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RESUMO
Introducdo: O sistema visual de roedores da Amazonia da subordem Hystrichomorpha
foi largamente descrito, mas pouco se sabe a respeito da topografia de células
ganglionares alfa, as quais apresentam funcdo no processamento da visao de estimulos
em movimento. Os roedores cutia (Dasyprocta aguti), paca (Cuniculus paca) e capivara
(Hydrochoerus hydrochaeris) sdo trés diferentes espécies de Hystrichomorpha que
apresentam ciclo circadiano e estilo de vida diferente. Objetivos: Quantificar a
densidade das células ganglionares alfa e analisar o tamanho do corpo celular de acordo
com a excentricidade na retina de cutia, paca e capivara. Métodos: Foram utilizadas trés
retinas de cutia, de paca e de capivara provenientes da colecdo histoldgica de retinas do
Laboratorio de Neurofisiologia Eduardo Oswaldo Cruz da UFPA. Para a obtencdo das
retinas, os animais foram anestesiados e sacrificados conforme as normas vigentes na
época da coleta. As laminas da colecdo foram coradas pelo método de Nissl e foi
realizada a contagem direta ao microscopio Optico Zeiss. Analisou-se a densidade de
células ganglionares do tipo alfa-like em diferentes excentricidades da retina, como na
faixa visual, area centralis, regides dorsal e ventral. Resultado: Analisando a totalidade
da retina, a densidade média das células ganglionares alfa-like da cutia foi de 94,7+5,05
células/um2 , da paca foi de 28,7+£2,03 células/um2 e da capivara foi de 101,03+£24,42
células/um2. Foi observada a presenca de areas com alta densidade de células
ganglionares alfa na regido temporal da retina dos trés roedores, sendo que a cutia foi a
espécie que apresentou a especializagdo mais acentuada desse tipo de ceélulas
ganglionares. A area do corpo celular das células ganglionares alfa que apresentou
maior frequéncia na retina da cutia foi o de 200 um?, na retina da paca foi de 300 a 600

pum? e na capivara foi de 300 a 500 um2. Conclusdo: Conclui-se que ha uma relagdo



entre a ecologia das espécies e densidade de células ganglionares alfa da retina dos
grandes roedores brasileiros, de forma que os que apresentam habitos diurnos
apresentam retinas com maior numero dessas células e com maior especializacdo na

regido temporal.

Palavras-chave: Grandes roedores brasileiros, cutia, paca, capivara, sistema visual,

retina e células ganglionares alfa.



ABSTRACT
Introduction: The visual system of Amazonian rodents of the suborder Hystrichomorpha
has been widely described, but little is known about the topography of alpha ganglion
cells, which play a role in processing the vision of moving stimuli. Agouti (Dasyprocta
aguti), paca (Cuniculus paca) and capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) rodents are
three different species of Hystrichomorpha that have a different circadian cycle and
lifestyle. Objectives: To quantify alpha ganglion cell density and analyze cell body size
according to eccentricity in the retina of agouti, paca and capybara. Methods: Three
agouti, paca and capybara retinas from the pre-existing retinal collection at the Eduardo
Oswaldo Cruz Laboratory of Neurophysiology at UFPA were used. Retinal collection
were stained by the Nissl corpuscle staining method and direct counting was performed
under a Zeiss optical microscope. The density of alpha-like ganglion cells was analyzed
in different retinal eccentricities, such as in the visual range, area centralis, dorsal and
ventral regions. Result: Analyzing the entire retina, the mean density of alpha-like
ganglion cells in the agouti was 94.7+5.05 cells/um2, in the paca it was 28.7+2.03
cells/um2 and in the capybara it was 28.7+£2.03 cells/um2. of 101.03+24.42 cells/um2.
The presence of areas with high density of alpha ganglion cells was observed in the
temporal region of the retina of the three rodents, and the agouti was the species that
showed the most accentuated specialization of this type of ganglion cells. The cell body
area of alpha ganglion cells that showed the highest frequency in the agouti retina was
200 pm?, in the paca retina it was 300 to 600 um? and in the capybara it was 300 to 500
pumz2. Conclusion: It is concluded that there is a relationship between ecology and
density of alpha ganglion cells in the retina of large Brazilian rodents, so that those
with diurnal habits have retinas with a greater number of these cells and with greater

specialization in the temporal region.



Xi

Keywords: Large Brazilian rodents, agouti, paca, capybara, visual system, retina and

alpha ganglion cells.
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1. INTRODUCAO

Os roedores (ordem Rodentia) representam o grupo mais diverso dos mamiferos no
mundo, representando mais de 42% das espécies e 39% dos géneros. As espécies
Dasyprocta aguti (cutia), Hydrochoerus hydrochaeris (capivara) e Cuniculus paca (paca)
estdo filogeneticamente relacionadas, pertencentes ao clado altamente diversificado
Caviomorpha (Figura 1). Esse grupo de roedores apresenta unidade evolucionaria, mas

possuem estilo de vida e ciclo circadianos diferentes (Carleton & Musser, 2005).

Coendou

Cuniculus

Caviomorpha

Dasyprocta

Dolichotis

Kerodon

Hydrochoerus

Galea

Cavia

Microcavia

Figura 1: Filogenia simplificada dos Caviomorpha. Modificado de Upham-Patterson-2015.

Considerando os aspectos ecoldgicos destes trés roedores pode-se inferir que uma
série de suas fungdes neurais deve estar em consonancia com as condigdes ambientais nos
quais eles estdo inseridos. O sistema visual deve ser fundamental para a interacdo deles
com o ambiente, visto que deve participar na geragdo de comportamentos como fuga de

predadores, pratica de forreageamento, reproducdo, entre outros. Uma variedade de
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adaptacOes retinianas tem sido descrita para as diferentes espécies de roedores (Collin,
2008; Vega-Zuniga et al., 2017).

Os capitulos seguintes discutirdo sobre a ecologia dos roedores amazo6nicos,
estrutura da parte inicial do sistema visual de mamiferos e a descricdo de estudos

morfologicos retinianos dos roedores amazonicos.

1.1 ECOLOGIA DOS ROEDORES DA AMAZONIA

A espécie Dasyprocta aguti (llliger 1811) também tem sido citada como D. leporina
(Husson 1978). A distribuicdo de D. aguti ocorre nas ilhas caribenhas (Cuba, llhas
Cayman, Porto Rico, Ilhas Virgens, Trinidad e Tobago, Guadalupe, Martinica, Santa
Lacia, Sdo Vicente, Granada, Monteserrat), Guianas, Venezuela, Suriname, Brasil e foi
introduzido nas Antilhas (Brown-Uddenberget al., 2004)

Quanto as suas caracteristicas, a cutia (Figura 2A) € diurna e apresenta o porte de
um coelho, variando 40 a 60 cm de comprimento, pesando entre 1,5 - 3,0 Kg. E o principal
roedor frugivoro que ocorre em florestas de folhas largas do sul do México até o norte da
Argentina (Smythe, 1978; Brown-Uddenberg et al., 2004).

Quando a cutia encontra uma grande fonte de alimento, comumente o animal come
um pouco de frutas e sementes e entdo comeca a enterra-las, tendo o habito de espalhar
comida excedente para uso futuro. S&o animais que cavam diversos buracos pequenos ao
longo da &rea que habitam e enterra separadamente uma porcao de comida em cada buraco,
acredita-se que esse comportamento de dispersdo e acumula¢do tenha importancia na
sobrevivéncia do animal em escassez de alimento. Esse hébito escavador de esconder e
procurar sementes torna a cutia um dos mais importantes dispersores de sementes e
evitando competicdes. Essas sementes podem ser enterradas préximas do local de onde
foram encontradas ou até 50 metros de distancia em varias direcdes da fonte, as quais séo

enterradas em buracos de 2 a 8 cm de profundidade. Muitas sementes acabam germinando
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fazendo as cutias eficientes dispersores de sementes. Sao territorialistas, uma vez que a
defesa do territorio € também a defesa do alimento (Smythe, 1978; Mittelman et al., 2021).

Sabe-se que muitos aspectos do comportamento e da ecologia da cutia (Dasyprocta
spp.) sao afetados variacdes sazonais na quantidade de alimento disponivel. O tempo que o
animal passa com um par e o nivel geral de tolerdncia intraespecifica varia em parte em
funcdo da abundancia de alimentos. Em épocas de escassez de alimento 0 comportamento
agressivo dos animais é observado. Quanto ao forrageamento as cutias sdo atraidas pelo
som das frutas caindo no chédo da floresta, sdo capazes de correr 50 metros ou mais para
pegar o fruto que ouviram cair, 0 som de outra cutia comendo também atrai para uma fonte
de alimento, e geralmente encontram as frutas pelo seu odor (Smythe, 1978).

As cutias possuem técnicas para alimentar-se, costumam sentar-se em suas ancas
para comer, as patas anteriores sdo usadas para manipular as frutas e sementes. Geralmente
as frutas sdo descascadas sistematicamente e a casca € mastigada para extrair 0 suco ou
descartada, as sementes podem ser seguradas de modo que a cutia possa roer, inclusive as
sementes mais resistentes (Smythe, 1978).

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766) (Figura 2B) é o maior
roedor vivente no Brasil (Eisenberg, J. F. & Redford, 1999), medindo entre 100-130 cm,
atingindo altura média na cernelha de mais de 50 cm em adultos e pesando até 50 Kg, tem
habitos crepusculares, geralmente sdo encontradas vivendo em grupo, habitam areas de
planicie de inundacdo, enfrentam mudancas sazonais extremas no habitat. No periodo
chuvoso, a maior parte das suas areas é inundada e o animal acumula gordura subcutanea.
E um bom nadador e pode ficar submerso por longos periodos, alimenta-se exclusivamente
de vegetais. Pode ser encontrado do Panaméa até as savanas orientais da Colémbia,
Venezuela, Equador, Paraguai, Peru, Brasil, Uruguai até o norte da Argentina (Ojasti 1973;

Mones & Ojasti, 1986).
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Figura 2: Trés diferentes espécies de roedores (A) Cutia (Dasyproct aaguti). (B) Capivara (Hydrochoerus

hydrochaeris). (C) Paca (Cuniculus paca). (Adaptado de Bonvicino, 2008).

16



17

A capivara considerada um animal semiaquatico e habita os mais variados tipos de
ambientes, desde matas ciliares a savanas sazonalmente inundaveis (Bonvicino, 2008). O
habitat da capivara € utilizado de uma maneira especifica, de acordo com as atividades
feitas pelos individuos da espécie, os campos sao usados para o forrageamento, areas de
mata para repouso, abrigo e ¢ o local que as fémeas parem os filhotes, os corpos d’agua sdo
utilizados para atividades reprodutivas, repouso e fuga de predadores (Macdonald, 1981).

A disposicdo espacial dos elementos da paisagem € um fator chave na determinacéo
da distribuicdo das espécies, pois as capivaras costumam utilizar a interface agua-terra,
evitando areas distantes deste ecotono, ou proximas ao centro de grandes corpos d'agua
(Quintana et al., 1999).

Quanto aos habitos alimentares a capivara € um animal herbivoro, esses roedores
sdo pastadores que escolhem plantas forrageiras de maior teor de proteina. Também como
parte da estratégia alimentar podem realizar coprofagia e sdo generalistas podendo
apresentar plasticidade alimentar adaptando a alimentacdo com a inclusdo de itens como
milho, cana de acgucar, arroz, feijdo e soja, dessa forma podendo ser encontrado em &reas
antropizadas, como em agrossistemas (Quintana et al., 1994).

A capivara € um animal social e vivem em grupos, mas podem ser encontrados
isoladamente fora dos grupos sociais, 0 tamanho do grupo pode variar de 6 a 16 membros,
compostos por machos e fémeas adultos e seus filhotes, é uma espécie com alta taxa de
fecundidade (Felix et al., 2011).

Por fim, a paca (Cuniculus paca Linnaeus, 1766) (Figura 2C) é localizada na
Guiana, Caiena, Colémbia, Cuba, Panamd, Paraguai, México, Equador, Venezuela, norte
da Argentina e no Brasil. O seu tamanho corporal varia de 60-80 cm de comprimento e
pesa de 6-10 Kg, a paca € um animal noturno, ao contrario da cutia e a capivara, ficando

dentro de tocas durante as horas do dia, contudo as vezes esteja ativo no inicio da manhd e
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no final da tarde. E um animal terrestre, habitando primariamente florestas, ocorrendo em
ambientes florestados, como mangues, cerrados e florestas semideciduas (Bonvicino,
2008).

Quando perseguido a paca tenta chegar a um rio ou lagoa e permanecer submerso
por um longo periodo. Logo, esse animal € um bom nadador, e frequentemente escapa de
ataques pela agua. Quanto a alimentacdo é predominantemente frugivoro, mas a dieta da
espécie muda com variacdo sazonal, de acordo com a disponibilidade de frutas. Cuniculus
paca € incapaz de abrir frutas com cascas duras, mas se alimenta do pericario macio
quando as frutas sdo abertas por outros animais, ocasionalmente alimentam-se com folhas,
brotos e flores (Pérez, 1992).

Esses aspectos da ecologia da cutia, capivara e paca mostram que o sistema visual é
fundamental para a interacdo com o ambiente, como fuga de predadores, pratica de

forreageamento e reproducao.

1.2 ESTRUTURA DA RETINA DE MAMIFEROS

O processamento visual € um processo sensorial apresentando varias caracteristicas
como cor, forma, profundidade e movimento. Todas essas caracteristicas atuam em
conjunto com a finalidade da percepgéo visual. Logo, o sistema visual tem a capacidade de
criar uma representacdo tridimensional do que é observado a partir de imagens
bidimensionais sobre a retina, e fazer percepcdes visuais construindo imagens no encéfalo
(Kandel, 2014).

Para entender o processamento da visdo € necessario conhecer as vias anatémicas e
fisioldgicas do sistema visual. O processamento visual inicia-se na retina, logo € de suma
importancia entender a estrutura da retina. No tecido retiniano os ax6nios das celulas

ganglionares projetam-se para formar o nervo Optico, passando pelo quiasma Optico
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unindo-se ao trato Optico até o talamo, seguindo posteriormente para o cortex visual
(Kandel, 2014).

A retina € uma fina porcdo de tecido neuronal e compde o sistema visual localizada
na parte posterior dos olhos (Figura 3A). O tecido retiniano € composto por redes neurais
laminares, é formado por cinco tipos de neurdnios: os fotorreceptores, células horizontais,
células bipolares, células amécrinas e as células ganglionares (Figura 3B), além de trés

tipos de células glia: microglia, astrocitos e células de Muller (Zhanget al., 2017).

A B

a CF
Esclera _____ Coroide 69 QQQ@ © @ @ g@ CNE
> Retina Y |
\.»‘"/‘\\\w‘ ,,gw:gu V| ‘l 3| CPE
CNI

Figura 3. (A) Descricdo do Sistema visual de mamiferos. Estrutura do olho com a retina em seu interior. (B)
Viséo esquematica da retina destacando as camadas e as células retinianas: bastonete (1), cone (2), célula
horizontal (3), célula bipolar (4), célula amécrina (5) e célula ganglionar (6).CF: Camada de fotorreceptores;
CNE: Camada nuclear externa; CPE: Camada plexiforme externa; CNI: Camada nuclear interna; CPI:

Camada plexiforme interna; CCG: Camada de células ganglionares (Adaptado de Waslle, 2004).
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A estrutura do tecido retiniano de mamiferos apresenta dois tipos de fotorreceptores,
0s cones e bastonetes. Os cones apresentam ax6nios curtos e terminam em pediculos
sinapticos na camada plexiforme externa (CPE), € comum aos cones de mamiferos
formarem camada de corpos celulares dispostos abaixo da membrana limitante externa. Os
terminais sinapticos dos cones apresentam de 8 a 40 fitas sinapticas direcionando vesiculas
cheias de glutamato. Ja os bastonetes, na maioria das espéecies de mamiferos, possuem o
corpo celular pequeno e a arquitetura do segmento interno e externo sdo longos e esbeltos
alcancando a camada de epitélio pigmentar. A partir dos terminais dos fotorreceptores
interconexdes laterais dos fotorreceptores atravessam lateralmente o plano da retina e
comunicam-se com células horizontais, funcionando como uma modulacdo da via vertical
dos fotorreceptores para bipolar (Kolb, H. et al, 2001).

De acordo com o tipo de fotorreceptor predominante nas espécies as vias
secundarias e terciarias tornaram-se especializadas. Em mamiferos noturnos os bastonetes
dominam e neur6nios secundarios seletivos de bastonetes sdo desenvolvidos a partir da via
do cone. Contudo, em espécies diurnas o cone domina, neurénios de segunda ordem e vias
especificas para cor e com alta acuidade sdo desenvolvidas (Kolb, H. et al, 2001).

Para que ocorra 0 processamento visual a luz entra pela cornea e transforma-se em
sinal elétrico na retina pelos fotorreceptores. Esse sinal € enviado pelo nervo Optico para 0s
comandos centrais cerebrais para o processamento da imagem necesséria para a percepgdo
(Kandel, 2014). O sinal gerado individualmente por qualquer bastonete é decomposto em
12 diferentes componentes, cada um é transmitido separadamente para a camada interna da
retina por um tipo distinto de célula bipolar, um tipo de célula bipolar que recebe
informagdes apenas de bastonetes, uma célula amacrina que modula a saida das células

bipolares e amécrinas que alimentam a saida do sistema de bastonetes no circuito que
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processa informacdes vindas dos cones. Também existe uma segunda via de bastonetes
para ganglionar em alguns animais (Masland, 2012).

Nesse processamento 0s cones e bastonetes respondem a luz pela hiperpolarizacéo.
O processamento da informacéo na retina comeca com uma amostra do mosaico de cones e
bastonetes pelas células bipolares e horizontais. As células ganglionares retinianas
apresentam uma resposta seletiva a diferentes respostas de bipolares. As células amacrinas
também atuam como controladoras para as respostas das células ganglionares criando um
efeito contextual para a resposta das mesmas como na detec¢do de movimento. Ha diversos
tipos de células ganglionares, pelo menos vinte tipos descritos em mamiferos (Masland,
2012).

Esse processamento visual € mais bem compreendido na retina de camundongos, a
qual foi profundamente analisada, em que o sinal de trés tipos de fotorreceptores e um tipo
de célula horizontal sdo distribuidos para um conjunto de 14 tipos de células bipolares,
modulados por 40 tipos de células amacrinas e levados ao encéfalo por 40-50 tipos de

célula ganglionares (Baden et al., 2020).

1.2.1 Fotorreceptores

Os fotorreceptores transformam luz em sinal elétrico. Os cones e bastonetes atuam
com baixos e altos niveis de luminosidade, com baixos niveis de luz apenas os bastonetes
sdo capazes de captar fétons. Enquanto os cones captam diferentes espectros de luz, logo
necessitam de altos niveis de luminosidade. A visdo em cores ocorre com altos niveis de
luz (Waslle, 2004).

Os fotorreceptores atuam tanto na luz do dia quanto na luz da noite. Essa tarefa é
realizada pelos cones e bastonetes. O pigmento sensivel a luz nos bastonetes € a rodopsina,

enguanto nos cones existem varios tipos de opsina (Masland, 2012). Os cones, juntamente
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com 0s seus circuitos, atuam em ambientes com muita luz e codifica alta resolucdo
espacial.

Cones e bastonetes atuam na percepc¢éo de estimulos visuais através de uma ampla
faixa de luminancia na retina. Na via primaria dos bastonetes, os terminais dos bastonetes
fazem sinapses glutamatérgicas com as células bipolares, bastonetes também fazem
sinapse com dois terminais axonais de células horizontais e um terminal dendritico de
bipolar (Ramoén y Cajal, 1972). Os cones estdo associados a uma rede pos-sinaptica
complexa, enquanto o circuito estritamente associado a bastonetes € pequeno. Logo, ha
uma grande rede de cones direcionados a bipolar, nas sinapses de cones diferentes
receptores glutamartérgicos estdo presentes, e em terminais axonais de diferentes bipolares
podem receber entradas glicinérgicas inibitdrias ou vias GABAEérgicas. Todas as sinapses
de cones liberam glutamato, mas ha células bipolares que apresentam receptores
glutamatérgicos ionotropicos, em que o glutamato abre os canais de calcio e despolarizam
a célula. Outras células bipolares tém sinapses mediadas por receptores glutamatérgicos
metabotropicos, onde as células bipolares hiperpolarizam em resposta ao glutamato. Cones
e bastonetes liberam glutamato no escuro e com a presenca da luz a liberacdo da
transmisséo € reduzida, logo sofrem hiperpolarizacao pela luz (Waslle, 2004).

O processamento da informagédo na retina se inicia com amostras de mosaico de
cones e bastonetes através das células bipolares e horizontais (Masland, 2012). Nos
terminais sinapticos de cones e bastonetes o sinal evocado pela luz é transferido para as

células bipolares e horizontais (Waéslle, 2004).

1.2.2. Células bipolares

As células bipolares podem ser classificadas em quatro tipos através de registros

fisiologicos iniciais: células ON, células OFF, sustentada ou transitoria. Estudos
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anatdmicos e fisioldgicos indicam a existéncia de pelo menos 12 tipos de celulas bipolares.
Contudo a resposta a luz € apenas uma parte para a classificacdo de bipolares (Masland,
2012). No coelho as células foram classificadas em células bipolares de bastonetes e 12
tipos de células bipolares de cones (MacNeil et al., 2004).

As comunicacgdes verticais na retina se estendem dos fotorreceptores, via bipolares
para as células ganglionares, enquanto células horizontais interagem na via vertical com a
periferia da retina e na regido central com as células amacrinas para as bipolares
(Creutzfeldt & Sakmann, 1969).

Os sinais de células bipolares sdo moldados por iniUmeros fatores como tamanho do
campo dendritico, tipo de fotorreceptor que entra em contato, tipo de receptores
glutamatérgicos que sdo expressos, distribuicdo de canais id6nicos e morfologia neuronal.
Além disso, terminais axonais de bipolares recebem sinais inibitérios de amécrinas, esses
fatores ddo origem a um padrdo Unico de célula bipolar para a liberacdo de glutamato em
células ganglionares pds-sinapticas e células amécrinas apds a entrada visual para 0s
fotorreceptores (Euler et al., 2014).

Os axonios de bipolares estdo localizados na CPI, nessa camada ha subdivisdes
como na CPI-ON, onde as ceélulas bipolares sdo excitadas por um inicio de luz
estratificada, e na CPI-OFF, em que as células bipolares sdo excitadas pelo deslocamento
da luz estratificada. Dentro das camadas ON e OFF existem subdivisfes aonde chegam
sinais excitatérios e inibitérios (Euler et al., 2014).

As respostas ON e OFF devem-se a expressdo de duas classes de receptores de
glutamato, células bipolares OFF expressando receptores tipo AMPA e cainato, que sdo
canais de cétion abertos por glutamato com a hiperpolarizacdo de fotorreceptores em
resposta a luz. Enquanto as células bipolares ON expressam mGIuR6, com a ligacdo do

glutamato a este receptor ocorre fechamento de canais de cation TRPM (Masland, 2012).
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Além das sinapses glutamatérgicas dos cones, os dendritos de células bipolares
parecem receber sinapses GABAérgicas de células horizontais e células interplexiformes.
Isso possivelmente ocorre devido a ajuda de células horizontais para conferir um ambiente

inibitério a um campo receptivo de célula bipolar (Euler et al., 2014).

1.2.4. Células amécrinas

As células amacrinas sdo interneurdnios que interagem no segundo nivel sinaptico
da via direta vertical do fotorreceptor-bipolar-ganglionar. As sinapses nas amacrinas sdo
ativadas na CPI, integrando, modulando e intermediando um dominio temporal a
mensagem visual apresentada para as células ganglionares (Kolb, 2012).

Existem pelo menos 33 subtipos de células amacrinas baseado na morfologia de seus
dendritos e estratificacdo, baseando-se em como se prolifera a arvore dendritica, sdo
categorizadas em células améacrinas de campo estreito, células amacrinas de campo médio
e células amacrinas de campo largo. As améacrinas sdo interneurénios inibitérios que
projetam a arborizacdo dendritica para a CPI, onde encontram as células ganglionares e/ou
bipolares. Podem ser classificadas em duas grandes superpopulacdes: gabaérgicas ou
glicinérgicas. Existem células amacrinas GABAérgicasque expressam ChAT (colinérgicas)
na CNI e CCG, assim como amacrinas GABAérgicas expressando NPY (neuropeptideo Y)
ou TH (tirosina hidroxilase) (Balasubramanian & Gan, 2014).

Dentre os diversos tipos de células amacrinas podemos destacar as amacrinas All.
Células bipolares de bastonetes ndo enviam sinais diretamente para ganglionares, mas
fazem sinapses com células amacrinas All. Essas amdcrinas sdo despolarizadas em
resposta ao estimulo da luz formando sinapses com terminais axonais de células bipolares-
cones ON e sinapses inibitorias em células bipolar-cones OFF. As células amacrinas All

fazem parte da via cléssica dos bastonetes para os cones (Waslle, 2004).



25

Grimes (2012) classificou as celulas amdcrinas quanto aos alvos de saidas
sinapticas: amacrinas com sinapses para bipolares, amacrinas com sinapses com ganglionar
e amacrinas que fazem sinapses com outras amacrinas. Nessa classificacdo sinapses de
amacrina com bipolar regulam mecanismos pré-sinapticos, enquanto sinapses de amacrinas
com ganglionar regulam mecanismos pds-sinapticos.

As células amacrinas também atuam criando efeito contextual em resposta as celulas
ganglionares, no qual eventos visuais que cercam o estimulo particular condicionam uma
resposta de uma célula ganglionar a esse estimulo como na deteccdo de movimentos

(Masland, 2012).

1.2.5. Células horizontais

A maioria dos mamiferos apresenta dois tipos de células horizontais e ambas fazem
sinapses com cones e bastonetes. Possuem sinapses inibitdrias com cones e bastonetes e
com dendritos de bipolares. As células horizontais tém ampla propagacdo lateral
mensurando o nivel médio de iluminacdo que incide sobre uma regido da superficie da
retina. Em seguida subtraindo o valor proporcional da saida dos fotorreceptores, servindo
para manter a entrada do sinal no circuito interno da retina. Dessa forma, com funcao para
a deteccdo de objetos que variam em vérias ordens de magnitude (Masland, 2012). De fato,
dois tipos de células horizontais podem ser caracterizados na retina de todos os mamiferos:
células horizontais externas, as quais sdo planas e distribuidas na CPE; e celulas
horizontais internas que sdo significativamente grandes (Ramon y Cajal, 1972).

Células horizontais externas tém formato estrelado posicionadas de forma
transversal na porcdo externa da CNI. Caracterizado por terminais descendentes na CPI e
com ramos horizontais, existem dois tipos de células horizontais que podem ser descritos

tendo como critério o tamanho, células pequenas variando no diametro de 12-20 um e
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células volumosas com diametro de 40 um. Enquanto a maioria das células horizontais
internas ndo apresentam processos verticais (Ramon y Cajal, 1972).

Tradicionalmente caracteriza-se que células horizontais liberam o neurotransmissor
inibitério GABA e promovem reacdo inibitoria nos fotorreceptores. Células horizontais
somam respostas luminosas de varios cones promovendo reacdo de inibicédo lateral, em que
a respostas de um cone é reduzida pela iluminacdo de cones vizinhos, essas células podem
modular liberacdo de glutamato de cones e bastonetes. As células horizontais também
modulam informacédo de fotorreceptores para as bipolares na CPE, nessa camada ocorrem
sinapses entre bipolar, fotorreceptor e horizontal (Wéslle, 2004).

As células horizontais também contribuem para ativacdo ao redor no campo
receptivo de bipolar, especialmente a modulacdo do campo receptivo de bipolar
influenciado pelos niveis de luz e a contribuicdo das células horizontais para o ambiente
(Thoreson & Mangel, 2012).

Chaya et al. (2017) investigaram o papel funcional das células horizontais na
resposta a célula ganglionar e observaram que ha interacdo com as células ganglionares,
em que a perda de células horizontais reduz a resposta de células ganglionares ON e OFF.
As células horizontais sdo essenciais para a adaptacdo a luz global da retina, pois

apresentam um papel essencial na adaptacéo global a luz.

1.2.6 Células ganglionares

As células ganglionares sdo os neurbnios de saida da retina, estdo localizadas na
camada de células ganglionares, juntamente com bipolares e amacrinas deslocadas. As
células ganglionares coletam informacGes visuais de células bipolares e amacrinas. O

processamento na retina acontece em uma via vertical do fotorreceptor para bipolar para
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ganglionar, e uma via lateral fotorreceptor para horizontal para bipolar para amacrina para
ganglionar, por fim deixando a retina pelo nervo optico (Kolb, 2011).

A densidade de células ganglionares estabelece 0 nUmero maximo de vias do nervo
Optico passando para o encéfalo de uma area unitaria da retina, logo a forma de
distribuicdo de células ganglionares determina a distribuicdo de amostras da retina pelo
campo visual monocular (Hughes, 1977).

Quanto as caracteristicas morfoldgicas das células ganglionares ha clara distingéo
entre 0s outros tipos neurais, pois apresentam corpos celulares maiores que a maioria dos
interneurdnios e tém axonios de grande diametro capazes de transmitir o sinal elétrico
(Kolb, 2011).

Praticamente todos os tipos de ceélulas ganglionares compartilham as mesmas
caracteristicas. Possuem o soma localizado na camada de células ganglionares, os seus
espinhos dendriticos estdo localizados na CPI e os axbnios sdo direcionados até o nervo
Optico. Recebem sinapses em seus dendritos, conduzindo potenciais de acdo e liberando
glutamato em seus terminais (Sanes & Masland, 2015).

As células ganglionares sdo classificadas de acordo com os seguintes critérios: a
morfologia uniforme como descrita originalmente por Cajal; expressdo génica similar;
espacamento regular, na retina neurdnios de um mesmo tipo apresentam organizagdo
espacial regular; e propriedades fisioldgicas uniformes avaliadas com o registro
eletrofisiologico de cada ganglionar. Elas apresentam o soma na CCG, com raras excegdes
ocupam outras camadas. Os espinhos dendriticos sdo inseridos na CPI, e 0s axdnios saem
do nervo Optico para o cérebro. Essas células recebem sinapses em seus dendritos,
conduzem potencias de acdo, e liberam glutamato em seus terminais axonais (Sanes &

Masland, 2015).
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Trés classes de tipos de resposta fisioldgica foram correlacionadas com trés classes
morfologicas na retina do gato. Assim as células ganglionares alfa, beta, gama e delta
foram consideradas como equivalentes aos tipos fisioldgicos Y, X e W (Boycott & Wassle,
1974).

Referindo-se a classificacdo fisiologica das células ganglionares na retina foram
descritos mais de 11 tipos fisiologicos (Levick, 1967). Dendritos de ganglionares ON e
OFF arborizam nas metades interna e externa da CPI, foi descoberto que diferentes tipos
fisioldgicos correspondiam a tipos morfoldgicos especificos (Sanes e Masland, 2015).

Na retina de camundongos combinando critérios morfologicos, fisiologicos,
moleculares e critérios por mosaico podemos dividir as células ganglionares da retina em
pelo menos 25 tipos: dentre eles quatro tipos de células ganglionares direcionalmente
seletivas ON-OFF respondendo ao aumento e diminuicdo de intensidade luminosa (ON e
OFF, respectivamente) e que respondem melhor ao movimento de um estimulo em direcao
especifica; trés tipos de células ganglionares direcionalmente seletivas ON, a qual responde
somente ao estimulo ON; cinco tipos de células ganglionares intrinsecamente
fotossensiveis por ter melopsina, sendo estimulada pela luz projeta primariamente para o
nacleo supraquiasmatico e tendo funcdo principal na sincroniza¢do do ciclo circadiano;
células detectores de borda local; trés tipos de células ganglionar J para marcar a expressao
de células Jam-B, marcando células ganglionares OFF; trés tipos de células ganglionares
alfa (a-RGC), a-RGCs ON, a-RGCs transitoria OFF, a-RGCs sustentada OFF, as quais
formam especializagdes que podem envolver na deteccdo de aproximacdo de predadores,
com fungdo ecoldgica, essa classificacdo foi feita usando propriedades fisioldgicas e
posicdo das células na retina. Além de outros tipos de ganglionares identificadas, porém

com caracterizacdo incompleta (Sanes & Masland, 2015).
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1.2.7. Células ganglionares alfa

As a-RGC sdo as células que atuam na deteccdo do movimento (Masland, 2001).
Boycott e Wassle (1974) foram os primeiros a descrever as o-RGC na retina do gato.
Posteriormente vérias espécies ja foram descritas possuindo o mesmo subtipo de
ganglionar (Peichl et al.,1987a,b; Schwartz et al., 2012; Krieger et al., 2017; Murphy-
Baum & Taylor, 2018; Famiglietti, 2020).

As caracteristicas morfoldgicas das a-RGC incluem soma e campos dendriticos
relativamente grandes, dendritos e axonios robustos, dendritos com ramificacbes em
angulos agudos, rara sobreposicdo dos dendritos, terminais dendriticos longos e
arborizagdo estratificada na sublamina a ou b na CPI, além de apresentarem altos niveis da
proteina neurofilamento. As a-RGC também apresentam certas propriedades fisioldgicas
como a laténcia de resposta curta e axbnios de conducdo rapida (Volgyi et al., 2005;
Krieger et al., 2017).

Nas retinas de gato foi descrito que as a-RGC possuem duas subpopulagdes, as
células ON com campo dendritico na parte interna da CPI e as células OFF com campo
dendritico na parte externa da CPl. As a-RGC correspondem as células Y, classificadas
fisiologicamente como as células “brisk” e “transient” nas respostas evocadas pela luz
(Peichl & Wassle, 1981; Sanes, 2015).

Estudos na retina do gato identificaram dois tipos funcionais de a-RGC, as células
On-brisk-transitorias e Off-brisk-transitérias, classificadas pela rapida resposta a luz. Na
analise da morfologia na retina de coelho ha descricdo de quatro tipos de a-RGC. Na retina
de camundongo foram descritos quatro tipos de a-RGC ja conhecidos, sustentada-ON,
sustentada-OFF e transitéria-OFF, e um novo tipo de resposta transitoria-ON descrito pela
primeira vez (Krieger et al., 2017).

Murphy-Baum & Taylor (2018) estudaram células ganglionares alfa Off-transitorias

na retina de coelhos e observaram que ha um feedback inibitério de amacrinas juntamente
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com ativacdo de canais de sodio dependentes de voltagem, operando juntamente para
melhorar a rapida deteccdo de movimento.

Em camundongos as células envolvidas na deteccdo do movimento foram
denominadas de W3, a qual é um subtipo especifico de células ganglionares. Esta célula
estd associada a estimulos ecoldgicos, sdo células ativadas pela sensacdo de movimento do
objeto, contudo esse tipo celular apresenta caracteristicas morfologicas semelhantes as
células beta (Zhang et al., 2012). Sanes e Masland (2015), descrevem em camundongo que
o0 termo a-RGC pode ser aplicado a muitas células ganglionares grandes que marcam SMI-
32 +, ou seja, marcam neurofilamento.

Em camundongos foi descrito que as a-RGC sustentada-ON, também chamadas de
ONo, recebem sinapse excitatorias de bipolar tipo 6 regulando sua resposta visual
(Schwartz et al., 2012). As a-RGC ON apresentam componente critico no circuito visual
com pouca luz, os circuitos pés-sinapticos inibitérios modulam sinais de a-RGC ON
atuando com receptores GABA-glicina. Amécrinas pré-sinapticas, com dupla liberacdo de
GABA e glicina, opdem-se a a-RGC ON-sustentada pos-sinaptico (Sawant et al.,2021).

Células ganglionares alfa também foram descritas na retina do porquinho da india,
indicando acoplamento elétrico entre diferentes tipos de células ganglionares, ou seja, um
acoplamento heterotipico de a-RGC-ON. Esse estudo apresentou em seus resultados dois
tipos de registros elétricos de células ganglionares sustentada centro-ON, as quais formam
dois mosaicos independentes e tém distintas propriedades de resposta a luz (Puller et al.,
2020).

Em primatas as células ganglionares parasol apresentam fungéo e estruturas similar
as células ganglionares alfa (Crook et al., 2008; Wassle, 2004), descrita também na retina

do primata Potto (Coimbra et al., 2016).
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Patterson et al. (2019) reconstruiram células parasol na retina de macaco relatando
entrada excitatdria de células bipolares para as células parasol ON e de células amacrinas
para parasol ON, a resposta das células parasol a luz apresenta maior contribuicdo das
células amacrinas, a entrada de fibras de células amacrinas possivelmente removem
informacdes visuais redundantes de células parasol ON para conceder sensibilidade as suas
respostas ao movimento.

Quanto as fungbes ecologicas das células alfa podemos destacar o seu papel na
deteccdo da aproximacdo de predadores. Porém, no meio ambiente natural a estimulagéo
das células alfa ocorre mais frequentemente durante o préprio movimento gerado pelo
animal que durante ataque de predadores. O movimento do animal produz uma imagem na
retina em que 0s contornos se expandem, as a-RGC transitérias-OFF podem estar
envolvidas em calculos para o rastreamento do campo visual, assim também como para
fugir de predadores (Sanes & Masland, 2015).

Células ganglionares retinianas com morfologia semelhante a células alfa ja foram
identificadas nas retinas de mais de trinta espécies de mamiferos, incluindo humanos. A
conservacao evolucionaria dessas células sugere que elas apresentam um papel essencial

no processamento visual.

1.3. ESPECIALIZACOES DA RETINA

Para os animais terrestres o horizonte muitas vezes divide o0 mundo do chéo, onde
alimento e parceiros podem ser encontrados, € 0 campo visual superior cobrindo o céu,
onde predadores aéreos podem aparecer. J& 0S animais aéreos vivenciam um mundo
dividido ao meio, e, aléem disso, podem encontrar diferentes informacdes de navegacédo no
ceu e no chéo. Para animais que vivem abaixo da superficie da agua, o eixo vertical pode

carregar varias instancias de variacGes graduais de brilho, espectro e desordem visual
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(Baden et al, 2020). Essas adaptacfes no sistema visual e na retina estdo relacionadas a
ecologia visual de cada animal.

A retina adaptou-se as diferentes necessidades visuais de diversas espécies,
apresentando variadas conformacgfes nos vertebrados, essas variacbes sdo vistas nas
especializacOes retinianas, as quais sdo caracterizadas por altas densidades de células
ganglionares (Moore et al., 2017).

Essas especializacdes com alta densidade de células ganglionares sdo aparentes
quando se analisa a distribuicdo de densidade de RGC entre as espécies. Diversos estudos
descrevem as especializacGes de células ganglionares na retina de vertebrados como em
sapos (Pushchin, 2019), morcegos (Cechetto et al, 2020), lagartos (Nagloo et al., 2019) e
em mamiferos (Coimbra et al., 2016). Através de conexdes sinapticas, a informacao visual
capturada dos fotorreceptores passa para as células horizontais e bipolares, em seguida a
informacdo visual é transferida para as células ganglionares. Dessa forma, a densidade de
células ganglionares determina o quanto de informacdo capturada pelos fotorreceptores
atinge o encéfalo (Collin, 1999; Moore et al., 2017).

Nessas areas com alta concentracdo de neurénio sdo geradas imagens com boa
qualidade. Séo especializag¢bes relacionadas ao comportamento e habitat dos animais, séo
areas de grande densidade como a faixa visual, area centralis, fovea, anisotropia radial e
area gigantocelular (Moore et al., 2017; Hauzman et al., 2018).

Em faixas e na fovea a densidade de células varia com a excentricidade retiniana
para muitos vertebrados. Para cada espécie ocorre grande variagdo dessas especializacdes
na retina, assim como hé variagdo nas camadas da retina e seus respectivos tipos celulares
(Reichenbach & Robbinson, 1995).

As faixas visuais sdo formadas por alta densidade de células ganglionares, sdo

regibes alongadas localizadas horizontalmente, estendem-se pelo eixo nasotemporal da
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retina, sdo regides especializadas para aumentar a resolucgéo visual. A posicdo mais comum
é a horizontal, como recentemente descritas em serpentes arboricolas, como a jararaca-
ilhoa (Patel et al., 2020), em aves como nos flamingos (Lisney et al., 2020) e em
mamiferos como o caititu (Costa et al., 2020). Contudo diferentes graus de inflexdo do
plano horizontal j& foram descritos como no cavalo, em algumas espécies de peixe e no
elefante (Moore et al, 2017).

Essas faixas horizontais sdo comuns em animais que habitam locais com campos
visuais dominados pelo horizonte facilitando a deteccdo de predadores. Animais terrestres
habitando campos abertos e ambientes planos comumente possuem faixa horizontal com
alta densidade de células ganglionares e de fotorreceptores (Hughes, 1977).

Além disso, a faixa visual tem sido relacionada a muitas predi¢cdes ecologicas como
0 tipo de ambiente que a espécie habita, localizacdo dos olhos na cabeca e ecologia visual
do animal. Faixas visuais sdo comuns em animais com olhos lateralizados, que se expdem
a alto risco de predacdo e com habitos de pastejo (Moore et al, 2017).

Algumas espécies apresentam areas, as quais sdo especializacbes concéntricas de
alta densidade permitindo amostragem visual aprimorada dentro de uma porcédo localizada
no campo visual. Essas areas sdo geralmente encontradas em animais que habitam
ambientes desordenados e precisam de pistas visuais aprimoradas durante o forrageamento
(Hughes, 1977). As areas também sdo critica para a detecgdo de predadores e presa, ja
foram descritas em diferentes localizagGes na retina como na regido central (Hart, 2002;
Rahman et al., 2007), dorsal (Litherland & Collin, 2008), ventral (Collin & Partridge,
1996), temporal (Coimbra et al., 2014; Pushchin, 2019), nasal (Collin & Partridge, 1996) e
algumas espécies apresentam mais de uma area (Litherland & Collin, 2008). As areas sdo
caracterizadas por um aumento na espessura da retina devido a um aumento no nimero de

neuronios (Moore et al., 2017).
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A anisotropia radial € um tipo de especializacdo retiniana que possui configuracéo
oposta a areas, apresentando um aumento concéntrico em direcdo a periferia da retina, ao
invés de um aumento concéntrico a um ponto central, encontrada em algumas espécies de
anfibios (Dunlop & Beazely, 1984) e peixes (Collin & Partridge, 1996). A anisotropia
radial possivelmente confere grande acuidade no campo visual periférico onde alimentos e
predadores possam surgir de qualquer direcdo, assim como a hipOtese que essa
especializacdo da retina atue na deteccdo do movimento. Varias espécies aquaticas
possuem anisotropia radial sugerindo que pode ocorrer uma associacdo de presenca de
anisotropia radial e habitos aquaticos (Moore et al., 2017).

O circuito sinadptico dentro da retina apresenta aumento na resolucdo espacial na
fovea, as quais sdo areas de alta densidade que tem como caracteristica um deslocamento
de neurdnios, formando uma depressdo na estrutura retiniana. A densidade de células
retinianas pode ser o limite primario para a resolucao espacial, entretanto em areas de alta
densidade as células ganglionares podem fazer sinapses com fotorreceptores em uma linha
muito préxima formando uma linha de comunicacdo privada. As especializacdes da fovea
melhoram a resolucdo espacial além dessa linha de comunicacédo privada, na area da fovea
¢ comum densidade méaxima de cones e auséncia de bastonetes contribuindo para a
resolucéo espacial (Coimbra et al., 2015; Moore, 2017).

A alta densidade de neur6nios dentro da févea contribui com a visdo de alta
resolucéo, a qual é vantajosa para a deteccdo de detalhes finos. Em muitos animais, faixas
visuais, foveas, areas podem ser combinadas para formar diversos padrdes de distribuicdes
topogréficas (Hughes, 1977; Collin, 1999). A fdvea possui a melhor resolucdo das
especializacGes retinianas, pois tem alta densidade de fotorreceptores e células
ganglionares. Alongada e mais préxima aos segmentos externos é capaz de capturar mais

luz e ter a resolucéo fina de detalhes, além disso, apresenta menos aberracdo cromatica. O
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circuito sinaptico ao redor da fdvea apresenta aumento da densidade de células
ganglionares comparada a periferia da retina, logo hd aumento na resolucdo espacial
(Hughes, 1977).

A area gigantocelular, onde estdo as células ganglionares gigantes, € uma das areas
mais estudadas da retina devido ao tamanho de suas células e sua simples caracterizacao
morfologica. As células gigantes tipo Y, também chamadas de a-RGC, sdo células que
atuam na deteccdo do movimento como supracitado e ja foram largamente descritas em
varias espécies (Hayes et al., 1991; Coimbra et al., 2009; Moore et al, 2017).

Dessa forma, todas essas areas topograficas da retina estdo correlacionadas entre a
distribuicdo de neurbnios especializados e o panorama visual relacionado ao nicho
ecologico, o tipo de alimentacdo e o habitat de cada espécie (Hughes, 1977; Coimbra et
al., 2009; Coimbra, Collin, & Hart, 2014; Coimbra et al, 2017; Nagloo et al, 2019).

A construcdo de mapas topograficos ilustra essas areas de alta densidade de diversos
tipos neurais na retina. Os mapas tém grande importancia na identificacdo de
especializacBes retinianas, os quais refletem a ecologia visual de uma espécie (Garza-

Gisholt et al., 2014).

1.4. ESTUDOS MORFOLOGICOS DA RETINA DE ROEDORES
AMAZONICOS

Silveira et al. (1989) estudaram a distribuigcdo topografica da densidade e tamanho
do corpo celular de células ganglionares da cutia, paca e capivara. A técnica de marcagdo
foi 0 método de Nissl em montagem planas de retinas. Na cutia, a distribuicdo de células
ganglionares apresentou maior concentragdo de células ao longo de uma faixa central,

enquanto a capivara e a paca apresentaram uma faixa menos destacada de maior densidade
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celular. A paca foi a espécie que apresentou menor pico de densidade de células
ganglionares entre as trés espécies de roedores estudadas.

Yamada et al. (1992) investigaram a distribuicdo de densidade celular e tamanho de
campo dendritico das células horizontais do tipo-A da capivara coradas pelo método de
Gros-Schultze. Eles mostraram que estas células apresentavam uma maior densidade ao
longo de uma faixa visual, semelhante ao observado em células ganglionares do mesmo
animal.

De Lima et al. (2005) estudaram a morfologia e a distribuicdo de células horizontais
do tipo A da cutia marcados por imunohistoquimica utilizando marcacao com calbindina, e
observaram a presenca da faixa visual e que o tamanho do campo dendritico era menor nas
células localizadas na faixa visual.

Yamada & Silveira (1996) descreveram uma populacdo de células bipolares
retinianas de capivara coradas pelo método neurofibrilar com reducdo de prata, que tém
grande quantidade de neurofilamentos no seu citoesqueleto. Os resultados deste estudo
mostram padrdo de distribuicdo da topografia na retina similar as células horizontais de
classe A e as células ganglionares. Os resultados ainda sugerem que essas células bipolares
representam uma populacdo homogénea da sublamina a na camada plexiforme interna.
N&o h& descri¢des sobre as células bipolares da retina da cutia ou da paca.

Rocha et al. (2009) usaram a marcagdo com imunohistoquimica para opsina de cone
e bastonete nas retinas de cutia. Em seus resultados realizaram a descrigéo, a topografia e a
regularidade do mosaico de fotorreceptores na retina da cutia. N&o h& descricbes na
literatura sobre os fotorreceptores da paca ou da capivara.

Visto a falta de descricdo dos demais tipos celulares retinianos destas trés espécies
de roedores, novas descri¢des se tornam importantes para melhor entendimento da relagéo

entre 0 ambiente e as adaptagdes retinianas desses animais. Nesse intuito analisamos e
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estimamos a densidade de células ganglionares alfa dessas trés espécies de roedores, assim
como a topografia e morfologia dessas células. As celulas ganglionares alfa tém um papel
importante na retina por representarem o primeiro estagio de processamento da informacéo

visual de movimento.
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2. OBJETIVOS:
2.1. OBJETIVO GERAL:

Comparar 0 nimero total e a distribuicdo topografica de células ganglionares alfa

para as retinas de Cuniculus paca, Dasyprocta aguti e Hydrochoerus hydrochaeris.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar a densidade de células ganglionares alfa na CCG da retina de
Cuniculus paca, Dasyprocta aguti e Hydrochoerus hydrochaeris corados pelo método de
Nissl.

- Analisar o tamanho do corpo celular em diferentes excentricidades de células
ganglionares alfa nas retinas de Cuniculus paca, Dasyprocta aguti e Hydrochoerus
hydrochaeris.

- Investigar a topografia de células ganglionares alfa nas retinas de Cuniculus paca,

Dasyprocta aguti e Hydrochoerus hydrochaeris.
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3. MATERIAIS/CASUISTICA E METODOS:

3.1. ANIMAIS

As retinas utilizadas foram da colecdo do Laboratério de Neurologia Tropical no
Nucleo de Medicina Tropical (UFPA), provenientes de pesquisas realizadas pelo Prof. Dr.
Luiz Carlos de Lima Silveira e grupo entre os anos de 1982 a 1991. Olhos de trés espécies
de roedores foram utilizadas: Cuniculus paca, Dasyprocta aguti e Hydrochoerus
hydrochaeris. Esses animais foram criados em cativeiro ou capturados na floresta. Os
especimes foram sacrificados com solucdo de barbitdricos a 25% (Thianoembutal,
ABBOT) ou com associacdo de Rompum (BAYER) e Ketalar (PARKE-DAVIS).

O proceder com os animais obedeceu a legislacdo da época. Dessa forma, a

legislacdo atual de comité de ética de pesquisa com animais ndo se aplica a este trabalho.

3.2. MONTAGEM PLANA E PROCEDIMENTOS DE COLORACAO

O processo de montagem plana e coloracdo pelo método de Nissl foi realizado na
época da montagem da colecdo pelo protocolo descrito por Silveira, L. C. et al., (1989).

As neurofibrilas sdo feixes de proteinas encontrados no interior de neurénios e
fazem parte do citoesqueleto neural. Utilizando a coloragéo por reducéo de prata € possivel
marcar filamentos de proteinas especificas nos axbnios, dendritos e corpos celulares de
neurdnios, logo marcam neurofibrilas. Esse aspecto fibrilar dos componentes estruturais de
um neurdnio j& foi bem descrito e relacionado a marcacdo de células ganglionares alfa
(Peichl & Wassle, 1981). O método denominado Gros-Schultze, é uma variante do método
de Schultze, com a finalidade de obter uma coloracdo semelhante ao método de Golgi
(Yamada, 1992).

As retinas coradas pelo método neurofibrilar de Gros-Schultze como descrito por

Silveira, L. C. et al., (1989).
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3.3. IDENTIFICACAO,  QUANTIFICACAO E  DISTRIBUICAO
TOPOGRAFICA DE CELULAS ALFA

Nas retinas coradas pelo método de Nissl as células ganglionares alfa foram
quantificadas pela contagem direta ao microscopio. A fim de distinguir as células
ganglionares alfa das demais células marcadas na retina pela marcacdo de Nissl, como as
células ganglionares, células endoteliais, amacrinas deslocadas e glia, nos utilizamos como
critério o perfil citolégico apresentando soma poligonal com denso acimulo de substancia
de Nissl no citoplasma, ndcleo excéntrico e nucléolo proeminente para determinaras
células ganglionares alfa (Figura 4). As células amécrinas sdo pequenas, arredondas, com
coloracdo menos intensa e sem substancia de Nissl no citoplasma. Assim como, a glia ndo
tem substancia de Nissl, e sdo fortemente coradas apresentando um corpo celular pequeno,
redondo ou ligeiramente alongadas (Hughes, 1981; Silveira et al, 1989; Coimbra et al,

2006).

Figura 4: Caracterizagdo citologica das células ganglionares alfa (0-RGC), células

ganglionares (cg), células améacrinas (a) e células da glia (g). Escala: 100um (40X)
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Apos a diferenciagdo dos tipos celulares apenas as a-RGC com o perfil citoldgico
com a caracterizacdo acima foram contadas ao microscopio Carl Zeiss Axion Scope, Scope
Al com camera Axiocam HRc, sem lampada clara, as contagens foram feitas diretamente
ao microscépio tendo referéncia a gradicula de contagem e observando a excentricidade da
retina no sentido nasal-temporal, area da faixa visual adotando intervalo de 1mm com a
objetiva de 40X e no eixo dorsal-ventral com intervalo de 3mm com a objetiva de 20X. O
valor da densidade foi feito a partir do valor da contagem direta transformado para a
densidade das células por mmz2 para cada excentricidade da retina, utilizando a seguinte

férmula matematica:

D = n/Area do campo

Onde D é a densidade de células em mmz2, e n corresponde ao numero de células por
campo. Essa formula foi adaptada do principio do fracionar Optico da estereologia,
representado pela formula abaixo, em que D é a densidade de células, n o nimero de
células contadas multiplicado por 1 dividido pelo asf, que corresponde a area do quadrado

de contagem dividida pela area da amostragem.

D= nx1/asf

3.4. ANALISE MORFOMETRICA DO TAMANHO DO CORPO CELULAR
A analise morfoldgica das células foi realizada nas retinas coradas pelo método de
Nissl para medir a area dos neurbnios. Assim como o seu didmetro. Para avaliar o

tamanho do corpo celular usamos o programa Axion Vision Zeiss. Definimos diferentes
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excentricidades da retina nas regiGes dorsal, ventral, nasal e temporal com o intuito de
averiguar possivel relagdo com a diminuicdo na densidade de células totais com a presenca
das células alfa, as quais possuem soma com dimensGes maiores, 0s quais foram

quantificados.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas estatisticas para a contagem do namero de células totais e de células
alfa, comparando as diferentes espécies estudadas, foram avaliadas através da analise de
variancia (ANOVA) com um critério, com poés-teste de Tukey. Todos os valores séo
expressos como média + desvio padrdo. Significancia estatistica foi definida como P <

0,05.
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4. RESULTADOS:

A figura 5 mostra a marcacao com a coloracao de Nissl na regido temporal da retina
de cutia (A), a retina de paca (B) e a retina de capivara (C) mostrando a marcacao de
celulas ganglionares (cg), células amacrinas (a), células glia (g), evidenciando a diferenca

do tamanho do corpo celular das células ganglionares alfa (a-RGC), as quais possuem

como caracteristica o corpo celular maior.

s 5 'y e 0 & .ﬁ 3‘,:‘ :
a W 5 H A e Ml W
Figura 5. Célula ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (A), Hydrochoerus hidrochaeris (B) e

Cuniculus paca (C) na regido temporal retina marcadas pelo método de Nissl. Células ganglionares (cg);

células amécrinas (a); células glia (g); células ganglionares alfa (a-RGC). Objetiva de 20X.

A figura 6 evidencia a marcacdo pelo método neurofibrilar de Gros-Schultze na
regido temporal da retina cutia (A), retina de capivara (B) e retina de paca (C),
confirmando a marcacdo de células ganglionares alfa, pois as células que marcam

neurofibrilas estdo relacionadas a marcacao de a-RGC.
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Figura 6. Célula ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (A), Hydrochoerus hidrochaeris (B) e
Cuniculus paca (C) na regido temporal, marcada pelo método Gros-Schultze. a-RGC: Células ganglionares

alfa. Objetiva de 40X.
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Ao analisarmos a densidade de células ganglionares alfa nas retinas dos trés
roedores analisados em nosso estudo observamos que a andlise de variancia mostrou
que o efeito da espécie do animal sobre a densidade de células ganglionares foi
significativa (F[2,6] = 23,08, p = 0,0015). A analise de comparacGes multiplas
mostrou que a espécie Cuniculus paca teve menor densidade de células ganglionares
que as espécies e Hydrochoerus hydrochaeris e Dasyprocta aguti (p < 0,05). Ndo houve
diferenca significativa entre a densidade de células ganglionares entre as espécies
Dasyprocta aguti e Hydrochoerus hydrochaeris. A Tabela 1, com cada linha
representando uma espécime, mostra a densidade de a-RGC e a Figura 7 mostra a

comparacdo das densidades de células ganglionares alfa das trés espécies estudadas.

Tabela 1: Densidade de células ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (Da),

Hydrochoerus hydrochaeris (Hh) e Cuniculus paca (Cp).

Densidade (Células/mm?)

Da Hh Cp
89,6 74,0 29,7
94,8 1215 30,1

99,7 107,6 26,4
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Figura 7. Densidade de células ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (Da), Hydrochoerus

hydrochaeris (Hh) e Cuniculus paca (Cp). ANOVA, Tukey. * p < 0,05 vs H. hidrochaeris e D. aguti.

Ao analisar a distribuicdo de células no mapa topografico observamos que ha
especializacdo de alta densidade de células ganglionares alfa na regido temporal da
retina de cutia, paca e capivara (Figura 7). Fato esse que pode ter relacdo com o nicho
ecolégico desses roedores, especialmente da cutia que atua como dispersora de
sementes. A cutia € um animal diurno com melhor acuidade visual que os outros
roedores analisados em nosso estudo, logo a cutia apresenta area temporal mais
acentuada relacionada a possivel eficiéncia ao usar as células ganglionares alfa.

A Figura 8 mostra 0 mapa de isodensidade de células ganglionares alfa na retina
de Dasyprocta aguti (A), Hydrochoerus hydrochaeris (B) e Cuniculus paca (C),

evidenciando a presenca da area temporal nos roedores estudados.
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Figura 8. Mapa de isodensidade células ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (A), Cuniculus
paca (B) e Hydrochoerus hydrochaeris (C). Escala de cor representa a densidade em cada regido da retina.
Barra de escala =5 mm. D: dorsal; V: ventral; T: temporal; N: nasal.
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Nossos resultados mostraram grande variacdo no tamanho do corpo celular para
cada area analisada na retina das trés espécies estudadas. A Figura 9 mostra a
comparacdo da area média do corpo celular nas diferentes regides retinianas de cada
espécie estudada. Na retina de cutia, a analise de variancia mostrou que a regido da
retina teve um efeito significativo sobre a area média do corpo celular da célula
ganglionar alfa (F[4,37] = 146,1, p = 0,0001). A comparacdo multipla mostrou que a
regido temporal da retina da cutia apresentou area média do corpo celular
significativamente maior que as regides nasal, dorsal e ventral (p < 0,05). Nao houve
diferenca na area do corpo celular das células ganglionares alfa entre as regides nasal,
dorsal e ventral. Na paca também houve efeito significativo da regido retiniana sobre a
area do corpo celular das células ganglionares alfa (F[4,59] = 20,6, p =0,0001). A
comparacdo multipla mostrou que apenas a regido ventral apresentava diferencas em
relacdo a area do corpo celular das células ganglionares alfa em comparacdo as demais
regides retinianas, sendo que a regido ventral apresentava neurénios com maior area
do corpo celular que as demais regides (p < 0,05). Na capivara ndo houve efeito
significativo da regido retiniana sobre a area do corpo celular das células ganglionares
alfa (F[4,55] = 7,76, p = 0,22).

O roedor que apresentou menor densidade de células ganglionares alfa foi a
paca (Cuniculus paca). Analisando o tamanho do corpo celular observamos que na regido
dorsal da retina, as células alfa ttm média de 380 + 50 um?2 e ndo possuem diferenca de
tamanho comparada as células alfa da cutia nessa regido, assim como com a retina de
capivara. Na regido ventral as células alfa da paca apresentaram o tamanho do corpo
celular de 721 + 101 pm?, com diferenca significativa comparada as retinas de cutia e

capivara. Analisando a regido temporal o tamanho do corpo celular das células alfa na
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cutia apresentaram media de 1673 + 226 um?, ocorrendo diferenca estatistica P < 0,05

entre as retinas de cutia, paca e capivara, ANOVA, com pos-teste de Tukey (Figura 10).
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Figura 9. Area do corpo celular de células ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (A),
Cuniculus paca (B) e Hydrochoerus hidrochaeris (C) nas regides dorsal, temporal, ventral, nasal e faixa

visual (VS) da retina. * p < 0,05.Teste T, Tukey.
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Figura 10. Area do corpo celular de células ganglionares alfa na retina de Dasyprocta aguti (Da),

Cuniculus paca (Cp) e Hydrochoerus hidrochaeris (Hh) nas regiGes dorsal, temporal e ventral da retina. *

p <0,05. Teste T, Tukey.
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Em cutia houve uma prevaléncia de neurdnios com tamanho médio de 200 um2 e
diminuicdo gradual da frequéncia de neurdnios com maior tamanho que 200 um?2 até que
se observa um aumento no numero de neurénios com tamanhos médios de 1750 pm?2
(figura 11). Na paca houve maior prevaléncia de neurénios com tamanho médio na
faixa entre 300 e 600 um?2 e diminuicdo no namero de neurdnios com tamanhos médios
superiores ou inferiores a esta faixa de maior prevaléncia. Na capivara houve uma
distribuicdo mais homogénea no numero de neurdnios com tamanhos entre 300 e 500

pm?2,



30

25

20

Numero de células ganglionares

30

25

20

Numero de células ganglionares
[y
tn

Numero de células ganglionares
o
th

52

-ll

200 450 700 950 1150 1500 1750
Corpo celular (um®)

alill

250 300 400 450 500
Corpo celular (um®)

C

Al

200 300 400 500 o600 700 800
Corpo celular (um®*)

Figura 11. Area do corpo celular e frequéncia de células ganglionares alfa em cutia (A), capivara (B) e paca

(©).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho usamos retinas de cutia, capivara e paca coradas pelos métodos
de Nissl e Gros-Schultze, sendo possivel identificar e quantificar as a-RGC usando o
critério de perfil citologico. Isso nos permitiu avaliar e comparar a densidade dessas células
na retina e construir mapas de isodensidade mostrando a distribuicdo de a-RGC nas retinas
dos trés roedores analisados.

Os resultados aqui presentes mostraram a presenca da marcacdo por Gros-Schultze
nas retinas, confirmando a presenca de a-RGC nas retinas de cutia, capivara e paca. Essa
marcacdo de neurdnios esta bem descrita e relacionado a marcacédo de células ganglionares
alfa na retina do gato (Peichl & Wassle, 1981).

Analisando o total da populacdo de células ganglionares Silveira et al, (1989)
descreveram a presenca de faixa visual na retina de cutia, capivara e paca, contudo a cutia
e a capivara apresentaram uma faixa visual bem desenvolvida, com a cutia possuindo alto
pico de densidade. Ja a faixa visual da retina de paca é pouco diferenciada. O padrdo de
células ganglionares encontradas em cutia e capivara, com faixa visual proeminente, €
muito similar ao encontrado na retina de coelho (Hughes, 1971).

Este estudo foi o primeiro a avaliar a densidade de a-RGC nas retinas de cutia,
capivara e paca. Foi observada maior densidade de o-RGC na retina de cutia e capivara,
e menor densidade na retina de paca. A paca € um animal noturno que provavelmente
utiliza pouco células como as a-RGC, logo pode-se associar a menor densidade desses
neurdnios devido & auséncia de luz durante as suas atividades noturnas.

Em nossos resultados também descrevemos pela primeira vez a presenca de area
temporal de a-RGC na retina de cutia, capivara e paca, ou seja, presenca de area
gigantocellularis na regido temporal. Essa diferenca na regido temporal da retina esta
especialmente de acordo para a visualizacdo de predadores no campo visual frontal do

animal, associada com o reconhecimento de movimento no campo visual inferior
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desses roedores. Contudo, essa area temporal € mais evidente na retina de cutia e
capivara, que sdo animais diurnos.

A area gigantocellularis também foi descrita na retina de aves marinhas
Procellariiformes (Hayes et al., 1991) e pinguins (Coimbra, J.P., 2012). A importancia
dessa area, especialmente na retina dorso temporal deve-se ao auxilio no
reconhecimento de presas em movimento no campo visual inferior e frontal, ou outra
possivel funcdo dessa distribuicdo topografica na retina é a deteccdo de predadores
naturais, como é possivel que ocorra na cutia, capivara e na paca.

Coimbra et al. (2017) descreveram a presenca de células ganglionares alfa na
retina do rinoceronte branco (Ceratotherium simum), onde foi encontrada proporcéo
maior de células ganglionares alfa na regido dorsal comparada a regido ventral da
retina, com 0s neurénios com tamanho maior de corpo celular na regido ventral da
retina, possuindo um padrdo incomum de distribuicdo topografica das células
ganglionares para animais terrestres: area temporal e nasal apresentando faixa
horizontal bem definida. Essa distribuicdo de mapa topografico das células alfa reflete
a necessidade para detectar objetos que se aproximam em diferentes regiées do campo
visual.

A érea gigantocellularis na regido dorso-temporal também foi descrito na retina de
Elaenia flavogaster e de Phaeomyias murina, inferindo a etnoecologia da espécie ao
reconhecimento de presas em movimento no campo visual inferior e frontal. Logo, essas
células ganglionares gigantes na retina dorso-temporal podem auxiliar no reconhecimento
de presas em movimento no campo visual inferior e frontal, assim como na discriminagéo
de profundidade (Coimbra et al., 2009).

Também observamos declinio no tamanho do corpo celular com a proximidade da

faixa visual na retina da cutia (Figura 9), fato esse que esta de acordo com o observado



55

por Famiglietti (2020) na retina de coelho, nos quais as células alfa sdo denominadas
ganglionares classe 1.

Na retina de camundongos ha volumosa descricdo dos tipos de células
ganglionares, sabe-se que a retina de camundongo tem pelo menos oito tipos de RGC
seletivamente-direcionadas, pelo menos quatro tipos de RGC seletivamente-
orientadas, dois pares de células alfa, diversos tipos de RGC com campo ultra-pequeno
e RGC intrinsecamente fotossensiveis. Essas adaptacfes na retina sdo aparentes ao se
observar a distribuicdo da densidade de células ganglionares entre as espécies, assim como
as suas necessidades (Baden et al., 2020).

Diferentes funcionalidades da retina periférica e central sdo atribuidas a
necessidades ecoldgicas e comportamentos de sobrevivéncia. A visdo central captura
detalhes finos do campo visual, enquanto a visdo periférica captura informacdes grosseiras
do campo visual além de informacdes de frequéncia temporal, como as envolvidas em
mensagem de alerta necessarias para a sobrevivéncia (Escobar et al., 2018).

Dessa forma, especializacBes como a area temporalis e visual streak podem ser
encontradas em animais que habitam diferentes ambientes como regides de savana e areas
de florestas (Coimbra et al., 2013; Coimbra et al., 2019; Costa et al., 2020).

Esse padrdo na topografia da retina da cutia e capivara corrobora com o fato de
serem animais terrestres e que vivem em areas de floresta, os quais tendem a apresentar
mais areas concéntricas com alta densidade neuronal que permite maior localizagdo de

amostras da cena visual facilitando a deteccdo de objetos no habitat (Hughes, 1977).
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7. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que as celulas ganglionares tipo alfa na cutia
possuem tamanho de corpo celular maior na regido temporal da retina, condizendo com a
ecologia do animal, que para captar informacbes sensoriais do ambiente, como a
aproximacdo de predadores, necessita de células especializadas para essa acdo na regiao
temporal da retina, assim apresentando melhor acuidade visual do seu campo visual
frontal. E a densidade de células ganglionares alfa é maior na regido temporal,
caracterizando-se como uma especializacdo adequada ao nicho ecolégico do animal. Na
retina da capivara a densidade foi semelhante ao da cutia, contudo o tamanho do corpo
celular foi maior na retina da cutia, essa semelhanca deve-se ao fato de ambas as
espécies serem diurnas.

Comparando esse mesmo tipo neural em retinas de paca observamos baixa
densidade, assim como o tamanho menor desses neurénios. A paca por ser um animal
noturno pouco usa neurdnios capazes de detectar movimentos, pois a sua acuidade

visual ndo é tdo precisa quanto ao da cutia.
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