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RESUMO

Dias, S. L. (2021). Adaptacao ao escuro na distrofia muscular de Duchenne (Dissertacdo de

Mestrado). Instituto de Psicologia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doencga genética recessiva ligada ao
cromossomo X que resulta de mutagdes ou delecdes no gene da distrofina, afetando a expressao
de suas proteinas (Dps). Estas alteragdes resultam principalmente em grave comprometimento
muscular. As alteragdes respiratérias decorrentes da insuficiéncia do musculo cardiaco e do
diafragma, levam os pacientes a morte até o final da segunda década de vida. As Dps sao
necessarias para o funcionamento normal do sistema nervoso central. A retina ¢ o local de
expressao de quatro Dps - Dp427, Dp260, Dp140 e Dp71- e estudos prévios revelaram que a
auséncia de Dps na retina, causa alteragdes no eletrorretinograma (ERG) e em fungdes visuais
como visdo de cores e sensibilidade ao contraste temporal e espacial. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o curso temporal da adaptagao ao escuro dada a possibilidade de perda de
sensibilidade nos fotorreceptores cones e bastonetes. Além de examinar possiveis diferencas de
desempenho nessa funcdo relacionadas com os diferentes locais em que podem ocorrer
mutacoes no gene DMD. Dado conhecimento prévio sobre a presenca e o papel da isoforma
Dp260 na retina, consideramos os pacientes com DMD com alteragdes anteriores (upstream)
ao exon 30 (DMD U), promotor da Dp260, que ndo afetam sua expressdo, ou posteriores
(downstream) ao exon 30, que afetam a expressao da Dp260 (DMD Dp260) e dependendo de
onde ocorram podem afetar a expressdao de outras Dps. Para avaliar a adaptacdo ao escuro foi
realizado um teste psicofisico ndo invasivo em 20 pacientes com DMD, dos quais 7 DMD U
(idade média = 14,00+6,27 anos), 9 DMD Dp260 (idade média = 13,67 = 3,12), 4 DMD Dp71,
com altera¢des na Dp71 (idade média = 14 + 4,24) e 21 controles (idade média = 26,05 + 5,95
anos). Um protocolo curto, previamente relatado pelo nosso grupo (Nagy et al., 2017) foi
utilizado para medir o nivel de luminancia de adaptacao dos bastonetes. O protocolo total tem
duracdo de 20 minutos com os seguintes passos: adaptagdo ao claro de um minuto com
luminancia de 3000 cd/m?; em seguida apresentacdo de estimulos luminosos de cor vermelha e
verde por 8 minutos cuja intensidade era aumentada até sua detec¢dao pelo observador. Logo
apos, o sujeito era adaptado ao escuro por 5 minutos seguido pela segunda etapa na qual a
luminéncia para detec¢@o de estimulos verdes era determinada. Foram medidos o tempo para a
ocorréncia da quebra entre as curvas dos cones e dos bastonetes e os limiares adaptados ao

escuro dos cones e bastonetes. Os pacientes DMD Dp260 apresentaram elevagao do tempo da



quebra entre cones e bastonetes e do limiar de detec¢do de luz dos bastonetes quando
comparados com pacientes com DMD U e com controles. No entanto, o limiar de luminancia
na quebra dos cones e bastonetes foi semelhante nos trés grupos. Concluimos que, enquanto
pacientes DMD Dp260 apresentam uma reducao na sensibilidade dos bastonetes (p=0,04), os
pacientes DMD U ndo apresentam prejuizos significativos. Surpreendentemente, os pacientes
DMD Dp71, cuja Dp260 estd deletada, também ndo apresentaram prejuizo significativo na
sensibilidade dos bastonetes. Os trés grupos ndo apresentaram diferencas estatisticas no limiar
dos cones. Nossa hipotese de que hd um prejuizo na adaptacdo ao escuro em pacientes com

mutacdes na Dp260 se confirma nesse estudo.

Palavras-chave: Adaptacdo ao escuro; Bastonete; Distrofina; Sistema visual; Retina; Distrofia

muscular de Duchenne.



ABSTRACT

Dias, S. L. (2021). Dark adaptation Duchenne Muscular Dystrophy (Master’s Dissertation).

Institute of Psychology, University of S&o Paulo, Sdo Paulo.

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a recessive genetic disease associated to the X-
chromosome that results from mutations or deletions in the dystrophin gene (DMD), affecting
the expression of its proteins (Dps). These alterations result mainly in severe muscle
impairment. Respiratory changes caused by insufficiency of the cardiac muscle and the
diaphragm, due to quick muscle loss, take patients to death by the end of the second decade of
life. Dps are also necessary for normal function of the central nervous system. Four Dps are
expressed in the retina - Dp427, Dp260, Dp140 e Dp71 —and previous studies showed that their
absence, causes alterations in the electroretinogram (ERG) and in visual functions as color
vision and temporal and spatial contrast sensitivity. The goal of this work was to assess the
temporal course of the dark adaptation and final cone and rod photoreceptor thresholds, to
investigate possible losses of sensitivity. The goal was also to examine if visual performance
was related to the locus of DMD gene mutations. Given the previous knowledge about the
presence and its function of the Dp260 isoform in the retina we considered DMD patients with
alterations before exon 30 (upstream, DMD U), Dp260 promoter, or after exon 30 (downstream,
DMD D), which affect the expression of Dp260, and depending where they occur may affect
the expression of one or more of the other Dps. In order to evaluate dark adaptation, we used a
non-invasive psychophysical test. We examined 20 DMD patients, 7 DMD U (mean age=
14.00+6.27 years), 9 DMD D260 (mean age= 13.67 + 3.12) and four DMD D with alteration in
Dp71 (DMD D71, mean age= 14 + 4.24). The control group was composed by 21 healthy
volunteers (mean age= 26.05 + 5.95 years). A short dark adaptation protocol, previously
reported by our group (Nagy et al., 2017) was used. The total session duration was 20 minutes
with the following steps: one minute exposure to a 3000 cd/m? light; followed by luminance
threshold determination of alternating red and green color lights for 8 minutes. After that, there
was a 5 minute period in the dark, followed by the second part of the protocol, in which
luminance thresholds for detection of the green stimulus were determined. We measured the
time for the rod/cone break in the dark adaptation curve and the final cone and rod thresholds.
DMD Dp260 patients, showed elevation of the break time and of the rod luminance thresholds
when compared to DMD U patients and with control. No difference was found in the luminance

thresholds needed for the rod/cone break in the three groups. We concluded that while DMD



Dp260 patients presented a reduction of rod sensitivity (p=0.04), the DMD U patients did not
present significant damage on rod sensitivity. Surprisingly, the DMD Dp71 patients, in which,
in addition to Dp260, Dp71 is deleted, also did not present significant damage in rod sensitivity.
No differences in cone sensitivity were found among the three groups. Our hypothesis of a loss

in the dark adaptation of patients that have Dp260 mutation was confirmed in this study.

Key-words: Dark Adaptation. Rod cell. Dystrophin. Visual system. Retina. Duchenne
Muscular Dystrophy.
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1 INTRODUCAO
1.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) foi descrita pelo médico neurologista,
Guillaume Benjamin Amand Duchenne em 1868 em Paris, na Frangca. A DMD ¢ a doenga mais
comum entre as distrofias musculares, afetando 1 a cada 3.500 criangas nascidas com vida.
Além da DMD, temos Distrofia Muscular de Becker, Distrofia Muscular de Cinturas, Distrofia
Muscular Facio-Escépulo-Umeral, Distrofia Muscular de Steinert e Distrofia Muscular
Congénita (Kiyomoto et al., 1999; Zatz, 2002). A DMD ¢ caracterizada pela perda progressiva
dos movimentos, afetando inicialmente os membros inferiores e posteriormente 0os membros
superiores, com pseudohipertrofia progressiva dos musculos afetados e aumento significativo
do tecido conjuntivo e tecido adiposo (Emery, 1980; Saldanha et al., 2005).

Os individuos mais afetados pela DMD sdo geralmente criangas do sexo masculino, que
passam a apresentar sintomas motores entre 3 a 5 anos de idade, como por exemplo, dificuldade
para subir escada, para se levantar de uma posi¢ao sentada ou passar da posi¢ao sentado para
em pé e para sustentar seu corpo em pé. Em torno dos 6 anos de idade, as criangas tendem a
andar nas pontas dos pés e apresentam deformidades do corpo, devido ao problema muscular.
A perda muscular na DMD ¢ muito rapida e leva a maioria das criancas a utilizar cadeira de

rodas por volta dos 13 anos de idade (Figura 1) (Emery, et al., 2015; Manzur et al., 2008).
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Figura 1. Manobra ou sinal de Gower O sinal de Gowers, também conhecido como manobra de Gowers ou
manobra do levantar miopatico, ¢ um sinal médico que indica fraqueza dos musculos proximais, especificamente
aqueles do membro inferior. O sinal descreve um paciente que usa suas maos para "escalar" seu proprio corpo a
partir de uma posi¢do agachada devido a falta de for¢a muscular no quadril e coxas. O sinal recebe 0 nome em
homenagem ao médico neurologista britdnico William Richard Gowers (1845-1915). Ribeiro, 2017.

Além do prejuizo motor, outras caracteristicas ndo motoras, como o atraso no
desenvolvimento global, graves dificuldades de aprendizagem, autismo e altera¢des no figado,
podem se manifestar (Manzur et al., 2008). Para saber o diagnostico de DMD na infancia, sdo
realizados exames de sangue para verificar o nivel plasmatico da enzima creatinina quinase
(CK); caso o resultado seja elevado, o paciente apresenta a doenca desde o seu nascimento. Os
niveis plasmaticos de CK elevada revelam alteragdes, infecgdes e inflamacdes que estdo
relacionadas as lesdes nos musculos. O conhecimento do nivel de CK ¢ importante apenas no
inicio do tratamento, pois em pacientes mais velhos (que na sua maioria ja fazem uso de cadeira
de rodas), os niveis de CK diminuem com a progressao da doenga, devido a perda muscular e
a atividade fisica reduzida (Manzur et al., 2008). Outros exames laboratoriais importantes para
o diagnostico inicial de DMD sdo taxa de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), enzimas presentes no figado que podem estar alteradas revelando

hepatopatias agudas e alteragcdes no figado (Manzur et al., 2008).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Sinal_médico
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Outra forma de identificar a DMD, além do exame de sangue, sdo 0s exames genéticos
para detecgdo de mutacdes que ocorrem no gene da distrofina (DMD), situado no brago curto
do cromossomo X (Xp21) (Muntoni et al., 2003). O gene DMD ¢ responsavel pela transcricdo
das proteinas distrofinas que desempenham func@es essenciais como parte de um complexo
proteico transmembranico composto por cinco classes de proteinas, dintrofina, distrobevina,
distroglicana, sarcoglicana e sarcospana, gque juntas atuam no tecido muscular garantindo a
ligacdo entre o citoplasma e o citoesqueleto das fibras musculares (Werneck & Bonilla, 1990;
Yiu & Kornberg, n.d.).

A DMD é uma doenca genética recessiva que pode ser transmitida pela mae heterozigota
(Koenig,. et al., 1987; Zatz, et al., 1981). S&o encontradas trés diferentes mutacdes no gene da
distrofina, e a mais comum € a perda de uma parte do gene DMD (delecéo), que ocorre em 60%
dos casos, seguida pela mutacdao de ponto, em 45% dos pacientes e pela duplicacdo do gene,
nos 5% restantes (Koenig, et al., 1989; Lindlof et al., 1989; Muntoni et al., 2003). Em 1/3 dos
casos ocorrem novas mutacdes no gene DMD néo herdadas geneticamente enquanto em 2/3 dos
casos a alteracdo genética é transmitida pela mée (Zatz, M. 2002). O gene DMD apresenta uma
complexa regulacdo de transcricdo de proteinas com sete promotores. A proteina completa
(Dp427) é inicialmente transcrita por 3 promotores e apresenta elevado peso molecular.
Promotores intragénicos, responsaveis por dar inicio ao processo de transcri¢ao de proteinas de
menor peso molecular, estdo localizados em diferentes locais ao longo do gene DMD. O
primeiro promotor (M) é ativado nos musculos esqueléticos, células cardiacas vasculares
endoteliais e células da glia no sistema nervoso central (SNC); o segundo promotor, o promotor
C é ativado no cortex cerebral, nos neurdnios da regido CA3 do hipocampo; o terceiro promotor,
o promotor P dirige a sintese da proteina distrofina nas células cerebelares de Purkinje e esta
presente no cortex cerebral fetal. Esses trés promotores iniciais sdo responsaveis pela
transcricdo da Dp427 (Blake et al., 2002). O gene DMD possui outros quatro locais de
transcrigdes intragénicas menores iniciadas por outros promotores que utilizam um Gnico exon
de referéncia. O promotor R localizado proximo ao exon 30, é responsavel pela proteina Dp260
(D’Souza et al., 1995); o promotor B3, no exon 45, é ativado no cérebro. Esse promotor é
responsavel pela transcricdo da proteina Dp140. O promotor S, no exon 56, é ativado nas células
de Schwann, responsaveis pela produgdo de mielina no sistema nervoso periférico, e €
responsavel pela expressdo da proteina Dpll6 (Byers et al., 1993). O promotor G (geral)
encontra-se amplamente distribuido em diversos grupos celulares, como figado, pulmao, rim
etc. O promotor esta localizado no exon 63 e é responsavel pela expressao da proteina Dp71

(Bar et al., 1990). A Dp71 também é expressa na retina de mamiferos pelas células gliais de
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Muller (MGCs) na membrana limitante (MLI) e pelos astrocitos nos vasos sanguineos (Austin
et al., 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Representacéo do gene DMD, os promotores da distrofina e suas diferentes isoformas. Localizag8o do
gene da distrofina (cromossomo X - Xp21). Logo abaixo é apresentado a localizagdo dos exons que compdem 0
gene da distrofina (linhas verticais pretas) e os promotores B, M, P, R, B3, S e G (setas), e as respectivas Dp (do
inglés: Dystropin) (Manzur et al., 2008)

As proteinas distrofinas sdo muito importantes para o funcionamento do sistema nervoso
central, além da funcdo no sistema motor (Rodius et al., 1997). No sistema nervoso central, a
distrofina esta associada aos canais i6nicos dos neurdnios (Lidov et al., 1990; Mehler, 2000) ¢
necessaria para a sinaptogénese (Jamel et al., 1988; Lidov et al., 1990; Lidov & Kunkel, 1997;
Morris et al., 1995) além de estar envolvida na estabilidade mecénica dos terminais sinapticos

de alguns neuronios (Blank,et al., 1997).
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1.2 ESTRUTURA DA RETINA.

A retina humana ¢ constituida por cinco grupos principais de células neurais que, junto
com as células gliais, efetuam os primeiros estdgios do processamento da informacdo visual.
As células neurais da retina estdo dispostas em trés camadas nucleares: as células
fotorreceptoras, cujos nucleos celulares estdo na camada nuclear externa ONL (do inglés: outer
nuclear layer), células bipolares ON e OFF, horizontais e amacrinas que estdo na camada
nuclear interna INL (do inglés: inner nuclear layer) e as células ganglionares ON e OFF, que
estdo na camada de células ganglionares GCL (do inglés: ganglion cell layer) (Figura 3) (revisao
por Joselevitch, 2008). Essas trés camadas nucleares sdo intercaladas por outras duas que
contém prolongamentos axonicos ou dendriticos e contatos sindpticos, as camadas plexiforme
externa e plexiforme interna. A camada plexiforme externa contém sinapses ligando os axdnios
dos fotorreceptores aos dendritos de células bipolares e horizontais e a camada plexiforme
interna contém as conexdes das células bipolares e amacrinas com as células ganglionares
(Kolb, 2003).

O trabalho fundamental dos fotorreceptores ¢ transformar a luz, que ¢ energia
eletromagnética, em sinal neural através do processo chamado de fototransdugdo. A
fototransdu¢do resulta na modulacdo da liberacdo do neurotransmissor glutamato pelos
fotorreceptores. Os fotorreceptores nao produzem potenciais de agdo, mas respondem a
estimulacdo luminosa através de mudangas graduais de seus potenciais de membrana (revisao

por: Joselevitch, 2008).
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Figura 3. Esquema de organizacdo da retina humana com organizacdo de camadas e tipos de células. OPL (do
inglés: outer plexiform layer); IPL (do inglés: inner plexiform layer); ONL (do inglés: outer nuclear layer); INL
(do inglés: inner nuclear layer); GCL (ganglion cell layer) (Modificado de Kolb, 2013).

A retina humana possui cerca de 6 milhdes de cones que estdo concentrados no centro
daretina, a fovea. Os cones apresentam uma forma alongada, com segmentos externos de forma
conica (Figura 4). Sdo responsdveis por varias fungdes da visdo diurna (fotopica) como a
acuidade visual maxima, visao de cores, a amplitudo de contraste maxima. O sistema de cones
possui alta resolucao temporal, pois a molécula do pigmento visual se regenera rapidamente, e
alta resolugdo espacial devido a convergéncia de poucos cones para um Unico neurénio de
segunda ordem (Burns & Lamb, 2003; Davson, 1980; Rodieck, 1998). Existem trés tipos de
cones que apresentam fotopigmentos que respondem a luz de diferentes faixas de comprimentos
de onda. O cone S contém opsina sensivel maximamente a faixa espectral de comprimentos de
onda curtos, com pico de absor¢ao em 420 nm (faixa azul); o cone M contém opsina sensivel
maximamente a faixa de comprimentos de onda médios, com pico de absorcao da luz em 530
nm (faixa verde); e o cone L contém opsina sensivel maximamente a faixa de comprimentos de

onda longos com pico de absor¢do em 557 nm (regido do amarelo) (Schwartz, 2010).
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Figura 4. Estrutura béasica dos cones e bastonetes. Modificado de Oliveira, (2017).

Os bastonetes estdao distribuidos por quase toda retina, menos na regido mais central
(fovea), e estdo em grande quantidade na periferia média da retina (20° da fovea). Portanto,

durante a visdo noturna (escotdpica) objetos ndo podem ser percebidos pela area central da
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retina. Na retina humana ha cerca de 120 milhdes de bastonetes que apresentam forma
cilindrica. O sistema dos bastonetes ndo permite visao de cores por ter um so tipo celular, possui
baixa acuidade visual e baixa visdo de contraste (Tabela 1). O sistema de bastonetes possui
baixa resolugdo temporal, devido ao tempo que a molécula do fotopigmento visual necessita
para se regenerar, ¢ possui baixa resolugdo espacial, devido a convergéncia de um nimero
consideravelmente maior de bastonetes para um Unico neurénio de segunda ordem quando
comparado aos cones (Burns & Lamb, 2003; Davson, 1980; Rodieck, 1998). Os bastonetes sao
mais sensiveis do que os cones, eles tem seu pico de absor¢do em 505 nm, com isso em
ambientes pouco iluminados conseguimos detectar imagens e podemos discriminar diferentes

areas como, claro e escuro (Dartnall, et al., 1983).

Tabela 1. Principais diferencas entre cones e bastonetes.

Cones Bastonetes
Morfologia geral segmento externo conico  segmento externo cilindrico
Fotopigmento opsinas de cones Rodopsina
Numero de fita sindpticas 20-40 1-2
Nivel de luz Fotopico Escotdpico
Sensibilidade absoluta Baixa Alta
Saturacao Néo Sim
Velocidade de resposta Répida Lenta
Capacidade de adaptacao a luz Ampla Limitada
Adaptacdo ao escuro Rapido Lento
Pico de sensibilidade espectral depende da opsina ~500 nm

Fonte: Ebrey & Koutalos, 2001; Migdale et al. 2003; Chun, et al., 1996; Burns and Lamb, 2003; Pugh & Lamb,
2000; Dartnall, et al., 1983; Joselevitch, 2008 (modificada)

Os rodopsinas sdo proteina transmembranares, constituida por uma parte proteica
associada a uma molécula cromoforo 11-cis-retinal, derivada da vitamina A1 na maioria dos
vertebrados. A rodopsina tem fun¢do de absorcao da luz. Com apenas uma rodopsina ativada,
pode ocorrer a ativacdo do bastonete (Saari et al., 1994; Wu et al., 2006). A incidéncia de luz
faz com que a molécula de rodopsina se decomponha e haja separacdo dos dois componentes,
a opsina e o retinal. Apés um determinado tempo a opsina e o retinal sdo recombinados, por
processos metabolicos da célula, e formam uma nova rodopsina ativa. Sua recuperagdo
completa pode levar de 15 a 20 minutos, motivo pelo qual € necessario aguardar alguns minutos
para comecar ver em um ambiente escuro, apos ter permanecido muito tempo em um local com

claridade (Schwartz, 2010). Em niveis medianos de intensidade luminosa, os cones e bastonetes
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podem ser ativados simultaneamente, o que ¢ conhecido como visdo mesdpica, ¢ comparada a
visdo do entardecer (por do sol) (Buck, 2003).

Nos cones a regeneracdo ocorre sob luz fraca, esta converséo é realizada em células do
epitélio pigmentar da retina (EPR) por uma via enziméatica chamada de ciclo visual. Sob
condigdes de luz do dia, no entanto, fotoisomerizagao de opsinas visuais em bastonetes e cones
supera em muito a sintese de 11cRAL por esta via (Mata et al., 2002). O mecanismo pelo qual
os fotorreceptores de mamiferos mantém a sensibilidade a luz em condi¢6es de luz do dia ainda
é desconhecida. O acumulo de evidéncias sugere a existéncia de um segundo ciclo visual que
regenera 0s pigmentos visuais do cone pelo menos em parte da retina neural. Cones, mas néo
bastonetes, mostram recuperar fotossensibilidade ap6s exposicao a luz em retinas isoladas de
varias espécies, incluindo humanos e camundongos (Goldstein, 1970; Hood & Hock, 1973;
Wang & Kefalov, 2009). S6é 11cRAL pode regenerar opsina branqueada, essas observacdes
sugerem ainda que 0s cones, mas ndo os bastonetes, contém um 11-cis-retinol (11cROL) em
atividade da desidrogenase (11cRDH) que converte 11cROL em 11cRAL (Mata et al., 2002;
Sato & Kefalov, 2016).

Existem dois tipos de sinapses entre cones e bastonetes com os neuronios de segunda
ordem como células bipolares e células horizontais. Os  bastonetes apresentam  sinapse
invaginada com as células bipolares ON e células horizontais. A sinapse invaginada ¢ mais
complexa, pois nesta sinapse os processos dendriticos das células bipolares e horizontais
ocorrem dentro de uma cavidade existente na membrana pré-sinaptica dos fotorreceptores. Ja
0s cones apresentam sinapse invaginada com células bipolares ON e a maior parte das
transmissoes sinapticas com células bipolares OFF ocorrem através da sinapse basal, que ¢
semelhante as sinapses de outros locais do sistema nervoso (Figura 5) (Morigiwa & Vardi, 1999;

Vardi et al., 1998).
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Figura 5. Representacdo esquematica da retina de mamiferos. Em “a” podemos observar que existem seis tipos
de neurdnios distribuidos na camada da retina de mamiferos: 1- bastonetes, 2 — cones, 3 — células horizontais, 4 —
células bipolares, 5 — células amacrinas, 6 — células ganglionares da retina. Em “b” o esquema representa o
pediculo de um cone, o terminal sinaptico dos cones, nos quais as sinapses em fitas estdo em contraposicéo aos
dendritos de células horizontais (em amarelo) e os dendritos da célula bipolar ON (em azul), esse arranjo sinaptico
é denominado de triade. Os dendritos das células bipolares OFF realizam sinapses com a base do pediculo do cone
(em roxo). Em “¢” podemos observar a representacdo esquematica de uma esférula, o terminal sinaptico dos
bastonetes, na qual a sinapse em fita estd em contraposi¢do aos dendritos de células horizontais (em amarelo) e
aos dendritos de uma célula bipolar de bastonete (em azul). Dendritos de células bipolares OFF de cone realizam
contatos na base (roxo). Em “d” podemos observar o terminal axonico de uma célula bipolar de cone (azul), ele
contém até 50 fitas pré-sinapticas e se conecta a processos de células amacrinas pos-sinapticas (laranja) e dendritos
de células granglinares (roxo). Em “e” podemos observar uma visdo ampliada de sinapse de fita entre a célula
bipolar (em azul), processos de célula améacrina (em laranja) e dendritos da célula ganglionar (em roxo). As células
amécrinas realizam sinapses em retroalimentagdo com as células bipolares. Este arranjo sinaptico é denominado
de diade. As células amécrinas também realizam numerosas sinapses convencionais com outras células améacrinas
e células ganglionares na camada Plexiforme Interna (IPL). Alguns processos de células amacrinas alcancam a
OPL e realizam contatos sinépticos (processos interplexiformes). (OS//IS: segmentos externos e internos de cones
e bastonetes; ONL: camada nuclear externa; OPL: camada plexiforme externa; INL: camada nuclear interna; IPL:
camada plexiforme interna; GCL: camada de células ganglionares; NFL: camada de fibras de nervo 6ptico).
Waéssle (2004).

O Eletrorretinograma (ERG) avalia a resposta eletrofisiologica retiniana aos estimulos
luminosos (Figura 6). E usado para entender o funcionamento da retina e auxilia no diagnéstico
e acompanhamento de varias patologias retinianas. A onda-a se origina dos fotorreceptores e a
onda-b da atividade das células bipolares, localizadas na camada nuclear interna (INL). O ERG
negativo ocorre quando ha uma reducdo da onda-b sem alteracdo ou com menor prejuizo da
onda-a, o que significa uma razdo b/a <=2. O ERG negativo pode ser encontrado em sujeitos

com DMD (Fitzgerald et al., 1994). A alteragdo do ERG parece estar relacionada a alteragdo na

expressao da proteina Dp260, localizada na camada plexiforme externa da retina.
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Figura 6. Representacdo de um ERG classico definido pela norma da ISCEV. A seta em negrito indica o flash do
estimulo, as setas longas representam a amplitude da onda-a e da onda-b e a seta na horizontal (t) representa o
tempo em ms. Modificado de McCulloch et al. (2015).

1.3 O SISTEMA VISUAL NA DMD

A retina ¢ sitio de expressao de diferentes isoformas, como a Dp427, Dp260, Dp140 ¢
Dp71 da distrofina. Elas estdo na camada plexiforme externa da retina (Pillers et al., 1993),
onde ocorrem os contatos sinapticos entre fotorreceptores (cones e bastonetes) e células
bipolares e horizontais (Blank, M., et al., 1999; Ueda et al., 1995; Ueda, et al., 1997). A Dp427
¢ expressa em maior quantidade pelos cones do que pelos bastonetes (Wersinger et al., 2011).
A Dp260 e a Dp140 encontram-se na camada plexiforme externa da retina (Ueda, et al., 1997;
Ueda, et al., 1997), mas somente a Dp260 apresenta padrdes de expressao semelhantes aos dos
receptores das células bipolares do tipo mGluR6 durante o periodo de matura¢ao funcional no
desenvolvimento retiniano. Portanto, a Dp260 est4 envolvida no estabelecimento de conexdes
sindpticas entre os fotorreceptores e neurdnios pos-receptorais (Rodius et al., 1997). Além
disso, a Dp260 ¢ a proteina em maior quantidade na camada plexiforme externa da retina,
seguida pela Dp140, em menor quantidade temos a Dp427 (Wersinger et al., 2011). Distrofinas
também foram encontradas na camada nuclear interna da retina de camundongos, mas ndo se
sabe ao certo quais proteinas seriam expressas pelas células bipolares e/ou células amécrinas e
suas fungdes especificas para o funcionamento retiniano (Wersinger et al., 2011)

A distrofina foi localizada na camada plexiforme externa da retina em humanos na parte
invaginada dos bastonetes (Figura 7) (Pillers et al., 1993) e o eletrorretinograma negativo esta
associado a auséncia da distrofina, sendo afetado em pacientes com alteracdes na Dp260
(Girlanda et al., 1997; Pascual et al., 1998). Outros autores relatam uma piora no resultado do
ERG em pacientes com delecdes entre os exons 44 e 62 (Ricotti et al., 2016; Schmitz &

Drenckhahn, 1997). Estudos realizados no Laboratorio da Visao do Instituto de Psicologia da
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Universidade de Sao Paulo (USP), revelaram que as perdas funcionais vao além das encontradas
na fisiologia sensorial da retina evidenciada pelo eletrorretinograma. A avaliagcdo da visdo de
cores mostrou que a Dp260 ¢ um marcador chave das alteragdes visuais. As alteracoes
encontradas podem estar relacionadas ao processamento poés-receptoral para oponéncia
cromatica verde-vermelho (Costa, et al. 2007). Também confirmaram a relevancia do
subsistema ON das vias visuais retinianas nas alteragcdes que a distrofina causa em fungdes

visuais cromaticas e espaciais (Barboni et al., 2013).
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Figura 7. Representacdo da localizacdo da distrofina e dos distroglicanos na invaginacdo do complexo sinaptico
do bastonete. B = dendrito da célula bipolar e H = processo da célula horizontal. Modificado de Schmitz &
Drenckhahn, (1997, b).

Miyake e colaboradores (1986), mostraram o eletrorretinograma negativo em pacientes
com cegueira noturna estacionaria congénita CSNB (do inglés: Congenital Stationary Night
Blindness), apresentando um perfil com a onda-a preservada e onda-b reduzida (Miyake et al.,
1986). Por outro lado, pacientes com CSNB apresentam alteracdo na curva de adaptacdo ao
escuro dos bastonetes. Anos depois, o relato de que a medida psicofisica de adaptacdo ao escuro
em pacientes com DMD era normal, foi interpretado como um sinal para diferenciar a CSNB
da DMD e durante décadas ficou estabelecido que jovens com DMD apresentavam adaptagao

ao escuro normal, incompativel com o diagndstico de CSNB (Jensen et al., 1995). Entretanto,
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recentemente, nosso grupo mostrou que pacientes com DMD podem apresentar alteragdo na
adaptacdo ao escuro (Nagy et al., 2017). Nas figuras 8 ¢ 9 podemos observar as comparagdes

entre sujeitos saudaveis, DMD e CSNB.
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Figura 8. Eletrorretinogramas mostram reducéo da onda-b em pacientes com Duchenne e controle. Foram testados
16 meninos DMDs, 7 meninos com alteracdes nos exons de 8 a 11 e 9 meninos com alteragcbes no exon 44 ou
acima. Modificado de Ricotti, et al. (2016).
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Figura 9. ERGs escotopicos clinicos de individuos normais, DMD e CSNB. (DMD) auséncia da onda-b para
estimulos azul, vermelho e branco em condic¢Bes de teste escotopico. Apenas as oscilacbes do cone podem ser
vistas na resposta ao estimulo vermelho. A resposta ao flash branco mostra apenas a onda-a A resposta a um flash
branco brilhante mostra apenas a onda fotorreceptora gerada por um fotorreceptor. (CSNB) As respostas
escotopicas na CSNB sdo semelhantes as registradas na DMD, sem contribuicéo de bastonetes e um ERG negativo
a um estimulo branco brilhante Modificado de Fitzgerald, et al. (1994).
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1.4 ADAPTACAO AO ESCURO

A adaptacdo ao escuro ¢ a mudanga na sensibilidade a luz que o olho sofre em baixos
niveis de iluminagdo apos exposi¢do a luz (Hecht & Shlaer, 1938). Uma forma de entender a
adaptagao ao escuro no cotidiano ¢ quando apagamos as luzes para dormir. Inicialmente, nos
sentimos em total escuriddo e ndo conseguimos enxergar. Apds alguns minutos ¢ possivel
identificar objetos mesmo com baixa iluminacdo do ambiente. Esse aumento de sensibilidade a
luz ap6s um tempo no escuro tem um curso temporal gradativo em que a sensibilidade aumenta
até atingir seu maximo.

Hermann Rudolph Aubert foi um médico fisiologista alemao, que ficou conhecido por
trabalhar com psicofisica e foi ele quem introduziu o conceito de adaptacao para diferenciar de
acamodagao, ele fez sua primeira medida de adaptagdo ao escuro nele proprio em 1865. A
primeira medida de adaptagdo ao escuro foi realizada em outras pessoas foi realizada por Piper
em 1903 e confirmada por Nagel em 1911, ainda que de forma incompleta, pois os dados
mostravam que a adaptacao ao escuro ocorria apenas nos bastonetes (Hecht et al., 1937).

A partir de 1921, Hecht desenvolveu experimentos com adaptacao ao escuro medindo
limiares foveais, para avaliar a adaptagdo dos cones. O resultado foi uma répida adaptagdo ao
escuro conduzida pelos cones, mudando a ideia inicial de Piper sobre a adaptacdo ao escuro
ocorrer apenas nos bastonetes.

Blanchard em 1918 mostrou que a intensidade de exposicao prévia a luz modifica o
limiar de sensibilidade & luz no tempo zero (inicio da adaptagdo ao escuro). A faixa de
intensidades de luz percebidas pelos cones e bastonetes durante a adaptacdo ao escuro
dependera da cor e do tipo de estimulo luminoso (Kohlrausch, 1922, 1931) e da duragdo e
intensidade da luz de exposicao prévia (Hecht & Haig, 1936; Muller, 1931; Wald & Clark,
1936; Winsor & Clark, 1936).

A adaptacdo ao escuro sem exposicdo prévia a uma luz de intensidade e duracdo
especificadas pode resultar em dados instdveis e duvidosos. Essa exposicdo destina-se a
provocar a separagdo entre o cromoforo retinal e a rodopsina, tornando-a de coloragdo mais
palida, razdo pela qual ¢ descrita como descoramento (bleaching). O descoramento deve ser
idéntico entre os sujeitos avaliados para que a adaptacdo ao escuro possa ser comparavel entre
eles (Hecht et al., 1937).

Em 10 anos de experiéncia avaliando o descoramento na adaptacdo ao escuro, os autores
descobriram que a maioria das variacdes nos dados decorrem da falha em especificar condigdes
de medicdo. A adaptacdo dos bastonetes foi descrita de duas formas, uma rapida e outra lenta.

A rapida acontece apds a utilizacdo de uma luz com baixa intensidade na pré-adaptagdo ao



29

escuro ¢ a lenta acontece ap6s uma luz de pré-adaptacdo com alta intensidade (Hecht et al.,
1937).

Além do efeito da intensidade luminosa, outras variaveis que podem afetar a adaptacao
ao escuro sao a duragdo da luz de pré-adaptacao, o tamanho e posicao do estimulo na retina, o
comprimento de onda da luz de pré-adaptacao e a capacidade de regenera¢dao da rodopsina
(Kalloniatis & Luu, 2007).

Ao entrar em uma sala escura depois de ficar exposto a luz de um dia ensolarado, o olho
fica imediatamente mais sensivel a luz. Essa mudanca de sensibilidade inicial ¢ rapida, mas
depois de 5 minutos no escuro ela ocorre mais lentamente, ¢ ap6és 30 minutos no escuro, a
sensibilidade ainda aumenta, porém muito lentamente, até 45 minutos ou 1 hora, quando a
sensibilidade maxima ¢ atingida. A sensibilidade final de cada olho em aproximadamente 1 hora
no escuro varia entre 5.000 ¢ 10.000 vezes mais sensivel que no inicio da adaptagdo ao escuro
(Charles, 1944; Hecht, 1920a).

A figura 10 apresenta um grafico com a curva tipica de adaptagdo ao escuro encontrada
em 80% dos adultos saudaveis (faixa sombreada), medida com estimulo projetado sobre a retina
20 graus nasal da fovea. A curva mostra as mudancas dos limiares de deteccao de luz medidos
com um foco de luz, em funcdo do tempo de permanéncia do observador no escuro. A curva
inicial com pontos vermelhos reflete o mecanismo de adaptacdo ao escuro dos cones. A
sensibilidade dos bastonetes ¢ refletida pela segunda parte da curva de adaptacdo ao escuro.
Embora os bastonetes estejam ativos desde o inicio da adaptacdo ao escuro, a sensibilidade
inicial € suplantada pela dos cones, que sdo mais sensiveis no inicio da adaptagdo, porém se
adaptam rapidamente. A resposta dos bastonetes ocorre desde o inicio, mas pode ser observada
na Figura 10 apos a estabilizagdo da adaptagdo dos cones. A adaptacdo dos bastonetes ¢
identificada pela melhora de sensibilidade visual ap6s 5-10 minutos de adaptacdo ao escuro que

da origem ao segundo ramo da curva de adaptagdo (Kalloniatis & Luu, 2007).
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Figura 10. Curva tipica de adaptacdo ao escuro de humanos adultos.Os pontos em vermelho representam a
adaptacgdo relacionada aos cones, enquanto que 0s pontos azuis, sdo relacionados a adaptacdo dos bastonetes. A
area sombreada representa a faixa de adaptacdo encontrada em 80% do grupo de individuos. Os dados de Hecht e
Mandelbaum de De Pirenne M. H., Dark Adaptation e Night Vision. Capitulo 5. Em: Davson, H. (ed), The Eye,
vol 2. London, Academic Press, 1962

Sabe-se, entdo, que o fenbmeno de adaptagdo ao escuro ocorre na retina e ndo no
cérebro. Pode-se exemplificar essa afirmacdo com um sujeito com apenas um olho adaptado ao
escuro, o descoramento diminui a sensibilidade apenas do olho exposto (Reuter, 2011).

A maioria dos experimentos de adaptacéo ao escuro néo utilizou a dilatagdo forcada da
pupila. No olho humano, o didmetro da pupila varia entre 2 a 8 mm, durante o experimento
completo de adaptacdo ao escuro, a pupila geralmente altera seu diametro cerca de 16
vezes(Dowling, 1987. p.187; Reuter, 2011).

Para descrever o mecanismo de adaptacédo visual é de extrema importancia descrever a
rodopsina, uma proteina transmembranar pertencente aos bastonetes, que possui um amplo
espectro de absorcdo, com pico em 505nm (Reuter, 2011).

Durante os anos de 1950, Wald e Hubbard, concluiram que o evento primario da
adaptacéo ao escuro é puramente fotoquimico, na excitacdo de cones e bastonetes. Também foi
descrito que a forma todo trans do retinal ndo é imediatamente separada da rodopsina. Essa
separagdo ocorre atraves de uma cadeia de respostas ao descoramento, que foram descritas com
base nos espectros de absor¢éo de trés produtos: metarodopsina I (pico de absor¢cdo em 480nm),
meta-1l (pico de absor¢do em 380nm) e meta-I1l (pico de absor¢do em 470 nm). A separacao
do retinol e da opsina é necessaria para a inibicdo da rodopsina para a opsina livre e entdo, um

novo 11-cis retinal. Apds a separacdo da opsina na forma toda trans retinal (pico de absorcédo
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em380nm), ela é enzimaticamente reduzida em uma toda trans retinol, que é a vitamina A (com
pico de absorcdo em 330nm), transportada até o epitélio pigmentar e convertida em 11-cis-
retinal, para logo apds voltar para os bastonetes na retina neural. Essa isomerizacao demonstrou
gue mudangas puramente estéricas nas interacdes de uma molécula sdo capazes de produzir
efeitos fisiologicos dramaticos (Reuter, 2011)

Dowling em 1960 demonstrou o paralelismo entre a adaptagéo ao escuro e a regeneracao
da rodopsina, o que foi um grande avanco, visto que a adaptacdo ao escuro pode ser
identitificada através de alteragfes bioguimicas. Num estudo em ratos albinos, foi avaliada a
recuperacdo gradual da capacidade de respostas a um flash ap6s 30 minutos de descoramento,
medindo as intensidades de luz necessarias para obter um eletrorretinograma (ERG) de tamanho
fixo, de pequena amplitude, correspondente ao limiar. Os resultados revelaram que de 3 a 100
minutos no escuro, a sensibilidade aumentou em 3,5 unidades logaritmicas, cerca de 3000
vezes. Em experimentos paralelos foi demonstrado por Dowling e seu grupo que durante o
mesmo periodo a quantidade de rodopsina recuperada aumentou aproximadamente de 4% a
100% do nivel de adaptacdo ao escuro. (Dowling, J. E., 1960; Dowling, J. & Wald, 1958).

Rushton desenvolveu um método engenhoso para medir a regeneracdo da rodopsina
diretamente no olho humano. Esse método consistia em medir a quantidade de luz de um flash
que é refletida pela retina. O raciocinio se baseia na ideia de que a rodopsina absorve a luz.
Portanto quando ela ndo estad descorada, a maior parte da luz incidente é absorvida e a
quantidade refletida é pequena. Por outro lado, quando ela estd descorada a capacidade de
absorcédo diminui e a quantidade refletida aumenta. Este método, conhecido como densitometria
retiniana por reflex&o foi usado para verificar a quantidade de fotopigmento que foi descorado
apos receber um estimulo luminoso intenso e permitiu concluir que o tempo de adaptacdo ao
escuro e a regeneracdo da rodopsina era 0 mesmo, porém este fato ndo explica completamente
0 grande aumento da sensibilidade dos bastonetes com o tempo (Kalloniatis & Luu, 2007).

Hecht, Haig e Chase mostraram em 1965 que o descoramento da rodopsina em 1%
aumenta o limiar 10 vezes, portanto diminuindo a sensibilidade em 10 vezes, e 0 descoramento
de 50% da rodopsina aumenta o limiar em 10 unidades de log, ou 10.000.000.000 de vezes,
enquanto o descoramento de 50% do fotopigmento do cone aumenta o limiar do cone em 1,5
unidades de log. Portanto, embora o curso temporal da regeneragéo da rodopsina coincida com
a curva de adaptacédo ao escuro, as mudancas de sensibilidade ndo correspondem as quantidades
de rodopsina alteradas pelo descoramento (Kalloniatis & Luu, 2007).

O exame de adaptacédo ao escuro avalia diretamente as funcdes dos fotorreceptores por

métodos ndo invasivos. A quantidade de energia necessaria para detectar luz é usada para medir
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0 tempo de recuperacdo da sensibilidade dos fotorreceptores (cones e bastonetes). A avaliacdo
da adaptacdo ao escuro é muito importante para estudos e exames clinicos, pois seus resultados
podem revelar o progresso de uma determinada doenca. A Cegueira Estacionaria Noturna
Congénita (CSNB), a Degeneracdo Macular Relacionada a idade (DMRI) e a Retinose
Pigmentar sdo exemplos de doengas nas quais um dos primeiros sintomas é a perda da visdo
periférica, afetando os bastonetes (Curcio et al., 1996). Portanto esse exame é de extrema

importancia para detectar esses sintomas forma precoce..

1.4.1 Adaptacéo ao escuro na Distrofia Muscular de Duchenne

Conforme descrito anteriormente, a alteracdo na proteina Dp260, cuja expressdo ¢é
comprometida por alteragdes no gene DMD a partir do exon 30, € necessaria para a transmissao
sinaptica normal entre fotorreceptores, células bipolares e horizontais. Portanto essa alteragao
genética altera a fisiologia da retina (Drenckhahn et al., 1996; Mehler & Victor, 2000; Pillers et
al., 1999).

Medidas anteriores da adaptagao ao escuro de pacientes com DMD revelaram resultados
dentro da normalidade em sete pacientes avaliados, trés dos quais tinham ERG negativo
(Tremblay et al., 1994). O resultado normal de adaptagdo ao escuro em pacientes com DMD
ndo era esperado devido as alteracdes das respostas eletrofisiologicas dos bastonetes nesses
pacientes. A luminancia limiar média no final da adaptagdo ao escuro dos pacientes DMD foi
de -5,5 £ 0,3 cd.m? conforme o esperado (-5,4 +/- 0,3 cd.m?) (Tremblay et al., 1994). A acuidade
visual, a sensibilidade ao contraste, a visdo de cores, o campo visual e a adaptagdo ao escuro
estavam dentro da normalidade em um grupo de 16 pacientes com DMD e a Distrofia Muscular
de Becker (DMB) (Jensen et al., 1995).

Apenas os dois estudos citados avaliaram a adaptagdo ao escuro em pacientes com
Distrofia Muscular de Duchenne, porém, infelizmente. ambos os artigos ndo detalharam os
métodos utilizados para a realiza¢do do exame (Jensen et al., 1995; Tremblay et al., 1994).

Resultados preliminares foram obtidos por nosso grupo com sujeitos DMD, usando um
protocolo de adaptag@o ao escuro que permite avaliagdo em tempo mais curto que os protocolos
classicos. O novo protocolo testa em duas fases, uma primeira fase de 8§ minutos mede a
sensibilidade dos cones e o inicio da quebra para a curva dos bastonetes e apds 5 minutos de
intervalo ¢ medida a sensibilidade dos bastonetes durante 6 minutos. Nesse protocolo foi
demonstrada baixa variabilidade entre os voluntarios saudaveis testados (Figura 11) (Nagy et
al., 2017). Foram também examinados dois pacientes com DMD. Um deles, com mutagdo

genética upstream ao exon 30, afetando apenas a Dp427, apresentou resultados de adaptacgao
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ao escuro semelhante aos dos controles. O outro paciente, com mutagdo genética downstream
ao exon 30 e, portanto, com a proteina Dp260 retiniana afetada, mostrou comprometimento da
funcdo dos bastonetes, com menor sensibilidade e maior demora no tempo de quebra dos
cones/bastonetes (Nagy et al., 2017)..

Embora altera¢des na adaptagdo ao escuro nao tenham sido descritas nos dois trabalhos
publicados sobre o tema, em Jensen et al., (1995) e Tremblay et al., (1994), o estudo de Nagy e
colaboradores (2017) mostrou que ha alteracdo na adaptacdo ao escuro e alteragdes nos

bastonetes quando a Dp260 ¢ afetada.
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Figura 11. Curvas de adaptacdo ao escuro mostrando limiar de luminancia para a detec¢do de luz em funcédo do
tempo no escuro.As linhas continuas representam a resposta de um sujeito controle e as linhas pontilhadas
representam respostas de pacientes DMD com mutagdes no exon 48-52. Linhas vermelhas representam a resposta
a luz vermelha e linhas verdes representam as respostas a luz verde. Note-se que os limiares foram semelhantes
para a luz vermelha, mas nunca foi atingido pelo paciente com DMD o limiar dos bastonetes e também a quebra
dos cones entre 3 a 5 minutos. Modificado de Nagy, et al.(2017).

O achado do nosso grupo difere dos relatos do trabalho de Jensen et al., (1995) e
Tremblay et al., (1994), nos quais pacientes com DMD apresentaram adapta¢do normal ao
escuro. Entretanto, nosso estudo preliminar ndo foi conclusivo por se tratar apenas de relato de
caso. Portanto, se faz necessaria a investiga¢do detalhada da adaptacdo ao escuro de pacientes
com DMD e sua relagdo com o local de alteragdo genética. Além disso, uma vez que o local da
mutacdo genética desses pacientes pode ser conhecido e comparado, ao contrario do que era
disponivel na época dos estudos de Jensen et al., (1995) e Tremblay et al., (1994), o presente
trabalho poderd contribuir para o entendimento do papel das proteinas distrofinas na

sensibilidade de cones e bastonetes na adaptagdo ao escuro.
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2 JUSTIFICATIVA

A adaptacdo ao escuro vem ganhando espago na clinica para o diagnostico de doencgas
que inicialmente se manifestam com a perda da visdo periférica. Trata-se de um método
promissor para investigar a fisiologia da retina e contribuir para diagnosticos precoces de
doencgas que afetam o sistema nervoso central. O Brasil é carente de grupos que se dedicam a
essa area do conhecimento.

Este estudo tem o objetivo de contribuir para o conhecimento dos aspectos funcionais
do processamento visual de pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne, enfatizando a
investigacdo das caracteristicas da curva de adaptacao ao escuro destes pacientes, fungdo que
ainda nao foi devidamente investigada e que podera revelar mais sobre o comprometimento
visual relacionado a via dos bastonetes nessa populagao.

Nossa hipotese € que, uma vez que pacientes com DMD com mutagdo genética posterior
ao exon 30 apresentam respostas escotdpicas alteradas no eletrorretinograma, a adaptagao ao
escuro poderia estar alterada nesses pacientes. Em paralelo ao que ocorre com CSNB, cujo
eletrorretinograma (ERG) mostra o mesmo tipo de alteracdo com perda de amplitude da onda-
b, seria de se esperar que a adaptacdo ao escuro estivesse prejudicada na DMD como estd na
CSNB. A reducao de amplitude da onda-b decorre de prejuizos na comunicagdo sinaptica dos
bastonetes com as células bipolares, do tipo ON. Para a via dos cones a alteragdo do ERG ¢
encontrada quando se avaliam as respostas das vias ON e OFF separadamente. O fendtipo
eletrofisiologico da DMD ¢ muito parecido com o da CSNB, cujos pacientes apresentam
prejuizos na adaptagdo ao escuro. Nossa hipdtese ¢ que uma disfung@o dos bastonetes poderia

ser evidenciada ao medir, psicofisicamente, a sensibilidade dos bastonetes adaptados ao escuro.
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3 Objetivos
OBJETIVO GERAL
Avaliar possiveis alteracdes dos limiares de cones e bastonetes adaptados ao escuro

relacionadas com mutagdes no gene DMD, em pacientes com DMD.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o] Determinar a sensibilidade dos cones e bastonetes na adaptagdo ao escuro;
e Analisar se hd diferenca entre pacientes que possuem diferentes locais de mutagdo
genética, considerando como referéncia o exon 30, cujo promotor ¢ responsavel pela

transcri¢ao da distrofina mais abundaante na retina, aa Dp260;
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo (Processo Plataforma Brasil
CAAE n° 80512617.6.0000.5561) (em anexo).

Todos os participantes (ou seus respectivos responsaveis legais) estavam cientes do
estudo e assinaramo termo de consentimento livre e esclarecido autorizando a sua participagao

(ou a participagdo de seu filho) na pesquisa antes do inicio do teste.

4.1 PARTICIPANTES

Foram avaliados um total de 76 pacientes, porém apenas 41 foram inseridos na analise
dos dados. Dos 35 sujeitos excluidos, 17 eram sujeitos controles, cujos motivos de exclusdo
foram idade acima da faixa etaria estudada e ndo compreensao ou colaboragdo para realizar o
exame. Os outros 18 pacientes excluidos ndo compreenderem o exame, tinham catarata ou
outras altera¢des oftalmolégicas.

No total 20 pacientes com DMD, com idades médias 13,85+4,40; DMD U n=7 com
midade média 14,00+6,27; DMD D n=9 com idade média 13,67+3,12; DMD Dp71 n=4 com
idade média 14,00 e 21 controles, com idade média 16,05+5,95. (Tabela 2 e 3).

Tabela 2. Média e desvio padrdo das idades dos participantes.

DMD
Controle DMDU DMDD Dp71
Média 16,05 14,00 13,67 14
DesvPad 5,95 6,27 3,12 4,24
Tabela 3. Participantes com Distrofia Muscular de Duchenne e controles.
Grupo ID Idade AV Mutacbes
CTRL 1 19 20/20
CTRL 2 26 20/20
CTRL 3 21 20/20
CTRL 4 11 20/20
CTRL 5 17 20/20
CTRL 6 16 20/20
CTRL 7 13 20/20
CTRL 8 23 20/20
CTRL 9 9 20/20
CTRL 10 14 20/20
CTRL 11 17 20/20
CTRL 12 24 20/20
CTRL 13 12 20/20
CTRL 14 23 20/20
CTRL 15 21 20/20
CTRL 16 8 20/20
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CTRL 17 8 20/20
CTRL 18 10 20/20
CTRL 19 7 20/20
CTRL 20 16 20/20
CTRL 21 22 20/20
DMD U 22 22 20/20  duplicacdo no exons 3-7

DMD U 23 19 20/20  duplicacdo no exon 3-7
DMD U 24 20 20/20  mutacdo de ponto no exon 6

DMD U 25 8 20/20  mutacdo de ponto no exon 6
DMD U 26 9 20/20  mutacédo de ponto no exon 7
DMD U 27 7 20/20  mutacdo de ponto no exon 16
DMD U 28 13 20/20  mutacao de ponto no exon 20
DMD D 29 14 20/20  delecéo no exon 12-39

DMD D 30 12 20/20  Frameshift* no exon 40

DMD D 31 14 20/20  delecéo no exon 45-46
DMD D 32 13 20/20  delecdo no exon 45-52

DMD D 33 9 20/20  delecéo no exon 45-52

DMD D 34 19 20/20  delegéo no exon 47-50

DMD D 35 16 20/20  delecéo no exon 48-52

DMD D 36 10 20/20  delegéo no exon 49-50

DMD D 37 16 20/20  delecéo no exon 52

DMD Dp71 38 12 20/20  mutacao de ponto no exon 70
DMD Dp71 39 18 20/20  mutacdo de ponto no exon 72
DMD Dp71 40 9 20/20  mutacdo de ponto no exon 74
DMD Dp71 41 17 20/20  mutacdo de ponto no exon 74

Nota: Av = acuidade visual. ID = identificacdo do sujeito. *Frameshift é uma mutagdo genética causada por indels
(insercdo ou dele¢do) de um nimero de nucleotideos em uma sequéncia de DNA (do inglés: DeoxyriboNucleic
acid) que ndo é divisivel por trés (ex.: 1, 2, 4, 5, 7, etc.), devido a natureza tripla da expressao do gene por codons,
a insercdo ou delecdo pode alterar o agrupamento dos codons, resultando em uma traducéo diferente da original.

Os pacientes foram encaminhados pelo Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e
Células-Tronco, da Universidade de Sdo Paulo, coordenado pela Dra. Mayana Zatz e pelo Setor
de Investigagdo de Doencas Neuromusculares da Universidade Federal de Sdo Paulo,
coordenado pelo Dr. Luis Fernando Grossklauss.

Os controles foram voluntarios, membros da equipe do laboratorio e familiares. Todos

realizaram os exames oftalmoldgicos seguindo o mesmo protocolo dos pacientes com DMD.

4.2 AVALIACAO OFTALMOLOGICA

O exame oftalmolégico foi realizado por um médico oftalmologista no laboratdrio antes
de iniciarmos os testes psicofisicos, incluiu medida da acuidade visual com a tabela de ETDRS
e a observagao da transparéncia do cristalino através do exame de biomicroscopia com lampada

de fenda. A medida da pressao intraocular, a fundoscopia apds dilatacao das pupilas, a refragao
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e a avaliagao da motilidade ocular extrinseca foram realizadas no Laboratorio da Visao da USP
antes da medida do curso temporal da sensibilidade na adaptagdo ao escuro. Os equipamentos
utilizados para a avaliagdo foram Lampada de Fenda (TOPCON LS-3E), projetor automatico
de optotipos (HUVITZ HCP-7000), oftalmoscopio (WELLCH-ALLYN 3000) e refratdmetro
(LUXVISION LXR-1500).

Os critérios de exclusdo foram: idade inferior a 8 anos, dificuldade na compreensao das
instrucdes do teste, dificuldade em manter a atencdo até o final do teste, diagnostico de
Transtorno do Espectro Autista com dificuldade para compreender as instrugdes do teste e

catarata afetando a acuidade visual.

4.2.1 Avaliacdo genética

Os pacientes que fazem acompanhamento médico no Centro de Estudos sobre o
Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de Sao Paulo, assim como os que fazem
acompanhamento médico na Universidade Federal de Sao Paulo, possuiam diagndstico
genéticomolecular, obtido pelas respectivas instituigdes, que especifica o tipo e o local da
muta¢do no gene da DMD. Esse resultado foi obtido através da coleta de sangue do paciente,
extragdo do DNA (do inglés: DeoxyriboNucleic acid) e subsequente reagdo MLPA (do inglés:
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). O resultado permite verificar se ha uma
delecdo ou uma duplicacio no gene DMD. Dependendo do(s) exon(s) alterado(s) havera

comprometimento na expressao de diferentes isoformas da proteina distrofina.

4.2.2 Avaliacdo Psicofisica

e Adaptacdo ao escuro:

Foi utilizado o Adaptometro (Dark adaptometer, Roland Consult, Brandenburg,
Alemanha) para medir os limiares de cones e bastonetes adaptados ao escuro. Os estimulos de
luz foram apresentados em um globo (Ganzfeld Q450) (Figura 13) que possui uma mira de
fixagdo de LED vermelho. O sujeito foi orientado a fixar o olhar na mira de fixacdo durante
todo o exame, o estimulo luminoso a ser detectado tinha 2° de didmetro e foi apresentado a 20°
temporalmente, sendo uma luz de LED vermelha com pico em 625 nm para medir a funcao
dos cones e uma luz de LED verde com pico em 527 nm para medir a fun¢do dos bastonetes
(Figura 12).

A estimulacdo era iniciada com a luz vermelha e mudava trinta segundos depois para a
luz verde, alternando entre as duas cores durante a primeira fase de 8 minutos de medidas (taxa

de estimulo = 0,5 Hz temporal e duracdo do flash = 250 ms). Apds cada flash, o observador
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tinha 750 ms para pressionar o botdo (janela de reacdo permitida de um segundo). A
apresentacdo dos estimulos seguiu o procedimento de escada simples e assimétrica. Para 0s
flashes vermelhos e verdes, ap0s a deteccdo de um estimulo, o flash era diminuido em 6 dB
(decibéis) e se 0 observador ndo notasse o estimulo, o flash aparecia 2 dB mais intenso.

O teste foi aplicado de forma monocular, no olho dominante com a pupila natural (olho
ndo dilatado) e o olho ndo dominante foi coberto com um oclusor oftalmolégico descartavel. O
paciente foi orientado a permanecer com os olhos abertos, sendo permitido piscar durante todo
o protocolo, exceto no intervalo entre os protocolos em que os dois olhos eram cobertos com
um oclusor binocular para que o paciente permanecesse por 5 minutos com os olhos fechados
para adaptar ao escuro. Em seguida o olho dominante era descoberto e assim iniciado o segundo
protocolo.

O protocolo cone/bastonete foi o primeiro a ser realizado. O sujeito foi submetido a uma
adaptacdo ao claro de 1 minuto com luminancia de 3000 cd/m? e orientado a ficar com os olhos
abertos para ser adaptado ao claro corretamente. Logo apos, foi iniciada a apresenta¢do de
estimulos luminosos de cor vermelha e verde. A intensidade dos estimulos era aumentada até
haver deteccdo pelo paciente. O paciente respondia apertando um botdo de resposta toda vez
que visualizava o estimulo. Neste primeiro protocolo foi investigado o limiar dos cones e
observada a curva de adaptacdo ao escuro (figura 12). Logo apds o paciente era adaptado ao
escuro por 5 minutos € em seguida realizava o segundo protocolo no qual era apresentado
apenas o estimulo verde, cuja intensidade era variada a fim de se determinar limiares de
luminancia durante os 6 minutos finais. Este segundo protocolo investigava os limiares dos
bastonetes (figura 12). O protocolo teve duragdo total de 19 minutos e com a explicagdo inicial

totalizava 25 minutos de exame.

Protocolo - 1 Protocolo - 2
8 min (480 seq.) 6 min (360 seg.)
—
Jfli_—
1 min de adaptagao a 5 min (300seg.) de
luz Adaptacao ao escuro

3.000 cd/m?

Figura 12. Exemplo grafico do protocolo aplicado. Sequéncia de teste: 1) luminancia para adaptacdo ao claro
selecionada a partir de niveis de luminancia testados 3000cd / m2 2)Luzes de teste vermelha e verde sdo
apresentados com a luminancia mudando dinamicamente dependendo da resposta do sujeito. 3) Cinco minutos de
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adaptacdo ao escuro. 4) Seis minutos de teste apenas comestimulacdo com luzverde, iniciando em niveis de
luminosidade abaixo do limiar.

Figura 13. Clpula de estimulagdo. — Ganzfeld.

Embora o primeiro protocolo tenha 8 minutos e o segundo protocolo 6 minutos, ndo foi
utilizado todo o periodo para a analise dos dados. Para analisar os cones foram utilizadas as
respostas do tltimo minuto do teste e para a analise dos bastonetes foram utilizados apenas os
3 ultimos minutos do exame. Assim podemos ter um resultado que considera a média da fase

final, estavel, das medidas.

4.2.3 Anédlise dos dados

Foi realizada uma analise para comparar medidas de adaptacdo ao escuro de cones e
bastonetes entre individuos de quatro grupos, sendo um grupo controle (voluntarios saudaveis)
e outros trés com Distrofia Muscular de Duchenne. Esses trés grupos estdo separados por DMD
U (pacientes com alteragdes genéticas que ndo afetam a Dp260), DMD D (pacientes com
alteracdes que afetam a Dp260) e DMD Dp71 (pacientes com alteracdes na Dp71).

Inicialmente a pesquisa faria a comparacdo somente dos grupos: Controle, DMD U e
DMD D, porém durante a andlise dos dados e resultados observamos que a resposta dos
pacientes com alteracfes na Dp71 apresentava resultados semelhantes ao grupo controle,
resolvemos entdo isola-lo e trabalharmos com quatro grupos, visto que a Dp71 ainda esta sendo

estudada para uma melhor compreenséo de seu papel.
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Para apresentarmos um resultado sem interferéncias, fizemos a correlacdo de idade; de
género; correlacionamos as médias totais dos dois protocolos, de cones e bastonetes; a anélise
da resposta que cada sujeito apresentou nos trés ultimos minutos do protocolo para avaliar 0s
bastonetes e no Ultimo minuto do protocolo para avaliar os cones; fizemos uma correlacéo entre
pares, ou seja, correlacionamos todos os grupos entre eles.

Para investigar diferencas médias entre os grupos, utilizou-se um modelo de regressao
linear misto (ou hierarquico) utilizando variaveis do tipo fatores e variaveis aleatorias. As
varidveis aleatdrias sdo variaveis que permitem modelar potenciais de covariancias entre
medidas. Em nosso estudo, foram consideradas cada resposta obtida durante o periodo
analisado do teste, ndo apenas a média de respostas. S&o consideradas variaveis de um nivel
hierarquico superior as medidas individuais, neste caso, a variavel aleatoria é o préprio
individuo. Isso é feito, porque, embora o interesse imediato seja no grupo, esperamos que possa
haver alguma covariancia nos logaritmos obtidos que sdo em fungédo do fato de terem sido
respostas dos mesmos individuos e é necessario que este fato seja levado em conta. Em termos
menos técnicos, seria como se as diferentes respostas de individuos fossem clusters, ou
subgrupos de si mesmos. Portanto, foi utilizado um modelo linear misto tendo o grupo como
fator e o individuo como variavel aleatoria. A comparacdo de cones e bastonetes foi feita
separadamente considerando o nimero reduzido de individuos.

Foi realizado também um teste comparando a média de respostas obtidas durante o teste
de cada participante, tanto para cones, como parabastonetes, em funcéo do grupo. Considerando
gue temos poucos valores, optou-se pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de
testes pareados de Mann-Whitney, quando se obteve significancia no primeiro. O teste de
Mann-Whitney (teste U) é um teste ndo paramétrico aplicado para duas amostras
independentes, sendo correspondente ao teste t de Student. O teste Kruskal-Wallis se estende
ao teste de Mann-Whiney quando ha mais de dois grupos, sendo equivalente ao teste F usado
na analise de variancia de um fator. Esse teste indica que ao menos uma amostra, domina
estatisticamente, outra amostra, ele ndo identifica onde esta dominancia estatistica ocorre ou
guantos pares de grupo obtém dominancia estatistica.

Para verificar uma possivel relacdo entre a idade do sujeito e o resultado do teste para
cones e bastonetes, foram realizados testes de coeficiente de correlagdo de Pearson,
considerando as idades dos participantes e a média de seus resultados, visto que € necessario
haver independéncia das medidas para um teste de correlacdo. Inicialmente, o testecfoi
realizado considerando toda a amostra e, em seguida, apenas para o grupo controle. Nao foram

realizados testes para 0os demais grupos, em separado, devido ao pequeno tamanho amostral.
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Para verificar um potencial efeito de género sobre as varidveis estudadas, foram
realizadas analises comparando as médias de cones e de bastonetes entre 0s sexos. Para esta
comparacdo foram utilizados 2 testes t de Student, um para cada variavel. O teste t de Student
é um teste de hipotese que usa conceitos estatisticos, para rejeitar ou ndo, uma hipotese nula
quando a estatistica de teste segue uma distribuicdo t de Student.

O teste foi utilizado apenas no grupo controle, pois foi 0 Unico grupo que apresentava
sujeitos do género feminino, visto que a DMD afeta apenas sujeitos do sexo masculino, por

estar relacionado ao cromossomo X.
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5 RESULTADOS

O protocolo experimental adaptado (Nagy et al., 2017) adotado para medir as variagdes
de sensibilidade de cones e bastonetes, foi eficiente na obtencdo da curva de adaptacdo ao
escuro. Dos 38 pacientes com DMD testados, 18 ndo entraram para a pesquisa, sendo que
apenas 7 ndo conseguiram realizar o procedimento, por cansago (n=2) ou por ndo entender as
instrugdes (n=5). O restante foi devido a alteragOes visuais e hiperatividade durante o teste
(pacientes com menor idade). Todos os sujeitos controles completaram satisfatoriamente, o

procedimento sem nenhum tipo de problema.

5.1 ANALISE DA IDADE DOS PARTICIPANTES

Foi realizada a anélise do coeficiente da correlagdao de Pearson (tabela 4) com a amostra
total, ou seja, todos os quarenta e um sujeitos relacionando suas idades com seus resultados e
um coeficiente de correlacdo de Pearson entre a idade e cones e também bastonetes. A partir
dessa relacdo podemos observar que nao foi observado associagdo significativa entre a idade

de todos os grupos e suas respostas nos dois protocolos.

Tabela 4. Correlacdo de idade da amostra total através na analise de Pearson.

Correlacéo Idade

r 0,19
Cones 0 023

r -0,16
Bastonetes '

p 0,32

Quando realizados os testes de correlacdo apenas para o grupo controle (tabela 5),
também ndo foram observados efeitos de correlagdo entre as idades e os valores de cones ou
bastonetes. Contudo, foi identificada uma tendéncia de associacdo negativa entre a idade e 0s

limiares dos bastonetes (p = 0,09).

Tabela 5. Correlacéo de idade apenas no grupo controle.

Correlagéo Idade

r -0,06
Cones " 0.81

r -0,38
Bastonetes " 0,09

5.2 ANALISE DE SEXO
A distribuicéo dos sexos masculino e feminino na amostra foi equivalente para o grupo

controle, o que permitiu comparar os dados com os dos pacientes, cujo grupo € composto por
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sujeitos do sexo masculino. Como pode ser observado na (tabela 6), nenhum efeito foi detectado
a 5% e logo abaixo, a figura 14 representando as diferencas dos dois grupos nos dois protocolos.

Sendo assim, ndo héa diferenca estatistica nas respostas entre 0s géneros.

Tabela 6. A tabela abaixo indica as médias entre 0s sexos e 0s resultados do teste t de Student.
Variavel Sexo Meédia DesvPad t gl valorp

Feminino -1,78 0,64
Masculino -1,59 0,33
Feminino -4,20 0,28

Bastonetes Masculino  -4.22 0.27 0,23 17,00 0,90

Cones -0,77 17,00 0,45

gl = graus de liberdade.

Sexo

-1,00 I Feminino
I Masculino
-2,004
&
wn
o
Y -3,007
@
-]
-

I

-5,004

T T
Bastonetes Cones

Figura 14. Gréfico da correlacdo de sexo apenas no grupo controle. No eixo Y representa o log em cd/m2 e no
eixo X os dois protocolos, dos bastonetes e dos cones nos dois grupos (sexo), feminino representado em azul e
masculino representado em verde. IC=Intervalo de confianca.

5.3 RESULTADO DOS CONES

A (tabela 7) apresenta a média total e desvio padrdo dos limiares obtidos no ultimo

minuto do protocolo dos cones,, nos quatro grupos.

Tabela 7. Limiares de Luminancia dos Cones.
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N° de s Média
Grupos sujeitos Media DesvPad
CTRL 21 -1,68 0,35
DMD U 7 -1,79 0,63
DMD D 9 -1,95 0,7
DMD Dp71 4 -2,34 0,35

Os limiares ndo revelaram diferenca estatisticamente significante (tabela 8), Fg3g) =
0,797 e p = 0,503. De fato, olhando os valores médios, apenas o grupo DMD Dp71 pareceu ter
médias mais baixas, mas o intervalo de confianca (IC) foi relativamente grande. Uma hipotese
é que o IC grande se deve ao menor numero de medidas por individuo comparado aos
bastonetes.

Tabela 8. Média das respostas dos Cones estimado pelo modelo linear misto.

- IC (95%)
M | .

Grupo édia g Min Max
CTRL 1,68 39,09 2,07 1,29
DMD U 11,80 37,77 2,47 1,13
DMD D 11,08 38,71 2,57 1,38
DMD

Dp71 2,28 38,56 3,28 1,49

gl = graus de liberdade; IC — intervalo de confianga; Min — minuto; Max = méximo.

Limiares dos cones
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Figura 15. Limiares de luminancia dos cones. Box plots mostrando os limiares de luminancia em log cd/m2 para
os quatro grupos (CTRL; DMD U; DMD D; DMD Dp71) no protocolo dos cones a partir das médias individuais
de cada sujeito. Os pontos representam a média de cada individuo e o “x” representa a média do grupo..
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Portanto podemos observar que ndo houve diferenca estatistica entre os quatro grupos,
embora o grupo Dp71, tenha apresentado seus limiares mais baixos, e um intervalo de confianca

mais alto, uma hipotese € por se tratar de um grupo pequeno.

5.4 RESULTADO DOS BASTONETES
A tabela 9 apresenta a média total de tentativas dos ultimos trés minutos do protocolo
dos bastonetes.

Tabela9. Limianes de luminancia para os bastonetes.

Média DesvPad

Grupos N.o _de Media da
sujeitos Log DesvPad Média
CTRL 21 -4,21 0,25 0,26
DMD U 7 -3,84 0,47 0,57
DMD D 9 -3,17 0,41 1,13
DMD Dp71 4 -4,01 0,3 0,16

A analise para limiares de luminancia dos bastonetes indicou um efeito do grupo, F.37)
= 6,313 e p<0,001. A fim de verificar a natureza do efeito, foram feitas comparacdes aos pares.
As comparagdes aos pares indicaram que o efeito era apenas em relacdo ao grupo DMD D, que
obteve valores maiores do que 0s outros trés grupos. A compara¢do com 0 grupo controle
obteve um p<0,001, com 0 DMD U p = 0,033 e com 0 DMD Dp71 p = 0,026. E importante
salientar que as comparag6es aos pares foram feitas sem correcdo do nivel de significancia para
comparacgdes multiplas. Essa escolha se deu pelo reduzido nimero de individuos em alguns dos
grupos e, utilizando-se a corre¢do, aumentariamos em muito a chance de um erro tipo 1. A
tabela 10 indica as médias estimadas pelo modelo utilizado para os diferentes grupos, com seus

respectivos intervalos de confianca.

Tabela 0. Meédia dos limiaresdos bastonetes estimadas pelo modelo misto.

Média em IC (95%)
Grupo cd/mz2 Gl Min Max
CTRL -4.21 37,01 -4 48 -3,94
DMD U -3,84 37,18 -4.30 -3,38
DMD D -3,17 37,01 -3,58 -2,76
DMD
Dp71 -4.01 37,03 -4.62 -3,40

IC = intervalo de confianca; Gl = graus de liberdade; Min = minimo; Max = maximo.
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E preciso que se atente, contudo, ao fato de que houve grande variacéo individual, que
foi responsavel por cerca de 72,5% da variancia dos dados e essa variabilidade pode ser vista

principalmente nos grupos DMD D e DMD U.

Limiares dos bastonetes
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Figura 16.Limiares de luminancia dos bastonetes. Box plots mostrando os limiares de luminincia em log
cd/m2 para os quatro grupos (CTRL; DMD U; DMD D; DMD Dp71) no protocolo dos bastonetes a partir das
médias individuais de cada sujeito. Os pontos representam a média de cada individuo e o “x” representa a média
do grupo.

Os testes de Kruskal-Wallis (anexo) ndo indicaram efeito de grupo nos valores dos
cones, H = 0,284 e p = 0,963. Contudo, foi observado um efeito de grupo em relacdo aos
bastonetes, H = 8,253 e p = 0,041. A comparac¢do aos pares através do teste Mann-Whitney,
indicou haver apenas uma diferenca entre os limiares dos bastonetes e os de grupo controle e 0
DMD D, mesmo ap0s a correcao do nivel de significancia para compara¢6es multiplas.

Na Andlise de Mann-Whitney os grupos foram comparados aos pares (tabela 11).
Podemos observar que dentre todas as comparacOes, a correlacdo entre o grupo controle e 0
grupo DMD D (downstream) apresentam resultados estatisticamente diferentes com p=0,04,

demonstrando, entdo que os pacientes DMD D apresentam uma alteragcdo na resposta dos

bastonetes.
Tabela 1. Comparacao entre 0s grupos pelo teste de Mann-Whitney.
Estatistica p
Amostra 1l - Amostra2  de teste p ajustado
CTRL-DMDU 7,24 0,17 1,00
CTRL - DMD Dp71 7,88 0,23 1,00

CTRL -DMD D 13,10 0,01 *0,04
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DMD U - DMD Dp71 0,64 0,93 1,00
DMD U -DMD D 5,87 0,33 1,00
DMD Dp71-DMD D 5,22 0,47 1,00

*Cada linha testa a hipotese nula de que as distribuices das amostras 1 e 2 sejam iguais. Significacfes assintoticas
(testes de 2 lados) sdo exibidas. O valor de significancia é 0,05
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6 DISCUSSAO
O exame de adaptacdo ao escur é utilizada, além de pesquisa como teste clinico

oftalmoldgico para a identificacdo de sinais subclinicos de doencas que afetam o sistema
nervoso central, particularmente doencas da retina que afetam primariamente ou mais
severamente regides extra foveais e, portanto, podem estar associadas com acuidade visual
normal. Especificamente, a adaptacdo ao escuro encontra-se alterada em pacientes com
degeneracdo macular relacionada a idade em estagios iniciais da doenca (Flamendorf et al.,
2015; Jackson et al., 2014).

No presente estudo, mostramos que pacientes com mutacfes genéticas que afetam a
expressao da proteina distrofina Dp260 (distrofina presente na retin), os limiares dos bastonetes
apos o fotodescoramento e adaptacdo ao escuro encontra-se elevados em pacientes DMD
downstream ao exon30, em comparacdo com pacientes DMD upstream ao exon30, que
possuem a expressdo da Dp260 preservada e voluntarios saudaveis. Estudos anteriores
revelaram que a adaptacdo ao escuro estava preservada em pacientes com DMD. Estudos ja
revelaram que as alteracGes genéticas no gene DMD humano estdo associadas a disturbios no
sistema visual, como foi demonstrado hd muito tempo com ERGss (Cibis et al., 1993; Pillers et
al., 1993). O presente estudo também oferece novos insights sobre com relacdo a fungdo de
cones e bastonetes nas diferencas mutacdes nas proteinas DMDs, sendo que pacientes com
alteracdes na Dp71, que € a menor isoforma (distal), ndo apresentaram alteracdes significativas
na sensibilidade dos bastonetes e como essas alteracdes se refletem na adaptacao ao escuro.

Limiares visuais adaptados ao escuro sao usados ha muito tempo para avaliar funcdo
dos fotorreceptores em humanos, fornecendo informacgdes valiosas sobre 0s mecanismos
moleculares subjacentes a fototransducdo (Hecht, 1920b, 1921; Hecht et al., 1935; Hecht &
Mandelbaum, 1940). Os limiares de cones e bastonetes adaptados ao escuro apds o
fotodescoramento dependem principalmente de mecanismos fotoquimicos (Dowling, J.E.,
1960; Lamb & Pugh, 2004), com o sistema pos-receptoral preservado (Leibrock et al., 1998).
Por exemplo, ap6s um periodo curto de fotodescoramento (menos de 1 minuto), a sensibilidade
da célula bipolar se recupera de maneira semelhante aos limiares dos bastonetes adaptados ao
escuro (Cameron et al., 2006). Isso significa que a comunicagdo sinaptica adequada entre 0s
fotorreceptores e as células bipolares é necessaria para a recuperacéo do limiar visual adaptado
ao escuro ap6s a exposicdo ao fotodescoramento. Os presentes resultados mostram que as
alterac6es do gene DMD, que presumidamente, afetam a expressdo da proteina distrofia Dp260
(DMD D) estéo associadas com a elevagdo do limiar ou perda de sensibilidade dos bastonetes

adaptados ao escuro.
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Sintomas mais proximos a este, com os limiares dos bastonetes mais altos cerca de 3
unidades logaritmicas sdo observadas em pacientes com o tipo completo de cegueira noturna
estacionaria congénita (CSNB ou CSNB1). Os autores argumentaram que 0s sintomas visuais
podem ndo ser percebidos pela maioria dos pacientes com CSNB, pois a visdo piora apenas em
circunstancias muito escuras e atualmente ndo temos mais essa experiéncia de uma visao
totalmente escura, como por exemplo, no campo a noite. Os fen6tipos DMD e CSNB no ERG
sdo semelhantes: os pacientes com CSNB apresentam ERG escotOpico negativo entre
fotorreceptores e células bipolares e resposta adaptada a luz relativamente preservada (Carr,
1974; Miyake et al., 1986; Zeitz et al., 2015). Conforme demonstrados nesse estudo, a funcéo
dos cones € preservada e a dos bastonetes alterada mostrou a discrepancia entre nossos
resultados e os resultados relatados anteriormente (Jensen et al., 1995; Tremblay et al., 1994).
Estas discrepancias podem ser devidas a diferencas metodoldgicas para o registro de limiares
de adaptacdo ao escuro. Medimos os limiares da adaptacdo ao escuro nos cones com a luz
vermelha e dos bastonetes com a luz verde, durante o curso temporal da adaptacdo ao escuro.
Nosso exame foi limitado a 20 minutos devido as limitacdes motoras e cognitivas dos grupos
de DMD. Pode-se argumentar, que as limitacdes motoras e cognitivas em vez dos deficits
perceptuais, foram responsaveis pelos limiares alterados adaptados ao escuro. No entanto, como
os limiares dos cones de todo o grupo de DMD néo foram diferentes do grupo controle, a nossa
hipotese é de que o resultado dos bastonetes é causado por déficits sensoriais e ndo cognitivos.

Reconhecemos que nosso protocolo para medir os limiares de cone e bastonetes
adaptados ao escuro é uma versao curta (adaptada) do protocolo originalmente utilizado (40
minutos) que desenvolvemos como uma tentativa de tornar o exame toleravel pelos pacientes e
voluntérios.

Contudo, podemos identificar que foi confirmada nossa hipétese de que o grupo DMD
D (com mutacdo na Dp260) tem um prejuizo na funcdo dos bastonetes comparado aos controles
(voluntérios saudaveis), mostrando estatisticamente com P=0,04. Esse resultado difere de todos
os achados anteriores que nao revelaram alteracGes nos bastonetes em pacientes com mutacdes
na Dp260.

A Dp71 é o menor produto do gene DMD, expresso no sistema nervoso central
(Rapaport et al., 1993). Na retina, ela é expressa pelas células gliais de Muller (MGCs) na
membrana limitante interna (MLI) e pelos astrdécitos nos vasos sanguineos (Austin et al., 2000).

Estudos recentes do nosso grupo, realizados na Franga com eletrorretinograma ERG em
camundongos geneticamente modificados,que ndo apresentama Dp71, foi realizada terapia

génica para restaurar a fungdo da Dp71, com auxilio de um virus adeno-associado (VAA)
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ShH10-GFP para tendo como alvo as células gliais de Miiller (MGCs). Os camundongos Dp71
geneticamente modificados, apresentavam uma reducdo na onda-b no ERG escotopico e
fotopico antes da terapia, apos 3 meses de tratamento com o ShH10-GFP-2A-Dp71 VAA as
respostas no ERG foram totalmente recuperadas nos camundongos anteriormente modificado
geneticamente com a extracdo da Dp71. O resultado desse estudo apresentou a recuperagdo bem
sucedida da reexpressdo da Dp71, o que é um grande avanco para futuras terapias génicas, uma
vez que conseguiram normalizar a funcdo da Dp71 (Barboni et al., 2020).

Os papeis que a Dp71 desempenha na retina sdo ainda desconhecidos. Em pacientes
com delecdo da Dp71 estdo também alteradas as isoformas precedentes, a saber: Dp427, Dp260,
Dp140 e Dp71. E intrigante o fato de encontrarmos perda de sensibilidade dos bastonetes para
delecdo da Dp 260 (que inclui a Dp427) mas ndo para a Dp71 (que inclui as anteriores). Este
achado foi confirmado nos quatro pacientes com essa configuracdo genética. Entretanto, este é
ainda um numero pequeno de pacientes, 0 que nos leva a planejar uma ampliacdo do estudo
nesse particular para testar um nimero mais elevado de pacientes com essa mutacdo, bem mais
rara que as outras. O fato da auséncia da Dp71 anular o efeito deletério da auséncia da Dp260
pressupde uma ligacdo compensatoria entre as duas isoformas. Nesse caso, quando apenas a
Dp260 é afetada, a presenca da Dp71 deve ter um efeito inibitério. Mas quando ambas sdo
afetadas este efeito inibitdrio é suprimido e a funcdo nédo é prejudicada. Ou seja, se ambas estdo
presentes ou se ambas estdo ausentes, a funcdo é normal. Mas se uma esta ausente, e a outra
presente, a funcdo é afetada. Este achado mostra uma relacdo antes insuspeitada entre as
isoformas.

Visto que identificamos normalidade na adaptacdo ao escuro em pacientes com
alteracbes na Dp71, um préximo projeto ira investigar a adaptacdo ao escuro dos cones e
bastonetes utilizando 0 mesmo teste psicofisico de adaptacdo ao escuro em pacientes com a
Dp71 alterada para compreender os feitos de mutacdes raras que afetam a expressdo da Dp71,
ainda pouco estudada, aplicar o ERG escotopico e realizar outras medicGes. Esse préximo
projeto ird investigar a adaptacdo ao escuro dos cones e bastonetes utilizando um teste
psicofisico para compreender melhor sobre esses pacientes com essa mutagéo rara que ainda €

pouco estudada.
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7 CONCLUSAO

Pacientes com alteragdes na Dp260 (DMD D) apresentam uma sensibilidade reduzida
dos bastonetes em relagao aos controles nos dois testes aplicados, sendo p<0,001 no modelo
linear misto (ou hierarquico) e p=0,04 na analise de Mann-Whitney. Nos demais grupos (DMD
U e DMD Dp71) ndo foi possivel identificar alteragdes significativas na sensibilidade dos
bastonetes comparados ao grupo controle. Na analise da sensibilidade dos cones nao foi
possivel identificar diferenga estatistica entre os grupos DMDs (DMD U, DMD D ¢ DMD
Dp71). Nos pacientes com alteragdes na Dp71 os limiares foram mais baixos, porém o intervalo
de confianga foi alto e ndo houve diferenga estatistica, o que pode ser devido ao fato de que
foram avaliados poucos sujeitos. Destaca-se os fatos de que o grupo DMD Dp71 nao diferiu do
grupo controle na sensibilidade dos bastonetes apesar de sua alteragdo genética incluir dele¢ao
da Dp260.

Nossa hipotese de que h&d um prejuizo na adaptacdo ao escuro em pacientes com
mutacdes na Dp260 se confirma nesse estudo, revelando que esses pacientes possuem uma
alteracdo na funcdo dos bastonetes, devido a auséncia da distrofina e esse estudo difere dos
estudos anteriores que revelaram ndo apresentarem prejuizos.

A média da adaptagdo ao escuro, como visto ao longo do texto pode ser utilizada como

um biomarcador para doencas que envolvem a retina.



53

REFERENCIAS

Austin, R. C., Morris, G. E., Howard, P. L., Klamut, H. J., & Ray, P. N. (2000). Expression
and synthesis of alternatively spliced variants of Dp71 in adult human brain.
Neuromuscular Disorders, 10(3), 187-193. https://doi.org/10.1016/S0960-
8966(99)00105-4

Bar, S., Barnea, E., Levy, Z., Neuman, S., Yaffe, D., & Nudel, U. (1990). A novel product of
the Duchenne muscular dystrophy gene which greatly differs from the known isoforms
in its structure and tissue distribution. Biochemical Journal, 272(2), 557-560.
https://doi.org/10.1042/bj2720557

Barboni, M. T. S., Vaillend, C., Joachimsthaler, A., Liber, A. M. P., Khabou, H., Roux, M. J.,
Vacca, O., Vignaud, L., Dalkara, D., Guillonneau, X., Ventura, D. F., Rendon, A., &
Kremers, J. (2020). Rescue of defective electroretinographic responses in Dp71-null
mice with AAV-mediated reexpression of DP71. Investigative Ophthalmology and
Visual Science, 61(2). https://doi.org/10.1167/iovs.61.2.11

Blake, D. J., Weir, A., Newey, S. E., & Davies, K. E. (2002). Function and genetics of
dystrophin and dystrophin-related proteins in muscle. Physiological Reviews, 82(2),
291-329. https://doi.org/10.1152/physrev.00028.2001

Blank, M., Koulen, P., & Kroger, S. (1997). Subcellular concentration of betadystroglycan in
photoreceptors and glial cells of the chick retina. Journal of Comparative Neurology,
668-678.

Blank, Martina, Koulen, P., Blake, D. J., & Kroger, S. (1999). Dystrophin and beta-
dystrpglycan in photoreceptor terminals from normal and mdx3Cv mouse retinae.
European Journal of Neuroscience, 11(6), 2121-2133. https://doi.org/10.1046/j.1460-
9568.1999.00636.x

Buck, S. L. (2003). Rod-cone interactions in human vision. In The visual neurosciences (pp.
863-878).

Burns, M. E., & Lamb, T. D. (2003). Visual transduction by rod and cone photoreceptors. In
The visual neurosciences (pp. 215-233).

Byers, T. J., Lidov, H. G. W., & Kunkel, L. M. (1993). An alternative dystrophin transcript
specific to peripheral nerve. Nature Genetics, 4, 77-81. https://doi.org/10.1038/ng0593-
77

Cameron, A. M., Mahroo, O. A. R., & Lamb, T. D. (2006). Dark adaptation of human rod
bipolar cells measured from the b-wave of the scotopic electroretinogram. Journal of
Physiology, 575(2), 507-526. https://doi.org/10.1113/jphysiol.2006.108027

Carr, R. E. (1974). Congenital Stationary Nightblindness. Transactions of the American
Ophthalmological Societ, 72, 448-487.

Charles, S. (1944). Dark Adaptation: Some Physical, Physiological, Clinical, and
Aeromedical Considerations*. Journal of the Optical Society of America, 34(8), 464—
508.



54

Cibis, G. W., Fitzgerald, K. M., Harris, D. J., Rothberg, P. G., & Rupani, M. (1993). The
effects of dystrophin gene mutations on the ERG in mice and humans. Investigative
Ophthalmology and Visual Science, 34(13), 3646—3652.

Costa, M. F., Oliveira, A. G. F., Feitosa-Santana, C., Zatz, M., & Ventura, D. F. (007). Red-
Green Color Vision Impairment in Duchenne Muscular Dystrophy. American Journal of
Human Genetics, 80(6), 10641075.

Costa, MF, Barboni, MTS and Ventura, DF (2011). Psychophysical measurements of
luminance and chromatic spatial and temporal contrast sensitivity in Duchenne muscular
dystrophy. Psychol. Amp Neurosci. 4, 67-74.

Curcio, C. A., Medeiros, N. E., & Millican, C. L. (1996). Photoreceptor loss in age-related
macular degeneration. Investigative Ophthalmology and Visual Science, 37(7), 1236—
1249.

D’Souza, V. N., Nguyen, T. M., Morris, G. E., Karges, W., Pillers, D. A., & Ray, P. N.
(1995). A novel dystrophin isoform is required for normal retinal electrophysiology.
4(5), 837-842. https://doi.org/10.1093/hmg/4.5.837

Dancey, D. M., Liao, H.-W., Peterson, B. B., Robinson, F. R., Smith, V. C., Pokorny, J., Yau,
K.-W., & Gamlin, P. D. (2005). Melanopsin-expressing ganglion cells in primate retina
signal colour and irradiance and project to the LGN. 17(433), 749-754.
https://doi.org/10.1038/nature03387

Davson, H. (1980). Retinal structure and organization. In Physiology of the Eye (4th E., pp.
167-177).

Dowling, J. E. (1960). Chemistry of visual adaptation in the rat. Nature, 188(4745), 114-118.

Dowling, J. E. (1987). The retina: An approachable part of the brain. The Belknap Press
Cambridge, 1-282.

Dowling, J., & Wald, G. (1958). Vitamin A Deficiency and Night Blindness. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 44(7), 648-661.

Drenckhahn, D., Holbach, M., Ness, W., Schmitz, F., & Anderson, L. V. B. (1996).
Dystrophin and the dystrophin-associated glycoprotein, p-dystroglycan, co-localize in
photoreceptor synaptic complexes of the human retina. Neuroscience, 73(2), 605-612.
https://doi.org/10.1016/0306-4522(96)00069-3

Emery, A .E. H. (1980). Duchenne muscular dystrophy: genetics aspects, carrier detection and
antenatal diagnosis. Br Med Bull, 36, 117-122.

Emery, Alan E. H., Muntoni, F., & Quinlivan, R. C. M. (2015). Duchenne Muscular
Dystrophy (4 ed.). Oxford University Press.
https://doi.org/10.1093/med/9780199681488.001.0001

Fitzgerald, K. M., Cibis, G. W., Giambrone, S. A., & Harris, D. J. (1994). Retinal signal
transmission in Duchenne muscular dystrophy: Evidence for dysfunction in the
photoreceptor/depolarizing bipolar cell pathway. Journal of Clinical Investigation, 93(6),
2425-2430. https://doi.org/10.1172/JCI1117250



55

Flamendorf, J., Agrén, E., Wong, W. T., Thompson, D., Wiley, H. E., Doss, E. L., Al-Holou,
S., Ferris, F. L., Chew, E. Y., & Cukras, C. (2015). Impairments in dark adaptation are
associated with age-related macular degeneration severity and reticular pseudodrusen.
Ophthalmology, 122(10), 2053-2062. https://doi.org/10.1016/j.0phtha.2015.06.023

Girlanda, P., Quartarone, A., Buceti, R., Sinicropi, S., Macaione, V., & Saad, F. A. (1997).
Extra-muscle involvement in dystrophinopathies: an electroretinography and evoked
potential study. Journal of the Neurological Sciences, 146, 127-132.

Goldstein, E. B. (1970). Cone pigment regeneration in the isolated frog retina. Vision
Research, 10(10), 1065-1068. https://doi.org/10.1016/0042-6989(70)90082-9

Hecht, S. (1920a). The dark adaptation of the human eye. O Jornal de Fisiologia, 499-517.

Hecht, S. (1920b). The dark adaptation of the human eye. The Journal of General Physiology,
1-19. https://doi.org/10.1128/mBi0.00227-10.Editor

Hecht, S. (1921). The nature fovea dark adaptation. The Journal of General Physiology, 113—
139.

Hecht, S., & Haig, C. (1936). Dark adaptation as influenced by intensity of light adaptation. J.
Opt. Soc. America, 26, 304.

Hecht, S., Haig, C., & Chase, A. M. (1937). The influence of light adaptation on subsequent
dark adaptation of the eye. Journal of General Physiology, 20(6), 831-850.
https://doi.org/10.1085/jgp.20.6.831

Hecht, S., Haig, C., & Wald, G. (1935). The dark adaptation of retinal fields of different size
and location. Journal of General Physiology, 19(2), 321-337.
https://doi.org/10.1085/jgp.19.2.321

Hecht, S., & Mandelbaum, J. (1940). DARK ADAPTATION AND EXPERIMENTAL A
DEFICIENCY. The Journal of General Physiology.

Hecht, S., & Shlaer, S. (1938). An Adaptometer for Measuring Human Dark Adaptation®.
Journal of the Optical Society of America, 28(7), 269.
https://doi.org/10.1364/josa.28.000269

Hood, D. C., & Hock, P. A. (1973). Recovery of cone receptor activity in the frog’s isolated
retina. Vision Research, 13(10), 1943-1951. https://doi.org/10.1016/0042-
6989(73)90065-5

Jackson, G. R,, Scott, I. U., Kim, I. K., Quillen, D. A., lannaccone, A., & Edwards, J. G.
(2014). Diagnostic sensitivity and specificity of dark adaptometry for detection of age-
related macular degeneration. Investigative Ophthalmology and Visual Science, 55(3),
1427-1431. https://doi.org/10.1167/iovs.13-13745

Jamel, C., Jean-Claude, K., Pascal, M., Sophie, G., & Axel, K. (1988). Transcription of the
dystrophin gene in human muscle and nun-muscle tissues. Nature, 333(30).

Jensen, H., Warburg, M., Sjo, O., & Schwartz, M. (1995). Duchenne muscular dystrophy:
Negative electroretinograms and normal dark adaptation. Reappraisal of assignment of X



56

linked incomplete congenital stationary night blindness. Journal of Medical Genetics,
32(5), 348-351. https://doi.org/10.1136/jmg.32.5.348

Joselevitch, C. (2008). Human retinal circuitry and physiology. Psychology & Neuroscience,
1(2), 141-165. https://doi.org/10.3922/j.psns.2008.2.008

Kalloniatis, M., & Luu, C. (2007). Light and Dark Adaptation. Webvison.
https://webvision.med.utah.edu/book/part-viii-psychophysics-of-vision/light-and-dark-
adaptation/

Kiyomoto, B. H., Oliveira, A. S. B., & Gabbai, A. A. (1999). Doencas Neuromusculares.
Revista Neurociéncias, 4(2), 47-56. https://doi.org/10.34024/rnc.1996.v4.9007

Koenig, M., Hoffman, E. P., Bertelson, C. J., Monaco, A. P., Feener, C., & Kunkel, L. M.
(1987). Complete cloning of the duchenne muscular dystrophy (DMD) cDNA and
preliminary genomic organization of the DMD gene in normal and affected individuals.
Cell, 50(3), 509-517. https://doi.org/10.1016/0092-8674(87)90504-6

Koenig, Michel, Beggs, A. H., Moyer, M., Scherpf, S., Heindrich, K., Bettecken, T., Meng,
G., Muller, C. R., Lindl6f, M., Kaariainen, H., de la Chapelle, A., Kiuru, A., Savontaus,
M. L., Gilgenkrantz, H., Récan, D., Chelly, J., Kaplan, J. C., Covone, A. E.,
Archidiacono, N, ... Kunkel, L. M. (1989). The molecular basis for duchenne versus
becker muscular dystrophy: Correlation of severity with type of deletion. 45(4), 498—
506. https://doi.org/10.1016/1

Kohlrausch, A. (1922). Untersuchungen mit farbigen SchweUenprtiflichtern tiber den
Dunkeladaptationsverlauf des normalen Auges. Archives of Ophthalmology, 169, 113.

Kohlrausch, A. (1931). Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie. J. Springer,
12(2), 14909.

Kolb, H. (2003). How the Retina Works. American Scientist, 91(1), 28.
https://doi.org/10.1511/2003.11.841

Lamb, T. D., & Pugh, E. N. (2004). Dark adaptation and the retinoid cycle of vision. Progress
in Retinal and Eye Research, 23(3), 307-380.
https://doi.org/10.1016/j.preteyeres.2004.03.001

Leibrock, C. S., Reuter, T., & Lamb, T. D. (1998). Molecular Basis of Dark Adaptation in
Rod Photoreceptors. In Eye (12 (Pt 3B), pp. 511-520).

Lidov, H. G. W., Byers, T. J., Watkins, S. C., & Kunkel, L. M. (1990). Localization of
dystrophin to postsynaptic regions of central nervous system cortical neurons. In Nature
(Vol. 348, Issue 6303, pp. 725-728). https://doi.org/10.1038/348725a0

Lidov, H. G. W., & Kunkel, L. M. (1997). Dp140: Alternatively spliced isoforms in brain and
kidney. Genomics, 45(1), 132-139. https://doi.org/10.1006/geno.1997.4905

Lindlof, M., Kiuru, A., Kaariainen, H., Kalimo, H., Lang, H., Pihko, H., Rapola, J., Somer,
H., Somer, M., Savontaus, M. L., & De la Chapelle, A. (1989). Gene deletions in X-
linked muscular dystrophy. American Journal of Human Genetics, 44(4), 496-503.



57

Manzur, A. Y., Kinali, M., & Muntoni, F. (2008). Update on the management of Duchenne
muscular dystrophy. Archives of Disease in Childhood, 93(11), 986-990.
https://doi.org/10.1136/adc.2007.118141

Mata, N. L., Radu, R. A., Clemmons, R. S., & Travis, G. H. (2002). Isomerization and
oxidation of vitamin A in cone-dominant retinas: A novel pathway for visual-pigment
regeneration in daylight. Neuron, 36(1), 69-80. https://doi.org/10.1016/S0896-
6273(02)00912-1

Mehler, M. F., & Victor, J. D. (2000). Comparison of thresholds for high-speed drifting
vernier and a matched temporal phase-discrimination task. Vision Research, 40, 1839—
1855.

Mehler, Mark F. (2000). Brain dystrophin, neurogenetics and mental retardation. Brain
Research Reviews, 32(1), 277-307. https://doi.org/10.1016/S0165-0173(99)00090-9

Miyake, Y., Yagasaki, K., Horiguchi, M., Kawase, Y., & Kanda, T. (1986). Congenital
Stationary Night Blindness With Negative Electroretinogram: A New Classification.
Archives of Ophthalmology, 104(7), 1013-1020.
https://doi.org/10.1001/archopht.1986.01050190071042

Morigiwa, K., & Vardi, N. (1999). Differential expression of ionotropic glutamate receptor
subunits in the outer retina. Journal of Comparative Neurology, 405(2), 173-184.
https://doi.org/10.1002/(SICI1)1096-9861(19990308)405:2<173::AID-CNE3>3.0.CO;2-L

Morris, G. E., Simmons, C., & Man, N. T. (1995). Apo-Dystrophins (DP140 and DP71) and
Dystrophin-Splicing Isoforms in Developing Brain. In Biochemical and Biophysical
Research Communications (Vol. 215, Issue 1, pp. 361-367).
https://doi.org/10.1006/bbrc.1995.2474

Muller, H. K. (1931). Uber den Einfluss verschieden langer Vorbelichtung auf die
Dunkeladaptation und auf die Fehlergrosse der Schwellenreiz-bestimmung wahrend der
Dunkelanpassung. Archives of Ophthalmology, 125.

Muntoni, F., Torelli, S., & Ferlini, A. (2003). Dystrophin and mutations: One gene, several
proteins, multiple phenotypes. Lancet Neurology, 2(12), 731-740.
https://doi.org/10.1016/S1474-4422(03)00585-4

Nagy, B. V., Mirella, T. S., & Ventura, D. F. (2017). Dark Adaptation in Duchenne Muscular
Dystrophy with a Short Protocol To investigate if Duchenne Muscular Dystrophy.

Pascual Pascual, S. I., Molano, J., & Pascual-Castroviejo, I. (1998). Electroretinogram in
Duchenne/Becker muscular dystrophy. Pediatric Neurology, 18(4), 315-320.
https://doi.org/10.1016/S0887-8994(97)00208-7

Pillers, D.-A. M., Bulman, D. E., Weleber, R. G., Sigesmund, D. A., A., M. M., Powell, B. R.,
Murphey, W. H., Westall, C., Panton, C., Becker, L. E., & Worton, R. G. (1993).
Dystrophin expression in the human retina is required for normal function as defined by
electroretinography. Nature Genetics, 4, 300-304.
https://doi.org/https://doi.org/10.1038/ng0793-300

Pillers, D.-A. M., Weleber, R. G., Green, D. G., Rash, S. M., Dally, G. Y., Howard, P. L.,



58

Power, M. R., Hood, D. C., Chapman, V. N., Ray, P. N., & Woodward, V. R. (1999).
Effects of dystrophin isoforms on signal transduction through neural retina: Genotype-
phenotype analysis os Duchenne muscular dystrophy mouse mutants. Molecular
Genetics and Metabolism, 66, 100-110.

Rapaport, D., Greenberg, D. S., Tal, M., Yaffe, D., & Nude, U. (1993). Dp71 , the nonmuscle
product of the Duchenne muscular dystrophy gene is associated with the cell membrane.
328(1), 197-202. https://doi.org/10.1016/0014-5793(93)80992-4

Reuter, T. (2011). Fifty years of dark adaptation 1961-2011. Vision Research, 51(21-22),
2243-2262. https://doi.org/10.1016/j.visres.2011.08.021

Ricotti, V., Jagle, H., Theodorou, M., Moore, A. T., Muntoni, F., & Thompson, D. A. (2016).
Ocular and neurodevelopmental features of Duchenne muscular dystrophy: A signature
of dystrophin function in the central nervous system. European Journal of Human
Genetics, 24(4), 562-568. https://doi.org/10.1038/ejhg.2015.135

Rodieck, R. W. (1998). The First Steps in Seeing.

Rodius, F., Claudepierre, T., Rosas-Vargas, H., Cisneros, B., Montanez, C., Dreyfus, H.,
Mornet, D., & Rendon, A. (1997). Dsytrophins in developing retina: Dp260 expression
correlates with synaptic maturation. NeuroReport, 8(9-10), 2383-2387.
https://doi.org/10.1097/00001756-199707070-00056

Saari, J. C., Bredberg, D. L., & Noy, N. (1994). Control of substrate flow at a branch in the
visual cycle. 33(10), 3106-3112. https://doi.org/10.1021/bi00176a045

Saldanha, R. M., Gasparini, J. R., Silva, L. S., Carli, R. R., Castilho, V. U. D. de, Neves, M.
M. P. das, Araujo, Fernando Paiva]Sales, P. C. de A., & Neves, J. francisco N. P. das.
(2005). Anestesia em Paciente Portador de Distrofia Muscular de Duchenne. Relato de
Casos. Rev Bras Anestesiol, 55(4), 445-449.
http://www.scielo.br/pdf/rba/v55n4/en_v55n4a09.pdf

Sato, S., & Kefalov, V. J. (2016). cis Retinol oxidation regulates photoreceptor access to the
retina visual cycle and cone pigment regeneration. Journal of Physiology, 594(22),
6753-6765. https://doi.org/10.1113/JP272831

Schmitz, F., & Drenckhahn, D. (1997). Localization of dystrophin and B-dystroglycan in
bovine retinal photoreceptor processes extending into the postsynaptic dendritic
complex. Histochemistry and Cell Biology, 108(3), 249-255.
https://doi.org/10.1007/s004180050165

Schwartz, S. H. (2010). Visual Perception (S. H. Schwartz (ed.); 4Th ed.). 2010.

Tremblay, F., De Becker, I., Riddell, D. C., & Dooley, J. M. (1994). Duchenne muscular
dystrophy: Negative scotopic bright-flash electroretinogram and normal dark adaptation.
Canadian Journal of Ophthalmology, 29(6), 280-283.

Tremblay, Francois, De Becker, I., Dooley, J. M., & Riddell, D. C. (1994). Duchenne
muscular dystrophy: Negative scotopic bright-flash electroretinogram but not congenital
stationary night blindness. Canadian Journal of Ophthalmology, 29(6), 274-279.



59

Ueda, H., Baba, T., Terada, N., Kato, Y., Tsukahara, S., & Ohno, S. (1997). Dystrophin in rod
spherules; submembranous dense regions facing bipolar cell processes. Histochemistry
and Cell Biology, 108, 243-248.

Ueda, H., Kato, Y., Baba, T., Terada, N., Fuji, Y., Tsukahara, S., & Ohno, S. (1997).
Immunocytochemical study of dystrophin localization in cone cells of mouse retinas.
Investigative Ophthalmology & Visual Science, 38(8), 1627-1630.

Ueda, H., Tsukahara, S., Kobayashi, T., & Ohno, S. (1995). Immunocytochemical study of
dystrophin-related protein in the rat retina. Ophthalmic Research, 27(4), 219-226.
https://doi.org/10.1159/000267709

Vardi, N., Morigiwa, K., Wang, T. L., Shi, Y. J., & Sterling, P. (1998). Neurochemistry of the
mammalian cone “synaptic complex.” Vision Research, 38(10), 1359-1369.
https://doi.org/10.1016/S0042-6989(98)00007-8

Wald, G., & Clark, A. B. (1936). Sensory adaptation and chemistry of the retinal rods. Jornal
Gen Physiol Physiol, 116-152.

Wang, J. S., & Kefalov, V. J. (2009). An Alternative Pathway Mediates the Mouse and
Human Cone Visual Cycle. Current Biology, 19(19), 1665-1669.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2009.07.054

Wassle, H. (2004). Parallel processing in the mammalian retina. Nature Reviews
Neuroscience, 5(10), 747—757. https://doi.org/10.1038/nrn1497

Werneck, L. C., & Bonilla, E. (1990). Distrofina Na Diferencia¢do Das Distrofias De
Duchenne E Becker. Arg NEURO-Psiquiat, 48(4), 454-464. https://doi.org/ISSN 0004-
282X

Wersinger, E., Bordais, A., Schwab, Y., Sene, A., Bénard, R., Alunni, V., Sahel, J. A.,
Rendon, A., & Roux, M. J. (2011). Reevaluation of dystrophin localization in the mouse
retina. Investigative Ophthalmology and Visual Science, 52(11), 7901-7908.
https://doi.org/10.1167/iovs.11-7519

Winsor, C. P., & Clark, A.-B. (1936). Dark Adaptation after Varying Degrees of Light
Adaptation. National Academy Of Sciences, 22(6), 400-404.

Wu, J., Seregard, S., & Algvere, P. V. (2006). Photochemical Damage of the Retina. Survey
of Ophthalmology, 51(5), 461-481. https://doi.org/10.1016/j.survophthal.2006.06.009

Yiu, E. M., & Kornberg, A. J. (n.d.). Duchenne muscular dystrophy. Neurol India., 56(3),
236-247. https://doi.org/10.4103/0028-3886.43441

Zatz, M., Vianna-Morgante, A. M., Campos, P., & Diament, A. J. (1981). Translocation (X;6)
in a female with Duchenne muscular dystrophy: Implications for the localisation of the
DMD locus. Journal of Medical Genetics, 18(6), 442-447.
https://doi.org/10.1136/jmg.18.6.442

Zatz, Mayana. (2002). A biologia molecular contribuindo para a compreenséo e a prevencao
das doencas hereditarias. Ciéncia & Saude Coletiva, 7(1), 85-99.
https://doi.org/10.1590/s1413-81232002000100008



Zeitz, C., Robson, A. G., & Audo, I. (2015). Congenital stationary night blindness: An
analysis and update of genotype-phenotype correlations and pathogenic mechanisms.
Progress in Retinal and Eye Research, 45, 58-110.
ttps://doi.org/10.1016/j.preteyeres.2014.09.001

60



61

APENDICES
APENDICE |

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TALE
Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo
Departamento de Psicologia Experimental - Laboratorio da Visao

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da pesquisa intitulada
“IMPACTO DE DIFERENTES TIPOS DE ALTERACAO DO GENE DA DISTROFINA NA
VISAO DE PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR”. Meu nome ¢ LEONARDO
APARECIDO SILVA, sou o Pesquisador Responséavel e minhas areas de atuagao sdo psicologia
e neurociéncias. Apos receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, se vocé aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo
que uma delas ¢ sua e a outra ficard comigo. Esclareco que em caso de recusa na participagao
vocé nao sera penalizado (a) de forma alguma. Mas se aceitar participar, as davidas sobre a
pesquisa poderdo ser esclarecidas pelo pesquisador responsavel, sob forma de ligagdo, através
do seguinte celular: (15) 997713928. Ao persistirem as duavidas sobre os seus direitos como
participante desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo, no
endereco Av. Prof.Mello Moraes, 1721, Bloco G, 2 andar ,sala 27- Cidade Universitaria — CEP
05508-030- Sao Paulo- SP. Telefone 3091-4182. Informacdes Importantes sobre a Pesquisa: O
objetivo sera verificar e avaliar possiveis alteragdes na visdo causadas pela Distrofia Muscular
de Duchenne e Becker. A avaliagdo, baseada nos resultados dos exames, serd realizada
utilizando dois testes com eletrodos (mostrar para o participante) - eles se chamam
Eletrorretinograma (ERG) e Potencial Visual Evocado (PVE) e testes psicofisicos (para avaliar
a discriminacdo de cores e a sua capacidade de ver contraste em preto e branco). Durante o
ERG e o PVE, que serao aplicados ao mesmo tempo, voce ficara confortavelmente sentado para
observar luzes piscando em um 6culos todo fechado nas laterais, parecido com o 6culos que os
esquiadores usam para protejer os olhos. Se necessario, um colirio sera pingado nos seus olhos
para ajudar no exame. As respostas serdo captadas por um eletrodo colocado na parte inferior
do olho, centro da testa, regido central da cabega e outro na regiao da parte de trés da sua cabeca.
Nos exames psicofisicos algumas imagens as vezes coloridas e as vezes preta e branca serao
apresentadas na tela de um tablet em uma sala escurecida. Voce ficara confortavelmente sentado
e sera orientado a responder, falando ou tocando a tela do tablet, quando perceber a imagem e

a localizagdao da mesma. Por fim, seré realizado o exame feito numa sala escura e que comega
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com uma luz branca bem forte e depois luzes pequenas verdes ou vermelhas. Um botio de
respostas devera ser acionado quando a luz for percebida. No meio do exame ocorrerd uma
adaptagao ao escuro por cinco minutos. Nesse tempo vocé poderd descansar, inclusive fechando
os olhos, se prefeir. Os testes oferecem pequenos riscos de dano fisico e/ou psicolégico. E
possivel que vocé sinta um pouco de desconforto na colocagdo dos eletrodos e na aplicacao do
colirio, caso seja necessario. A adaptacdo ao escuro por cinco minutos também pode causar
desconforto psicologico. Entretanto, ¢ importante salientar que a pesquisa ¢ conduzida por
profissionais (de psicologia e medicina), que poderdo cuidar de vocé caso tenha algum dano
fisico e/ou psicoldgico. Os exames poderado ser realizados no mesmo dia ou em dias diferentes
com sessdes mais curtas. O estudo é importante porque na distrofia muscular de Duchenne e na
distrofia muscular de Becker pode ocorrer alteracdes visuais que s6 podem ser identificadas
através de uma avaliacdo mais abrangente para investigar diferentes aspectos do sistema visual.
Os dados serdao sigilosos ¢ o seu nome ndo sera divulgado. Também serd avaliada sua
inteligéncia através de um instrumento de avaliagdo da capacidade intelectual geral, a escala
Wechsler de inteligéncia para criancas (WISC) para participantes de 6 a 16 anos e para adultos
(WAIS) para participantes acima de 16 anos, que serd aplicada para estabelecer o nivel de
inteligéncia. Entdo: e Vocé fica livre para esclarecer quaisquer duvidas sobre este estudo antes
e durante a pesquisa. ® Sua participacao € totalmente voluntaria. Vocé terd a liberdade de recusar
a participacdo na pesquisa ou desistir durante qualquer fase da pesquisa. ® Os resultados serdo
sigilosos e seu nome nao serd divulgado. Apenas os dados dos resultados dos exames poderdao
ser usados em revistas cientificas. ® Vocé podera tomar conhecimento dos resultados obtidos ao
final da pesquisa, se desejar. Eu aceito participar
da pesquisa “IMPACTO DE DIFERENTES TIPOS DE ALTERACAO DO GENE DA
DISTROFINA NA VISAO DE PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR”. Entendi que

posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir
durante qualquer fase da pesquisa. O pesquisador tirou minhas davidas e conversou com os
meus responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento e li (ou leram para mim) e

concordo em participar da pesquisa.

Sdo Paulo, de de
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APENDICE Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo
Departamento de Psicologia Experimental - Laboratorio da Visao

Titulo da pesquisa: Impacto de diferentes tipos de alteracao do gene da distrofina na visao de
pacientes com distrofia muscular.

Pesquisadores: Leonardo Aparecido Silva (pesquisador responsavel pelo projeto), Dra. Dora
Fix Ventura (Professora Titular coordenadora do projeto), Dra. Mirella Telles Salgueiro Barboni
(pesquisadora associada ao projeto), Dr. Balazs Vince Nagy (pesquisador associado ao projeto),
Dr. Francisco Max Damico (pesquisador associado ao projeto), Dr. Marcelo Fernandes da Costa
(pesquisador associado ao projeto) e Sarah Leonardo Dias (pesquisadora associada ao projeto).

Seu filho (a) esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, de um estudo
desenvolvido no Laboratorio da Visdo do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo
(USP). O estudo tem o objetivo de verificar e avaliar possiveis alteragdes visuais causadas pela
Distrofia Muscular de Duchenne e Becker. A avaliagdo, baseada nos resultados dos exames,
sera realizada utilizando testes eletrofisiologicos - Eletrorretinograma (ERG) e Potencial Visual
Evocado (PVE) e testes psicofisicos (discriminagdo de cores e sensibilidade ao contraste).
Durante o ERG e¢ o PVE, que serdo aplicados ao mesmo tempo, seu filho (a) ficard
confortavelmente sentado para observar luzes piscando em um estimulador posicionado como
se fosse um oculos. As luzes tém a fun¢do de estimular o sistema visual e verificar o seu
funcionamento. Se necessario, um colirio sera pingados para dilatacdo da pupila. As respostas
serdo captadas por um eletrodo colocado na parte inferior do olho, centro da testa, regido central
da cabega e outro na regidao do lobo occipital. Nos exames psicofisicos algumas imagens as
vezes coloridas (para avaliar a discriminagdo cromatica) e as vezes preta e branca (para avaliar
a sensibilidade ao contraste) serdo apresentadas na tela de um dispositivo portatil (tablet) em
uma sala escurecida. Seu filho (a) ficara confortavelmente sentado e serd orientado a responder,
verbalmente ou tocando a tela do dispositivo, quando perceber a imagem e a localizacdo da
mesma. Por fim, sera realizado o exame de adaptacdo ao escuro que necessita a estimulagdo
com uma luz branca de alta intensidade e posterior apresentagdo de luzes pequenas verdes ou
vermelhas. Um botdo de respostas devera ser acionado quando a luz for percebida. No meio do
exame ocorrera uma adaptagdo ao escuro de cinco minutos. Nesse periodo seu filho (a) podera
descansar, inclusive fechando os olhos, se prefeir. Os testes oferecem pequenos riscos de dano
fisico e/ou psicologico ao participante. E possivel que seu filho (a) sinta um pouco de
desconforto na colocacdo dos eletrodos e na aplicacdo do colirio, caso seja necessario. A

adaptacdo ao escuro por cinco minutos também pode causar desconforto psicoldgico.
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Entretanto, ¢ importante salientar que a pesquisa ¢ conduzida por profissionais (de psicologia e
medicina), que poderdo cuidar do seu filho (a) caso tenha algum dano fisico e/ou psicoldgico.
Os exames poderao ser realizados no mesmo dia ou em dias diferentes com sessdes mais curtas.
O estudo justifica-se porque na Distrofia Muscular de Duchenne pode ocorrer reducao da
atividade de vias que dependem da proteina envolvida na doenga (distrofina), por esse motivo
justifica-se pesquisar e estudar possiveis alteracdes em func¢des visuais que podem estar
associadas a essa proteina. Os dados serdo sigilosos e os nomes dos participantes ndo serao
divulgados. Também sera avaliado o quoeficiente de inteligéncia do participante através de um
instrumento de avaliacdo da capacidade intelectual geral, a escala Wechsler de inteligéncia para
criangas (WISC) para participantes de 6 a 16 anos e para adultos (WAIS) para participantes
acima de 16 anos, que sera aplicada para estabelecer o quociente de inteligéncia (QI). Sendo
responsavel pelo voluntario para este estudo: Vocé fica livre para esclarecer quaisquer duvidas
sobre este estudo antes e durante o curso da pesquisa. A participagdo no estudo do seu filho (a)
¢ totalmente voluntaria. Vocé terd a liberdade de recusar a participagdo do seu filho (a) na
pesquisa ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalizagao
ou prejuizo. Os resultados serdo sigilosos e 0 nome do seu filho (a) ndo sera divulgado. Apenas
os dados dos resultados dos exames poderao ser divulgados em publicagdes cientificas. Vocé
poderd tomar conhecimento dos resultados obtidos ao final da pesquisa, se desejar. Serd
fornecido o relatério do exame com as necessarias orientagdes médicas. Vocé€ pode esclarecer
suas duvidas sobre qualquer aspecto deste estudo bem como retirar a autorizagdo de seu filho
(a) participar a qualquer momento em que desejar. A participagdo no exame ¢ totalmente
voluntaria. Sua assinatura neste termo de consentimento indica que vocé autoriza filmagens
durante os testes do seu filho (a) e concorda na utilizacdo dos resultados dos testes para
pesquisa, ap0s ter lido as informacgdes aqui contidas (ou alguém ter lido para vocé). O presente
documento serd assinado em duas vias, sendo que uma ficard de posse do pesquisador e outra
com o responsavel pela crianca ou adolescente. O projeto tem por pesquisador responsavel
Leonardo Aparecido Silva, que pode ser encontrado no endereco Avenida Professor Mello
Moraes, 1721, Bloco D, Sala 206, Cidade Universitaria, Sdo Paulo- SP, e pode ser contatado
pelo Telefone: (15) 9 9771-3928. Se vocé tiver alguma consideragio ou duvida sobre a Etica da
Pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
de Psicologia da Universidade de Sao Paulo, no enderego Av. Prof.Mello Moraes, 1721, Bloco
G, 2° andar, sala 27- Cidade Universitaria — CEP 05508-030- Sao Paulo- SP. Telefone 3091-
4182. Nome do Participante: Data de nascimento: / / Sexo: () M () F Nome do Responsével

(grau): Nimero do Documento de Identidade: Telefone: Endere¢o: CEP: “Declaro que, apds
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convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado, consinto
participar do presente Projeto de Pesquisa”. Sdo Paulo, data: / /

Assinatura do Responsavel:

Assinatura do pesquisador:
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APENDICE III

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TALE
Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo

Departamento de Psicologia Experimental - Laboratério da Viséo

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da pesquisa intitulada
“IMPACTO DE DIFERENTES TIPOS DE ALTERACAO DO GENE DA DISTROFINA NA
VISAO DE PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR”. Meu nome ¢ LEONARDO
APARECIDO SILVA, sou o Pesquisador Responséavel e minhas areas de atuagao sdo psicologia
e neurociéncias. Apds receber os esclarecimentos e as informagdes a seguir, se vocé aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd impresso em duas vias, sendo
que uma delas ¢ sua e a outra ficard comigo. Esclareco que em caso de recusa na participagao
vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Mas se aceitar participar, as davidas sobre a
pesquisa poderdo ser esclarecidas pelo pesquisador responsavel, sob forma de ligagdo, através
do seguinte celular: (15) 997713928. Ao persistirem as davidas sobre os seus direitos como
participante desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Psicologia da Universidade de Sao Paulo, no
enderego Av. Prof.Mello Moraes, 1721, Bloco G, 2 andar ,sala 27- Cidade Universitaria — CEP
05508-030- Sdo Paulo- SP. Telefone 3091-4182.

Informacgodes Importantes sobre a Pesquisa:

O objetivo serd verificar e avaliar possiveis alteragcdes na visdo causadas pela Distrofia
Muscular de Duchenne ¢ Becker. A avaliacdo, basecada nos resultados dos exames, sera
realizada utilizando dois testes com eletrodos (mostrar para o participante) - eles se chamam
Eletrorretinograma (ERG) e Potencial Visual Evocado (PVE) e testes psicofisicos (para avaliar
a discriminacdo de cores e a sua capacidade de ver contraste em preto € branco). Durante o
ERG e o PVE, que serao aplicados ao mesmo tempo, vocé ficara confortavelmente sentado para
observar luzes piscando em um 6culos todo fechado nas laterais, parecido com o 6culos que os
esquiadores usam para protejer os olhos. Se necessario, um colirio sera pingado nos seus olhos
para ajudar no exame. As respostas serdo captadas por um eletrodo colocado na parte inferior
do olho, centro da testa, regido central da cabega e outro na regido da parte de tras da sua cabega.
Nos exames psicofisicos algumas imagens as vezes coloridas e as vezes preta e branca serdo
apresentadas na tela de um tablet em uma sala escurecida. Voce ficara confortavelmente sentado
e sera orientado a responder, falando ou tocando a tela do tablet, quando perceber a imagem e
a localizagdao da mesma. Por fim, seré realizado o exame feito numa sala escura e que comega
com uma luz branca bem forte e depois luzes pequenas verdes ou vermelhas. Um botdo de
respostas devera ser acionado quando a luz for percebida. No meio do exame ocorrerd uma
adaptacdo ao escuro por cinco minutos. Nesse tempo vocé podera descansar, inclusive fechando
os olhos, se prefeir.

Os testes oferecem pequenos riscos de dano fisico e/ou psicologico. E possivel que vocé sinta

um pouco de desconforto na colocagdo dos eletrodos e na aplicagdo do colirio, caso seja
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necessario. A adaptacdo ao escuro por cinco minutos também pode causar desconforto
psicolédgico. Entretanto, ¢ importante salientar que a pesquisa ¢ conduzida por profissionais (de
psicologia e medicina), que poderdo cuidar de vocé caso tenha algum dano fisico e/ou
psicologico. Os exames poderao ser realizados no mesmo dia ou em dias diferentes com sessoes
mais curtas.
O estudo ¢ importante porque na distrofia muscular de Duchenne e na distrofia muscular de
Becker pode ocorrer alteragdes visuais que s6 podem ser identificadas através de uma avaliagao
mais abrangente para investigar diferentes aspectos do sistema visual. Os dados serdo sigilosos
e 0 seu nome nao sera divulgado. Também sera avaliada sua inteligéncia através de um
instrumento de avaliacdo da capacidade intelectual geral, a escala Wechsler de inteligéncia para
criancas (WISC) para participantes de 6 a 16 anos e para adultos (WAIS) para participantes
acima de 16 anos, que serd aplicada para estabelecer o nivel de inteligéncia. Entao:

e Vocé fica livre para esclarecer quaisquer duvidas sobre este estudo antes e durante a

pesquisa.

e Sua participagdo ¢ totalmente voluntéria. Vocé terd a liberdade de recusar a participacdo
na pesquisa ou desistir durante qualquer fase da pesquisa.

e Os resultados serdo sigilosos e seu nome ndo serd divulgado. Apenas os dados dos
resultados dos exames poderao ser usados em revistas cientificas.

e Vocé podera tomar conhecimento dos resultados obtidos ao final da pesquisa, se desejar.

Eu aceito participar da pesquisa “IMPACTO DE
DIFERENTES TIPOS DE ALTERACAO DO GENE DA DISTROFINA NA VISAO DE
PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR”. Entendi que posso dizer “sim” e participar,
mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir durante qualquer fase da pesquisa.
O pesquisador tirou minhas diividas e conversou com os meus responsaveis. Recebi uma copia
deste termo de assentimento e li (ou leram para mim) e concordo em participar da pesquisa.

Sado Paulo, de de

Assinatura do menor Assinatura do pesquisador



68

APENDICE IV

ARTIGO SUBMETIDO E ACEITO PARA REVISAO
Investigative Ophthalmology & Visual Science

Correlations between dark-adapted rod threshold elevations and ERG response deficits
in Duchenne muscular dystrophy
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ABSTRACT

Purpose: To characterize changes in the full-field flash electroretinogram (ERG) in association
with psychophysical dark-adapted visual thresholds in genetically characterized DMD patients
either lacking Dp427 (DMD Up 30) or at least Dp260 in addition to Dp427 (DMD Down 30).
Methods: 21 DMD patients and 27 age-similar controls participated in this study. Dark-adapted
(0.01, 3.0, and 10 cd.s/m? flashes) and light-adapted (3.0 cd.s/m? flash) ERGs were recorded in
the dominant eye following ISCEV standard protocols. Visual detection thresholds to red (625
nm; cone function) and green (527 nm; rod function) LED flashes (2° diameter) were measured
during a dark adaptation period after a one minute exposure to a bleaching light (3000 cd/m2).
Initially, 8-minutes of interleaved red and green thresholds were measured. After additional 5-
minutes of dark-adaptation, a second set of threshold measurements to green stimuli was
performed during the subsequent 6-minutes.

Results: Dark-adapted b-waves were reduced (p<0.001) and the a-wave to strong flash was
delayed (p=0.019) in DMD Down 30 patients (lacking Dp427 and at least Dp260). Dark-
adapted cone thresholds did not differ between the groups. In contrast, dark-adapted rod
thresholds were elevated (p=0.001) in DMD Down 30 patients (mean = -3.2 + 1.1 log cd/m?)
relative to controls (mean = -4.2 £ 0.3 log cd/m?). Dark-adapted b-wave amplitudes were
negatively correlated with dark-adapted rod thresholds in DMD patients (Spearman r = -0.943,
p = 0.005). The changes were much smaller or absent in patients with intact Dp260.

Conclusion: Dp260 is particularly required for normal retinal physiology in dark adaptation.


mailto:jan.kremers@uk-erlangen.de
https://orcid.org/0000-0002-9293-7380
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dystrophin protein

INTRODUCTION

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a monogenic X-linked genetic condition
caused by mutations of the DMD gene (MIM: 300377) affecting dystrophin protein (Dp)
expression 2. In addition to the characteristic progressive muscular dysfunction 3, patients with
DMD show non-progressive cognitive disturbances # and altered retinal physiology >° because
dystrophins play an important role in synaptic structures "** and in glial cell membranes 41
in the mammalian central nervous system (CNS) including the retina.

Reduced or nearly abolished scotopic full-field flash electroretinogram (ERG) b-wave,
the positive ERG component, is a classical feature of DMD that has been confirmed by several
groups in the past decades in patients >¢1-26 and in mouse models of DMD 82730,

The negative dark-adapted ERG in which the b-wave is smaller than the electro-negative
a-wave (see Figure 2B), found in DMD patients and mouse models of DMD, has been mainly
associated with the alteration of Dp427 2427, a dystrophin protein encoded by a promoter located
at the beginning (exon 1) of the DMD gene, and Dp260 82242° expressed by an independent
internal promoter located at exon 30 of the DMD gene 3. Both Dp427 and Dp260 are primarily
expressed in the outer plexiform layer of the mammalian retina 82 and possibly in the inner
nuclear layer 3.

A shorter DMD gene product, the Dp140 (promoter at exon 45), that is strongly
expressed in the developing brain of the mouse and associated with cognitive dysfunctions in
DMD patients 3233, is also expressed in the retina 3. However, its specific role in retinal

physiology has not been elucidated. In addition, the shortest DMD gene product, Dp71, is
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strongly expressed in Muller cells of the mammalian retina 7. Its promoter is located far
downstream in the gene (at exon 63). Since distal mutations are rare in humans, the specific
roles of this dystrophin protein in the human visual system has not been investigated in detail.
There is evidence that genetic alterations presumably preventing expression of Dp71 result in
asevere ERG phenotype 4 and its selective absence resulted in altered ERGs in Dp71-null mice
34.

Despite structural 121335 and functional 83°%® evidence that abnormal synaptic
transmission between photoreceptors and bipolar cells is associated with DMD gene mutations,
obvious clinically relevant visual dysfunctions, such as altered visual acuity, are not found in
DMD patients. However, red-green color deficiency 3 and reduced spatial luminance contrast
sensitivity %63 have been reported by our group.

About 25 years ago, two studies showed normal dynamic dark-adaptation processes in
DMD patients 223, In the first study %, normal thresholds to, presumably, white flashes were
measured during 40 minutes of dark-adaptation after five minutes of bleach (600 cd/m?2) in three
patients with a clinical diagnosis of DMD (two of them with abnormal ERG) but without
genetic confirmation. The second study 2* showed normal averaged thresholds during dark
adaptation in DMD and Becker Muscular Dystrophy (BMD, a mild variant of the disease)
patients among other preserved visual functions. Unfortunately, details on their dark-adaptation
procedure were not reported. It is unclear if the measured thresholds in these studies were
mediated by cone or by rod activity. The severe dysfunction of rod-driven ERGs suggests that
psychophysical dark-adaption thresholds may be changed when mainly mediated by rod
activity. Furthermore, the individual thresholds may then be correlated with ERG parameters.
Finally, the functional deficits may depend on which dystrophins are affected and thus on the

location of the gene mutation.
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In the present study, we measured full-field ERGs and psychophysical dark-adapted
visual thresholds (separately for cone and rod pathways) in genetically characterized DMD
patients with genetic alterations either upstream of exon 30, thereby exclusively affecting the
expression of Dp427 (DMD Up 30), or downstream of exon 30 (DMD Down 30), affecting the
expression of Dp427 and Dp260 and possibly of Dp140 and Dpl116. The results have been

partially published as an ARVO abstract (IOVS 61: 5047 e-abstract).

METHODS

Subjects

The experiments were performed in accordance with the tenets of the declaration of
Helsinki and were approved by the Human Research Ethics Committee of the Institute of
Psychology at the University of Sdo Paulo (CAEE n°85512617.6.0000.5561), Brazil. All
subjects, or their legal guardians, gave written informed consent prior to the examinations.

A group of 21 DMD patients (mean age = 13.8 + 4.3 years; all males) and 27 age
matched (F,47) = 0.999, p = 0.376) healthy volunteers (mean age = 16.1 + 5.5 years; 13 males)
participated in this study. We have pooled the data from male and female control subjects
because similar ERG responses and dark-adapted visual thresholds were obtained in the two
groups (see supplemental material).

The subjects underwent a full ophthalmological examination including measurements
of refraction, of best-corrected visual acuity and of intraocular pressure, slit-lamp
biomicroscopy, and funduscopic examination. Inclusion criteria were: normal best-corrected
distant visual acuity of 20/20 or better; absence of ocular hypertension and of ocular diseases,

such as cataract, in the tested eye; absence of diseases that could affect the central nervous
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system (other than DMD for the experimental group); no medications targeting the central
nervous system.

Table 1 shows demographic information of two DMD groups that were determined
according to the location of the genetic alteration in the DMD gene. Determination of affected
dystrophin proteins was based on the genomic organization of the human DMD gene (Figure 1,
based on Muntoni et al., 2003). Seven DMD patients (DMD Up 30; mean age = 13.9 + 6.3
years) displayed genetic alterations upstream of exon 30 with, presumably, only Dp427
affected. The other 14 DMD patients (DMD Down 30; mean age = 13.7 + 3.1 years) displayed
genetic alterations downstream of exon 30 indicating that additional dystrophin proteins were
affected (as indicated in Table 1 and Figure 1). Patients who underwent both ERG and dark-
adapted examinations (N = 10), are indicated by a symbol that correspond to the symbols used
in correlation plots (see Figure 7). The other patients either participated in the ERG recordings

or in the psychophysical measurements.
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Table 1. General characteristics of both DMD groups: DMD Up 30 and DMD Down 30

N Age(y) Mutation  Affected dystrophin proteins Examination Symbol code
o 1 22 3-7 Dp427 Both [ )
“8_ 2 19 3-7 Dp427 Psychophysical
-) 3 19 6 Dp427 Both [ |
o 4 6 Dp427 Psychophysical
S 8 7 Dp427 Both A
6 16 Dp427 Psychophysical
7 14 20 Dp427 Both ¢
8 14 12-39 Dp427 + Dp260 Both [ )
9 18 39 Dp427 + Dp260 Electrophysiological
10 12 40 Dp427 + Dp260 Both |
11 17 17-50 Dp427 + Dp260 + Dp140 Electrophysiological
% 12 11 34-44 Dp427 + Dp260 + Dp140 Electrophysiological
c 13 14 45-46 Dp427 + Dp260 + Dp140 Both A
% 14 9 45-52 Dp427 + Dp260 + Dp140 Both O
2 15 13 45-52 Dp427 + Dp260 + Dp140 Psychophysical
= 16 19 47-50 Dp427 + Dp260 + Dp140 Both ]
(@] 17 13 48-50 Dp427 + Dp260 + Dp140 Electrophysiological
18 16 48-52 Dp427 + Dp260 + Dp140 Psychophysical
19 10 49-50 Dp427 + Dp260 + Dp140 Psychophysical
20 16 52 Dp427 + Dp260 + Dp140 Both ]
21 10 57 Dp427 + Dp260 + Dp140 + Dp116  Electrophysiological

Symbols are given to the 10 DMD patients performing both electrophysiological and

psychophysical examinations. The symbols are used in the correlation plots of Figure 7.

DMD gene
Exon number
30 44 56 63 79
i DMD Up 30 : : DMD Down 30 | :
¥ I 1 1 1
b 4 e L b b 4
Dp427 Dp260 Dp140 Dpl16 Dp71

Figure 1. Genomic organization of the DMD gene 1. Numbers indicate the exons after which
internal promoters are located and arrows indicate the dystrophin protein (Dp) encoded by the
gene fragment activated by the respective promoter. The blue area shows the localization of the

genetic alterations (upstream exon 30) in seven DMD Up 30 patients and the red area shows
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the localization of genetic alterations (downstream exon 30) of 14 DMD Down 30 patients.
Observe that the mutations in the DMD Down 30 of our patients were always located upstream
of exon 63, meaning that all patients had presumably a normal expression of the shortest DMD

gene product (Dp71).

ERG recordings

Dark-adapted and light-adapted flash ERGs according to ISCEV (International Society
of Clinical Electrophysiology of Vision) standards (McCulloch et al., 2015) were recorded
monocularly from the dilated dominant eye of 28 subjects (15 DMD patients and 13 controls).
First, the subjects were dark-adapted for 20 minutes. Flash stimuli of 0.01 cd.s/m?, 3.0 cd.s/m?,
and 10 cd.s/m? were presented in sequence with inter-stimulus time of 2, 10, and 20 seconds,
respectively. Subsequently, the subjects underwent light-adaptation to a background of 30
cd/mz2 for 10 minutes. Then ERG responses to 3.0 cd.s/m? flashes (standard flash) were recorded
with inter-stimulus time of 0.5 seconds. ERG responses were recorded with DTL fiber
electrodes placed under the lower lid and attached to the outer and the inner canthus. The
reference and the ground (gold cup) skin electrodes were attached to the ipsilateral temple and
forehead, respectively. Signals were amplified 100,000x, filtered between 1 and 300 Hz, and
sampled at 512 Hz using the RetiPort system (Roland Consult, Brandenburg, Germany). ERG
responses were averages of five 256-millisecond episodes for the 10 cd.s/m2 flashes and of 10
such episodes for the weaker flashes.

Figure 2 shows ERG responses recorded from a control subject to dark-adapted (DA,
scotopic) flash with 0.01 cd.s/m2 (Figure 2A), 3.0 cd.s/m? (Figure 2B), and 10 cd.s/m? (Figure
2C) strengths. A light-adapted (LA; photopic) ERG to a 3.0 cd.s/m? flash is shown in Figure
2D. As shown in each trace, the peak amplitude of the a-wave (initial negativity) was defined

as the difference in pV between the baseline (average of 5 ms of ERG episode before the flash
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onset) and the minimum between 10 and 30 ms post-stimulus. The b-wave (positive peak
between 30 and 60 ms post-stimulus) amplitude was the difference between the a-wave peak
amplitude and the b-wave maximum amplitude. Photopic negative response (PhNR) was
measured from b-wave. Implicit time (ms) was the interval between the flash onset and the peak

amplitude. For the DA standard flash (3.0 cd.s/m2), the b:a amplitude ratio was calculated.

A Dark-adapted 0.01 cd.s/m” flash B Dark-adapted 3.0 cd.s/m* flash
b-wave b-wave

time time

100 PV

apnydwe
aABM-(
apnydwe
SABM-(

a-wave
amplitude

A-wave
i time

h

h

Flash Time (ms) Flash Time (ms)

C Dark-adapted 10 cd.s/m? flash D Light-adapted 3.0 cd.s/m? flash

;bfwave
E tlmen 50 uv
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anem-q
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a-wave
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:
1a-wave
¢ time

.

.
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1 time

|

Fiash Time (ms) Flash Time (ms)

Figure 2. Standard ISCEV ERG responses and parameters analyzed. Flash onset att =0
ms is shown by the dashed line; analysed parameters are given by grey arrows. The dark-
adapted (DA) 0.01 cd.s/m2 flash ERG was recorded after 20 minutes of dark-adaptation and
eliciting only a positive (b-wave) peak (A). DA 3.0 cd.s/m? (standard) flash ERG (B) and 10

cd.s/m? flash ERG (C) both showed a negative (a-wave) and positive (b-wave) components.
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Light-adapted 3.0 cd.s/m? ERG shows negative (a-wave) and positive (b-wave) components

(D).

Detection thresholds during dark adaptation

Flash detection thresholds during dark adaptation after a bleach were monocularly
measured in non-dilated dominant eyes of 38 subjects (16 DMD patients and 22 controls) using
the Roland dark adaptometer (Roland Consult, Brandenburg, Germany) equipped with a Q450
Ganzfeld stimulator. A fixation camera for pupil detection monitored fixation during the
session. The subjects were instructed to press a key when they saw a flash. Thresholds to red
(625 nm peak wavelength for cone mediated detection) and green (527 nm peak wavelength for
rod mediated detection) LED flashes (2° diameter) presented at 20° distance from a fixation
target were measured during dark-adaptation after one minute of bleach to 3000 cd/m? white
light. We have adapted the bleach period (originally 5 minutes) and bleach luminance
(originally 7000 cd/m2) so that it was tolerated by the young subjects. In a pilot study, four
different luminances (700, 3000, 5000, and 7000 cd/m?) of the bleach light were used, keeping
one-minute bleach time, to exam control subjects (N = 5). We found that dark-adapted cone (p
=0.779) and rod (p = 0.960) thresholds as well as rod recovery time to -3 log cd/m2 (p = 0.542)
were similar with 3000 cd/m? and 7000 cd/m2 bleach in control subjects (supplemental
material).

After one minute of bleach, the tests started with eight minutes of interleaved red and
green stimuli presentations to measure cone and rod mediated thresholds in parallel (Figure 3B,
red-triangles and green-circles respectively). Within this period, a full recovery of cone
mediated thresholds was obtained. After additional five minutes of dark adaptation, a second
set of measurements was performed with only green stimuli for six minutes to measure

additional rod mediated thresholds. The thresholds generally reach a plateau within this period.
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The procedure started with the determination of a threshold to red flashes. After 30
seconds, the procedure was repeated for green flashes. The alternation in threshold
measurements in 30 sec periods was continued throughout the first part of the test. Flashes were
presented once every 2 seconds (flash duration = 250 ms). After every flash, the subject was
requested to indicate if the flash was detected by pressing a button within 750 ms. Absence of
a response was interpreted that the flash was not detected. If a flash was detected, the flash
strength was decreased by 6 dB. If the flash was not detected the flash strength increased by 2
dB.

Dark-adapted cone threshold was calculated by averaging the intensities (in log cd/m2,
only when the flash was seen) required to detect (the change from not detected to detected
luminance) the red flash during the last minute of the first period (cone threshold). Dark-adapted
rod threshold was obtained by averaging detection intensities (log cd/m?) during the last three

minutes of the second protocol (rod threshold).

Statistical analysis

ERG amplitudes and phases and visual thresholds are presented as means + one standard
deviation. Group comparisons were performed using one-way ANOVAs. Paired comparisons
were performed using Bonferroni post-hoc analyses. Significant correlations among variables
were evaluated with Spearman coefficient (SPSS, Statistical Package for the Social Sciences,

Hong Kong, China). p values < 0.05 were considered significant.
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Figure 3. Dark-adapted visual thresholds. Thresholds were determined in darkness after 1
minute of bleach to 3000 cd/m? full-field. The dark-adaptation curve was measured by the
presentation of 250 ms flashes of red- and green-lights alternating every 30 seconds. After 8
minutes of measurements and 5 minutes interval in darkness, thresholds were measured by the
presentation of 250 ms flashes of only green flashes (A). Representative thresholds measured
with a control subject (B). Red-triangles show the red-light detection thresholds while green-
circles thresholds to the green flashes. Dark-adapted cone threshold was the averaged threshold
luminances during the last minute of the first protocol. Dark-adapted rod threshold was the

averaged luminances for measurements during the last three minutes of the second protocol.

RESULTS
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Electrophysiologically measured retinal responses to light

Dark-adapted ERG responses to the weak (0.01 cd.s/m?) flash (Figure 4A) elicited a
positive (b-wave) component with the peak at about 90 ms after flash onset. Mean (x one
standard deviation) amplitudes differed significantly between the groups (F26) = 10.519, p =
0.001). B-wave amplitudes of control subjects (mean = 235.8 + 100.4 pV) were significantly
higher (p < 0.001) than those of DMD Down 30 patients (mean = 52.2 + 36.9 uV). Intermediate
amplitudes were found in the DMD Up 30 group (mean = 195.8 £ 168.2 uV). Their mean
amplitude did not significantly differ from those of control subjects (p = 0.998) and of DMD
Down 30 patients (p = 0.053). There was no significant group effect on b-wave implicit time
(Fe26) = 2.131, p = 0.141).

Figure 4B shows averaged responses of control subjects and patients to the dark-adapted
3.0 cd.s/m2 flash showing an a- and a b-wave peaking at about 18 and 40 ms, respectively. In
control subjects, the mean b-wave amplitude was 351.3 + 116.4 uV whereas the mean a-wave
was 214.7 + 69.6 uV. Individual b:a ratios varied between 1.3 and 2 for the control subjects.
Amplitudes (F,26) = 2.485, p = 0.105) and times (F26) = 0.821, p = 0.452) of the a-wave were
comparable among the groups, while b-waves were remarkably different between the groups
(F2,26) = 14.947, p < 0.001). B-wave amplitudes of Down 30 patients (mean = 144.7 + 57.5 uV)
were significantly decreased (p < 0.001). Similar to the results with the weak flash, DMD Up
30 patients showed intermediate b-wave amplitudes (mean = 223.5 + 41.6 uV), not differing
statistically from those of control subjects (p = 0.064) or of DMD Down 30 patients (p = 0.466).
The mean b-wave implicit times were similar among the three groups (F2,26) = 3.004, p = 0.069).
The b:a ratio data had an approximately normal distribution and according tests were applied.
The mean b:a ratios (Figure 4B bar plot) were significantly different between groups (F2,26) =

36.183, p < 0.001). The b:a ratio was <1 for nine out of 10 DMD Down 30 patients (mean =
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0.6 £0.3) and = 1 for all DMD Up 30 patients (mean = 1.3 + 0.5) and all control subjects (mean
=1.7 £ 0.2). Mean b:a ratios were significantly lower for DMD Down 30 patients compared to
both controls (p < 0.001) and DMD Up 30 patients (p = 0.001).

Dark-adapted a- and b-waves elicited by a strong (10 cd.s/m?) flash were recorded and
the respective amplitudes and implicit times were compared between the groups. Figure 4C
shows that there was a significant group effect (F,26) = 5.610, p = 0.010) in the time to peak of
the a-wave while amplitudes did not differ significantly between the groups (F,26) = 0.900, p
= 0.420). The mean a-wave implicit time measured in the control group was 14.7 £ 0.6 ms,
similar (p = 0.711) to what has been observed for DMD Up 30 patients (mean = 14.2 £ 0.4 ms).
In contrast, the DMD Down 30 patients showed significantly longer a-wave peak times (mean
=15.6 £ 1.0 ms; p = 0.019) and with a marginal difference (p = 0.050) compared to DMD Up
30 patients. The dark-adapted b-wave elicited by the 10 cd.s/m?2 condition confirmed the results
obtained with the standard 3.0 cd.s/m? flash: there was a group effect on b-wave amplitudes
(F2,26) = 6.766, p = 0.005) with DMD Down 30 patients showing significantly lower b-waves
compared to controls (p = 0.004), but not compared to DMD Up30 patients (p = 0.863). The
last group showed intermediate b-wave amplitudes. The mean b-wave implicit time showed
group effect (F2,26) = 0.166, p = 0.848), however, paired comparisons using Bonferroni post-

hoc analyses revealed that all three groups had statistically similar peak times (p > 0.058).
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Figure 4. Dark-adapted ERG results. Averaged traces and mean (+ one s.d.) amplitudes,
implicit times, and b:a ratios for controls (black symbols), DMD Up 30 (blue symbols), and
DMD Down 30 (red symbols) patients for dark-adapted ERG measurements with three flash
strengths: 0.01 cd.s/m? (b-wave only; A), 3.0 cd.s/m? (B) 10 cd.s/m? (a-wave only; C).

*significant difference (p < 0.05) compared to the control group.
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Averaged light-adapted ERG responses are shown in Figure 5A with a more detailed
representation of the b-wave in Figure 5B. The averaged waveforms were similar for the three
groups. A significant group effect was observed for the a-wave amplitude (F,26) = 4.496, p =
0.021). DMD Down 30 patients showed slightly larger a-wave amplitudes (Figure 5C) with
marginal statistical differences compared to control subjects (p = 0.052) and DMD Up 30
patients (p = 0.067). In contrast, a-wave peak times were comparable (F(,26) = 0.191, p = 0.827)
among the three groups (Figure 5D). Light-adapted b-wave amplitudes (Figure 5C) were also
comparable in the three groups (F,26) = 0.004, p = 0.996), while light-adapted b-wave times
(Figure 5D) were significantly delayed for DMD Up 30 patients compared to control subjects
(p =0.017). DMD Down 30 patients showed a non-significant (p = 0.059) delay of the b-wave
compared to control subjects. In addition, mean photopic negative response (PhNR) amplitudes
(group effect: Fp26 = 0.093, p = 0.911) and implicit times (group effect: F,26) = 0.253, p =

0.778) were similar among the three groups.
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Figure 5. Light-adapted ERGs. Averaged traces (A: original responses; B: details of the b-

wave) and mean (£ one s.d.) amplitudes (C) and implicit times (D) are shown for controls (black

symbols), DMD Up 30 (blue symbols), and DMD Down 30 (red symbols) patients in the light-

adapted protocol. *significant difference (p < 0.05) compared to the control group.

Psychophysically measured dark adaptation of cone and rod thresholds
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Figure 6 shows the course of cone (responses to red light, Figure 6A) and rod (responses
to green light, Figure 6B) detection thresholds for one representative subject of each group.
Observe that the cone thresholds are similar for all three subjects (Figure 6A). Accordingly, the
dark-adapted cone thresholds, calculated by averaging stimulus luminances at the last minute
of the first protocol, were statistically similar (F(2,35) = 0.388, p = 0.681) among the three groups:
control subjects (mean =-1.7 £ 0.5 log cd/m?), DMD Up 30 (mean = -1.8 + 0.4 log cd/m?), and
DMD Down 30 (mean = -2.0 + 1.3 log cd/m?) patients. In addition, there was no group effect
(F2,36) = 1.634, p = 0.210) when the same method was applied to calculate dark-adapted (initial)
rod thresholds averaging stimulus luminances at the last minute of the first protocol. Although,
DMD patients both DMD Up 30 (mean = -2.5 £ 0.6 log cd/m?) and DMD Down 30 (mean = -
2.5 = 1.4 log cd/m?2) showed slightly elevated thresholds compared to control subjects (mean =
-3.0 £ 0.5 log cd/m?). In contrast, Figure 6B shows that rod final thresholds were different
between the three subjects. The dark-adapted rod thresholds, calculated by averaging stimulus
luminances at the three last minute of the second set of measurements, were significantly
elevated in DMD Down 30 patients (mean = -3.2 £ 1.1 log cd/m%; p = 0.001) compared to
control subjects (mean = -4.2 + 0.3 log cd/m?), but not compared with DMD Up 30 patients
(mean = -3.8 £ 0.6 log cd/m%; p = 0.130). DMD Up 30 thresholds were statistically similar (p

= 0.566) to control thresholds as well.
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Figure 6. Course of detection thresholds during dark adaptation. Cone (A) and rod (B)
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difference (p < 0.05) compared to the control group.
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Correlations

Properties of ERG components were correlated with visual thresholds to study if the
electrophysiological and psychophysical deficits have common causes (Figure 7). As shown in
Table 1, six DMD Down 30, four DMD up 30 patients participated in the ERG and the
psychophysical measurements. Six normal subjects underwent both measurements. There were
significant negative correlations between dark-adapted b-wave amplitudes to 0.01 cd.s/m?
flashes and dark-adapted rod thresholds for patients (coefficient = -0.943, p = 0.005, Figure 7A)
and DMD Up 30 patients (Figure 7B; due to the small sample size a statistical analysis was not
performed), but not for control subjects owing to the small inter-individual variability
(coefficient = -0.290, p = 0.577, Figure 7C). . Other ERG parameters were not correlated with

dark-adapted cone or rod thresholds for any of the groups.
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Figure 7. Correlations between dark-adapted ERG b-wave and rod threshold. b-wave

amplitudes (uV) of ERG responses to 0.01 cd.s/m? flashes plotted as a function of dark-adapted

rod thresholds (log cd/m?2) for DMD Down 30 patients (A, N = 6), DMD Up 30 patients (B, N

= 4), and control subjects (C, N = 6). A negative correlation was found for the patients but not

for the normal subjects.
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DISCUSSION

In the present study, a significant reduction in the dark-adapted b-wave amplitude of
DMD Down 30 patients (lacking at least dystrophin protein Dp260 in addition to Dp427
alteration) and a significant increase of the light-adapted b-wave implicit time in DMD Up 30
patients (lacking only Dp427) were found when compared to control subjects. We also reported
that psychophysical dark-adapted rod thresholds were significantly elevated in DMD Down 30
patients. An inverse correlation between b-wave amplitudes to 0.01 cd.s/m? flashes and rod
thresholds was shown for the patients. These results offer new insights regarding cone and rod
function in retinae of DMD patients.

The dark-adapted ERG b-wave to 0.01 cd.s/m? flashes mainly reflects the integrity of
the depolarizing On-bipolar cells of the rod system “°. This ERG component was found to be
severely reduced (~30% of the control amplitude, in average) in DMD Down 30 patients,
emphasizing the role that Dp260 plays in the rod to rod-bipolar cell synapse. In addition, the
reduced b-wave with preserved a-wave of the 3.0 cd.s/m2 flash (electronegative) ERG, as found
in several conditions affecting the outer retina *°2 confirms this notion. The correlation
between the decreased b-wave in the ERG responses to the dim flash and the psychophysical
rod thresholds after dark-adaptation strongly suggests that the alterations at the rod synapse also
caused the threshold elevations in DMD patients.

The dark-adapted ERG a-wave to standard flash depends on photoreceptor as well as
post-receptoral integrity >3-, A strong flash (10 cd.s/m2 and above) allows enhancing a-waves
reflecting photoreceptor function %6, since at this flash strength the a-wave reflect rod
sensitivity, not depending so much on post-receptoral interactions **. DMD Down 30 patients

showed delayed a-wave peak to the dark-adapted 10 cd.s/m? flash ERG indicating that DMD
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gene mutations is associated with photoreceptoral dysfunction at the outer nuclear layer with,
presumably, unaffected photoreceptor outer segment (phototransduction) function.

Primate light-adapted (photopic or cone) ERG a-wave may reflect cone integrity and
also function of the post-receptoral hyperpolarizing (Off-bipolar and horizontal cells) neurons
5" DMD patients showed normal to slightly enhanced light-adapted ERG a-wave amplitudes
with normal implicit times, as previously described /2426, The light-adapted ERG b-wave
originating from post-receptoral cells of the cone system was delayed, as previously reported,
in DMD patients *’. It may reflect unbalanced post-receptoral (On-bipolar and Off-bipolar cells)
function 8 that in turn may reflect a slow activation of the On-bipolar cells >°.

The present data showed that DMD gene alterations presumably affecting the expression
of the retinal dystrophin protein Dp260 (DMD Down 30 patients) is associated with preserved
dark-adapted cone thresholds and elevated dark-adapted rod thresholds without symptoms of
nyctalopia or bradyopsia. As reported by Bijveld et al., near to absent symptoms of night vision
disturbances with about 3 log unit elevated rod thresholds can be observed in patients with the
complete type of congenital stationary night blindness (cCCSNB or CSNB1). The authors argued
that visual symptoms may not be perceived by several of cCSNB patients because vision is
disturbed only in very dark circumstances that are usually not experienced in modern daily
routine . It may also explain why DMD patients do not complain about their night vision 2.

Interestingly, unaffected dark-adapted visual sensitivity recovery after photobleaching
has been reported in DMD patients with altered ERGs 2%%. In the first study showing dark-
adapted thresholds in DMD patients %, a few subjects were tested and only three patients
displayed the characteristic negative ERG. In the second study 2, eight boys with genetic
alteration downstream exon 44 presumably affecting Dp427 and Dp260 showed normal dark-

adaptation, but Becker muscular dystrophy (BMD) patients, displaying milder phenotype than
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DMD patients due to the ability of the DMD gene to produce some functional dystrophin
protein, were included in the study.

The discrepancy between our results and previously reported results 22*° may be
partially because of methodological differences to record dark-adapted thresholds. We
measured dark-adapted cone (red light) and rod (green light) thresholds separately while the
dark-adaptation thresholds to presumably white light has been previously measured.
Alternatively or in addition, only genetically characterized DMD patients have been examined
in the present study while, previously, either DMD patients without genetic information * or
pooled DMD and BMD patients 2! were studied.

We recognize that our protocol to measure dark-adapted cone and rod thresholds is a
short (adapted) version of the original (~40 minutes) protocol that we have developed as an
attempt to make the examination tolerable by the young patients and controls studied here
(Nagy et al. 2017 IOVS 58: 5408 e-abstract). Future investigations could consider measuring
final rod threshold after long dark-adapted intervals, as in our protocols it was limited to
approximately 20 minutes of dark adaptation, same adaptation time used to measure the ERG
b-wave to weak flash. However, we believe that a longer protocol would not change the
sensitivity level arrived at 20 minutes of dark adaptation, at least with the bleaching strength
we used. We found the thresholds to be stable at the end of the second protocol, (mean slope of
linear regression at the last four minutes of the second series: controls = -0.0002 + 0.0006;
DMD Up 30 =-0.0004 + 0.0023; DMD Down 30 = 0.003 + 0.002)

Regarding DMD causing asymmetric cone versus rod system dysfunction, we
hypothesize that either compensatory functional mechanisms of the retina, perhaps provided by
Off-bipolar cells spared in DMD patients % or alternative retinal mechanisms for
regenerating cone visual pigments 8 would guarantee relatively preserved light-adapted ERGs

and normal dark-adapted cone thresholds.
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CONCLUSIONS

Although the knowledge about affected versus preserved neural processes in the DMD
affected retina contributes substantially to understand the pathophysiology of this retinal
disease, ERG changes are not necessarily associated with detectable visual losses. For instance,
severe dark-adapted and slight light-adapted ERG alterations caused by DMD gene mutations
are not related to any obvious visual symptom. However, red-green color vision impairment 3/
and contrast sensitivity losses %3 revealed that the cone pathway is affected in DMD patients.
In addition, we have now reported that rod sensitivity is also affected and, moreover, it
correlates with the severe dark-adapted (scotopic or rod driven) ERG deficits which is the
classical non-muscular sign of DMD. Dark-adapted rod threshold could be used to evaluate the
efficacy of future treatments to rescue the expression of dystrophin proteins in the central

nervous system.
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ANEXO II
Gréficos individuais do protocolo total dos bastonetes - 6 min
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ANEXO I

Gréficos Individuais do protocolo total dos cones - 8 min
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ANEXO IV
Dados Totais
Média DesvPad N N
| Idad Bastonet bastonet tentativa Média DesvPad Tentativ
D Grupo AV e e e bast. Cone  cones a Cone
1 CTRL 20/20 19 -3,70 0,14 42,00 -1,83 0,29 6,00
2 CTRL 20/20 26 -4,53 0,13 42,00 -1,80 0,13 6,00
3 CTRL 20/20 21 -4,36 0,24 43,00 -1,85 0,18 8,00
4 CTRL 20/20 11 -4,16 0,44 42,00 -1,89 0,20 7,00
5 CTRL 20/20 17 -5,60 0,35 40,00 -1,74 0,10 7,00
6 CTRL 20/20 16 -4,31 0,17 42,00 -1,74 0,10 7,00
7 CTRL 20/20 13 -4,04 0,28 42,00 -1,73 0,37 8,00
8 CTRL 20/20 23 -4,03 0,22 42,00 -1,80 0,23 7,00
9 CTRL 20/20 9 -4,00 0,25 42,00 -1,34 0,10 7,00
10 CTRL 20/20 14 -3,98 0,22 41,00 -1,43 0,23 6,00
11 CTRL 20/20 17 -4,26 0,24 42,00 -0,89 1,46 7,00
12 CTRL 20/20 24 -4,50 0,14 42,00 -1,63 0,14 7,00
13 CTRL 20/20 12 -4,46 0,38 44,00 -1,45 1,61 8,00
14 CTRL 20/20 23 -4,46 0,19 42,00 -1,74 0,25 7,00
15 CTRL 20/20 21 -4,66 0,13 41,00 -2,10 0,11 6,00
16 CTRL 20/20 8 -4,23 0,13 41,00 -1,74 0,15 7,00
17 CTRL 20/20 8 -4,35 0,58 44,00 -0,43 0,85 6,00
18 CTRL 20/20 10 -3,95 0,40 42,00 -2,00 0,26 7,00
19 CTRL 20/20 7 -4,23 0,13 41,00 -3,17 0,23 6,00
20 CTRL 20/20 16 -4,11 0,29 41,00 -1,69 0,28 7,00
21 CTRL 20/20 22 -4,32 0,20 42,00 -1,34 0,15 7,00
22 DMD U 20/20 22 -3,12 0,46 40,00 -1,57 0,43 6,00
23 DMD U 20/20 19 -4,01 0,25 14,00 -2,09 0,76 9,00
24 DMD U 20/20 20 -4,25 0,46 45,00 -1,20 0,00 7,00
25 DMD U 20/20 8 -4,30 0,50 44,00 -2,13 0,66 8,00
26 DMD U 20/20 9 -4,00 0,35 41,00 -2,15 2,38 15,00
27 DMD U 20/20 7 -4,26 0,64 47,00 -1,71 0,11 7,00
28 DMD U 20/20 13 -2,93 0,60 41,00 -1,70 0,11 6,00
29 DMD D 20/20 14 -3,34 0,57 40,00 -2,29 0,20 7,00
30 DMD D 20/20 12 -3,43 0,28 42,00 -1,69 0,16 7,00
31 DMD D 20/20 14 -4,69 0,47 51,00 -4,45 1,18 11,00
32 DMD D 20/20 13 -4,58 0,35 48,00 -3,36 2,21 10,00
33 DMD D 20/20 9 -1,25 0,53 40,00 -0,91 0,52 9,00
34 DMD D 20/20 19 -3,74 0,27 41,00 -0,83 1,01 11,00
35 DMD D 20/20 16 -2,62 0,62 42,00 -2,00 0,20 3,00
36 DMD D 20/20 10 -2,92 0,33 41,00 -1,54 0,28 7,00
37 DMD D 20/20 16 -1,98 0,31 37,00 -0,52 0,54 5,00
38 DMDDp71  20/20 12 -4,14 0,32 40,00 -1,77 0,39 7,00
39 DMDDp71 20/20 18 -3,79 0,33 40,00 -1,17 0,23 6,00
40 DMD Dp71  20/20 9 -4,00 0,35 41,00 -4,87 0,59 11,00
41 DMD Dp71 20/20 17 -4,10 0,18 42,00 -1,53 0,21 6,00
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