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RESUMO

Os peixes vem sendo cada vez mais usados como modelos experimentais nas mais
diversas areas, devido a similaridades estruturais e celulares, capacidade de
regenerar tecidos e possuir facil manejo. O Astronotus ocellatus é um ciclideo que
vive em ambientes claros de agua calma e rasa, alimentando-se de crustaceos,
moluscos e peixes menores. Seu ecossistema condiz com sua complexa estrutura
visual. Espécime promissora para estudos clinicos e experimentais da visdo. A
eletrorretinografia (ERG) € um método nao invasivo que, atraves de eletrodos, capta
a atividade elétrica da retina quando estimulada por luz. Aliada a ele, a andlise
histologica da retina e descricio morfométrica de cada camada, confere
embasamento estrutural sobre as células analisadas no exame. Foram utilizados dois
grupos, o primeiro com 16 peixes, para as analises eletrofisiologicas e outro com 3
peixes para histomorfometria. O ERG foi realizado com o peixe sob anestesia geral
com lidocaina 10% (5ug/ml) e propofol 1% (50 pg/ml) e registros com frequéncia de
2Hz e 30Hz com led de luz branca com intensidade de 3cds/m2. Quatro peixes
realizaram registros a respostas multifrequenciais, estimulos com frequéncia de 2 Hz
e comprimento de onda que variaram do ultravioleta ao infravermelho. Para a
histomorfometria, os peixes foram eutanasiados, seus olhos enucleados, fixados em
solucdo de Davidson, corados com Hematoxilina e Eosina e, alguns, despigmentados
com permanganato de potassio e acido oxalico para visualizagdo dos segmentos
externos dos fotorreceptores, recobertos pela melanina presente nas vilosidades do
epitélio pigmentar. Nos resultados da ERG foi possivel a obtencdo dos principais
componentes, onda A e B. Os tracados obtidos com os estimulos multifrequenciais
mostraram maior variagdo nas respostas ao ultravioleta e ndo se obteve registros ao
estimulo infravermelho. Na Histomorfometria a espessura da retina total foi de 178,78
+ 21,03um. Os presentes estudos demonstraram um protocolo simples e rapido de
obtencéo de respostas retinianas em Astronotus ocellatus anestesiados, permitindo a
recuperacao de todos os animais ap0s os exames e a descricdo e analise histologica
da retina e estruturas associadas a ela.

Palavras chaves: Eletrofisiologia visual, Histomorfometria, modelo experimental,
Oftalmologia veterinaria.



ABSTRACT

Fish have been increasingly used as experimental models in the most diverse areas,
due to structural and cellular similarities, ability to regenerate tissues and easy
handling. Astronotus ocellatus is a cichlid that lives in clear environments of calm,
shallow water, feeding on crustaceans, molluscs and smaller fish. Its ecosystem
matches its complex visual structure. Promising specimen for clinical and experimental
studies of vision. Electroretinography (ERG) is a non-invasive method that, through
electrodes, captures the electrical activity of the retina when stimulated by light. Allied
to it, the histological analysis of the retina and the morphometric description of each
layer provides a structural basis for the cells analyzed in the exam. Two groups were
used, the first with 16 fish, for the electrophysiological analysis and the other with 3
fish for histomorphometry. The ERG was performed with the fish under general
anesthesia with 10% lidocaine (5ug/ml) and 1% propofol (50 pg/ml) and recordings
with a frequency of 2Hz and 30Hz with a white light LED with an intensity of 3cds/m2.
Four fish recorded multifrequency responses, stimuli with a frequency of 2 Hz and
wavelength ranging from ultraviolet to infrared. For histomorphometry, the fish were
euthanized, their eyes enucleated, fixed in Davidson's solution, stained with
Hematoxylin and Eosin, and some depigmented with potassium permanganate and
oxalic acid to visualize the outer segments of the photoreceptors, covered by the
melanin present in the villi of the pigment epithelium. In the ERG results, it was possible
to obtain the main components, waves A and B. The tracings obtained with the
multifrequency stimuli showed greater variation in the responses to ultraviolet and no
records were obtained to the infrared stimulus. In Histomorphometry, the total retinal
thickness was 187.55+21um. The present studies demonstrated a simple and fast
protocol for obtaining retinal responses in anesthetized Astronotus ocellatus, allowing
the recovery of all animals after examinations and the description and histological
analysis of the retina and its associated structures.

Key words: Visual electrophysiology, Histomorphometry, experimental model,
Veterinary ophthalmology.
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1 - INTRODUCAO

O uso do peixe com modelo experimental ocorre desde os primérdios da
ciéncia. O Zebrafish (Danio rerio), um dos precursores, apresenta facil disseminacao
e semelhanca em diversos aspectos com o DNA humano, sendo, portanto,
amplamente usado no cenéario cientifico (LIESCHKE e CURRIE, 2007;
CHAKRABORTY, 2009). Apesar de roedores representarem cerca de 95% nas
pesquisas bioldgicas (SILVEIRA et al., 2012).

Outro peixe teledsteo que vem sendo utilizado em pesquisas cientificas € o
Astronotus ocellatus (Oscar). A espécie pertence a familia Cichlidae a qual apresentou
expressiva sensitividade visual (CARLETON et al., 2016). O globo ocular dessa
espécie possui tamanho e conformacado que facilitam a manipulacdo e analise das
estruturas, semelhante a outros grupos de peixes (GOTO, 2016), favorecendo a sua
utilizacdo em estudos na oftalmologia (comparada) veterinaria.

A utilizacdo de peixes como modelo experimental é promissora devido a
similaridade retiniana, tanto estrutural quanto celular, com os mamiferos e, também,
a capacidade regenerativa da mesma, sendo esta Ultima qualidade diferente entre as
espécies (RAO et al, 2017). De forma geral, os mamiferos ndo conseguem responder
a uma lesdo retiniana de forma regenerativa, ocorrendo entdo uma resposta cicatricial
(RAO et al, 2017) e déficit ou perda da fungcdo. J& em peixes, a capacidade de
regeneracdo tem sido indicada, uma vez que os fotorreceptores sdo continuamente
adicionados durante o desenvolvimento do animal a partir de células tronco que
diferenciam-se em estruturas semelhantes aos cones e bastonetes dos mamiferos
(GELLAT, 2014).

A Eletrorretinografia € um método néo invasivo e bem compreendido que,
através de eletrodos, capta a atividade elétrica da retina quando estimulada por uma
fonte de luz. Seus resultados podem ser variaveis, de acordo com as condi¢cdes
ambientais, tipo de estimulo, comprimento de onda, intensidade e frequéncia. O ERG
de vertebrados origina principalmente 2 ondas, uma “a” negativa, sugerindo atividade
fotorreceptora, e uma “b” positiva, atividade das células bipolares ON e muiller
(DOWLLING, 1987; EKESTEN et al, 2013). Dessa forma, as andlises de
Eletrorretinografias trazem complemento a investigacdo do comportamento das
alteracdes na retina, mostrando-se como uma ferramenta de facil acesso e alta

sensibilidade identificando e quantificando degeneracdes retinianas em sua totalidade
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ou em células isoladas, como cones e bastonetes (BROCKERHOFF et al., 1995;
NEUHAUSS et al., 1999).

Os peixes sdo animais que apresentam uma complexa estruturacéo do Sistema
visual, sendo a retina muito mais povoada e diferenciada dos demais vertebrados,
portanto, compreender seu funcionamento e sensibilidade estabelece expectativas
guanto aos esclarecimentos sobre a visdo, sendo um importante modelo experimental
nessa area (SABBAH et al., 2010).

Considerando-se entéo as similaridades e as particularidades entre a retina dos
peixes e mamiferos, bem como as caracteristicas do Astronotus ocellatus que o
tornam um interessante modelo experimental, optou-se por essa espécie para
avaliacao eletrofisiologica e histolégica da retina a fim de descrever a estrutura
retiniana para fundamentar estudos futuros que avaliem possiveis alteracdes nesse

tecido.
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2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 Peixe como Modelo Experimental

Os peixes vém sendo acrescidos no mundo cientifico como uma alternativa de
modelo experimental em detrimento a roedores. Os seres aquaticos sdo amplamente
diversificados, sendo facil o discernimento entre peixes com parentesco distante.
Entretanto a ancestralidade entre espécies e a manutencao das caracteristicas de
desenvolvimento embriol6gicos, sdo substratos para uma analise comparativa entre
diferentes organismos afim de fornecer meios para o entendimento sobre os
mecanismos fisiol6gicos dos mais diversos sistemas bioldgicos (HARRIS et al., 2014).

Espécies como Zebrafish (Danio rerio) e Medaka (Oryzias latipes), tém sido
intensamente utilizados como objeto de estudo nas ultimas décadas. Sao espécies
faceis de serem analisadas em grupos pois compartilham estruturas semelhantes,
além de apresentarem baixo custo de manutencéo, elevado potencial reprodutivo e

rapido ciclo de vida (Porazinski et al., 2011; Lawrence et al., 2012).

2.2 — Oscar (Astronotus ocellatus) Agassiz, 1831

Astronotus ocellatus (Figura 1), pertencente a classe Osteichthyes, taxon
Actionpterygii, grupo Teledsteos, ordem perciformes e familia Cichlidae; também
conhecido como apaiari (FABREGAT et al., 2006), acarad-grande (BENTES, 2014),
oscar, cara-bor, acara-acu (BARBOSA; SOARES, 2009). Espécie originaria da
América do Sul, da bacia do rio Amazonas, englobando paises como Peru, Colémbia
e Brasil (PAVANELLI, 2000), tendo sua disseminagao em acudes e rios do Nordeste
brasileiro, desde 1938 através do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
(DNOCS), e, portanto, vistos por cerca de todo o territorio brasileiro (FONTENELE,
1982). Fury (1994) relata que o apaiari pode, também, ser encontrado em grande
concentracdo em aquarios para pesca esportiva na América do Norte, sul da Flérida.

O Apaiari € um peixe de configuracdo corporea meédia ovalada, podendo ter até
35cm de comprimento total. H& um ocelo e manchas com a forma de anéis circulares
na base superior da nadadeira dorsal. Cabeca com olhos grandes e lateralizados e
boca proeminente e anterior. Seu corpo cromatiza de uma variagcdo de marrom-escuro
no dorso ao amarelo-carmesim no ventre, e possui hadadeiras peitorais ligeiramente

mais claras que as demais. No estagio reprodutivo, sua coloragdo escurece para o
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vermelho vinho na base opercular e faixas laterais, e 0 marrom gradua para 0 negro
(KULLANDER, 1986; BRITSKI I. 1999; KEITH et al., 2000; REIS et al., 2003; SANTOS
et al., 2004; SANTOS | 2006; SOARES et al., 2011; FONTENELE, 1982).

Figura 1 - Desenho esquematico do Astronotus ocellattus (Agassiz, 1831).

Fonte: Santos et al, 2006.

E uma espécie gregéria, na qual em sua fase mais jovem, preferencialmente
nadam em pequenos cardumes. Comumente encontrada em ambientes de varzeas e
pantanos de rios com sombra e agua léntica, limpida e rasa. Entretanto, quando
adultos formam casais que tendem a desgarrar dos grupos. Nao suporta variacdes de
temperatura, reduzindo drasticamente sua atividade em locais abaixo de 15 °C,
podendo morrer em temperaturas menor que 10°C (BRAGA, 1962; FELDBERG;
PORTO; BERTOLLO, 2003). Tolera baixas concentra¢des de oxigénio diluido, valores
inferiores a 0,4 mg/L (MUUSZE et al., 1998). J4 quanto ao pH, suporta variacbes em
torno de 6-7 (WEBB; MAUGHAN; KNOTT, 2007). E carnivoro, alimentando-se de
moluscos, crustaceos, peixes pequenos e insetos aquaticos; e possui hébito diurno
(SANTOS et al. 1984; GOULDING et al. 1988;; YAMAMOTO, 2004; GRANADO-
LORENCIO et al. 2005; SOARES et al. 2011).

Com o emergente valor econdémico, € um peixe de grande valia para aquariofilia
devido suas peculiaridades morfologicas. Possui também, comportamento
territorialista e, algumas vezes, agressivos e dominante dentro do seu habitat que atrai
os aquariofilistas (SHACKLETON; JENNIONS; HUNT, 2005). Sua carne possui
grande apreco na regido Norte e Nordeste do Brasil, devido sua suculéncia, firmeza e

espinhas intramusculares que facilitam seu consumo (GURGEL e FREITAS, 1973).
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2.3 Anatomia ocular do Peixe

2.3.1 Globo Ocular e Anexos

Os peixes do grupo Teledsteo (6sseos), sdo 0s mais modernos na escala
evolutiva. Como os demais peixes, ndo apresentam palpebras, mas sim uma
membrana firme que recobre toda a cérnea. Com Orbita 0ssea completamente
fechada composta de grupos de ossos de origem cartilaginosa e dérmicas.
Comumente os peixes apresentam olhos com forma eliptica, ligeiramente achatados
rostralmente, devido sua cornea plana, tendo variagbes como conformacéao tubular ou
olhos cegos vestigiais, em espécies de aguas profundas (HELFMAN et al, 2009;
KERN e COLITIZ, 2014)

Figura 2 - Desenho esquematico do corte sagital do olho de um teledsteo.

Ligamento suspensorio

0s50s esclerais

s Esclera
Conjuntiva

Lizamento Anular A
Coroide

iris

cornes .___.g’) /

Pupilz

Nervo optico

Lents

Mdsculo retrator da lente

Fonte: HILDERBRAND, 1982; HELFMAN, 2009.

A espécies mais desenvolvidas apresentam uma cadeia de ossiculos que
substituem um Gnico anel 6sseo primitivo que recobre todo o globo, circunorbital.
Possuem 3 pares de musculos extraoculares, semelhante aos encontrados em
mamiferos, que permitem o movimento do globo dentro da 6rbita; obliquo dorsal e
ventral, reto dorsal e ventral e reto medial e lateral. S&do inervados por 3 nervos

cranianos: o obliquo superior pelo nervo troclear (IV), o reto lateral pelo abducente
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(V1) e os demais pelo oculomotor (lll). Estdo presos na érbita nos miodomos que sao
hemicirculos céncavos na mesma. Possui também o ligamento suspensorio da lente
rostralmente e o musculo retrator abaixo, permitindo a focalizacdo de objetos
(HELFMAN et al, 2009).

2.3.2 Tunica fibrosa

A cornea em animais terrestre apresenta funcao refrativa, porém por ter o
mesmo nivel de refracdo da agua, nao dispde tal papel para seres aquaticos. Quanto
a sua estrutura apresenta disposicdo semelhante a encontrada em mamiferos:
epitélio, estroma, membrana descemet e endotélio. Entretanto é relativamente mais
espessa, onde alguns espécimes apresentam epitélio com dupla camada com espaco
entre si, sendo responsavel pela hidratacao e controle osmastico (Lynch et al., 2007a).
E mais grossa em peixes de agua doce em relacdo aos marinhos. A presenca de
pigmentos e da iridescéncia corneana, tem sido descrita como uma forma de diminuir
o brilho e fazer sombra sobre o olho, podendo assim permitir a visdo em ambientes
muito iluminados. Em sua periferia 0 endotélio se torna mais denso formando o
ligamento anular que sobrepde o angulo iridocorneano. A esclera em sua fracéao
anterior apresenta um anel circular de tecido cartilaginoso nutrido pelos ossiculos
esclerais que d& sustentacdo ao globo as variacdes de pressdo gravitacional sob a
agua (KERN e COLITIZ, 2014).

2.3.3 Tunica Vascular

O tecido uveal apresenta, externamente, uma camada de tecido reflexivo
prateado, argentea, que contém cristais de guanina e se estende até a porcao anterior
da iris, contribuindo para sua coloracdo e iridenscéncia. Este tecido ocorre mais
comumente em formas larvais do que em adultos. Fica sobre a porcédo pigmentada da
cordide e do epitélio pigmentar, e sobre os vasos da mesma, e é coberto mais
externamente pela cérnea e esclera (HOLDEN, 1979 e KERN e COLITIZ, 2014). A iris
em elasmobranquios apresenta musculatura que permite a alternancia no diametro
pupilar, enquanto em teledsteos em lampreias a pupila apresenta tamanho fixo. O
formato pupilar em peixes de aguas profundas é circular, enquanto tubardes
apresentam pupila em fenda e raias formato de lua crescente (HUETER et al, 2004,

HELFMAN et al, 2009). Também o processo falciforme, que consiste na dobra da
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cordide sobre a retina, inserida proxima ao disco 6ptico através da fissura fetal para o
vitreo (BELLHORN, 1997). Nao apresenta corpo ciliar, e em poucas espécies de
elasmobranquios € presente, porém é primitiva (KERN e COLITIZ, 2014).

O tecido uveal apresenta em sua porgcdo posterior um plexo vascular, a
glandula coroidal, uma rede de vasos que circunda o nervo 6ptico com origem de uma
pseudobranquia, responsavel pela nutricdo e regulacdo da temperatura local
(GROVER e ZIGMAN, 1984; MCLAUGHLIN et al., 1996; HELFMAN, 2009). Desta
emerge a artéria oftdlmica, que por sua vez transpassa a esclera posteriormente e
dorsalmente ao nervo Optico, ramificando-se em dois, de um modo que cada ramo
adentre um lado da glandula ou mais usual, plexo coroidal, que possui forma de
ferradura. Dentro desta, emite uma nova rede de vasos que se direcionam a retina,
formando uma anastomose de grandes capilares entre ambas sobre o0 nervo Gptico.
No processo de drenagem, capilares venosos entremeados nos arteriosos, separados
apenas pelo endotélio capilar, esvai 0 sangue venoso que desemboca ho seio venoso
(COPELAND E FITZJARRELL, 1975). Alguns teleGsteos  apresentam uma
membrana oriunda da coréide que adentra o olho por uma fissura embrionaria proxima
ao nervo oOptico e se dobra sobre a retina, chamada de processo falciforme ou tunica
vasculosa da retina. Seus vasos sdo derivados da artéria oftalmica (BELLHORN,
1997).

2.3.4 Lente

O cristalino é semelhante ao encontrado em vertebrados terrestres, porém
proporcionalmente maior e mais arredondado. Estruturalmente apresenta epitélio,
cortéx e nucleo, assim como encontrado em outros animais, como aves, primatas,
canino e felino, entre outros. Envolvido por uma capsula de hialina sustentada pela
zonula e ligamento suspensorio dorsal. Apresenta também o musculo retrator da lente,
apenas em teledsteos, que auxilia no processo de focalizac&o, posicionando a lente
mais anterior ou mais posterior, ajustando dessa forma a distancia dela para a retina.
A superficie rostral da lente é proxima ao endotélio corneano, configurando uma
camara anterior rasa. Possui o maior indice refrativo de todos os vertebrados (~1.69)
gue proporciona a supressdo da aberracdo cromatica e esférica sobre a retina.
(SCHWAB, 2011; Diversity of the Fish; KERN e COLITIZ, 2014). Posterior a pupila, ha

um espaco denominado crescente afacico, ou seja, sem lente, que auxilia na visao
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binocular, onde o peixe direciona os olhos frontalmente permitindo que a luz

transpasse obliquamente por este espaco estimulando a retina (SWABB, 2011).

2.3.5 Vitreo

O vitreo € um hidrogel transparente que esta localizado entre o cristalino e a
retina, compondo cerca de dois tercos do volume do globo ocular. Responsavel pela
sustentagcdo anterior do cristalino e posterior da retina, mantendo o alinhamento e a
transparéncia para a manutencédo do formato do olho e a transmissdo da luz para
efetivacdo da visdo propriamente dita (JAFFE, 1969; GELATT, 2014)

2.3.6 Tunica Nervosa

A retina é uma proeminéncia do prosencéfalo que em grande parte dos
vertebrados, apresenta fotorreceptores, cones e bastonetes, células responsaveis
pela visdo em ambientes iluminados (visao fotdpica) e pouco ou ndo iluminados (visao
escotdpica), respectivamente (BOWMAKER, 2008). Estes possuem um fotopigmento
gue reage quando em contato com a luz gerando um impulso elétrico, que € conduzido
verticalmente através das células bipolares e ganglionares ao cortex visual. Células
acessoOrias como amacrinas e horizontais realizam o processamento on-off, regulando
a resposta dos fotorreceptores, das bipolares e ganglionares (HERRON et al., 1974).
Histologicamente é organizada em 8 camadas e 2 membranas, elencado da coroide
ao vitreo: a camada de epitélio pigmentar, células fotossensiveis, membrana limitante
externa, nuclear externa, plexiforme externa, nuclear interna, plexiforme interna,
ganglionar, fibras nervosas e membrana limitante interna.

O epitélio pigmentar da retina € composto por células hexagonais, preenchidas
de melanina, exceto em elasmobranquios (ALI e ANCTIL, 1976). O nucleo é
centralizado e ovalado, apresenta citoplasma rico em reticulo endoplasmatico liso e
mitocéndrias. Em animais diurnos, como passaros e alguns répteis, pode apresentar
melanossoma eliptico, que confere protecdo a luminosidade intensa, pois conseguem
se posicionar em maior numero dentro das microvilosidades do EPR. Em primatas,
esquilos e animais noturnos como roedores e morcegos 0 melanossoma possui

formato mais arredonda e € encontrado em menor propor¢ao (SAMUELSON, 2013)
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Diferente de mamiferos e outros vertebrados o peixe apresenta o tapete lacido
no EPR, que em alguns teledsteos, € composto por lipideos e/ou aminoacidos
(guanina, acido arico ou pteridina), a funcdo destes pode estar relacionado ao
aumento da visdo em ambientes mais escuros. (FRANCKE, et al. 2013). Em muitos
peixes o pigmento do EPR pode responder a luz, tal como os fotorreceptores,
fendbmeno conhecido como oclusdo do tapetum. Quando claro a células lancam
vilosidades que entremeiam os cones e bastonetes, fornecendo suporte e consumindo
seus metabdlitos e no escuro eles se retraem (OLLIVIER et al. 2004a; ALl e ANCTIL,
1976).

A camada fotossensivel, contém os segmentos externos dos fotorreceptores,
cones ou bastonetes, estes possuem lamelas com discos contendo fotopigmento
especifico, que participa do fenbmeno da fototransducédo (EBREY e KOUTALOS,
2001). Os cones sao morfologicamente e fisiologicamente distintos dos bastonetes.
Estruturalmente o cone tem o formato conico e suas lamelas sao recobertas por duas
membranas continuas, diferente dos bastonetes que é aberto sendo recoberto por
apenas uma camada. Além de possuir, individualmente, até 5 tipos de fotopigmento,
dependendo da espécie, variando dessa forma o espectro de onda visivel, ou seja, a
cor, em detrimento do bastonete que apresenta apenas um, a rodopsina
(BOWMAKER, 2008). Refletindo diretamente no funcionamento de ambos, em que o
cone tem uma boa agdo em ambientes iluminados, e reflete uma visdo mais detalhada
e 0 bastonete apresenta melhor atividade em locais com baixa intensidade e
frequéncia luminosa, podendo serem inativados quando impostos ao contrario
(SAMUELSON, 2013).

Os cones se diversificam em unico, duplo ou gémeo, que sao estruturalmente
distintos, sendo, portanto, individualizado, de tamanho distinto entre o par e idénticos,
respectivamente (EBREY e KOUTALOS, 2001). Sugere-se que os cones duplos
apresentam acado elétrica conjunta, e podem detectar intensidade luminosa
(MARCHIAFAVA, 1985; MARSHAL e VOROBVEY, 2003; MARSHAL et al., 2003b).
Em alguns vertebrados, como répteis, aves e peixes pode existir uma goticula de 6éleo,
gue sao estruturas esféricas, que reside dentro do segmento interno do cone, discute-
se sua funcdo de reduzir a aberragdo cromatica, melhorando dessa forma o alcance
da acuidade visual, assim como reduzir o brilho e protecdo da célula fotossensivel
(TOOMEY e CORBO, 2017; MUNTZ, 1972).


https://jeb.biologists.org/content/220/16/2887.long#ref-19
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A membrana limitante externa (MLE) é uma fina camada composta de fibras
oriundas de ramos celulares das células de Miiller. Esta entre a camada de células
visuais e a nuclear externa, dividindo os mibdides dos segmentos externos e 0s corpos
celulares dos fotorreceptores, estando os dos cones mais proximos a MLE. Configura
como um dos apoios para a retina e podem ser nomeadas de fibras radiais (CUENCA
et al., 2020).

A porcéo externa das primeiras células visuais, estéo interligadas a sua parte
interna por meio de uma estrutura ciliar. O segmento interno esta localizado na
camada nuclear externa, onde esta o nucleo da mesma e diversas organelas, como:
ribossomos, mitocondria, reticulo endoplasmatico liso, corpos de golgi e microtubulos,
gue dao suporte para a sinapse. Sua extremidade terminal se afunila formando um
pediculo (cones) ou esférulas (bastonetes) onde se comunicam com os dendritos das
células bipolares ou horizontais, onde ocorre as sinapses, configurando a camada
plexiforme externa. Funcionalmente a organizacdo da camada plexiforme externa
(CPE), isto €, a ligacédo neuronal entre os fotorreceptores e bipolares, e paralelamente
com as horizontais, realcam o0s aspectos estaticos ou espaciais, acentuando o
contrate na imagem da retina (DOWLING & WERBLIN, 1971; ALI e ANCTIL, 1976;
BOWMAKER, 2008; SAMUELSON, 2013).

Na camada nuclear interna se encontra os corpos celulares (CC) e nucleos das
células horizontais, bipolares, amacrinas e miiller, estratificando em subcamadas no
sentido esclera-vitreo (ALl e ANCTIL, 1976; OFRI, 2018; ABARCA, 2019). Este
estrato se localiza entre os fotorreceptores (neurénios de primeira ordem) e as células
ganglionares (neurdnio de terceira ordem), em que as células bipolares e horizontais
(neurdnios de segunda ordem) conectam o0s estimulos entre eles. As células
amacrinas interagem inibindo as bipolares e ganglionares. E as células de miuller sdo
as células glias principais, de defesa, da retina (JIANG et al., 2014).

As células horizontais sdo cubodides, podendo ter um leve achatamento
horizontal, seus dendritos fazem sinapse com fotorreceptores e bipolares
lateralmente, integralizando o estimulo por toda a retina (WEILER et al., 2000). As
bipolares sdo neurénios de segunda ordem, também encontrados no sistema nervoso
central (SNC) com CC alongados nucleo circular, podendo conter mais ou menos
ramificacoes especializadas (ALl e ANCTIL, 1976). Os maiores corpos celulares
dessa camada pertencem as amacrinas, que possuem nucleo menos denso, que &

tingido em menor tom pela Hematoxilina que as bipolares, e permeia e integraliza o
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sinal a nivel de células bipolares e ganglionares. E por fim esta nesse estrato o CC
das células de Miiller, com a maior extensao perpassando toda a retina exceto o RPE,
gue tem funcado estrutural, mas além disso funciona como uma barreira protetora e
suporte nutricional, outras acdes vém sendo estudadas em varias espécies, para
maior compreendimento desse tipo celular (ALl e ANCTIL, 1976; DOWLING, 2002).

A camada plexiforme interna compreende nos axénios das células bipolares,
amacrinas e ramificacdes dentriticas das células ganglionares que fazem sinapse
entre si. Dando origem a uma densa rede de fibras que correm tanto horizontalmente,
guanto verticalmente. Em alguns agnatas e elasmobranquios os corpos celulares das
células ganglionares estéo presentes nesta camada (ALl e ANCTIL, 1976). Além das
sinapses convencionais, entre as células bipolares, ganglionares e amacrinas, pode
ocorrer sinapses reciprocas de retorno para uma célula bipolar. Portanto as células
amacrinas fazem conexdo pré e pos-sinapticas a diferentes bipolares (KOLB, 1997,
MASLAND, 2012). A CPI, pode estar envolvida em eventos temporais e maoveis,
realcando as respostas a movimento e direcdo (DOWLING & WERBLIN, 1971).

A camada de células ganglionares, consiste numa fileira Unica de corpos
celulares, exceto em peixes sem mandibula e cartilaginosos, assim como nos
primatas pode haver de 6 a 9 camadas destas células em espessura. Foi descrito trés
tipos de células ganglionares em gato, relacionando a sua fungéo neurofisiolégica, a-
, B- e y- (BOYCOTT & WASSLE, 1974; HENDERSON, 1985) Ambas estao por toda a
retina em proporcdo variavel. As células alpha ou Y possuem dendritos com
ramificacdo arbustiva e um pericardio robusto, sendo localizada em maior
concentracdo na retina periférica (PEICHL, 1992). As betas ou X sao mais
abundantes, porém menores e com mais ramos, estando dentro da area central e
estria visual, as gama ou W, possuem pericardio pequeno e poucos dendritos, pouco
ramificados, sdo bem numerosos e também concentrados na regido central da retina
(STONE & KEENS,1980). Estudos anatbémicos sistematicos tém descrito muitos
outros tipos de células ganglionares da retina, distinguidos por seus niveis de
ramificacdo, largura da arvore dendritica, onde antes o conhecimento desses tipos
celulares estava associado a eletrofisiologia que ajudava na determinacao a partir dos
campos receptivos (MASLAND, 2001)

Os axbnios das células ganglionares se unem formando a camada de fibra
nervosa que converge na regido do disco Optico para compor 0 nervo ou trato éptico.

A Ultima camada, membrana limitante interna, separa a camada de fibras do vitreo, &
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semelhante a MLE, sendo oriunda da expansado das porgfes vitreas das fibras de
Miiller (GELATT, 2014)

Figura 3 - Diagrama de uma secc¢éo através da retina do Astronotus ocellatus.

OFL (Optic fiber layer/Camada de Fibra nervosa), AC (amacrine cell/células amacrinas), BC (bipolar cell/células
bipolares), HC (Horizontal cell/células horizontais), CN (cone nucleus/ nicleo do cone, CES (cone ellipsoid/elipséide
cone), AOS (acessory segment/segmento acessorio), PL (pigment layer and cone outer segments/ camada
pigmentada e segmento externo do cone), RC (rod cell/bastonetes), OPG (outer plexiforme grid/ rede plexiforme
externa), SIPG (sclerad inner plexiforme grid/ rede plexiforme interna esclerad), VIPG (vitread inner plexiforme
grid/rede plexiforme interna vitreal), GC (ganglion cell).

Obs: AOS, representa o processo das células pigmentares, mas estéo rotulados como segmento acessorio devido
parecer que suportam um a um para os cones e frequentemente separa da camda pigmentar com 0s cones.

Fonte: HIBBARD, 1976.
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2.4 Visdo em Peixes

A visdo é um sentindo de grande relevancia para prevaléncia dos animais.
Alimentacao, orientacdo espacial, deteccdo de presas, sdo caracteristicas visuais que
0 auxiliam evitar morte por predadores e perpetuacéo da espécie. A percepcao visual
se inicia com absorc¢do de fétons de luz por pigmentos presentes nos fotorreceptores,
gue provocam uma cascata fotoquimica que culmina num sinal elétrico que percorre
toda a retina, nervo Optico, para enfim assimilacdo no cortex visual e entéo
composicao da imagem (LISNEY et al., 2010; PARKYN e HAWRYSHYN.4, 2000).

Um dos métodos para estudo da visdo € a mensuracdo da sensibilidade
espectral, que configura a eficiéncia relativa de detecgcéo de luz em resposta a um
comprimento de onda especifico. Dessa forma é utilizada para retratar os mecanismos
de visdo de cores, descrevendo 0s pigmentos visuais encontrados nos cones. Alguns
estudos descrevem a presenca de quatro tipos espectralmente distintos de pigmentos,
oriundos de varios genes de opsina: SWS1, classe ultravioleta, sensivel ao mesmo
espectro (355-440 nm); SWS2, sensivel a comprimentos de onda curto (410-490 nm);
RH2, comprimento de onda médio (470-530 nm) e LWS, comprimento de onda longo
(495-570 nm) (YOKOYAMA e YOKOYAMA, 1996; BOWMAKER, 2008).

A identificagéo dos genes de opsina ocorreu na primeira classe de vertebrados,
0s agnatas (lampreia), ou peixe sem mandibula, surgiram da duplicacdo de um Unico
gene da opsina primitiva (COLLIN et al, 2003). Nos teledsteos, a duplicacdo dos genes
produz uma gama de genes de opsina (CHRISTOFFELS, 2004) na qual a expresséao
de diferentes subconjuntos destes pode gerar uma grande variedade dentro da escala
espectral, influenciando diretamente nos mecanismos da visdo em cor em peixes.
(CARLETON e KOCHER, 2001; SHAND et al, 2008)

Os ciclideos sdo um modelo emergente de estudo para compreensdo da
ecologia visual, pois, como a maioria dos teledsteos, possuem 7 cones de opsinas
responsaveis pela visdo em cores em comparacao com 0os humanos que sé possuem
3 (HARER, etal., 2019). Os ciclideos utilizam a visdo de cores para detectar,
identificar e discriminar diferentes alimentos e parceiros sexuais (ESCOBAR-
CAMACHO e CARLETON, 2015).

Os peixes possuem visdo binocular que é favorecida pela presenca de uma

regiao afacica permitindo que a luz atravesse obliquamente a lente e estimule a fovea.
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A lente dos peixes possui um poder de refracdo maior que a dos vertebrados em geral,
funcdo evolutiva decorrente do indice de refracdo de uma cornea aplanada ser
semelhante ao da agua (FERNALD R.D,1990). A acomodacédo visual se da pela
movimentac¢ao antero-posterior de toda a lente, por meio do retrator d alente, diferente
de outros vertebrados que realizam a acomodacgéao através de alteragbes no formato
dela. Quando projetada através da pupila, proporciona um campo de visao periscopico
superior a 180° em cada olho, auxiliando na visdo de objetos frontais, devido
dificuldade anatdbmica, por possuirem os olhos afastados lateralmente (GUSTAVSEN
et al, 2018). Como consequéncia, a lente €, unicamente, responsavel no processo de
convergéncia da luz sobre a retina. (TURNER et al., 2001; SALZBURGER, 2009)

A iris contém pouco ou nenhum musculo, ndo regulando, portanto, a entrada
de luz e a exposicao daretina a esta (FRYER e ILES, 1972). A regula¢éo da incidéncia
de luz sob os fotorreceptores é obtida por meio do movimento retinomotor, onde cones
e bastonete estdo circundados por vilosidades do epitélio pigmentar, que em resposta
a intensidade luminosa ha a migracdo de melanossomas (DJAMGOZ e YAMADA,
1990; KOCHER, 2004).

2.5 Eletrorretinografia

O Eletrorretinograma (ERG) consiste na representacao gréafica do potencial de
acao gerado nas células retinianas apos sofrerem estimulos luminosos (MARMOR et
al, 2009; FREEMAN et al., 2013). Tal estimulo produz transformacdes ibnicas intra e
extracelulares que originam as diferencas de potenciais elétricos que sao
representados em forma de ondas ao serem captados através de eletrodos
especificos colocados juntos ao olho examinado (MARMOR et al, 2009; HOLDER et
al, 2010; FREEMAN et al., 2013).

Este exame pode ter diferentes classificacdes de acordo com o estimulo usado,
sendo os principais tipos: ERG de Campo Total (ERG-ct) quando se analisa a resposta
da retina de forma geral apés estimulos de flashes; ERG multifocal, quando estimula
e analisa a resposta de uma regido retiniana isolada e ERG por padrdo reverso que

representa de forma mais explicita a funcdo macular (HOLDER, 2006). Sendo 0 ERG
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— ct 0 mais utilizado na medicina veterinaria devido a sua praticidade e independéncia
da cooperacao do paciente (EKESTEN et al., 2013).

No tracado do ERG registra-se inicialmente uma deflexdo de orientacao
negativa denomiada onda “a” que demonstra a atividade dos fotorreceptores que se
hiperpolarizam ao serem estimulados transformando o sinal luminoso em potenciais
nervosos que sdo conduzidos as células seguintes. Em seguida, observa-se a
presenca de um grande componente positivo chamado de onda “b” que representa a
continuidade do sinal nervoso pela atividade das células bipolares e de Miiller, sendo
essas duas ondas as respostas mais comuns em ERG de campo total. Por fim, pode
-se observar em alguns registros a presenga da onda “c”, produzidas pela acéo do
epitélio pigmentar da retina (FREEMAN et al., 2013; MCCULLOCH et al., 2015).

Para avaliar a resposta de células e camadas especificas da retina e permitir a
comparacao de dados entre laboratorios, foi proposto pela International Society for
Clinical Electrophysiology (ISCEV) protocolos padronizados onde se varia a condicao
de luminosidade ambiente e o estimulo usado para o seu registro. Assim, a adaptacao
prévia ao escuro (protocolos escotdpicos) permite a descricdo da atividade isolada
dos bastonetes ou mista com os cones. Quando o paciente € submetido a um
ambiente iluminado, obtém-se o registro da acdo isolada dos cones (registros
fotépicos) (MARMOR et al, 2009; HOLDER et al, 2010; MCCULLOCH et al., 2015).

Como parametros quantitativos do ERG adota-se a mensuracdo do tempo
implicito ( tempo de aparecimento do pico da deflexdo apés o estimulo luminoso:
medido em milissegundos) e amplitude (tamanho da onda medida da linha de base
ao apice do vale da onda a e considerado de pico-a-pico para se obter o valor da onda
b: resultado em microvolts). Tais valores variam de acordo com estado da retina
(afeccdes), protocolos de registro (fotdpico ou escotopico), emprego de sedativos ou
anestésicos, idade, espécie, estado da pupila e outros fatores (FREEMAN et al.,
2013). Outro critério a ser observado € a relagao “b / a” (divide-se o valor da amplitude
da onda b pelo valor da amplitude da onda a), pois este pode indicar disfuncdes
retinianas em casos de opacidades dos meios oculares que ndo permitem a chegada

do estimulo com sua intensidade normal ao fundo ocular (MAEHARA et al., 2007).

Em peixes, o eletrorretinograma vem sendo registrado na maioria das vezes

apos a eutanasia ou em olhos enucleados, em que o eletrodo ativo é colocado
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transpassando a cornea, ou no vitreo proximo a retina (GACIC et al., 2015). Vale
destacar poucos estudos realizados in vivo em carpas e larvas de zebra-fish, nos quais
traz andlises dos efeitos de algumas substancias, como por exemplo a cocaina, no
tracado do eletrorretinograma, sugerindo dessa forma alteragbes na percepcao visual
(NIKLAUS et al., 2017). Dessa forma, portanto, sdo animais ideais para pesquisas
oftalmicas relacionadas a registro eletrofisiolégico, pelo animal ser de facil acesso e
de facil manejo, além de globo ocular de manipulacdo facil, com alta taxa de
neurogénese (EASTER JUNIOR et al., 1977). Dessa forma funcionando como modelo
de estudo para diversas alteragfes toxico-quimicas e patoldgicas da retina (NIKLAUS
et al., 2017).

2.6 Anestesia em Peixes

O termo anestesia € derivado do grego anaisthaesia, que quer dizer
insensibilidade, este termo se enquadra para descrever a perda de sensacdo de
partes ou todo o corpo (TOPIC POPOVIC et al., 2012). Um bom procedimento
anestésico deve preservar os parametros fisiolégicos, mantendo-os em taxas
seguras. Evitando alteracbes bruscas no sistema cardiovascular e no sistema
respiratorio, na manutencdo e na recuperacao do plano anestésico, evitando que o
paciente venha ao oObito ou tenha graves sequelas (HUANG et al., 2010).

Em espécimes aquéticas, o uso de anestésicos é realizado, principalmente,
para manejo ou transporte, visando a reducao do estresse do animal e acidentes com
manipulador ou com o peixe (TOPIC POPOVIC et al., 2012). A escolha da substancia
anestésica esta atrelada a viabilidade econémica, acesso, praticidade no uso e,
principalmente, eficacia dentro do objetivo empregado, visando uma agéo répida
sobre o sistema nervoso e sem complicacdes posteriores para o peixe (CHO e
HEATH, 2000)

Os mais diversos farmacos podem ser usados em peixes sob a forma de
imersdo, ou seja, diluido na agua (INOUE et al.,2004; BECKER et al., 2012). O mais
utilizado nas pesquisas € a tricaina metano sulfonato (MS-222), com custo elevado e
complicacfes téxicas para os manipuladores e peixes (ROUBACH e GOMES, 2001,
BAILEY et al., 2013). Ha também a benzocaina e o 6leo de cravo ou eugenol, muito

utilizado, que é de origem natural, possui baixo custo, seguro e de facil acesso
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(ROUBACH e GOMES, 2001). O 6leo tem como principio ativo o composto fendlico
eugenol (4-alil-2-metoxifenol-C10H1202), derivado do caule, flores e folhas das
arvores Eugenia caryophyllata e E. aromatica (GRIFFITHS, 2000).

Outros farmacos vém sendo testados, com intuito de trazer alternativas viaveis
financeiramente, e oferecam qualidade e eficiéncia na anestesia de seres aquaticos,
como o propofol de forma Unica ou associado a anestésicos locais como a lidocaina
(VALENTIM et al., 2016). O propofol € um agente hipnético de curta-acdo, que
possibilita uma inducdo anestésica leve e rapida recuperacdo, com poucos efeitos
cumulativos, muito utilizada em mamiferos (ROSS e ROSS, 2008;
GHOLIPOURKANANI e AHADIZADEH, 2013). Enquanto a lidocaina € um bloqueador
do canal de sdédio, tendo sido utilizado no peixe medaka, e possuindo uma ampla

margem de seguranca (PARK et al., 2011).

O propofol vem sendo considerado como um anestésico de ampla utilidade em
peixes, devido sua rapida e facil dissolucdo em agua, sem a necessidade de controle
do pH da &gua, e o conhecimento prévio do peso do peixe (ODA et al., 2014). Tendo
sido avaliado sua dose-efeito em peixe esturjdo (Acipenser oxyrinchus), tubarbes de
bambu manchado (Chiloscyllium plagioso), peixe Binni (Barbus sharpeyi) e
Dourado(Carassius auratus), apresentando uma boa opc¢éo de anestésico para peixes
(FLEMING et al, 2003; MILLER et al, 2005, MORTAZEVI et al, 2012
GHOLIPOURKANANI e AHADEZADEH, 2013).

A lidocaina, amplamente usada na anestesia local de diversos vertebrados, foi
relatada em peixes por Carrasco (1984), que a utilizou em espécies de carpas, tilapias
e bagres. Quando dissolvida em agua, a droga é absorvida pelas branquias, corre
pela corrente sanguinea, e age diretamente no sistema nervoso central, discute-se
sua acao nos canais de Calcio e Potéassio, causando analgesia a nivel central (LI et
al., 1995; ZAHL, 2012; MADER, 2014). Este farmaco pode ser empregado na
anestesia de peixes de forma isolada ou em associacao, entretanto, por provocar uma
recuperacao mais longa, recomenda-se seu uso de forma associada (ROSS e ROSS,
2008; PARK et al., 2017). Tal como foi empregado por Valentim et al. (2016), em que
a combinacao do propofol com a lidocaina foi o suficiente para uma boa anestesia e
analgesia.

Os planos anestésicos, segundo Ross e Ross (2008), sdo divididos em:

sedacéo leve, sedacao profunda, anestesia, overdose e eutanasia. Sendo, entretanto,
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a descricdo dos planos anestésicos em peixes primeiramente descrito por McFarland

(1954), como descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Descricdo e caracteristicas dos planos anestésicos em peixes.

Estagios Planos Descricao Caracteristicas
1 1 Sedacéo leve Resposta a estimulo, reducdo de movimento,
diminuicdo de movimento opercular.

2 Sedacéo profunda Analgesia leve, reacdo a estimulo reduzida

2 1 Anestesia Leve Perda parcial de equilibrio, analgesia consideravel
2 Anestesia Profunda Perda total de equilibrio, perda total de tdnus

muscular, ventilacdo reduzida
3 Anestesia Cirurgica Assim como o estagio 2, plano 1, perda total a
estimulo nociceptivo
4 Colapso Medular Parada de movimento opercular, parada cardiaca,

morte

Fonte: McFarland (1954).
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3-0OBJETIVO

Geral

Criar um modelo anestésico para a realizagcdo da Eletrorretinografia em
Astronotus ocellatus

Definir os padrbées de normalidade das respostas ERGs de campo total fotopico
em peixes Oscar (Astronotus ocellatus) sob anestesia geral,

Descricao histolégica da retina da espécie Astronotus ocellatus.

Especificos

Quantificar os tempos implicitos e amplitudes das ondas “a” e “b” do protocolo
de Eletrorretinografia fotopico;

Quantificar os tempos implicitos e amplitudes do protocolo Eletrorretinografia
Flicker;

Definir a aplicabilidade do protocolo curto ERG para espécie através da
padronizacao dos valores;

Andlise histolégica e morfométrica da retina e suas camadas da espécie
Astronotus ocellatus;
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RESUMO

Os peixes vem sendo cada vez mais empregados como modelos experimentais na
oftalmologia devido similaridades estruturais e celulares da retina com outros
vertebrados, como os mamiferos, e elevada capacidade de regenerar tecidos. O peixe
Oscar, Astronotus ocellatus, é um ciclideo que vive em ambientes claros de agua
calma e rasa, alimentando-se de crustaceos, moluscos e peixes menores, apresenta
grande diversidade de cores, que condiz com a sua estrutura visual. A
eletrorretinografia € um método néo invasivo e bem compreendido que, através de
eletrodos, capta a atividade elétrica da retina quando estimulada por uma fonte de luz,
com frequéncia, intensidade e comprimento de onda conhecidos, que confere um
meio promissor para compreensao da visdo e componentes da retina (cones e
bastonetes) de forma prética. Foram utilizados 16 peixes, sob anestesia geral obtida
com um meio contendo lidocaina 10% (5ug/ml) e propofol 1% (50 pg/ml) e mantidos
sob um fluxo continuo com evasdo de 780ml/min (mililitro por minuto) com os
anestésicos na mesma proporcdo. Os registros fotopicos a 2Hz e Flickers a 30Hz
foram feitos nos 16 animais e quatro deles foram selecionados para avaliacdo de
respostas multifrequenciais utilizando estimulos de comprimentos de onda que
variaram do ultravioleta ao infravermelho. Foi possivel gravar as respostas em todos
0s animais, observando os principais componentes da ERG em seus tracados (onda
a e onda b) e houve resposta satisfatoria ao estimulo Flicker. As respostas obtidas
com os estimulos de comprimentos de onda diferentes mostraram maior variagdo nas
respostas ao ultravioleta e ndo se obteve registros ao se usar o0 estimulo
infravermelho. PGde-se observar também que todos os valores de tempo implicitos e
amplitudes das ondas mostraram distribuicdo estatistica normal. Vale ressaltar que
todos os peixes se recuperaram da anestesia e ndo se observou nenhuma morte apos
0 procedimento. O presente estudo demonstrou um protocolo simples e rapido de
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obtencao de respostas retinianas em Astronotus ocellatus anestesiados, permitindo a
recuperacao de todos os animais apos os exames. Tal fato favorece o emprego da
espécie e do protocolo estudado em pesquisas de longo prazo, investigacdes a campo
e a avaliacao de doencas progressivas.

Palavras chaves: aquarismo, eletrofisiologia visual, oftalmologia veterinaria, peixe
ornamental.

ABSTRACT

Fish have been increasingly used as experimental models in ophthalmology due to the
structural and cellular similarities of the retina with other vertebrates, such as
mammals, and their high capacity to regenerate tissues. The Oscar fish, Astronotus
ocellatus, a cichlid that lives in clear environments of calm, shallow water, feeding on
mollusc crustaceans and smaller fish, has a great diversity of colors, which matches
its visual structure. Electroretinography is a non-invasive and well-understood method
that, through electrodes, captures the electrical activity of the retina when stimulated
by a light source, with known frequency, intensity and wavelength, which provides a
promising means for vision compression and retinal components (cones and rods) in
a practical way. Sixteen fish were used, under general anesthesia obtained with a
medium containing 10% lidocaine (5ug/ml) and 1% propofol (50 pg/ml) and maintained
under a continuous flow with evasion of 780ml/min (milliliter per minute) with the
anesthetics in the same proportion. Photopic recordings at 2Hz and Flickers at 30Hz
were made in 16 animals and four of them were selected to evaluate multifrequency
responses using stimuli with wavelengths ranging from ultraviolet to infrared. It was
possible to record the responses in all animals, observing the main components of the
ERG in their tracings (wave a and wave b) and there was a satisfactory response to
the Flicker stimulus. The responses obtained with stimuli of different wavelengths
showed greater variation in the responses to ultraviolet and no records were obtained
when using the infrared stimulus. It could also be observed that all implicit time values
and wave amplitudes showed normal statistical distribution. It is noteworthy that all fish
recovered from anesthesia and no deaths were observed after the procedure. The
present study demonstrates a simple and fast protocol for obtaining retinal responses
in anesthetized Astronotus ocellatus, allowing the recovery of all animals after the
exams. This fact favors the use of the studied species and protocol in long-term
research, field investigations and also the evaluation of progressive diseases.

Key words: aquarium fish, ornamental fish, veterinary ophthalmology, visual
electrophysiology.
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INTRODUCAO

Os peixes vem sendo cada vez mais empregados como modelos experimental
nas ultimas décadas devido as grandes similaridades estruturais e celulares da sua
retina com outros vertebrados, como os mamiferos, e elevada capacidade de
regenerar tecidos (RAO et al., 2017); como no caso do Zebrafish (Danio rerio), que ja
se dispbe de varias ferramentas genéticas para compreensédo do desenvolvimento da
espécie além de inUmeras semelhancas entre 0 seu sistema visual e o humano
(NADOLSKI et al., 2021).

O peixe Oscar, Astronotus ocellatus, pertencente a familia dos ciclideos, € uma
espécie originaria da bacia Amazonica, na América do Sul. Apresenta corpo eliptico,
cabeca com olhos grandes lateralizados, tendo comprimento total de até 35 cm (
FONTENELE, 1982; SOARES et al., 2011). Habita ambientes claros de agua calma e
rasa, tal como varzeas e pantanos, alimentando-se de crustaceos moluscos e peixes
menores. Apresenta boa adaptabilidade a ambientes diversos podendo suportar
grandes variacdes de temperatura e com baixa concentracdo de oxigénio (MUUSZE
et al., 1998; FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 2003; SOARES et al. 2011).

Os ciclideos apresentam grande variedade de espécies € uma das familias que
mais evoluiu a sensibilidade visual (CARLETON et al., 2016; ESCOBAR-CAMACHO
et al., 2017). O habitat colorido e iluminado, a alimentacdo variada, e até mesmo a
coloracdo sexualmente dimoérfica de seus corpos, retratam a grande importancia da
visdo para a vida destes espécimes (PRICE et al.,, 2008; SEEHAUSEN et al.,
2008; SELZ et al., 2014).

A analise eletrofisiolégica da retina por meio do exame de Eletrorretinografia €
um método ndo invasivo e bem compreendido que, através de eletrodos, capta a
atividade elétrica da retina quando estimulada por uma fonte de luz. Seus resultados
podem ser variaveis, de acordo com as condicdes ambientais, tipo de estimulo,
comprimento de onda, intensidade e frequéncia. O ERG de vertebrados origina
principalmente 2 ondas, uma “a” negativa, sugerindo atividade fotorreceptora, e uma
“b” positiva, atividade das células bipolares ON e miller (DOWLLING, 1987,
EKESTEN et al.,, 2013). Dessa forma, as andlises de Eletrorretinografias trazem
complemento a investigacdo do comportamento das alteracées na retina, mostrando-
se como uma ferramenta de facil acesso e alta sensibilidade identificando e
guantificando degeneracfes retinianas em sua totalidade ou em células isoladas,
como cones e bastonetes. (BROCKERHOFF et al., 1995; NEUHAUSS et al., 1999).

Assim, estudos que favorecam a compreensdo do funcionamento da retina
através de métodos eletrofisiolégicos ndo invasivos tem um potencial promissor para
compreensao da visdo de forma pratica e continua (MAKHANKOV et al., 2004).
Portanto, o presente estudo traz um modelo experimental de realizacdo do ERG em
peixe vivo sob anestesia geral. Contribuindo para o fomento de estudos sobre a viséo


https://jeb.biologists.org/content/220/16/2887.long#ref-56
https://jeb.biologists.org/content/220/16/2887.long#ref-68
https://jeb.biologists.org/content/220/16/2887.long#ref-68
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por meio do ERG nesta espécie e em outros seres aquaticos, criando assim um
modelo investigativo que pode ser empregado para analises toxicoldgicas, fisiologicas
e estudos sobre viséo.

MATERIAL E METODOS

Licenca CEUA/SISGEN

Vale salientar que os experimentos do presente estudo foram realizados apds
a obtencdo da licenca da Comissdo de Etica no uso de animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco n°118/2019; o estudo também conta com registro no
Sistema Nacional de Gest&o do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN n® A7TAAAEC).
Animais

Foram utilizados 16 animais da espécie Astronotus ocellatus criados e mantidos
na Estacdo de Aquicultura Prof. Johei Koike, situada na Universidade Federal Rural
de Pernambuco, em Recife- PE. Os peixes tinham em média 3 a 4 meses de vida e
comprimento total médio de 24 cm. ApOs a captura, os animais foram avaliados
clinicamente e foi considerado como critério de exclusdo qualquer alteracao
anatdmica ou fisioldgica que tenham comprometido o sistema visual.

Anestesia
Aclimatizacao

Os animais foram postos em tanques comunitarios com aeragao constante sobre
as mesmas condicbes de temperatura (27°C+4) e pH (6,2 0,4), para serem
adaptados ao ambiente do laboratério. Ndo houve adaptacdo ao escuro. Apds o
periodo de 2 horas de aclimatizacdo deu-se inicio ao processo anestésico. A agua
utilizada em todo o experimento, desde a inducéo a recuperacao foi proveniente de
seu habitat na Estagao.

Procedimento
Inducéao

Um peixe por vez foi colocado no tanque de inducgao (TI) transparente de 10 litros,
contendo 5pg/ml (microgramas por mililitro) de lidocaina 10% e 50 pg/ml (microgramas
por mililitro) de propofol 1% (VALENTIM et al., 2016). Observado a evolugao dos
estagios anestésicos, seguindo com as atividades apdés se observar a perda do
equilibrio e a auséncia de respostas a estimulo nociceptivo realizado por pressdo com
bastéo na nadadeira caudal.

Manutencéao
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Apbs ser gentilmente removido do Tl, o peixe foi colocado sobre uma canaleta
com espuma absorvente, seguindo com a intubacgéo por via orobranquial com um tubo
de silicone de 7mm didmetro, ligado & uma bomba submersa em um tanque contendo
propofol e lidocaina diluidos na mesma propor¢cao da inducéo. O fluxo de agua foi
continuo com evaséao de 780ml/min (mililitro por minuto) para realizacédo do ERG.

Recuperacéo

Ao término do exame, o peixe foi colocado em tanque de recuperagédo (TR)
contendo apenas agua limpa contando com aeracao, temperatura (27°C+4) e pH (6,2+
0,4) constantes. Apds recuperacao, os animais foram acondicionados em tanques de
observacdo na Estacdo de Aquicultura por 1 més para avaliagdo de possiveis
afeccdes ou morte tardia.

Eletrorretinografia

A Eletrorretinografia, foi realizada nos 16 peixes sob a anestesia geral em um
sistema que 0s permitiu manté-los emersos da agua durante todo o procedimento.
Nao foi empregado o uso de midriaticos. Quanto ao protocolo seguiu-se as diretrizes
prescritas pela International Society for Clinical Electrophysiology of Vision
(MCCULLOCH et al., 2015).

Equipamento

No registro e estimulagdo foi utilizado o equipamento Nihon Kohdem,
Neuropack 2 MEB-7102 A/k, com o seu sinal digitalizado pelo DATAQ DI-158U, por
meio de um cabo RS232 com dois canais acoplado a um notebook Acer Aspire 4732Z-
4620 e um foto-estimulador contando com um diodo emissor de luz (LED) de cor
branca 7000k com angulagcao de 20° para a maioria dos exames. Vale ressaltar que
guatros animais distintos foram submetidos a estimulos com diferentes comprimentos
de onda.

Registro
Eletrodos

Utilizou-se, para o exame dois eletrodos monopolares subdérmicos da Ambu®
modelo Neuroline subdermal 12x0,4mm e eletrodo monopolar de cérnea da Universo
AS, modelo ERG-jet™, conectados ao Electrode Junction Box JB-711B do Neuropack
2 MEB-7102%k e com filtro de 300Hz do tipo passa banda. Os subdérmicos foram
posicionados cranialmente a altura da nadadeira dorsal (eletrodo referéncia) e na
altura da nadadeira caudal (eletrodo terra) e o de cornea (eletrodo ativo) em contato
com a cornea do olho examinado (Figura 4).

Preparacdo do Animal
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Apos estabilizacdo e manutencdo do paciente sobre anestesia, foi realizado a
dessensibilizacdo corneana com uma gota de cloridrato de proximetacaina 5mg/mi
(Anestalcon®) e lubrificacdo com metilcelulose 2% (Ophthalmos®) para a colocacéo
do eletrodo ativo. Em seguida, foram inseridos os eletrodos subdérmicos nas regifes
indicadas. Vale ressaltar que todos os testes foram feitos apenas no olho direito de
cada animal.

Estimulo

O estimulo de LED utilizado foi o de cor branca 7000k com angulagdo de 20°
para realizacdo do ERG-ct fotopica, em dois protocolos distintos cadenciados:
resposta fotopica com estimulo de intensidade de 3cd.s/m2 e frequéncia de 2 Hz e a
resposta Flicker sob 3cd.s/m? a 30Hz.

Quatro animais diferentes foram selecionados para avaliacdo de respostas
multifrequenciais utilizando a frequéncia de 2Hz para cada comprimento de onda do
ultravioleta ao infravermelho (Tabela 2).

Tabela 2 - Representacéo da ordem dos registros de acordo com 0os comprimentos de onda e a
descricao dos LEDs utilizados na avaliacao da sensibilidade espectral.

Cor de Comprimento
iluminacao de onda (nm)
Ultravioleta 405

Azul 470
Verde 527
Amarelo 591
Vermelho 626
Infravermelho 940

nm: nandmetros

Coleta de dados

A avaliagao dos dados foi feita considerado as amplitudes em microvolts (uV) e
os tempos implicitos (laténcia) em milissegundos (ms) para as ondas ‘a’ e ‘b’. Para a
formulacdo dos resultados foi analisado 300 ms do tempo do exame e considerado:
amplitude de onda “a”, que configura o intervalo entre a linha base e a deflegdo da
onda “a”; o tempo implicito da onda “a”, que configura o intervalo entre o estimulo e o
aparecimento da primeira onda (onda “a”); amplitude de onda “b”, que consiste no
intervalo entre a onda “a” e o pico da onda “b”; tempo implicito de onda “b” que consiste
intervalo entre o estimulo e o aparecimento da onda “b” (Figura 5).

Os valores de Tempo entre Picos e amplitudes das respostas Flickers foram
mensuradas de forma independente (pico a pico), obtendo-se trés valores de cada
parametro em cada tracado e considerando como valor final para o individuo a média
destas mensuracoes.
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Figura 4 - Peixe oscar posicionado para realizagdo do ERG. A: Eletrodo ativo, R: Eletrodo referéncia,
T: Eletrodo terra, FL: Fonte luminosa, led branco.

Fonte: ARAUJO, 2020.

Figura 5 - Tracado demonstrando as ondas "a" e "b". Tracejado verde: tempo implicito de onda "a" e
"b"; Tracejado vermelho: amplitude de onda "a" e "b".

b
Linha base a i
Estimulo
ms
(1\")

Fonte: ARAUJO, 2020.

Avaliacédo estatistica

Os dados coletados foram analisados no programa Statistica versao 8.0
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Inicialmente foi realizada avaliagdo descritiva agrupando
os dados em tabelas e calculando os valores de média e desvio padrdo. Para teste de
normalidade, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk com nivel de significancia de 5%
para cada parametro.

Resultados

O protocolo anestésico e o0 sistema de manutencdo do peixe sob anestesia
geral foram satisfatorios para realizacdo dos exames, que duraram em média de 20
minutos. O tempo médio para inducdo anestésica foi 3 minutos e o tempo de
recuperacao foi 60 minutos.
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Foi possivel a realizacdo da Eletrorretinografia, registros fotopicos (Figura 6) e
Flicker (Figura 7) apesar da interferéncia fisiolégica nos tracados (ruido elétrico)
possivelmente oriundo dos batimentos cardiacos e movimentacéo opercular (Figura
8). Todos os animais tiveram boa recuperacdo ap0s a anestesia, e retornaram a
Estacdo de Aquicultura Prof. Johei Koike, ndo havendo mortes ou problemas de
gualquer natureza durante o periodo observado.

Figura 6 - Tracado obtido com o protocolo Fotdpico do exame de ERG-ct do peixe Oscar. Esquema de
mensuracdes da Amplitude, azul (AM-a, amplitude da onda "a";AM-b, amplitude da onda "b") e do
Tempo implicito, vermelho (Tl-a, tempo implicito da onda "a"; Tl-b, tem po implicito da onda “b”). Linha
tracejada verde: linha base, 0. Seta vermelha: Estimulo luminoso.
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Fonte: ARAUJO, 2020.

Figura 7 - Tracado Flicker do exame de Eletrorretinografia do peixe Oscar. Vermelho: Esquema de
mensuracéo do Tempo Implicito (TI); Azul: esquema de mensuragdo da amplitude (AM).

puv

Fonte: ARAUJO, 2020.
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Figura 8 - Tracado Fotépico demonstrando os ruidos fisiologicos (setas vermelhas) do peixe mesmo
guando anestesiado.

v

Fonte: ARAUJO, 2020.

Os dados demonstrados em gréafico da amplitude (Figura 9 e 10) e do tempo
implicito (Figura 11 e 12) das ondas “a” e “b” das respostas fotopicas (Tabela 3) e o0s
valores de amplitudes e tempo entre picos da resposta Flicker (Tabela 4) foram
avaliados quanto sua distribuicdo através do teste de Shapiro-Wilk, sendo observado
comportamento normal dos valores no nivel de significancia de 5%. Os dados obtidos
com os estimulos com variacdo do comprimento de onda também mostraram
distribuicdo normal, havendo maior variagdo para o estimulo ultravioleta, mas sem
diferenca estatistica significativa entre eles. Nao se observou resposta
eletrorretinografica para o estimulo de 940nm (infravermelho).
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Figura 9 - Grafico demonstrando os valores de amplitude em uV da onda “a” nas respostas a estimulos
luminosos em cada peixe do registro fotopico.
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Fonte: ARAUJO, 2020.

Figura 10 - Grafico demonstrando os valores de amplitude em pV da onda “b” nas respostas a
estimulos luminosos em cada peixe do registro fotdpico.
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Fonte: ARAUJO, 2020.

Tabela 3 - Média e Desvio Padrao dos valores de tempo implicito e amplitude do exame ERG, protocolo
Fotopica.

FOTOPICA (2HZ)

TEMPO IMPLICITO Onda‘a’ 18,60+ 5,75
Onda ‘b’ 71,75 +13,06
AMPLITUDE Onda ‘@’ 8,54 + 3,89

Onda ‘b’ 31,75+12,67
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Tabela 4 - Média e Desvio Padrdo dos valores de tempo implicito e amplitude do exame Flicker.

FLICKER (30HZ)
TEMPO IMPLICITO | 33,690,74
AMPLITUDE 11,70 + 4,90

Figura 11 - Grafico demonstrando os valores de tempo implicito em ms da onda “a” nas respostas a

estimulos luminosos em cada peixe do registro fotdpico.
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Figura 12 - Gréafico demonstrando os valores de tempo implicito em ms da onda “b” nas respostas a
estimulos luminosos em cada peixe do registro fotdpico.
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstra um protocolo simples e rapido de obtencéo de
respostas ERG-ct em Astronotus ocellatus anestesiados, permitindo a recuperagao
de todos os animais apés os exames. Tal fato favorece o emprego da espécie e do
protocolo estudado em pesquisas de longo prazo, investigacbes a campo e também
a avaliacao de oftalmopatias progressivas por exemplo.

Diversas situacfes no manejo de animais aquaticos requerem o0 uso de
sedativos ou anestésico para evitarem ou minimizarem os efeitos do estresse e
permitirem intervengdes mais invasivas, como no caso de cirurgias e coletas de
materiais biolégicos (BAYLEY et al., 2013). O agente anestésico mais empregado em
peixes é o tricaina metano sulfonato (MS-222) que pode atuar mais como um
bloqueador muscular do que anestésico, induzindo efeitos adversos como reducao da
frequéncia cardiaca e, conseguentemente, alta mortalidade, principalmente em longas
exposicoes (VALENTIM et al., 2016). Além disso, héa relatos de que o0 MS-222 pode
apresentar retinotoxicidade em humanos, anfibios e peixes (RAPP e BASINGER,
1982; SLADKY, 2001; BAYLEY et al., 2013), apesar de estudos recentes
demonstrarem que os efeitos tdxicos ndo foram observados a curto prazo em carpas
(Cyprinus carpio) (BAYLEY et al., 2013).

O propofol € um agente hipnotico de curta acdo que permite uma inducao
anestésica suave e uma rapida recuperagao com poucos efeitos cumulativos. Seu uso
ja foi feito com sucesso e notavel seguranca desde peixes pequenos como o Danio
rerio (VALENTIM et al.,, 2016) até tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus)
(OBIRIKORANG et al., 2020). J4 a lidocaina é um agente analgésico bloqueador dos
canais de sodio que ja foi empregado com grande margem de seguranca em peixes
ornamentais como o Oryzias dancena (PARK et al., 2017) A combinagao desses dois
farmacos ja foi empregada em estudos de anestesia em Danio rerio fornecendo uma
anestesia geral completa (hipnose e analgesia) e de rapida inducédo (VALENTIM et al.,
2016).

Sabe-se que um dos principais fatores a influenciar os valores da ERG-ct em
mamiferos sdo os sedativos, como por exemplo os barbitdricos que sdo conhecidos
por atenuar as amplitudes das ondas. Ao se comparar a influéncia do tiopental e do
propofol sob as respostas eletrorretinograficas de suinos, observou-se que o Ultimo

se sobressaiu em preservar as respostas advindas dos fotorreceptores (TANSKANEN
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et al., 1996). Ademais, ao se avaliar os efeitos do sevoflurano e do propofol em ERG-
ct e potenciais visuais evocados em humanos, viu-se que os resultados sofreram
menos influéncias quando o propofol foi utilizado (TANAKA et al., 2020). Por isso, este
agente foi eleito para o uso no presente estudo e, em combinac¢do com a lidocaina, se
mostrou eficaz para a anestesia dos animais e permitiu bons registros dos
componentes da ERG.

A Eletrorretinografia de campo total (ERG-ct), como empregada atualmente, &
a maneira mais eficaz de eliciar uma resposta eletrofisioldgica representativa de toda
a populacéo de fotorreceptores na retina em mamiferos; sendo os registros fotopicos
e flickers empregados principalmente para avaliagdo das vias dependente dos
cones (BOUSKILA et al, 2014).Ha& poucos registros de ERGs em peixes
anestesiados, tais como Cyprinus carpio, Astatotilapia burtoni e Danio rerio (BAILEY
et al.,2013; BUTLER et al., 2019 NADOLSKI, et al.,, 2020), mas nenhum deles
emprega técnicas menos invasivas ou segue as recomendacfes da ISCEV.
Usualmente os registros de ERG nos peixes sao realizados em olhos enucleados, e
ou com a perfuracdo do olho com o eletrodo ativo, ocasionando a morte do animal
(LISNEY, et al., 2010). Portanto, ao que se sabe, o presente estudo é Unico até o
momento em demonstrar o uso de um protocolo anestésico e de estimulos ERGs
fotdpicos sugeridos pela ISCEV na espécie Astronotus ocellatus. Possibilitando
portanto, a permanéncia do animal e acompanhamento a longo prazo, assim como
sua retomada a natureza.

A visédo de cores desempenha um papel singular no comportamento visual;
dependendo a sua capacidade de visdo colorida da presenca de cones
diferencialmente sensiveis. A sensibilidade espectral € uma medida da capacidade de
resposta visual desses cones em diferentes comprimentos de onda de luz e estudos
genéticos e eletrofisioldgicos sugeriram que o0s ciclideos possuem visao
pentacromatica, respondendo a estimulos de ondas curtas (ultravioleta - 340nm) a
ondas de comprimento longo (vermelho — 630nm); foi demonstrado também que tal
caracteristica varia com o sexo e estado reprodutivo do individuo, no qual em épocas
reprodutivas a sensibilidade espectral visual € agugcada, ou seja maior expressao
génica de cones, em maior parte nas fémeas, porém este padrao se relaciona com os
habitos e papéis do macho e da fémea de cada espécie (SABBAH et al., 2010). Os
resultados desta pesquisa corroboram com o estudo anterior, apesar do numero

pequeno de espécimes avaliados, demonstrando que a visdo do peixe Oscar se
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comporta de forma semelhante aos demais ciclideos. O aumento da amostra
analisada e a consideracao de fatores como idade e distingdo sexual em grupos pode
contribuir para melhor elucidar a avaliacdo da sensibilidade espectral da espécie.

Por fim, apesar das variagdes nos protocolos empregados nos experimentos
de eletrofisiologia visual em peixe, tendo como consequéncia resultados
inconsistentes e de dificil andlise comparativa entre os trabalhos. O uso de um
protocolo padrao sugerido por um érgéo internacional e o emprego de uma contencao
guimica segura e eficaz contribui para a popularizacado do método e da espécie como
modelo experimental, permitindo que a ERG seja empregada como uma ferramenta

comum e eficiente nos estudos de afec¢des oftalmicas.

CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta um protocolo simples e rapido para obtengéo de
respostas ERG-ct em Astronotus ocellatus anestesiados, permitindo a recuperagao
de todos os animais apds os exames. Vale ressaltar que 0s experimentos seguiram
as diretrizes da ISCEV o que contribui para a sua padronizacao e reprodutibilidade.
Dessa forma, o emprego da espécie e do protocolo estudado favorece o
desenvolvimento de pesquisas de longo prazo, investigagbes a campo e a

averiguacao de doencas progressivas retinianas.
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RESUMO

Diferentes estudos demonstram uma grande variedade na morfologia retiniana entre
os vertebrados, principalmente entre os peixes teledsteo, pois a classe agrupa
espécies que habitam desde as partes mais profundas do oceano até peixes que se
adaptaram a enxergar no ar. O Astronotus ocellatus (Oscar), € um ciclideo originario
da bacia amazonica e habita ambientes claros, sendo altamente influenciados pela
luz. Considerando-se as similaridades e diferencas da retina dos peixes, bem como
as caracteristicas do Astronotus ocellatus, como a sua resisténcia e cognicéo, que o
tornam um interessante modelo experimental. O objetivo do presente estudo € realizar
a descricao histoldgica da retina da espécie supracitada através da microscopia optica
e descricdo morfométrica das camadas da retina. Para isso, foram utilizados trés
animais, seis olhos ao total, advindos da Estacdo de Aquicultura Prof. Johei Koike,
situada na Universidade Federal Rural de Pernambuco. Apds a eutanasia dos peixes
em solucédo de eugenol, os olhos foram enucleados e fixados em solucéo de Davidson
por 24 horas. Apés o periodo, realizou-se a desidratagdo em solugdo crescente de
alcoois, seguindo para impregnacdo e inclusdo em parafina. Os cortes foram
submetidos a coloracdo com Hematoxilina e Eosina, sendo que alguns deles foram
selecionados para ser feito a despigmentacdo do epitélio pigmentar antes da
coloracdo. As laminas foram examinadas em microscopio 6ptico e algumas imagens
foram registradas para realizacdo da morfometria. Pode-se evidenciar que a retina do
peixe Oscar tem organizagdo estrutural semelhante aos demais vertebrados, no
entanto, é avascular e tem aporte sanguineo vindo do plexo coréide e do processo
falciforme. Ao se realizar mensuracdo das camadas histologicas da retina, ndo se
observou variagdo ao longo de sua extensdo. A camada de fibras nervosas foi a Unica
a apresentar espessura com variacao estatistica significante no teste de tukey entre
as camadas ao longo das regides da retina (periférica e central). A retina apresentou
média total de 178,78 £ 21,03um. Espera-se que as descricdes contidas no presente
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trabalho contribuam para fundamentar estudos futuros de carater experimental ou que
avaliem possiveis alteracdes nesse tecido.

Palavras chaves: Apaiari, Histomorfometria, oftalmologia experimental e modelo
experimental.

ABSTRACT

Different studies demonstrate a great variety in retinal morphology among vertebrates,
especially among teleost fish, as the class groups species that inhabit from the deepest
parts of the ocean to fish that have adapted to seeing in the air. Astronotus ocellatus
(Oscar), is a cichlid originating in the Amazon basin and inhabiting light environments,
being highly influenced by light. Considering the similarities and differences of the fish
retina, as well as the characteristics of Astronotus ocellatus, such as its resistance and
cognition, make it an interesting experimental model. The aim of this study is to perform
the histological description of the retina of the aforementioned species through optical
microscopy and morphometric description of the layers of the retina. For this, three
animals were used, six eyes in total, coming from the Prof. Johei Koike, located at the
Federal Rural University of Pernambuco. After euthanizing the fish in eugenol solution,
the eyes were enucleated and fixed in Davidson's solution for 24 hours. After the
period, dehydration was carried out in a growing solution of alcohols, followed by
impregnation and embedding in paraffin. The sections were stained with Hematoxylin
and Eosin, and some of them were selected to undergo pigment epithelial
depigmentation before staining. The slides were examined under an optical
microscope and some images were recorded for morphometry. It can be seen that the
Oscar fish retina has a structural organization similar to other vertebrates, however, it
Is avascular and has blood supply coming from the choroid plexus and the sickle cell
process. When measuring the histological layers of the retina, no variation was
observed along its length. The nerve fiber layer was the only one to present a thickness
with statistically significant variation in the tukey test between layers along the retinal
regions (peripheral and central). The retina had a total mean of 187.55+21um. It is
hoped that the descriptions contained in this work will contribute to support future
studies of an experimental nature or that assess possible alterations in this tissue.

Key words: Apaiari, Histomorphometry, experimental ophthalmology and
experimental model.
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INTRODUCAO

Diversos estudos demonstram uma grande variedade na morfologia retiniana
entre os vertebrados , apesar de apresentarem a estrutura do globo ocular semelhante
entre as espécies (RODIECK, 1973 ; YAMADA, 1982; MCFARLAND, 1991). Esta
variacdo é observada de forma mais acentuada entre 0s peixes teledsteos
(FISHELSON et al., 2004), pois a classe agrupa espécies que habitam desde as partes
mais profundas do oceano até peixes que se adaptaram a enxergar no ar
(NICOL, 1973 ; MYRBERG E FUIMAN, 2002 ). Tais diferencas sado observadas nao
s6 no formato ou posicao dos olhos na cabeca, mas principalmente na conformacao
e quantificacdo dos fotorreceptores, assim como no desenvolvimento do epitélio
pigmentar e seu pigmento (WAGNER, 1990 ; NAG E BHATTACHARJEE, 2002).

O Astronotus ocellatus (Oscar), € um peixe com origem na bacia amazbnica e
habita ambientes claros, sendo altamente influenciados pela luz, alimentando-se
preferencialmente de animais vivos (BRAGA, 1964; PAVANELLI, 2000). Essa espécie
pertence a familia Cichlidae a qual apresentou expressiva evolu¢cédo na sensibilidade
visual, pois emprega a visdo em cores para detectar, identificar e discriminar diferentes
alimentos e parceiros sexuais (ESCOBAR-CAMACHO, 2016; CARLETON et al.,
2016). Por isso, os ciclideos sédo considerados modelos emergentes para
compreensao da ecologia visual porque, assim como a maioria dos teledsteos,
possuem particularidades morfolégicas responsaveis pela percepcdo de
comprimentos de ondas invisiveis a varias espécies de animais (HARER et al., 2019).

A utilizacdo de peixes como modelo experimental na oftalmologia € promissora
devido as semelhangas retiniana, tanto estrutural quanto celular, com os mamiferos e
apresentando com o diferencial em relacdo a capacidade de regeneracao, enquanto
0s mamiferos respondem a uma lesdo na retina com uma resposta cicatricial e ndo
regenerativa podendo ocorrer perda ou déficit de funcéo, a retina dos peixes pode se
regenerar (RAO et al., 2017). J& se observou em teledsteos que a retina deles
apresenta neurogénese pdés-embrionaria tanto associada ao crescimento quanto
induzida por lesdo sendo os novos neurdnios oriundos da margem ciliar, local de
juncdo da retina ao epitélio da iris, onde persiste um remanescente da retina
embrionaria, que forma a zona germinativa circunferencial (OTTESON e
HITCHCOCK, 2003).
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Considerando-se entéo as similaridades e diferengas entre a retina dos peixes
e mamiferos, bem como as caracteristicas do Astronotus ocellatus, como a sua
resisténcia e cognicdo, que o tornam um interessante modelo experimental, optou-se
por essa espécie para avaliacdo histomorfologica da retina, tendo como objetivo do
presente estudo a descricdo morfologica da estrutura retiniana para fundamentar

estudos futuros que avaliem possiveis alteracfes nesse tecido.

s

O objetivo do presente estudo € realizar a descricdo histologica da retina do
Astronotus ocellatus através da microscopia Optica e descricdo morfométrica de cada
camada da retina. Elucidar caracteristicas histomorfoldgicas da retina, intrinsecas da

espécie em questao.

MATERIAL E METODOS

Comisséao de Etica e Eutanasia
Todo o estudo s6 foi conduzido apés concesséo de licenga prévia da Comisséo

de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
sob numero 118/2019. Além disso, o0 presente estudo também conta com registro no
Sistema Nacional de Gest&o do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado n® A7TAAAEC.

Obtencédo dos Peixes
Para esse estudo foram utilizados trés animais da espécie Astronotus ocellatus,

seis olhos ao total, advindos da Estacao de Aquicultura Prof. Johei Koike, situada na
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para eutanasia, os peixes foram
colocados individualmente em tanques de 9 litros com solucdo de eugenol a uma
concentracdo de 286,55 mg/L até que viessem a 0Obito, conforme realizado em estudo
anterior (SILVA SOUZA et al, 2015).

Amostras oculares

Os olhos foram enucleados, através da dissecacao e remocéo de toda gordura
e musculo periorbital, preservando parte do nervo Optico e tecido adjacente a ele.
Posteriormente fixados em solucdo de Davidson por 24 horas. Ap0s o periodo,
realizou-se seccOes sagitais nos globos oculares e a desidratacdo em solucéo

crescente de alcoois, seguindo para impregnacdo e inclusdo em parafina. Sendo
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alguns blocos realizada inclusdo com a retina paralela a face de corte, para realizacao
de cortes tangenciais, e outros com a retina perpendicular em que a face convexa do

hemicirculo do globo ficasse voltada a face de corte.

Cortes, coloragdo e montagem

Os blocos foram cortados transversais e tangenciais, com espessura de 5um
de forma seriada em microtomo (Leica®) e as laminas histologicas foram coradas em
Hematoxilina e Eosina (H&E) e cobertas com meio de montagem (Entellan®),
seguindo os protocolos histolégicos de rotina (TOLOSA et al., 2003). Algumas
laminas foram submetidas ao processo de despigmentacéo do Epitélio Pigmentar da
Retina para melhor evidenciar o segmento externo dos fotorreceptores, com solucdes

de permanganato de potassio a 0,25% e acido oxalico a 5% (MANICAM et al, 2014).

Histomorfometria
A analise histomorfométrica da retina foi realizada a partir da obtencdo de

imagens (Fotomicrografia) através do programa de computador LAS EZ acoplado ao
microscopio Optico Leica ICC50 HD. Para as mensuracfes da espessura total e das
camadas retinianas foi utilizado o software Image J. Para a mensuragéo da espessura
total, a retina foi dividida em seis por¢des (regides), central: ventral e dorsal; periférica:
ventral e dorsal; e extrema: ventral e dorsal. Sendo realizada 4 mensuracdes verticais
para cada regido no aumento de 10x, desde a camada de células visuais a camada
de fibra nervosa, com um intervalo linear entre as mensuragbes de 80um
(micrébmetro). A espessura total da retina foi representada pela média da espessura
total de todas as regides. Na analise das camadas da retina as mensuracdes foram
feitas no aumento de 40x, dentro das divisées (grupos) retina central, periférica ventral
e dorsal. Mensuradas as camadas: nuclear externa, plexiforme externa, nuclear
interna, plexiforme interna, células ganglionares e fibras nervosas. Apés a
despigmentacdo, mensurou-se as camadas de epitélio pigmentar e segmentos
externo e interno dos fotorreceptores. As imagens das laminas com cortes tangenciais
foram obtidas a partir da objetiva de 40x com intuito de verificar o arranjo

conformacional das células da camada fotorreceptora.

Analise Estatistica



57

Os dados obtidos foram agrupados em uma tabela contendo as médias e
desvios padréo, para cada regido, de espessura total (ET) da retina e de cada camada
da retina (nuclear externa, plexiforme externa, nuclear interna, plexiforme interna,
ganglionar e fibras nervosas).

Em cada parametro analisado foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk afim
de testar a distribuicdo normal (p>0,05). Seguindo-se com andlise de variancia
(ANOVA) e posteriormente, ao teste de Tukey, com significancia de 5% para averiguar
as possiveis diferencas estatisticas entre as regides central dorsal/ventral e periférica
dorsal/ventral, para os parametros espessura total da retina e espessura das camadas

da retina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A retina do peixe Oscar apresenta organizacao estrutural semelhante aos
demais vertebrados (KERN e COLITZ, 2013), conforme demonstrado na figura 13.
Além disso, conforme observado em outros teledsteos, a tanica nervosa € avascular,
tendo aporte sanguineo vindo do plexo coréide, anteriormente chamado de glandula
Coroidal (Figura 14) e do processo falciforme (Figura 15); este ultimo adentra a
camara vitrea por uma fissura embrionaria proxima ao nervo optico, estabelecendo-
se sobre a retina. Tais achados corroboram com descricbes anatdmicas do aparato
ocular de outros peixes, como o Pacu (Colossoma macropomum), espécie nativa de
aguas doce sul-americanas (GUSTAVSEN et al., 2018).
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Figura 13 - Fotomicrografia de um corte transversal da retina do peixe Oscar (Astronotus ocellatus)
demonstrando disposi¢do das camadas retinianas.

A, Retina central; B, retina periférica. EPR: Epitélio pigmentar da retina, CCV: Camada de células
visuais, CNE: Camada nuclear externa, CPE: Camada plexiforme externa, CNI: Camada nuclear
interna, CPl: Camada plexiforme interna, CCG: Camada de células ganglionares, CFN: Camada de
Fibras nervosas. Ponta de seta: rede admiravel. HE, obj.40x, bar = 50 ym.

Fonte: ARAUJO, 2020.

Figura 14 - Fotomicrografia de um corte transversal retina do Astronotus ocellatus, enfatizando no
guadrado e na foto B, o plexo coroidal (rede admiravel).

A: HE, obj.10x, bar = 200 uym; B: HE, obj.40x, bar= 50 um.
Fonte: ARAUJO, 2020.
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Figura 15 - Fotomicrografia de um corte transversal da retina do peixe Oscar

Ponta de seta: Processo falciforme. R: Retina, NO: Nervo 6ptico, PC: Plexo Coroidal. HE, obj.10x, bar =
200 pm.
Fonte: ARAUJO, 2020.

Assim como encontrado em outros teledsteos, o Astronotus ocellatus apresenta
tapete Idcido na retina ndo neurossensorial e epitélio pigmentar (EP). Estudos
realizados em Characiformes revelou que seu tapete Iicido apresenta a reflexao
caracteristica dessa estrutura devido a metabdlitos da tirosina que ficam agrupados
em globulos juntos do EP, cujo mesmo também foi isolado inicialmente na retina de
bagres (Siluriformes) (GUSTAVSEN et al, 2018). Seu EP possui processos
digitiformes extensos que recobrem grande parte do segmento externo e interno dos
fotorreceptores, dificultando a visualizagdo histolégica destes, principalmente em
animais que tiveram suas retinas previamente sensibilizadas pela luz. ApGs processo
de despigmentacdo (Figura 16) se visualiza as células do EP e a extensdo das
vilosidades destas sobre os segmentos externos e parte dos internos da retina

neurossensorial.

Figura 16 - Imagem histolégica de um corte sagital da retina do peixe Oscar (Astronotus ocellatus)
demonstrando a disposicao do epitélio pigmentar retiniano nessa espécie.
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A: Retina periférica ap6s processo de despigmentacao; B: Retina periférica sem a despigmentacao.
Ponta de Seta: células do epitélio pigmentar. HE, obj.40x, bar = 50 um.
Fonte: ARAUJO, 2020.

Nos cortes tangenciais da camada fotorreceptora, na por¢cdo dos segmentos
externos, observou-se um padrdo mosaico composto por um cone simples circundado
por quatro cones duplos (Figura 17), estrutura denominada mosaico quadrangular, ja
descrita em outros peixes 0sseos como salmonideos (LYALL, 1957) e ciclideos da
espécie Oreochromis niloticus (AZAB, 2017). Acredita-se que um mosaico organizado
de cones favorece a percepcdo de movimentos e, por isso, se destaca em peixes
predadores; além do mais, a organizacao também permite melhor distincao de cores
e assim esta presente principalmente em peixes que habitam aguas rasas (WAGNER,
1990; COLLIN e COLLIN, 1998; SALEM, 2016). Como o Oscar enquadra-se em tais

nichos, justifica-se a presenca dos mosaicos em sua retina.

Figura 17 - Fotomicrografia de seccéo tangencial da retina do Astronotus ocellatus - Mosaico
guadrangular.

W

A: No quadrado: Regido da camada fotorreceptora em que 0 mosaico esta presente; 0bj.40x; bar=
50um. B: No quadrado- Quatro cones duplos e um cone simples no centro (mosaico quadrangular);
obj. 100x; bar= 20um. H.E.

Fonte: ARAUJO, 2020.

7

Outra estrutura que merece destaque € a zona germinativa circunferencial
(Figura 18), que fica localizada na transicdo entre a retina e margem ciliar. Tal
estrutura concentra a presenca de células tronco multipotentes que sao responsaveis
por diferenciar e gerar muitos dos neurdnios presentes na retina (OTTESON e
HITCHCOCK, 2003); sabe-se também que em outros peixes esta zona germinativa
fornece a morfogénese celular de acordo com a modulacdo de células da camada

neurossensorial (TSINGOS et al, 2019). Acredita-se que a zona germinativa
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circunferencial da retina do Oscar se comporte de forma semelhante e a sua existéncia

permite a regeneracdo neuronal pos-embrionaria.

Figura 18 — Fotomicrografia da margem ciliar da retina do Astronotus ocellatus.

Fonte: ARAUJO, 2020.

O presente estudo demonstrou que a espessura meédia total da retina
neurossensorial (Tabela 5 e Figura 19) do Astronotus ocellatus, compreendida a partir
da camada nuclear externa a camada de fibras nervosas, é de 178,78 + 21,03um.
Havendo variacbes na espessura da retina de acordo com a regido (central e
periférica), na porcdo mais proxima ao nervo Optico (central) € mais espessa, e a
medida que se estende para as regiées mais periféricas vai se tornando mais delgada,
tendo-se 174,8 + 25,34um por média para periférica ventral (PV) e 205,65 + 12,3um
para central ventral (CV). Entretanto, ndo ha diferenca estatistica significante entre as
regibes dorsal e ventral. Este achado corrobora com descri¢des ja realizada para a
retina de teledsteos (MEEKINS, J. M.; RANKING, A. J.; SAMUELSON, D. A., 2021).

A camada, nuclear externa possui maior abundéancia de cones, ja tendo sido
descrito a presenca de cones duplos e gémeos na espécie em questado (HIBBARD,
1971). Ao se investigar a relagdo de proporcdo da camada nuclear externa (NE) com

a nuclear interna (NI) (NE/NI) para analise histolégica da retina de peixes diurnos e



62

noturnos, verificou-se que valores menores que 1 estao atrelados a animais diurnos
(AZAB, 2017); quando essa proporcao € empregada na retina do Astronotus ocellatus
obtém-se o valor de 0,44 que, assim como no estudo citado, reforca a natureza diurna
da espécie em questdo (Tabela 5), pois camada nuclear interna é geralmente mais
espessa nos animais diurnos do que nos noturnos (WANG; TANG; YAN, 2011).

A camada plexiforme externa (CPE) apresentou homogeneize entre a regifes
da retina, assim como a nuclear interna (CNI), plexiforme interna (CPI) e ganglionar
(CG). A CNI é formada pelos nucleos das células horizontais, bipolar, amacrina, e
células de muller, embora para esta diferenciacéo seja necesséria anélise de imuno-
histoquimica. A CG € composta por apenas uma camada de células ganglionares, que
apresentam formato irregular e tamanho variavel.

A camada de fibras nervosas foi a Unica a apresentar espessura com variacao
estatistica significante entre as regides da retina com média total (MT) de
24,83+18,44um, com espessura de 45,71+11,37um na retina central ventral (CV) e de
46,96 + 15,82um na central dorsal (CD), enquanto na periferia apresentou valores de
20,7 + 10,4um na regido periférica ventral (PV) e de 21,53 £ 8,9 na periférica dorsal
(PD). Acredita-se que este fato esteja relacionado a abundéancia de cones presentes
na regido central (FISHELSON et al., 2004), ja que eles s&o responsaveis por mais
sinapses com células bipolares e, consequentemente, mais sinapses com células
ganglionares (OFRI, 2018; MEEKINS, J. M.; RANKING, A. J.; SAMUELSON, D. A,,
2021).

Tabela 5 — Espessuras da retina do Astronotus ocellatus em micrémetros. (Média * desvio padrao)

RT NE PE NI PI G FN NE/NI
PV 174802534 13.28+2,64 1037 2.56 2948+274 3198636 5,80£0,72 20,80 10,42 0,45
cv 205.65+1230 15,52 £3.42 11,67+ 1.35 28554453 2655+691 5,77+ L11 457141137 0,54
NO - . . . . . -
CD 193,79+ 19,64  14,94%3,01 10,59 = 2,83 30,65+341  29.00+1117  628+135 146,96+ 15,82 0,49
PD 175,93+ 5,92 13,96 = 2,41 10,38 = 2,53 31374250 3274819 5,42+ 1,50 21,53+ 38,90 0.45
MT 17878+21,03  1442+2,79 10,75+222 300114329 30,07+ 7.87 5,81+ 1,34 33,75+ 16,68 0,48

Unidade: um. MT- Média Total. Camadas: RT- Retina Total, NE — Nuclear Externa; PE — Plexiforme Externa;
NI — Nuclear Interna; PI - Plexiforme Interna; G- Ganglionares; FN — Fibras Nervosas. Regides: PV — Periférica
Ventral; CV- Central Ventral; NO — Nervo Optico; CD — Central Dorsal; PD — Periférica Dorsal.
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Figura 19 - Gréafico demonstrando os valores de espessura média das regifes da retina.

Espessura média das Regides
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155
RPV RCV 0 RCD RPD

Regides da retina

Espessura da retina (micrometro)

LEGENDA: O, altura do nervo 6ptico; RCV, retina central ventral; RCD, retina central dorsal; RPV, retina
periférica ventral; RPD, retina periférica dorsal.
Fonte: ARAUJO, 2020.

CONCLUSAO

A retina do Astronotus ocellatus possui estruturacdo semelhante a outros
vertebrados e apresenta espessura total média de 178,78 + 21,03um. Dentre todas
as camadas analisadas a que apresentou variagcéo significativa estatisticamente de
tamanho entre as regides foi a de fibras nervosas. Apresenta padrédo de mosaico na
camada fotorreceptora, tendo sido observado uma zona germinativa circunferencial
gue possivelmente é responsavel pela regeneracao retiniana pos- embrionaria. Assim,
o presente estudo fornece dados que podem ser empregados em diversas pesquisas,

tanto em ensaios clinicos quanto em avaliagfes de regeneragdo nervosa.
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