISIOLOGICA DO PAPEL DOS CIRCUITOS TALAMO-
TELENCEFALICOS NO PREENCHIMENTO DO ESCOTOMA TEMPORAL CAUSADO PELO PISCAR , submetido a esta comisséo pelo
protocolo 41 / 2011, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagéo.

Justificativa: Aprovado com ressalva no dia 21/11/2012. Este Comité entendeu que o descarte e o destino das carcagas sera o mesmo
informado (na resposta a diligéncia enviada por email) para os dejetos.

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 22/11/2012.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telelone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmag br/bioelica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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