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RESUMO

A evolucéo e desenvolvimento dos olhos tem intrigado cientistas por séculos.
Além da perda parcial ou completa dos olhos, poucos vertebrados apresentam
uma modificacdo substancial na morfologia do olho. Um exemplo é o peixe de
quatro olhos (Anableps anableps). Esta espécie pode ser encontrada desde o
Golfo de Paria na Venezuela até o Delta do Parnaiba no Brasil, apresenta
fecundacdo interna e se reproduz continuamente ao longo do ano. O peixe de
quatro olhos é um modelo interessante para o estudo de inovacgles
morfolégicas no contexto de evolugdo e desenvolvimento (Evo-Devo) por
apresentar algumas estruturas oculares divididas, como cérneas e pupilas. A
retina € uma estrutura Unica dividida em duas regides, dorsal (recebe
informacdes luminosas aquaticas) e ventral (recebe informagdes luminosas
aéreas). Estas caracteristicas permitem que esses animais acomodem a Visao
aérea e aquatica simultaneamente. O presente estudo teve como objetivo a
descricdo ontogenética dos estagios de desenvolvimento da espécie Anableps
anableps, e a descricdo morfoldgica e molecular da retina durante o processo
de desenvolvimento ocular. Foram descritos seis estagios larvais. Os dois
primeiros estagios, ndo apresentavam as corneas e pupilas divididas, e a partir
do estagio 3, é possivel observar o inicio da divisdo. Também foi descrito o
desenvolvimento e a expansao do osso frontal. O aparecimento do 0sso frontal
também ocorre no estagio 3. Foi identificado o aparecimento de um septo inter-
orbital cartilaginoso, a partir do estagio 4 de desenvolvimento ocular. Observou-
se que no inicio do desenvolvimento da retina, as células ainda néo estéo
organizadas, ndo sendo possivel distinguir as camadas da retina. Durante o
desenvolvimento é possivel observar as camadas se organizando, foi possivel
identificar que a camada nuclear externa dorsal € menos densa que a camada
nuclear interna ventral. O padrdo de proliferacdo celular foi descrito em trés
estagio do desenvolvimento, antes e durante a divisdo ocular, sendo observado
na zona marginal ciliar. A proliferacdo celular é mais acentuada no inicio do
desenvolvimento ocular e no estagio 5 de desenvolvimento, a quantidade de
células em proliferacdo celular diminui. Os resultados deste trabalho irdo

elucidar a base genética das mudancgas morfoldgicas presentes neste género.

Palavras—chaves: Anableps, larva, divisdo ocular, retina, proliferacao celular.
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ABSTRACT

The evolution and development of the eye has intrigued developmental
biologists for centuries. Aside from partial or complete loss, few vertebrates
display substantial modifications to the eye morphology. One example is the
Four-eyed fish (Anableps anableps). This species is commonly found from Gulf
of Paria in Venezuela to Delta of Parnaiba and reproduces throughout the year.
The four-eyed fish consists in a unigue model system to study eye Evo-Devo
due to its distinctive feature of having divided eye structures, such as pupils and
cornea. The retina is a unique structure divided into two regions, dorsal
(receives aquatic luminous information) and ventral (receives aerial luminous
information). The aim of this study was to describe larval stages of this species,
and morphological and molecular description of the retina during eye
development. Six larval stages were described. The two earlier stages did not
split the cornea and pupil, and from stage three, it is possible to observe this
division. It was also described the development and expansion of the frontal
bone. The appearance of the frontal bone begins at stage three of development.
It has been identified the appearance of an inter-orbital septum cartilaginous,
starting four stage of the ocular development. It was observed that the early
development of the retinal cellular layers are disorganized and is not possible to
distinguish between them, but later during development, these layers become
organized, with ventral outer nuclear layer thicker than the dorsal one, and the
dorsal inner nuclear layer is thinner than the ventral. The pattern of retinal cell
proliferation has been described in three stages of development, before and
during ocular division. It was observed that the proliferation is greater at the
beginning of the larval development and decreases on later stages. The result

of this study will shed light on the molecular basis of this innovative feature.

Key-words: Anableps, larvae, ocular division, retina, cell proliferation



1. INTRODUCAO

Em A Origem das Espécies, Charles Darwin observa que dentre as
espécies de vertebrados atuais, pouca variacdo existe na estrutura do olho.
Schwab e colaboradores (2001) descreveram trés tentativas evolutivas de

duplicacdo ocular em quatro espécies de peixe.

A primeira tentativa descrita foi na espécie Bathylychnops exilis,
encontrada na zona batipelagica no Norte do Oceano Pacifico, esses peixes
apresentam dois pares de olhos sendo compostos por uma cérnea fina, dois
cristalinos e duas pupilas, seus olhos séo adaptados para captura de presas
bioluminescente, sendo os olhos superiores responsavel pela captura de
presas acima e na altura de seus olhos e os olhos inferiores sdo responsaveis

por captura de peixes que passam abaixo dele.

A segunda tentativa evolutiva foi descrita em duas espécies de peixes
que foram separadas por barreiras geogréficas, habitantes da zona
epipelagica, sendo elas Dialommus fuscus e Mnierpes macrocephalus,
encontradas em Galapagos e no Leste do Oceano Pacifico, respectivamente.
Esses peixes apresentam seus olhos divididos verticalmente, com apenas uma
cornea fina, um cristalino e uma retina, sendo os olhos adaptados para captura

de presas e para fugir de predadores.

A terceira tentativa evolutiva ocorreu em peixes do Género Anableps
encontrados na regido Amazénica, que também vivem nas zonas epipelégicas.
As espécies deste género vivem na superficie da agua com a metade dorsal
dos olhos exposta ao ambiente aéreo e a metade ventral submersa. Neste
contexto, a estrutura dos olhos esta adaptada para o0 processamento
simultaneo de imagens tanto de origem aérea quanto aquatica. Os olhos
desses animais apresentam duas cOrneas e duas pupilas, um unico cristalino e
uma retina funcionalmente duplicada. A luz proveniente do ambiente aéreo
passa pelas cornea e pupila dorsais, atravessa o cristalino e incide na regiao
ventral da retina. Em contrapartida, a luz proveniente do ambiente aquatico
passa pelas cérnea e pupila ventrais, atravessa o cristalino e incide na regiao
dorsal retina (Owens et al., 2012). Além desses caracteres, peixes adultos

desse género apresentam uma expansdo dorsolateral do osso frontal para



acomodar seus olhos que sédo grandes comparado ao corpo total do animal
(Parenti, 1981).

1.1. Biologiado género Anableps

O género Anableps (Cyprinodontiformes, Anablepidae), compreende trés
espécies: A. anableps (Figura 1A), A. microlepis (Figura 1B) e A. dowi (Figura
1C). As duas primeiras espécies ocorrem no Atlantico Ocidental, que se
restringe desde o Golfo de Paria na Venezuela até o Delta do Parnaiba, no
estado do Piaui, no Brasil. A terceira espécie, ocorre no Pacifico Oriental,
desde o sul do México até a Nicaragua (Cervigon et al., 1992). Peixes deste
género pertencem a ordem Cyprinodontiformes, séo viviparos com fertilizacdo
interna, se reproduzem continuamente ao longo do ano, vivem em cardumes, e
geralmente ndo migram grandes distancias. Enquanto as espécies A. dowi e A.
microlepis ocorrem em ambientes marinhos e aguas rasas do litoral, A.
anableps ocorre em baixa frequéncia nestes habitats, sendo encontrado em

ambientes estuarinos (Miller, 1979; Oliveira et al., 2011).

Figura 1- Vista lateral de exemplares das trés espécies do género Anableps. A)
Anableps anableps; B) Anableps microlepis; e C) Anableps dowi. A e B, escala de 5

cm (C, adaptado de <http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=I_RR2324&res=640>).



Peixes do género Anableps s&o conhecidos como peixes de quatro
olhos e se diferenciam de outros grupos de peixes devido a modificagbes de
estruturas oculares ndo comuns a outros vertebrados. Eles apresentam
duplicacdo funcional da cérnea e pupila. Em adultos a porcao dorsal da cérnea
€ mais espessa que a ventral e a pupila é dividida horizontalmente pela iris
(Sivak, 1976; Schwab et al., 2001). Além disso, 0s peixes deste género
apresentam 0s 0ssos frontais expandidos dorsolateralmente, que auxiliam na
acomodacédo de seus olhos (Parenti, 1981). O cristalino também se distingue
por ter formato oval, enquanto outros grupos de peixes possuem o cristalino
globular (Sivak, 1976; Schwab et al., 2001). Estudos prévios em adultos de
Anableps apontam para a diferenciacdo funcional da retina e diferencas entre
as opsinas visuais expressas nos fotorreceptores, permitindo uma viséo

simultdnea aérea e aquatica (Owens et al., 2009) (Figura 2).

Dados eletrofisiologicos em Anableps anableps descrevem respostas
diferentes nas retinas ventral e dorsal, sugerindo que ambas por¢des da retina
séo estimuladas diferentemente. Esta resposta esté relacionada com o campo
visual estimulado, sendo observado um nivel maior de resposta quando
estimulado o campo visual aéreo. As informacdes vindas do campo visual
aéreo sao absorvidas pela retina ventral, sendo esta mais espessa e apresenta
maior quantidade de células bipolares quando comparada com a retina dorsal,
que recebe informacdes vinda do campo aquatico (Saidel & Fabiane, 1998;
Albensi & Powell, 1998).



Figura 2- Esquema do olho de Anableps, mostrando as principais estruturas oculares.
A luz proveniente do ambiente aéreo é projetada na retina ventral (setas amarelas) e a
luz proveniente do ambiente aquatico incide na retina dorsal (setas azuis). Cornea
Dorsal (DCo), Cérnea Ventral (VCo), faixa de pigmento (PS), iris (Ir), Retina dorsal
(DR), Retina ventral (VR), Coroide (Cr), Epitélio pigmentado da retina (RPE), Esclera
(Sc), nervo 6ptico (OpN), camada de células ganglionares (GCL), camada nuclear

interna (INL), camada nuclear externa (ONL).

1.2. Padronizacao ocular em vertebrados

O primeiro indicio do surgimento do primérdio dos olhos em vertebrados
€ percebido durante a formacdo e maturacdo da regido ventral do prosencéfalo
(cérebro anterior). Muitos atributos humanos, como memoria, emogado e
consciéncia sdo organizados nesta regido. Apesar de sua variedade funcional,
0 prosenceéfalo € conservado em todos os vertebrados e a complexidade que
esta estrutura adquire durante a sua maturacdo determina a diversidade de

funcdes observada entre espécies (Hoch et al., 2009; Varga et al., 1999).



O desenvolvimento do olho de vertebrados ocorre em duas etapas: 1)
formacao da vesicula oOptica; 2) inducdo do placodio do cristalino, seguindo a
formacao do calice éptico e do cristalino. O processo de formacao da vesicula
Optica envolve a evaginacdo e migracdo de um grupo de células do diencéfalo
para o futuro sitio de formacdo do campo ocular (Bejarano-Escobar et al.,
2014) (Figura 3). Varias vias de sinalizacdo celular estdo envolvidas direta ou
indiretamente com a formacao dos olhos. Algumas das vias de sinalizacdo que
tém recebido atencéo especial e que exercem um papel importante durante a
formacéo dos olhos séo as vias de sinalizacdo Wingless - type (Wnt), Bone
Morphogenetic Protein (BMP) e Fibroblast Growth Factors (FGF) (Leuzinger et
al., 1998; Logan & Nusse, 2004; Lamb, 2013).

Além destas vias de sinalizacdo, genes como o Otx2, Pax6, Six3, Six6 e
genes da familia RX também desempenham papel importante na diferenciacéo
do prosencéfalo e na formacdo dos olhos, sendo comumente utilizados como
marcadores moleculares no desenvolvimento ocular (Acampora et al., 1999,
2000 e 2001). Otx2, por exemplo, € um dos primeiros genes expressos na
regido da placa neural anterior. Camundongos deficientes para este gene ndo
formam a regido do prosencéfalo, indicando funcdo na formacdo, ou

padronizacao desta regido no cérebro (Puelles et al., 2004).



ectoderm

RPE

ectoderm Cornea

Figura 3- llustracdo o desenvolvimento do olho de peixes. A) Formacgéo da vesicula
optica (OV) a partir da evaginacdo do diencéfalo. A neuroectoderme comeca a
evaginar dando origem ao placédio do cristalino; B) A vesicula Optica comecga a
invaginar originando o calice 6ptico (OC). A delaminacdo da neuroectoderme continua
formando cristalino; C) O cdlice Optico torna-se padronizado na retina neural
presuntiva (pNR), no epitélio pigmentado da retina presuntiva (pRPE) e na haste
Optica (OS). A neuroectoderme continua evaginando e finalmente o cristalino se
desprende da mesma; D) O olho j& esta formado, a haste dptica da origem ao nervo
optico (ON) e a neuroectoderme da origem a cérnea (Adaptado de Bejarano-Escobar
et al., 2014).

1.3. Composicao ocular de vertebrados e organizagéo da retina

Os olhos de vertebrados sao altamente especializados e ao longo da
evolugdo mantiveram-se consideravelmente inalterados, com modificacdes
especificas para cada grupo (Figura 4). Este 6rgdo € composto por trés
camadas: esclera, Uvea e retina; e trés estruturas mais externas: cristalino,
cornea e pupila. A esclera é a camada mais externa e forma a “parte branca“
do olho. Essa camada consiste em uma capsula rigida de tecido conjuntivo

onde os musculos oculares extrinsecos se conectam, ajudando a definir o



globo ocular e a manter a cornea transparente. Geralmente, em aves, répteis e

7

peixes, é encontrada uma pequena placa de ossos chamada de ossiculos
esclerais, que tem como funcado manter a forma da esclera (Goldman, 2014).

I **.*» OLHO DE PEIXE

Cornea

Cristalino

........

Figura 4- Comparacao entre olho de mamifero e olho de peixe. A) Em mamiferos
existem musculos ciliar (em vermelho) responsaveis pelo movimento do cristalino,
fazendo com que ele se comprima ou se alongue verticalmente de acordo com a
necessidade luminosa. B) Em peixes, o cristalino apresenta um alto nivel de refracéo,
é redondo e ndo apresentam esse musculo, seu movimento é antero- posterior
(Adaptado de Bejarano-Escobar et al., 2014).

A segunda camada do olho € chamada de Uvea é composta por trés
partes: a coréide que é uma camada pigmentada altamente vascularizada, que
fornece suporte nutricional para o tecido ocular e impede que a luz que chega
até a retina, seja refletida; corpo ciliar que é um pequeno circulo de musculo
liso localizado no interior do globo ocular, responsavel por controlar a
acomodacéo visual e acoplar a pupila através de um ligamento suspensor; e a
iris, a parte pigmentada do olho, que controla a quantidade de luz que entra
através da pupila. Por fim, a terceira camada que encontra-se na regido mais

interna do olho é a retina, que tem como principal funcéo captacao de feixes de



luz e a transformacéo desta informac&o em impulsos elétricos transmitidos para

o cérebro através do nervo oOptico. (Kardong, 2014; Goldman, 2014) (Figura 5).

Sc
RPE
ONL
INL

GCL

OpN

CMZ

Figura 5- Esquema do olho de Zebrafish (Danio rerio), mostrando as principais
estruturas do olho de vertebrado. Cérnea (Co), Coroide (Cr), iris (Ir), Zona Marginal
Ciliar (CMZ2), Epitélio pigmentado da retina (RPE), Esclera (Sc), nervo 6tico (OpN),
camada de células ganglionares (GCL), camada nuclear interna (INL) e camada

nuclear externa (ONL).

A retina de vertebrados por sua vez, é composta por trés camadas
nucleadas, dentre elas a camada nuclear externa (ONL: outer nuclear layer),
camada nuclear interna (INL: inner nuclear layer) e camada de células
ganglionares (GCL: ganglion cell layer). Na camada nuclear externa sé&o
encontrados os fotorreceptores, sendo eles: cones (sensiveis a cores) e

bastonetes (sensiveis a luminosidade), que absorvem a luz através de



proteinas presentes na membrana plasmatica destas células chamadas
opsinas. Através das opsinas, as informacdes séo transmitidas por trés tipos de
interneurénios que residem na camada nuclear interna: células bipolares,
células amacrinas e células horizontais. Mais internamente a camada nuclear
externa, esta localizado o epitélio pigmentado da retina, responsavel pela
absorcao da luz e pela conexdo da mesma com os fotorreceptores. A camada
de células ganglionares recebe os impulsos e envia seus axdnios para o
cérebro através do nervo Optico, transferindo as informacdes visuais absorvidas
para o cérebro. Os axdnios das células ganglionares formam uma camada de
fibras nervosas (NFL: nerve fiber layer), as sinapses entre os fotorreceptores e
os interneurdnios formam a camada plexiforme externa (OPL: outer plexiform
layer), e as sinapses entre os interneurdnios e células ganglionares formam a
camada plexiforme interna (IPL: inner plexiform layer) (Bejarano-Escobar et al.,
2014; Goldman, 2014) (Figura 6).

I\
Epitélio Pigmentado

\Camada Nuclear Externa—

Camada Plexiforme Externa— "

' ' .
“ ) ’ y
l‘oli.'., TR 0"..:“"

-. > * .. s .. - » . *
Camada Nuclear Interna —— | % = . " #%ei,_ % )
/ » Ld .0 & @ e .' .
de ) 0% 2% e'gs
/ Camada Plexiforme Interna \
Camada de Célula Ganglion
I/ g a\ > .
2 . v

i——  Camada de Fibra Otica S

Figura 6- Esquema ilustrando a organizacdo das camadas da retina de vertebrados e
o tipo celular que compde cada camada A direita um corte da retina de peixe,
mostrando as camadas da retina. Cone (C), Bastonete (R), Célula bipolar (BC), Célula
horizontal (HC), Célula Amacrina (AC), Célula Miller (MC) e Célula ganglionar (GC)
(Adaptado de Bejarano-Escobar et al., 2014).
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Em peixes teledsteos, o desenvolvimento da retina é dividido em trés
periodos. No primeiro periodo a regido central do célice Optico é mais espessa
que a regido periférica, no entanto, ndo ha diferenciacédo celular na retina. O
segundo periodo € marcado pela formacédo das camadas na regido central da
retina, sendo a IPL mais visivel no centro da retina, além da IPL delimitar o
centro da retina e a CMZ. O terceiro e Uultimo periodo € marcado pelo
espessamento das camadas da retina do centro para a periferia (Alunni et al.,

2007).

O desenvolvimento da retina em truta (Salmo trutta fario), também é
dividido em trés periodos. O primeiro periodo caracterizado pela
desorganizacdo das camadas da retina, nesse estdgio ainda ndo ha nenhuma
diferenciacdo das regibes. O segundo periodo € marcado pela formacao
progressiva das camadas, sendo que a IPL se torna visivel e seu final define o
limite da regido central e da CMZ. A ONL torna-se claramente distinguivel na
regido central da retina. Esse periodo termina quando a OPL se torna visivel. O
terceiro e ultimo periodo é marcado pelo espessamento das camadas da retina
da regido central para a periférica (Candal et al., 2005).

Ferreiro-Galve e colaboradores (2009) descreveram a morfogénese da
retina neural embrionéaria de duas espécies de tubardo (Scyliorhinus canicula e
Haploblepharus fuscus) também em trés periodos de desenvolvimento. No
primeiro periodo ocorre o surgimento neuroepitelial da retina, organizacéo das
células radiais em colunas e ndo ha qualquer diferenciacdo regional das
camadas da retina (Figura 7, A). No segundo periodo do desenvolvimento
ocorre o surgimento da regido central da retina, onde IPL se distingue entre a
GCL e a INL, também ocorre o surgimento da fibra optica e a camada OPL
torna-se visivel entre a ONL e INL. Com as camadas da retina ja formadas,
elas definem a zona marginal ciliar (CMZ). A zona de transi¢do é definida entre
a CMZ e a area de camadas central da retina (Figura 7, B). Durante o terceiro e
ultimo periodo as camadas da retina se estendem da regido central da retina
para a periferia. As camadas OPL e IPL sdo mais facilmente observadas,
exceto na regido temporoventral onde apenas as camadas GCL, IPL e INL, sé@o

distinguiveis (Figura 7, C e D). Os autores compararam a retina neural de
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tubardes juvenis e adultos, e observaram que a retina aumenta em superficie e

diminui em espessura, sendo bastante evidente na INL.

Figura 7- Microscopia eletrénica mostrando os trés periodos de desenvolvimento
embrionério da retina de Scyliorhinus canicula. Em A, B e C, a esclera esta na parte
superior; em D, a esclera estd na parte inferior da imagem. A) Primeiro periodo de
desenvolvimento, sendo caracterizada pelo alto nivel de proliferacdo celular; B)
Segundo periodo de desenvolvimento, ilustrando a organizacdo das camadas, exceto
na regido temporoventral. Setas em B indicam a OPL primordial na retina central do
estagio embrionario 32; C-D) Terceiro periodo de desenvolvimento da retina
(Adaptado de Ferreiro-Galve et al., 2009).
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A retina de peixes e anfibios é constituida por uma regido conhecida
como Zona Marginal Ciliar (CMZ), essa regido contém células multipotentes
com capacidade proliferativa, capazes de produzir todos os tipos de células da
retina, além de permitir o crescimento continuo da retina ao longo da vida do
animal, diferentemente da retina de mamiferos (Alunni et al., 2007).
Marcadores moleculares como Histona H3 fosforilada (HH3) sdo comumente
utilizados para identificar as fontes de células proliferativas na retina.

1.4. Desenvolvimento do Neurocranio de peixes teledsteos

O desenvolvimento do neurocrénio € um parametro utilizado h& anos
para auxiliar na identificacdo de espécies de peixes. Estudos comparativos
entre grupos relacionados podem ajudar no entendimento da ontogenia e
evolucdo de peixes, além de auxiliar no entendimento de
modificacdes/adaptacbes 6sseas que ocorreram nos grupos (Kuratani & Ota,
2008).

O neurocranio de peixes teleésteos é basicamente dividido em quatro
regides: regido olfativa, regido orbital, regido o6tica e regido occiptal. A regido
olfativa é composta pelos ossos mesentimaoide, etimdide lateral, vbmer e nasal..
A regido otica é formada pelos ossos pré-6tico, esfénotico, parietal, intercalar,
pterético e epoccipital. JA a regido occiptal, sendo formada pelos 0ssos
basioccipital, exoccipital e supra-occipital. Por ultimo A regido orbital é
constituida pelos ossos paraesfendide, osso frontal, pteroesfendide e 6érbito-
esfendide. Esta sequénciade ossificagdo, geralmente, segue a ordem

cronoldgica supracitada (Mattox et al., 2014) (Figura 8).

A caixa craniana por sua vez sofre modifica¢gdes de acordo com o habitat
de cada grupo, o desenvolvimento do osso frontal por exemplo, em S.
brasiliensis ocorre antero-posterior ao longo da Taenia marginalis, abrangendo
a regido dorsal do neurocranio para a cavidade orbital, através do etiméide
lateral. Com relacdo ao orbito-esfendide, ele € um 0sso par, que surge pela

primeira vez ao longo da regido ventral de Taenia marginalis anterior para a
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barra epifiseal e se expande ao longo da regido ventral de Taenia marginalis
(Mattox et al., 2014).

Figura 8- Neurocranio de Salminus brasiliensis. a) Vista dorsal; b) vista lateral; c) vista
ventral. Basioccipital-Boc; Epiotico-Epo; Exoccipital-Exoc.; Frontal-Fro; Intercalar-Int;
Etimodio lateral-LEt;Mesentimédio-Mes; Orbito-esfendide-Osph; Parietal-Par; Pro-
Otico-Pro; Paraesfendide-Psph; Pterético-Pto; Pteroesfendide-Ptsph; Supra-occipital-

Soc; Esfendtico-Sph; Vorme-Vom. Escala 10 mm (Adaptado de Mattox et al., 2014).

Para o entendimento dos mecanismos que governam as modificacfes
Osseas e oculares da espécies Anableps anableps é necessario um estudo
detalhado dos estagios larvais e desenvolvimento ocular. Os resultados aqui
obtidos ajudarédo o entendimento das modificagdes oculares que ocorreram
neste género, permitindo assim, que o A. anableps seja utilizado como

organismo modelo para o estudo de inovacdes morfoldgicas.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Realizar caracterizacdo ontogenética e descricdo morfologica e

molecular da retina durante o desenvolvimento ocular do peixe de quatro olhos

Anableps anableps.

2.2.

Objetivos Especificos

I- Descrever os estagios larvais de A. anableps, utilizando parametros
morfométricos estabelecidos anteriormente para peixes;

II- Descrever o desenvolvimento do neurocranio através da técnica de
diafanizacao;

- Descrever o desenvolvimento morfolégico da retina ao longo do
desenvolvimento através da técnica de H&E

IV- Identificar o padrdo de proliferacdo celular na retina ao longo do
desenvolvimento ocular através do marcador de proliferacéo celular
HHS;

V- Caracterizar as retinas ventral e dorsal ao longo do desenvolvimento
ocular através de marcadores moleculares para as camadas da

retina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coletade material

Para todos os procedimentos deste trabalho foram coletadas apenas
fémeas gravidas de Anableps anableps em oito expedicdes realizadas entre
Outubro de 2013 e Setembro de 2014 no furo da Ostra, Municipio de Braganca,
Pard, Brasil (00°53'28” S, 46°39'22” W). Os peixes foram coletados com auxilio
de redes de arrasto com 4 centimetros entre n0s opostos, e posteriormente
anestesiados com eugenol (6leo de cravo), dissolvido em agua destilada na

concentracdo de 1:1200.

A obtencdo de larvas para a morfometria ocorreu por meio de corte
sagital ventral e posterior remocdo dos ovarios. As larvas obtidos foram
lavadas em 1x PBS (tampao fosfato-salina) e fixadas em paraformaldeido 4%
(PFA) diluido em 1x PBS overnight a 4°C. Em seguida, as larvas foram
desidratadas em lavagens graduais de metanol (100% PBS 2x, 75% PBS/25%
Metanol, 50% PBS/50% Metanol, 25% PBS/ 75% Metanol e 100% Metanol 2x)
de 10 minutos cada para posterior armazenamento a -20°C para conservacao

das estruturas teciduais.

Amostras de olhos para histologia e imunofluorescéncia foram
removidas e congeladas imediatamente em Tissue-tek OCT, Sakura (optimal
cutting temperature compound) criosseccionadas em Criostato (Leica CM1850)
a 20pm em laminas Colorfrost Plus® e fixadas em PFA 3% por 5 minutos,
lavadas em PBS 0.01M, desidratadas gradualmente em etanol (70%, 95% e
100%) por 2 minutos, e armazenadas em freezer -80°C (Shan-Rong Shi et al.,
2008).

3.2. Morfometria

As larvas foram classificados em estagios de desenvolvimento ocular
seguindo parametros morfométricos quantitativos: (1) divisdo ocular, (2)
comprimento total, (3) diametro do olho, (4) perimetro do olho e (5) distancia
interocular. Caracteres adicionais qualitativos como tamanho do vitelo, e

padrdes de pigmentacao do corpo também foram analisados para a delimitacao
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dos estagios (Pereira et al., 2006; Oliveira et al., 2011). Para as medic0es,
foram utilizadas lupa microscopica (NIKON, SMZ1000), réguas e auxilio do
programa Motic Images Plus 2.0. As fotografias das larvas foram realizadas

com a camera DMC-FZ150 Panasonic e Motic 5.0.

3.3. Diafanizacéao

Trés exemplares de cada estagio de A. anableps foram diafanizados
seguindo processo de clareamento e de dupla coloracdo adaptado de Taylor &
Van Dyke (1985). As larvas foram fixados em paraformaldeido (PFA) 4% por
24h. Apds a fixagdo foram desidratados em lavagens graduais de PBS/Metanol
por 10 min em cada. Em seguida, a cartilagem foi corada com Alcian Blue 8GX
por 24h. ApOs estd etapa, as amostras passaram por um processo de
neutralizacdo em solucdo de borato de sodio por 48h. Posteriormente, as
amostras passaram por um procedimento de clareamento em solucdo de
peréxido de hidrogénio 10%/solucdo de hidréxido de potdssio 0.5% por 30
minutos. Apd6s o clareamento, as amostras passaram por um processo de
limpeza utilizando a enzima tripsina diluida em borato de sodio 30% por 12h,
que degrada toda a proteina do corpo do animal. Em seguida, passaram pela
solucdo de Alizarin red por 24h, cujo objetivo é corar tecido ésseo. Depois
foram lavadas com agua destilada e colocadas novamente em tripsina por 12h.
Para finalizar a técnica e estocar as amostras, elas passaram por trés lavagens
em glicerol/KOH 0.5%: 1) Glicerol 40% + KOH 0.5%- 60%; 2) Glicerol 70% +
KOH 0.5%- 30%; 3) Glicerol 100%. As espécimes foram fotografadas com a
camera DMC-FZ150 da Panasonic.

A nomenclatura osteolégica em portugués foi realizada de acordo com
Castro & Castro (1987).
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3.4. Coloracdo com Hematoxilina e Eosina

Para coloracdo com Hematoxilina e Eosina foi utilizado protocolo padréao
(Kiernan, 2008).

Para a montagem das laminulas foi utilizado o reagente Cytoseal 60 e
laminulas (Fisherfinest Premium®). As amostras foram fotografadas utilizando
microscopio Nikon - Eclipse Ci, com o auxilio do programa Motic Images Plus
2.0.

3.5. Imunofluorescéncia

Foi utilizado 1XPBS/5% de soro normal de cabra/0.3% de Triton® X-100
para preparar o tampéao de bloqueio e; 1XPBS/1%BSA/0.3% de Triton® X-100
para preparar o tampao de diluicdo dos anticorpos. As laminas foram retiradas
do freezer -80°C e deixadas a temperatura ambiente por 15 minutos; em
seguida foram imersas trés vezes em 1XPBS por cinco minutos cada; depois
foram incubadas em tampéo de bloqueio por 60 minutos, e depois incubadas
em anticorpo primario diluido em tampéao de diluicdo do anticorpo (Tabela 1), e
deixadas durante a noite em 4°C. No dia seguinte foram imersas trés vezes em
1XPBS por cinco minutos cada, depois foram incubadas em anticorpo
secundario, conjugado com o fluoréforo verde (fluoresceina isocianetada —
FITC), diluido em tampédo de diluicdo do anticorpo, por 1-2 horas. Apés a
incubacao, adicionou-se um meio de montagem com DAPI (Fluoroshield™ com
DAPI - sigma F6057), As laminas foram fotografadas em microscépio Nikon —
Eclipse 80i utilizando camera NIKON- DS Ril, com o auxilio do programa NIS

elements.

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados nas imunofluorescéncias, N°. de catalogo e

concentracao utilizada.

Anticorpo Empresa/niamero de catalago Concentracéo
Histona fosforilada H3 (HH3) Abcam Cat. No. ab5176 1:100
Rodopsina (Rod) Milipore Cat. No. MABN15 1:500

Opsina Verde/vermelha (Opsina) Milipore Cat. No. AB5405 1:100




4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao dos estagios de Anableps anableps

Foram capturadas 118 espécimes no municipio de Bragangca — Para

(Figura 9), dos quais obteve-se 826 larvas (Tabela 2).

-0.5

-1.5

S0km
|

Figura 9- Mapa da costa Norte do Estado do Para (00°53'28” S, 46°39'22” W). O ponto

-47.2

-46.2

indica o local de coletas dos espécimes de Anableps anableps.

Tabela 2- Identificagédo do estagio larval por niumero de fémeas.

Estagio Larval Fémeas (n) Larvas (n)
1 12 83
2 14 133
3 32 241
4 26 186
5 22 115
6 12 68
Total 118 826
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Através da andlise morfométrica e morfolégica das larvas de A.

anableps, foi possivel identificar seis estagios de desenvolvimento (Figura 10).

Vale ressaltar que a classificacdo dos estagios teve énfase no desenvolvimento

ocular. Foram entdo definidos seis estagios, numerados de 1 a 6 (Tabelas 3,
Figura 11).

_____

Figura 10- Demonstracdo de como foram medidos os parametros morfométricos

guantitativos para classificacdo das larvas. A) Comprimento total (linha tracejada); B)

Perimetro ocular (linha tracejada) e diametro ocular (seta de ponta dupla); C) Distancia

interorbital (seta de ponta dupla).

Tabela 3- Identificacdo dos estagios larvais. Valores minimo, maximo, média e desvio

padrdo sdo apresentados respectivamente. As medidas estdo representadas em

milimetros (mm). O nimero amostral para cada estagio foi de 10 exemplares (N = 10).

Estagios

Comprimento total (mm) Didmetro ocular(mm)

Perimetro do olho (mm) Distancia interorbital (mm)

1
2
3
4
5
6

4,50-7,50 (5,84 +0,79)  0,29-0,52 (0,38 + 0,05)
8,41-11,40 (9,53 £ 0,85)  0,44-0,78 (0,61 + 0,08)
19,00-24,00 (21,90 + 1,57) 1,33-1,50 (1,40 + 0,04)
27,00-38,66 (35,77 +3,90) 2,04-2,22 (2,10 + 0,05)
39,85-47,68 (43,96 + 2,34) 2,24-2,41 (2,34 % 0,05)
61,00-65,01 (62,75 + 1,25) 2,61-3,23 (3,07 £ 0,18)

0,93-1,34 (1,13 £ 0,10)
1,46-2,34 (1,83 + 0,23)
4,20-4,67 (4,44 £ 0,17)
6,16-6,85 (6,50 + 0,22)
6,79-7,80 (7,32 + 0,32)
8,42-10,13 (9,64 + 0,51)

0,49-0,85 (0,74 + 0,11)
1,04-1,78 (1,56 + 0,26)
3,37-4,02 (3,79 + 0,18)
4,53-5,73 (5,39 + 0,35)
5,44-6,67 (6,18 + 0,36)
5,69-8,59 (7,86 + 1,10)
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Com relacdo aos parametros qualitativas, o0s estagios de
desenvolvimento ocular de A. anableps podem ser caracterizados do seguinte

modo:

Estagio 1 — Olho com pigmentacdo, auséncia de divisdo das estruturas
oculares. Presenca de pontos de pigmentacdo apenas na regido dorsal da

cabeca. Presenca de vitelo (Figura 11 - A e B).

Estagio 2 — Olhos com pigmentacdo, auséncia de divisdo das estruturas
oculares. Aumento da pigmentacéo na regido dorsal da cabeca. Presenca de
vitelo com estruturas de absorcao (Figura 11 - C e D; Figura 12 — B e C).

Estagio 3 - Inicio da divisdo de cdrneas e pupilas. Intensificacdo da
pigmentacdo na regido mediana do olho. Inicio da ossificacdo do osso frontal.
Inicio da formacdo da faixa mediana dorsal. Pigmentacdo dispersa nos
flancos. Presenca de vitelo com estruturas de absorgao. (Figura 11 - E e F;
Figura 12 — A, B e C).

Estagio 4 — Cdorneas e pupilas ainda em diviséo. Inicio do desenvolvimento da
expansao dorsolateral do osso frontal. Corpo bastante pigmentado, com inicio
de pigmentacdo nas nadadeiras anteriores. Faixa mediana dorsal e faixas
laterais mais delimitada. Presenca de vitelo com estruturas de absorcgao.
(Figura 1l - GeH; Figura12-Be C).

Estagio 5 — Corneas e pupilas ainda em divisdo. Aumento da intensificacdo da
pigmentacdo mediana do olho. Expansdo dorsolateral do osso frontal
ultrapassa o perfil dorsal da cabeca. Faixa mediana dorsal e faixas laterais

evidentes. Vitelo (Figura 11 - 1 e J; Figura 12 -B e C).

Estagio 6 - Codrneas e pupilas quase ou completamente divididas, com
presenca de faixa pigmentada na regido mediana do olho. Padrdo de
pigmentacdo semelhante ao do individuo adulto. Vitelo pouco visivel ou

ausente (Figura 11; Ke L).
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L

Figura 11- Estagios larvais de A. anableps. Representantes dos estagios larvais 1, 2,

3,4,5,e6,emA, C, E, G, | e K, respectivamente. Figuras a direita sdo ampliagbes da
regido ocular dos individuos a esquerda. Escala: A, C, E, G, | e K (5 mm); B (0,5 mm,
aprox. 6); D (0,5 mm, aprox. 10); F (0,5mm, aprox. 4); H e J (0,5 mm, aprox. 3); L (0,5

mm, aprox. 2).
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4.2. Analise osteologica do neurocranio de Anableps anableps

A caracteristica osteoldgica mais distinta no neurocranio de Anableps foi
o desenvolvimento da expansao dorsolateral do osso frontal, formando uma
cobertura medial 6ssea para a 6rbita, sendo esta, desenvolvida para fora do
perfil dorsal da cabeca. Além disso, observou-se o aparecimento do septo

interorbital cartilaginoso.

N&o ha sinais de ossificacdo no neurocranio em larvas do estagio 1 e em
larvas do estagio 2 (Figura, 12 e 13, A) As primeiras ossificacbes no
neurocranio aparecem no estagio 3, quando os 0ssos frontais aparecem pela
primeira vez, como uma tala fina de osso ao longo da margem medial do taenia
marginalis anterioris (Figura 12 e 13, B) . De modo geral, o neurocranio ainda é

pouco desenvolvido.

No estagio 4, o osso frontal ja esta mais desenvolvido, uma aba
membranosa de tecido mole comeca a desenvolver-se dorsolateralmente sobre
o olho, a partir da regido de desenvolvimento do etmoide lateral para a ponta
do processo do esfendtico. Em vista lateral, estd aba ultrapassa o perfil dorsal

do neurocranio, seguindo a forma do olho (Figura 12 e 13, C).

No estagio 5, a aba dorsolateral de tecido cartilaginoso continua a
crescer no sentido medial ao olho, seguida e igual & expanséo dorsolateral do
osso frontal, ambas as estruturas ultrapassam o perfil dorsal da cabeca (Figura
12 e 13, D).

Além da expansdo dorsolateral do osso frontal que cobre o olho
dorsalmente, um septo inter-orbital cartilaginoso divide parte do espaco entre

as cavidades orbitais contralateralmente.

Em individuo adulto da de A. anableps, o osso frontal ja esta
completamente ossificado e expandido, e o septo inter-orbital também esta

completamente ossificado (Figura 14, A e B).
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Figura 12- Vista dorsal do neurocranio diafanizado durante o desenvolvimento ocular
de A. anableps. A) Larva no estagio 2, sem ossificacdo do neurocranio; B) Inicio da
ossificagcdo do neurocréanio, larva no estagio 3; C) Inicio da expanséo do osso frontal,
estagio 4; D) Larva no estagio 5, osso frontal mais ossificado. Em C e D, as setas
indicam a expansao dorsolateral do osso frontal. Boc — basioccipital; EpBar — Barra
epifisial; Epo — epidtico; EpoPr — Processo epittico; EthPla — Placa etmoico; Exoc —
exoccipital; Fro — frontal; IntSp — septo inter-orbital; LamOrb — lamina orbitonasalis; LEt
— Etimoide lateral; MFI — aba mebranosa; OtCap — Capsula 6tica; Par — parietal; Pro —
pré-otico; Pto — pterético; Psph — paresfendide; Soc — supra-occipital; Sph —
esfendtico; TM — taenia marginalis; TrCom — trabecula communis; Vom — vémer.

Escala de 1mm.
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EthPla Psph Pro

Sph

IntSp Psph

Figura 13- Vista lateral do neurocranio diafanizado durante o desenvolvimento ocular
de A. anableps. A) Larva no estagio 2, sem ossificacdo do neurocranio; B) Inicio da
ossificacdo do neurocréanio, larva no estagio 3; C) Inicio da expanséo do osso frontal,
estagio 4; D) Larva no Estagio 5, osso frontal mais ossificado. As setas mostram a
expanséo dorsolateral do osso frontal, em C e D. Boc — basioccipital; EpBar — Barra
epifisial; Epo — epiético; EthPla — Placa etmdico; Exoc — exoccipital; Fro — frontal; IntSp
— Septo inter-orbital; LamOrb — lamina orbitonasalis; LEt — Etiméide lateral; MFI — aba
menbranosa; OtCap — Capsula 6tica; Par — parietal; Pro — prootic; Pro — pro-6tico; Pto
— pterdtico; Psph — paresfendide; Soc — supra-occipital; Sph — esfenético; TM — taenia

marginalis; TrCom — trabecula communis. Escala de 1mm.
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Figura 14- Diafanizagdo do neurocranio de individuo adulto de A. anableps. A) Vista
dorsal do neurocranio; B) Vista laretal do neurocranio. As setas mostram a expansao
dorsolateral do osso frontal. Boc — basioccipital; EpBar — Barra epifisial; Epo —
epidtico; EthPla — Placa etmodico; Exoc — exoccipital; Fro — frontal; IntSp — Septo inter-
orbital; LamOrb — lamina orbitonasalis; LEt — Etimoide lateral; MFI — aba menbranosa;
OtCap — Capsula otica; Par — parietal; Pro — prootic; Pro — pro-6tico; Pto — pterético;
Psph — paresfenodide; Soc — supra-occipital; Sph — esfenotico; TM — taenia marginalis;

TrCom - trabecula communis. Escala de 5mm.

4.3. Caracterizacao da retina de larvas de A. anableps através da

coloragcdo com Hematoxilina e Eosina

A caracterizacdo da retina durante os estagios larvais de Anableps
anableps foi feita em cinco estagios larvais: estagio 2, estagio 3, estagio 4,
estagio 5 e estagio 6. Nao havendo diferencas morfolégicas evidente entre os

estagios 1 e 2.

No estagio 2, a retina apresenta as camadas celulares em processo de
laminacdo. Ndo sendo O6bvia a discriminacao entre as camadas celulares.
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Neste estagio, ndo existe diferenca de espessura entre as cOrneas dorsal e

ventral, a coroide ventral também néo foi detectada (Figura 15, A).

No estagio 3 ja € possivel observar as camadas da retina e distinguir
entre os diferentes tipos celulares. E possivel observar uma maior densidade
de células tanto na camada nuclear externa ventral (ONL - outer nuclear layer),
qguanto na camada nuclear interna ventral (INL — inner nuclear layer) quando
comparadas as porc¢des dorsais de ambas camadas. N&ao foi possivel identificar
a camada plexiforme externa (OPL — outer plexiform layer), e os segmentos
externo e interno. N&o observamos diferencas entre a cérnea dorsal e a

ventral, no entanto, a coroide ja esta desenvolvida (Figura 15, B).

No estagio 4, as camadas da retina estdo mais organizadas. As
camadas ONL e INL ventrais ainda apresentam maior densidade de células
guando comparadas com as por¢cdes dorsais. A OPL e 0s segmentos externos
e internos ja séo visiveis. Neste estagio, também foi possivel observar que a
cornea dorsal é mais espessa quando comparada com a coérnea ventral e a

coroide esta mais desenvolvida (Figura 15, C).

7

No estagio 5, ainda é possivel observar que as camadas estdo se
organizando, sendo possivel observar as trés camadas nucleares (ONL, INL e
GCL). Também é possivel observar uma camada de NFL, as camadas OPL,
IPL e a camada de células ganglionares. Neste estagio, a cornea esta mais
espessa que nos estagio anterior, e a diferenca da espessura das porcoes

dorsal e ventral sdo mais visiveis (Figura 15, D).

No estagio 6, as camadas da retina estdo bem organizadas. As porgdes
dorsais e ventrais das camadas nucleares interna e externa ainda apresentam
diferenca de densidade celular. A camada de células ganglionares esta bem
definida. Nesse estagio, também € possivel observar a camada NFL e as OPL
e IPL, bem definidas. Também é possivel observar que a cérnea dorsal é bem
mais espessa que a cérnea ventral, e a coroide esta desenvolvida, formando

um bolsa atras do epitélio pigmentado da retina ventral (Figura 15, E).
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Figura 15- Caracterizacéo da retina de cinco estagios de desenvolvimento larvais em
A. anableps através de cortes histolégicos transversais dos olhos que foram corados
com Hematoxilina e Eosina. A) Estagio 2; B) Estagio 3; C) Estagio 4; D) Estagio 5; E)
Estagio 6. As caixas pontilhadas indicam as aproximacfes das retina dorsal (F) e
ventral (G). Cortes realizados a 20 um e escala das fotos de 0,2 mm, e aumento 20x.
Epitélio pigmentado da retina- RPE; Segmento interno- IS; Segmento externo- OS;
Camada Nuclear Externa- ONL; Camada Plexiforme Externa- OPL; Camada Nuclear
Interna- IPL; Camada Plexiforme Interna- IPL; Camada de Células Ganglionares- GCL;
Cordide- Cr.
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4.4. Proliferacao celular naretina de Anableps anableps

Para analisar o padrdao de proliferacdo celular durante o
desenvolvimento ocular de Anableps anableps, utilizamos a técnica de
imunofluorescéncia com anticorpo anti histona H3 fosforilada (HH3) em cortes
transversais histologicos do olho de A. anableps em trés estagios do
desenvolvimento, 2, 3 e 4 (Figura 16). Em verde é possivel observar os nichos

de células proliferativas e em azul, DAPI, marcando os nucleos.

Nos estagios 2 e 3 foi possivel observar nichos de proliferacéo celular na
zona marginal ciliar (CMZ) da retina (caixa descontinua) (Figura 16, A, A’, A”,
B, B’ eB”).

No estagio 4 a intensidade da marcacdo da HH3 é menor, A ampliacédo
da imagem indicada pelas setas brancas mostram algumas células marcadas

com o anticorpo (Figura 16, C, C' e C”).
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Figura 16- Imunofluorescéncia para o anticorpo Anti-Histona Fosforilada HH3 (S10).
Corte transversal do olho de trés estagios de desenvolvimento larval de Anableps
anableps. As setas indicam a marcacdo do anticorpo. Cortes realizados a 20 um,

escala 0,5 mm e aumento10x.
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4.5. Caracterizacdo da retina através de marcadores moleculares

A analise morfologica dos olhos apontou para diferencas entre as retinas
dorsal e ventral da espécie A. anableps. Para melhor visualizar esta diferenca,
utiizamos marcadores moleculares (em vermelho) no estagio 6 de
desenvolvimento, onde ja se observa duplicagdo das corneas e pupilas. Foram
utilizados os marcadores celulares rodopsina E opsina verde/vermelho (Tabela
4). A figura 17 mostra a morfologia dos olhos através da técnica de H&E
(Figura 16 A e B).

Tabela 4- Anticorpos primarios utilizados nas imunofluorescéncias e tipo de
marcacao celular

Anticorpo primario: Tipo celular:
Rodopsina (Rod) Bastonete
Opsina Verde/Vermelho (Opsina) Cones L/M

A expressao da proteina rodopsina (Figura 17, B, E) e da proteina
opsinas verde/vermelho (Figura 17, C e F) foi semelhante ao longo da retina.
Esta marcacado foi observado nos segmentos interno e externo tanto na retina

dorsal, quanto na retina ventral.
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RHODOPSIN

\4

Retina dorsal

RHODOPSIN

v

Retina ventral

Figura 17- Caracterizacdo da retina de A. anableps em larvas no sexto estagio do
desenvolvimento. Coloracdo com Hematoxilina e Eosina (A e D) Imunofluorescéncia
utilizando anticorpos: Rodopsina (B e E); Opsinas verde/vermelho (C e F); e DAPI

(azul). Corte transversal do olho realizados a 20 um e aumento 40x.
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5. DISCUSSAO

O estudo ontogenético e molecular do desenvolvimento ocular
desvendou algumas diferencas morfologicas nos olhos de Anableps anableps.
A caracterizacdo de seis estagios larvais com base no desenvolvimento dos
olhos possibilitou que nossas analises fossem realizadas em estégios criticos
para o entendimento da duplicacdo da cOrnea e da pupila desta espécie e
modificacdo da morfologia dos olhos. A descricdo de estagios larvais da
espécie A. anableps ja havia sido reportada por Oliveira et al., em 2011 e
Cavalcante et al.,, em 2012. Nestes trabalhos os autores utilizaram parametros
morfométricos distintos dos adotados no presente trabalho. Nos trabalhos
mencionados acima o0s autores classificaram 5 e 7 estagios de

desenvolvimento larval da espéce A. anableps respectivamente.

A morfologia do olho das espécies do género Anableps com uma divisédo
transversal da pupila € reconhecido como uma caracteristica notavel deste
género (por exemplo, Regan, 1911; Gregory, 1933; Miller, 1979) e a expansao
dorsolateral do osso frontal, que acomoda o olho foi interpretado como um
autapomorfia do género por Parenti (1981) e Ghedotti (1998). Nesta pesquisa
descrevemos brevemente o desenvolvimento desta expansdo que comeca um
pouco depois do osso frontal surgir pela primeira vez no estagio 3 e
rapidamente cresce dorso-lateralmente para acompanhar o desenvolvimento
dorsal da oOrbita. E também importante notar que o inicio da expans&o
dorsolateral do osso frontal coincide em desenvolvimento, com o inicio da
divisdo transversal da pupila (por exemplo, estagio 3), sugerindo que estes dois

acontecimentos estao ligados a um processo ontogenético.
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A caracterizacdo do desenvolvimento da retina de Anableps anableps é
similar ao desenvolvimento da retina de peixes teledsteos (Alunni et al., 2007;
Candal et al., 2005) e cartilaginosos (Ferreiro-Galve et al., 2009). No entanto,
encontrou-se uma caracteristica ndo reportada em estudos anteriores. As
camadas ONL e INL ventrais apresentam maior densidade de células quando
comparadas as camadas ONL e INL dorsais. Essa diferenciacdo morfologica
surge no estagio 3 de desenvolvimento larval, periodo em que a divisdo da
cOrnea e da pupila se iniciam. Isto pode estar ligado a diferenciagéo funcional
da retina, como reportado por Owens e colaboradores (2012) em individuos
adultos de A. anableps, e possivelmente esta ligado ao tipo de informacao

externa recebida pelos olhos, vinda simultaneamente do ar e da agua.

Diferentemente de mamiferos, os olhos de peixes crescem
continuamente ao longo da vida e podem regenerar quando lesionados
(Otteson and Hitchcock 2003). Estudos em zebrafish mostram que novas
células receptoras surgem a partir de duas principais fontes, a CMZ e as célula
de Miuller da glia na camada nuclear interna. Em A. anableps, o padréo de
proliferacdo celular nos estagios larvais de desenvolvimento foi visualizado
unicamente na CMZ em trés estagios de desenvolvimento (estagio 2, 3 e 4), no
estagio 2, a intensidade da marcacdo do anticorpo HH3 indica maior atividade
proliferativa das células da CMZ, esta atividade foi observada em menor
intensidade nos estagios 3 e 4. Estes resultados sugerem que nestes estagios
a retina ja estéa formada e a diminuicédo da proliferacdo pode ter sido substituida

pela diferenciacdo das células que irdo compor as camadas da retina.

Dados obtidos utilizando marcadores moleculares irdo auxiliar na

quantificacdo da diferenca de densidade celular entre as retinas ventral e
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dorsal, apesar da expressédo destas proteinas ter sido observada ao longo da
retina, diferengas de intensidade indicam que existe maior numero de células

presentes na camada ganglionar da retina ventral.

Neste trabalho, fizemos a caracterizacdo dos estagios larvais de A.
anableps com base no desenvolvimento ocular, as analises comparativas das
diferentes por¢fes da retina utilizando histologia, e anélise de expressédo de
proteinas indicam diferencas de densidade de células e expressdo génica
diferenciada na camada de células ganglionares. A analise osteoldgica através
da diafanizacdo aponta para uma autapomorfia do género que ja € observada
nas larvas da espécie. Estes resultados irdo ajudar a elucidar a base genética

das mudancas morfolégicas presentes neste género.
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6. CONCLUSOES

Na primeira etapa deste trabalho foi possivel realizar a descricao
ontogenética de seis estagios larvais para A. anableps através de parametros
morfométricos quantitativos e qualitativos, com énfase no desenvolvimento

ocular.

Em seguida, a sincronizacdo da expansao dorsolateral do osso frontal
ao longo de desenvolvimento ocular, estd sendo descrita pela primeira vez
nestes peixes, constituindo portanto, uma autapomorfia do género. Vale
ressaltar que a expansdo do osso frontal tem inicio no estagio 3 do

desenvolvimento larval quando também ha inicio da divisdo da cornea e da

pupila.

Também foi identificado o aparecimento de um septo interorbital

cartilaginoso ndo descrito em outros peixes até o momento.

A descricdo do desenvolvimento da retina mostrou diferenca na
densidade das camadas entre as porcdes dorsal e ventral da mesma. Esta
comeca a ser mais evidente a partir do estagio 3, quando também hé o inicio

da divisdo das estruturas.

Por fim, a presenca da proteina HH3 fosforilada nas CMZs, mostrou que
o desenvolvimento da retina em larvas de A. anableps € similar ao ja descrito
para outros peixes. Estes resultados terdo grande impacto no campo de
desenvolvimento ocular, podendo revelar a base molecular por tras da divisdo
das estruturas oculares em A. anableps. Com isso acreditamos ter em méaos as
condi¢cbes ideais para transformar o A. anableps em um organismo-modelo

regional para estudos de Biologia do Desenvolvimento e Evolucéo.

Esta pesquisa foi realizada sob licenca do Ministério do Meio Ambiente
(MMA) 12773-1 e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Para (UFPa).
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