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RESUMO

Goto, A. Y. (2016). Estudo da producdo, composicdo e drenagem dos meios oculares de
Carassius auratus (Cyprinidae) variedades padrdo e demekin (Dissertacdo de

Mestrado). Instituto de Psicologia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

O peixe dourado é extensivamente utilizado em pesquisas sobre visdo devido a diversos
fatores: € um animal pecilotermo, o que possibilita manter sua retina ex-vivo viavel para
manipulagdo experimental por mais tempo; apresenta uma organizagdo retiniana
semelhante a de mamiferos; possui neurbnios grandes, facilitando estudos
eletrofisiologicos e morfoldgicos e, diferentemente de mamiferos, é dotado de
neurogénese constante de alguns tipos celulares retinianos. A producdo, composigéo e
escoamento dos meios oculares nesta espécie, fundamentais para a formacdo de
imagens sobre a retina, sdo, entretanto, pouco conhecidos. A variedade padrdo desta
espécie apresenta desenvolvimento ocular normal, enquanto a variedade demekin €
extremamente miope por possuir crescimento ocular exagerado (buftalmia), condicdo
caracteristica de alguns tipos de glaucoma em mamiferos. O presente trabalho
investigou aspectos morfofisioldgicos do sistema de producdo e drenagem do humor
aquoso e a composicao do humor vitreo nestas duas variedades de peixe dourado, com o
objetivo de melhor compreender as causas subjacentes ao crescimento ocular do
demekin. Para estudar a drenagem do humor aquoso, foram realizadas injecdes de
corante na camara anterior de animais das duas variedades, com processamento
histologico posterior em intervalos de tempo pré-determinados (5, 15, 30, 60, 120
minutos e 1, 2, 3 4 e 7 dias, n <= 3 olhos de cada variedade por grupo experimental).
N&o foram observadas diferengas na drenagem de humor aquoso entre as duas
variedades. Em ambas, o humor aquoso é drenado principalmente pela malha trabecular
contida na porcdo ventral do &ngulo de drenagem, entre a iris e o ligamento anular.
Duas vias secundarias de drenagem foram encontradas nas duas variedades de peixe
dourado estudadas: (i) a via iridica e (ii) a drenagem atraves de vasos epirretinianos.
Estas vias sdo aparentemente mais lentas do que a via trabecular, uma vez que foi
encontrado corante nessas regides até quatro dias apds as injecdes de corante na cdmara
anterior. Foi realizado também estudo ultraestrutural da retina e epitélio ciliar em ambas

as  variedades através de  microscopia  eletrbnica de  transmisséo.



O epitélio pigmentado da retina do demekin apresentou granulos de melanina mais
escassos, e observamos certa desorganizagdo da camada de fotorreceptores, bem como
reducdo da sua densidade. Através de aparato invasivo construido por Joselevitch e
Smith (1997), foi mensurada a presséo intraocular (P10) de 14 olhos de cada variedade.
O demekin apresentou valores de PIO ligeiramente aumentados em relacdo ao animal
padrdo (3,6 £ 0,9 mmH20 para o demekin e 1,9 £ 0,6 mmH2O para o peixe dourado
padrdo). A composicao proteica do corpo vitreo foi estudada através de eletroforese em
gel de poliacrilamida utilizando um pool de humor vitreo de 4 animais da variedade
padrdo e 2 da variedade demekin. As proteinas de baixa massa molecular (entre 15 a
25 kDa) estavam expressas em ambas - embora com maior expressdo na variedade
padrdo - e outras, de maior massa molecular, expressas apenas no humor vitreo do
demekin (50-75 kDa e 150 kDa). Os resultados obtidos sugerem, portanto, que ha
diferencas importantes na ultraestrutura retiniana, na composi¢do proteica do humor
vitreo e na pressdo intraocular do demekin. Para melhor compreensdo do crescimento
ocular desta variedade faz-se necessaria a realizacdo de um estudo protedmico,
identificando quais sdo as proteinas do humor vitreo evidenciadas através da
eletroforese, bem como estudos morfolégicos em animais de diferentes tamanhos

visando a quantificagdo dos danos retinianos decorrentes do seu crescimento ocular.

Palavras-chave: Olho. Visdo. Humor aquoso. Humor vitreo. Glaucoma. Miopia.



ABSTRACT

Goto, A. Y. (2016). Study of the production, composition and outflow of intraocular
media in standard and Black Moor goldfish (Carassius auratus). Dissertacéo de
Mestrado, Instituto de Psicologia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo.

The goldfish is extensively used in vision research due to several factors: it is a
poikilothermic animal, which allows ex-vivo experiments using its retina for longer
periods of time; its retinal organization is very similar to that of mammals; it has large
neurons, which facilitates electrophysiological and morphological studies and, unlike
mammals, it is endowed with constant neurogenesis of some retinal cell types.
However, the production, composition and outflow of ocular media in this species,
which are fundamental for image formation onto the retina, are poorly understood. The
standard goldfish has normal eye development, while the Black Moor goldfish is
extremely myopic due to excessive eye growth (buphthalmos), a condition that is
present in certain types of mammalian glaucoma. The present study investigated
morphophysiological aspects of the aqueous humor production and drainage system and
vitreous humor composition in these two varieties of goldfish to better understand the
causes underlying the eye growth of the Black Moor. To study the drainage of the
aqueous humor, anterior chamber dye injections and histological processing were
performed in animals of both varieties after predetermined time intervals (5, 15, 30, 60,
120 minutes and 1, 2, 3, 4, and 7 days, n <= 3 eyes of each variety for each
experimental group). No differences were observed in the drainage of aqueous humor
between the two varieties. In both, the aqueous humor is drained mainly by the
trabecular meshwork contained in the ventral portion of the drainage angle, between the
iris and the annular ligament. Two secondary drainage routes were found in the two
goldfish varieties studied: (i) the iridic route and (ii) drainage through epiretinal vessels.
These pathways are apparently slower than the trabecular route, since the dye was found
in these regions 4 days after the injections. An ultrastructural study of the retina and
ciliary epithelium was also carried out in both varieties through transmission electron
microscopy. The retinal pigment epithelium of the Black Moor presented more scarce
melanin granules and we observed some disorganization of the photoreceptor layer, as

well as a reduction in its density. Through an invasive device constructed by Joselevitch



and Smith (1997), the intraocular pressure (IOP) of 14 eyes of each variety was
measured. The Black Moor presented slightly increased 10P values compared to the
standard animal (3.6 £ 0.9 mmH2O for demekin and 1.9 + 0.6 mmHzO for the standard
goldfish). The protein composition of the vitreous body was studied by polyacrylamide
gel electrophoresis using a vitreous humor pool of 4 animals of the standard variety and
2 of the Black Moor variety. Low molecular weight proteins (15 to 25 kDa) were
expressed in both - although with greater expression in the standard variety - and others
of higher molecular mass, expressed only in the vitreous humor of the Black Moor (50-
75 kDa and 150 kDa). These results suggest, therefore, that there are important
differences in the retinal ultrastructure, the protein composition of the vitreous humor
and the intraocular pressure of the Black Moor. To better understand the ocular growth
in this variety, it is necessary to carry out a proteomic study, identifying which are the
vitreous humor proteins evidenced through electrophoresis, as well as morphological
studies in animals of different sizes aiming the quantification of the retinal damages
caused by its ocular growth.

Keywords: Eye. Vision. Aqueous humor. Vitreous humor. Glaucoma. Myopia.
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Prologo

Esta pesquisa foi continuacdo de projeto anterior (processo FAPESP 1995/7028-8).
Desse modo, serdo apresentados também os dados obtidos naquele estudo para compor

os resultados e discussdo do presente trabalho.
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1. Introducéo

1.1. O olho
O olho de um peixe dourado padrdo é achatado em relagdo ao humano, sendo seu

comprimento axial menor que o didmetro horizontal. Assim como na grande maioria
dos vertebrados, é uma estrutura oca formada por trés camadas concéntricas de tecidos
(Figura 1): a camada mais interna denomina-se retina e contém neurdnios sensiveis a
luz, sendo responsavel por iniciar o processo visual; a camada intermediaria inclui trés
estruturas distintas e continuas, que constituem o chamado trato uveal (corioide, zona
ciliar e iris) e a camada mais externa € a esclera, composta por fibras colagenas. Na sua

parte anterior, este tecido torna-se transparente e da origem a cornea (Walls, 1942).

Zona ciliar

Corioide
Dorsal
iris
Retina

Coérnea

Camara anterior ervo optico

Ligamento anular

Ventral

Esclera
Placa

cartilaginosa da
esclera

Figura 1. Desenho esquematico do olho de um peixe dourado e suas principais
estruturas em seccao vertical. Nota-se a auséncia de uma fovea, lente esférica e a
presenca do ligamento anular preenchendo a regido do angulo de drenagem na cémara
anterior.

Nos vertebrados terrestres, a cornea € o meio de maior poder didptrico, por
possuir indice de refragdo distinto do ar. Em peixes, entretanto, ela ndo contribui para o

poder didptrico do olho, pois os indices refrativos da agua, cornea e humor vitreo sao
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praticamente idénticos (Winkler et al., 2015). Assim, a refracdo da luz ambiente
depende inteiramente da lente nestas espécies. A lente em peixes tem a forma esférica e
ndo sofre deformacdo durante a acomodacdo, que geralmente € atingida pelo
afastamento ou aproximacédo da lente em relacdo a retina pelo masculo retractor lentis
(Walls, 1963). Em seres humanos a lente é biconvexa e flexivel, tendo sua forma
alterada pela musculatura ciliar durante o processo de acomodacdo (Glasser &
Campbell, 1998).

A musculatura e os processos ciliares estdo ausentes em peixes. A maioria dos
teledsteos ndo apresenta mudancas no didmetro pupilar em resposta a luz, como ocorre
em mamiferos; esse ajuste é alcancado atraveés de movimentos retinomotores, mais
acentuados nestas espécies do que no homem (Burnside & Nagle, 1983).

Assim como a retina de mamiferos, a retina de peixes teledsteos também
apresenta basicamente trés camadas nucleares - camada nuclear externa, camada nuclear
interna e camada de células ganglionares - e duas camadas plexiformes - externa e
interna (Stenkamp, 2007). Enquanto peixes abissais apresentam fovea (Warrant &
Locket, 2004), a maioria dos teledsteos nao dispde deste tipo de especializacao.

Preenchendo circunferencialmente a regido do angulo de drenagem encontra-se
o ligamento anular, estrutura exclusiva de olhos de peixes. Até 0 momento, ndo ha um
consenso sobre sua composicdo e fungdo. Um estudo de 1996 envolvendo o peixe
australiano de 4&gua doce Lepidogalaxias salamandroides (“peixe salamandra”)
encontrou no interior das células do ligamento anular um grande numero de granulos de
glicogénio, sugerindo que esta estrutura constitui um tecido metabolicamente ativo,
fornecendo energia para a cérnea ou a malha trabecular (Collin & Collin, 1996). Anos
depois, Asli, Mansoori e Sattari estudaram o ligamento anular do peixe marinho “fox
face” (Siganus sp.), e descreveram uma estrutura constituida de fibras irregulares de
tecido conjuntivo denso na qual encontram-se células vacuoladas contendo glicogénio,
0 que levou-os a concordar com Collin e Collin (1996) de que o ligamento anular
provavelmente desempenhe um papel metabdlico (Asli, Mansoori, & Sattari, 2012).
Também foi realizado estudo do ligamento anular no “paulistinha” (Danio rerio),
espécie com maior proximidade filogenética ao peixe dourado — ambos da familia
Cyprinidae — por Soules e Link (2005). No peixe paulistinha o ligamento anular tem
aparéncia porosa, com células de nudcleos pequenos e de formato irregular.
Ultraestruturalmente, suas células contém grande quantidade de granulos nédo aderidos a

membrana do que parece ser glicoproteina. Quanto a funcdo do ligamento anular, 0s
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autores acreditam que ndo seja uma estrutura analoga a malha trabecular de mamiferos,

apesar de ambas ocuparem a regido do angulo de drenagem.

1.2. Meios oculares
O humor vitreo, também denominado corpo vitreo, € uma matriz extracelular que

preenche a camara vitrea e compreende aproximadamente 80% do volume ocular de um
ser humano adulto. Cerca de 98% de seu conteldo € agua; seus demais componentes
incluem macromoléculas estruturais como proteoglicanas, colagenos dos tipos Il, V/VI
e IX e proteinas ndo colagenas, como por exemplo o &cido hialurbnico, a
glicosaminoglicana mais abundante no vitreo de mamiferos, que preenche os espacos
entre as fibras de colageno (Bishop, 2000). O Quadro 1 (Apéndice A) apresenta um
resumo da composicao do vitreo em diversas espécies.

Dentre as funcdes fisiologicas do vitreo, podemos destacar: (i) a nutricdo da
lente, provendo um conduto para suas necessidades metabdlicas (Fatt, 1977); (ii) a
exclusdo de celulas e macromoléculas, mantendo a sua transparéncia (Fatt, 1977),
participacdo no crescimento ocular (Coulombre, 1956), protecdo ao globo ocular em
traumas mecanicos (Foulds, 1987) e inibi¢do de angiogénese (Jacobson, Dorfman, Basu,
& Hasany, 1985). O vitreo apresenta-se em sua maior parte acelular, com exce¢do do
vitreo basal, que abriga uma pequena populacdo de células denominadas hialdcitos.
Estas possuem de 10 a 15 um de didmetro e sdo provavelmente da mesma linhagem
celular que os mondcitos/macréfagos (Grabner, Boltz, & Forster, 1980; Lazarus &
Hageman, 1994). PerturbacGes na estrutura do vitreo, sejam elas resultantes de
processos de envelhecimento ou traumas mecanicos, podem resultar em diversas
condi¢des que causam cegueira. Por esse motivo é importante entender e estudar sua
organizagdo molecular.

O outro meio encontrado no interior do olho é o humor aquoso, liquido que
circula pelas camaras posterior e anterior, nutrindo a cornea e a lente, estruturas que néo
possuem vasos sanguineos e sao transparentes para permitir a passagem de luz (Levin et
al., 2011). O fluxo constante e a taxa de producdo e drenagem do humor aquoso também
sdo responsaveis por manter a pressdo intraocular (PIO) normal, que varia de 10,65 a
20,63 mmHg em seres humanos, com media de 15,64 mmHg (Bankes, Perkins,
Tsolakis, & Wright, 1968).
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Em mamiferos, o humor aquoso flui da camara posterior para a camara anterior
através da pupila, e € drenado do olho por duas rotas principais (Figura 2): (i) Rota
trabecular ou convencional (Figura 2 A), responsavel por 90% da drenagem: o
aquoso flui pela malha trabecular e desemboca no canal de Schlemm, onde é drenado
pelas veias episclerais, e (ii) Rota uveoescleral (Figura 2 B), que corresponde aos 10%
restantes da drenagem e ocorre através de vasos coroidais presentes na propria zona
ciliar, corioide e esclera. Ha também o escoamento por uma via de menor importancia

(iii), através da iris (Figura 2 C).

conjuntiva
ornea

iris

plexo intraescleral

veia aquosa camara anterior

veia episcleral

humor vitreo

processos ciliares corpo ciliar

Nature Reviews | Disease Primers

Figura 2. Desenho esquematico da regido do angulo de drenagem de um olho humano
ilustrando as rotas de drenagem do humor aquoso. (A) Rota trabecular, (B) rota
uveoescleral e (C) rota iridica. Fonte: Reproduzido e adaptado com permissdo de
Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Disease Primers, Weinred, R. N. et al.,
copyright 2016 (Weinreb et al., 2016).

Diferentemente do humor vitreo, o0 humor aquoso é pobre em proteinas e
glicosaminoglicanas (Von & Moore, 1948). Seus principais componentes sdo ions e
antioxidantes, como a glutationa e o &cido ascoérbico, tendo seu pH tamponado
principalmente por ions bicarbonato. A composi¢do do humor aquoso em diversas

espécies de vertebrados € apresentada no Quadro 2 (Apéndice B).
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1.3. O crescimento ocular
Os olhos, assim como qualquer outro Orgdo, tém seu crescimento regulado por

mecanismos de controle homeostaticos. Entretanto, diferentemente dos demais 6rgaos,
os olhos dependem de estimulos visuais para guiar o seu crescimento. Ao nascimento,
os olhos de filhotes de aves, primatas, seres humanos e outras espécies ainda nédo
atingiram seu tamanho definitivo; é através da exposi¢do a estimulos visuais que 0s
olhos passardo por um processo de crescimento que o0s levara a emetropia — estado em
que ha propriedades 6timas de refracdo da imagem sobre a retina (Wallman & Winawer,
2004). O comprimento axial do olho humano, por exemplo, aumenta de 17 mm ao
nascer a 23 mm aos 13 anos de idade, mantendo praticamente a mesma dimensao na
idade adulta (Larsen, 1971).

Desse modo, os diversos estimulos projetados na retina iniciam uma cascata de
sinalizacdo, que ultrapassa o epitélio pigmentado e a corioide e regula o crescimento
ocular através do remodelamento ativo da esclera, o tecido conjuntivo que forma a
camada externa do globo ocular. Desequilibrios nessa via podem levar a erros de
refracdo como a miopia e a hipermetropia (Wojciechowski & Hysi, 2013).

Os peixes, por apresentarem crescimento continuo durante toda a vida,
constituem modelos interessantes para o estudo dos mecanismos reguladores do
crescimento ocular. Kroger e Fernald (1994) demonstraram em estudos realizados com
o ciclideo africano Haplochromis burtoni que, assim como em mamiferos, 0
crescimento ocular é guiado pela experiéncia visual do individuo. Neste estudo, 0s
peixes foram mantidos sob seis condi¢bes luminosas diferentes: (i) luz branca de amplo
espectro, (ii) escuro total, (iii) iluminagdo escotdpica e (iv) trés comprimentos de onda
monocromaticos: verde (523 nm), azul (455 nm) e amarelo (562 nm). Peixes criados na
escuridao total apresentaram maior variabilidade no didmetro naso-temporal e no
comprimento axial do olho. Os animais criados no escuro total e sob iluminagéo
escotopica apresentaram olhos de dimensdes significativamente maiores se comparados
aos expostos a luz branca, indicando uma tendéncia a miopia induzida pela falta ou
escassez de estimulos visuais. Em contrapartida, os animais criados sob as luzes
monocromaticas nao apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
Uma possivel explicacdo para estes resultados € a participacao de todos os tipos de cone
na regulacdo do crescimento ocular, sendo que a sinalizacdo de apenas um tipo ja é

suficiente para que o olho apresente crescimento normal (Kroger & Fernald, 1994).
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1.4. O demekin
O peixe dourado (Figura 3) é um étimo modelo para o estudo da visdo em vertebrados

em geral, incluindo mamiferos, pois seu globo ocular € de facil manipula¢do, com
neurogénese constante e seus neurdnios sa0 maiores € mais acessiveis para registro
eletrofisiologico (Easter, Johns, & Braumann, 1977). Essas caracteristicas fizeram desta
espécie uma das mais empregadas para pesquisa basica em neurociéncias. Entretanto, ha
diferencas importantes entre o sistema visual de peixes e mamiferos. E, portanto,
necessario estudar e entender estas diferencas para saber em que casos a espécie em
questdo pode ou ndo ser usada como modelo. Por exemplo, hd uma variedade de peixe

dourado, o demekin ou Black Moor (Figura 3), que apresenta olhos extremamente

protrudentes com aumento da pressao intraocular (Raymond, Hitchcock, & Palopoli,
1988; Yew et al., 1991; Joselevitch & Smith, 1997).

Figura 3. Variedades de peixe dourado estudadas. Esquerda: Peixe dourado variedade
padrdo, de coloracdo alaranjada e olhos proporcionais ao corpo. Direita: Peixe dourado
variedade demekin, com olhos exageradamente desenvolvidos.

Os olhos do demekin sdo dotados de caracteristicas peculiares, pois apesar de seu
grande volume (Figura 4), com distancia retina-lente até seis vezes maior do que no
peixe dourado padrdo (Raymond et al., 1988; Seltner, Weerheim, & Sivak, 1989), o
tamanho das lentes ndo é alterado. O aumento exagerado da cdmera vitrea nesta
variedade também levou autores a classificar o olho do demekin como extremamente
miopico (Easter & Hitchcock, 1986; Raymond et al., 1988; Seltner et al., 1989).



18

(a)

Figura 4. Fotografias mostrando secg¢des transversais do olho esquerdo (a) e direito (b)
de um mesmo peixe da variedade demekin. O ponto negro indica o centro da lente e a
linha sdlida desenhada na cadmara vitrea corresponde a distancia focal, regido na qual a
imagem estaria em foco. Como os olhos do demekin apresentam desenvolvimento
exagerado e a lente ndo acompanha esse crescimento, a imagem ndo é formada sobre a
retina, caracterizando olhos extremamente miopes. A assimetria entre os olhos do demekin
é bastante comum. Barra de escala = 2 mm. Fonte: Reproduzido de Vision Research, Vol.
26/11, Easter, S. S. & Hitchcock, P. F., The Myopic Eye of the Black Moor Goldfish, p.
1831-1833, Copyright (1986), com permisséo de Elsevier.

O crescimento exagerado dos olhos do demekin inicia-se na fase de alevinagem,
completando-se entre dois a seis meses de idade (Reddy & Lam, 1992). Geralmente, 0s
olhos de um mesmo animal apresentam assimetria na fase adulta, e pode ocorrer
crescimento abrupto nos globos oculares ap6s a transformacdo inicial (Easter &
Hitchcock, 1986; Raymond et al., 1988). Devido ao aumento descomunal dos olhos do
demekin, a retina acaba sendo afetada (Figura 5), tendo suas camadas diminuidas em
espessura, com desorganizagdo de suas estruturas e o aparecimento de elementos

estranhos ao tecido retiniano (Raymond et al., 1988; Yew et al., 1991).
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Figura 5. A retina central do peixe dourado nas duas variedades. (A) Retina de peixe
dourado variedade padrdo. (B) e (C) Retinas de um mesmo demekin (olho maior e olho
menor, respectivamente). Observa-se no peixe padrdo que os nucleos de bastonetes formam
linhas de cerca de 4 nlcleos de espessura, ao passo que no demekin, as linhas tém apenas 2
nicleos de espessura. A INL também se apresenta mais fina na retina do demekin; o
epitélio pigmentado, por sua vez, tem aparéncia muito mais densa no demekin do que na
variedade padrdo. RPE: epitélio pigmentado retiniano; PR, segmentos externos de
fotorreceptores; ONL: camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna; GCL: camada
de células ganglionares. Escala = 50 um. Fonte: Reproduzido de Journal of Comparative
Neurology, Vol. 276, Raymond, P. A. et al., Neuronal Cell Prolferation and Ocular
Enlargement in Black Moor Goldfish, p. 231-238, Copyright (1988), com permissdo de
John Wiley and Sons.

Esta variedade de peixe dourado poderia ser um modelo experimental
interessante para glaucoma, caso 0 seu crescimento ocular seja em funcdo de pressao
intraocular elevada, ou para miopia extrema, visto que o animal é miope. Para tal,
entretanto, faz-se necessario primeiramente caracterizar o sistema de produgdo e
drenagem do humor aquoso nesta espécie, bem como a composi¢do do humor vitreo,
para num segundo momento comparar estes dados com os obtidos por outros autores em

relacdo ao demekin e a espécies mamiferas.
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2. Justificativa

O peixe dourado é uma das espécies mais utilizadas em ciéncia bésica para o estudo da
retina. Pouco se sabe, entretanto, a respeito das suas demais estruturas oculares,
fundamentais para o processamento visual. O estudo de tais estruturas visa fornecer
maior compreensao a respeito da visdo nesta espécie e em outras espécies de teledsteos,
e pode fornecer informacdes importantes a respeito do sistema de producéo e drenagem
de meios intraoculares em mamiferos. Poderemos também compreender melhor as
provaveis causas do exagerado crescimento dos olhos do demekin, candidato promissor

a modelo experimental natural para glaucoma.

3. Objetivo

A finalidade do presente trabalho foi estudar comparativamente olhos de Carassius
auratus das variedades padrdo e demekin, verificando possiveis diferencas em relacéo a
morfologia das estruturas oculares, composi¢do bioquimica do humor vitreo, histologia
retiniana e drenagem do humor aquoso que poderiam explicar o crescimento ocular

anormal no demekin.
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4. Material e Métodos

4.1. Animais
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Animais do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo (CEPA-
IPUSP, protocolos 011.2010, 003.2014 e 4926170916, Anexos). Os animais utilizados
neste estudo foram tratados de acordo com as Normas para o Uso de Animais em
Pesquisa em Visdo e Oftalmologia da Associagdo para Pesquisa em Visdo e
Oftalmologia (Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO, EUA).

Carassius auratus variedades padrdo e demekin de diversos tamanhos foram
adquiridos de um fornecedor local e mantidos no biotério do Departamento de
Psicologia Experimental do IPUSP em dois aquérios de 270 L de capacidade 28 °C
(ciclo claro/escuro de 12 horas), equipados com sistema de filtragem biol6gica interno e
mecanico-quimica externo (TYP 2217, EHEIM, Alemanha). Foi fornecida alimentacao
adequada (racdo) uma vez ao dia, e o controle da qualidade da &gua e limpeza dos
aquarios foi realizado quando necessario.

Para a realizagdo de todos 0s experimentos in vivo, 0s animais foram
anestesiados com benzocaina - anestésico eficiente e bastante utilizado para o manejo de
peixes (Bittencourt et al., 2012) - dissolvida em acetona na concentracdo de 75 ppm
(75 mg/L).

4.2. Tonometria
A tonometria foi realizada com um aparelho baseado no deslocamento de colunas de

agua (Figura 6) em 14 olhos de cada variedade. Este aparelho era composto de uma
régua comum com graduacdo dupla acoplada a uma base de madeira de forma a ficar
perpendicularmente posicionada em relacdo ao solo. A esta régua foram adaptados
tubos de duas sondas endovenosas do tipo butterfly n°® 21, preenchidos por uma solucéo
de tinta nanquim vermelha e solucdo fisiologica, para facilitar a visualiza¢do da coluna.
Primeiramente, foi estabelecido o “zero” do aparelho — a posigao inicial da
coluna d’agua, mantida estavel pela obstrugdo da extremidade posterior dos butterflies.
Em seguida, as agulhas de cada sonda foram cuidadosamente introduzidas na cdmara
anterior de um demekin e um peixe padrdo sob lupa cirurgica (D. F. Vasconcellos), com

os animais fora da agua. ApOs a desobstrucdo da outra extremidade dos tubos,
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aguardamos a estabiliza¢do da coluna d’agua em sua nova posi¢do. A diferenca entre os
deslocamentos em mmH20 nas duas variedades foi aferida em ambos os olhos, e 0s

peixes retornaram ao aquario.

mmH,0
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Figura 6. Equipamento utilizado neste estudo para aferir a pressao intraocular nas
duas variedades de peixe dourado. Este aparelho era composto de uma régua comum com
graduacdo dupla acoplada a uma base de madeira de forma a ficar perpendicularmente
posicionada em relacdo ao solo. A esta régua foram adaptados tubos de sondas endovenosas

do tipo butterfly n® 21, preenchidos por uma solucdo de tinta nanquim vermelha e solucéo
fisioldgica, para facilitar a visualizacéo da coluna. As imagens ndo estdo em escala.

4.3. Morfologia
Ap0s eutandsia por decapitacdo e espinhalamento, os olhos foram enucleados e imersos

em fixador (paraformaldeido 4% em tampéao fosfato-salina, PBS) por 24 horas, ap6s a
realizacdo de cortes circulares na esclera para facilitar a penetracdo do fixador. A seguir,
0 material passou por sequéncia de alcoois nas concentracGes 10%, 20% 30% por 15
minutos cada, e nas concentra¢bes 40%, 50%, 60% 70%, 80%, 90% e 100% por 10
minutos cada, com trés passagens por alcool 100% para desidratacdo e inclusdo em
historresina (Technovit 7100, Kulzer, Alemanha). Cortes de 2 um dos globos oculares
foram realizados com micrétomo (Spencer 820, American Optical Company, EUA) e as
laminas assim obtidas foram secas em estufa a 37°C e coradas com solucdo de azul de

toluidina a 1% com borato de sédio 1% ou hematoxilina-eosina.

4.4. Ultraestrutura
Os experimentos para observacdo da ultraestrutura do angulo de drenagem foram

realizados no ICB-USP, com auxilio do técnico Gaspar Ferreira de Lima (Setor de

Microscopia Eletronica). Os olhos enucleados foram mergulhados em solucédo fixadora
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composta de glutaraldeido 2% em tampédo cacodilato de sédio por 2 horas a 4°C.
Fragmentos da cdmara anterior e retina foram lavados em tamp&o cacodilato de sodio,
refixados em OsO4 1%, e lavados e desidratados em concentracOes crescentes de etanol
(70%, 95% e 100%). A inclusdo em resina Spurr (EMS, EUA) foi realizada apos
passagem em oOxido de propileno puro. Sec¢des semifinas (0,5 um) e ultrafinas (80-
90 nm) foram obtidas em ultramicrétomo (EMUCS6, Leica Mycrosystems GmBH,
Alemanha) e dispostas sobre telas de cobre (3 mm, 200 mesh/regular, EMS, EUA). Para
realce da eletrondensidade, as telas foram expostas a solugdes de citrato de sédio a 11%
e nitrato de chumbo a 14% em NaOH 0,1 M e acetato de uranila 0,5% em sacarose
10,5% para exame em microscopio eletrénico de transmissao (JEM 1010, Jeol, EUA) e
digitalizagéo de imagens. Fotomicrografias de 1024 x 1024 pixels foram realizadas com
resolucéo de 173 ppi.

4.5. Dindmica do humor aquoso
Para estudo da dinamica dos fluidos intraoculares, injec@es de solucdo aquosa 50-75%

de tinta nanquim preta ou amarela (corante a base de carvdo em suspensao agquosa) na
camara anterior foram realizadas com seringa de insulina pela regido temporal da cérnea
em animais anestesiados. De 1 a 3 olhos foram utilizados em cada grupo experimental:
5, 15, 30, 60, 120 minutos e 1, 2, 3, 4 e 7 dias. O corante preto foi inicialmente
utilizado, porém por ser de dificil visualizacdo no olho do demekin - devido a
pigmentacdo escura em seus olhos - passou-se a utilizar o nanquim amarelo para obter
maior contraste (Figura 7).

O escoamento do corante foi monitorado fotograficamente com auxilio de
estereomicroscopio (SMZ-745T, Nikon, Japdo) acoplado a camara digital (AxioCam
Carl Zeiss, Alemanha) e microcomputador. O controle da cadmera e aquisicdo de
imagens foram realizados por meio do software AxioVision (Carl Zeiss, Alemanha).
Apos tempos pré-determinados, os animais sofreram eutanasia e enucleacdo, e os olhos
foram processados para histologia como descrito em 4.3. Morfologia. Pelo menos trés

olhos foram utilizados para cada um dos tempos escolhidos®.

1 Apresentaremos também dados obtidos em animais injetados com corante apds 1, 2, 3, 4 e 7 dias, nas
duas variedades.



Figura 7. Fotografias obtidas durante o experimento para estudo da dindmica do
humor aquoso com auxilio de cAmera digital acoplada a um estereomicroscépio. Nos
painéis & esquerda, animal antes de receber a injecéo de corante; & direita evidencia-se a
diferenca ao utilizar o corante preto e o amarelo, com melhor visibilidade ao injetar o
corante amarelo. Paineis superiores — demekin. Painéis inferiores — peixe padréo.
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4.6. Bioguimica do humor vitreo
Estes experimentos foram realizados no Laboratorio de Biologia da Matriz Extracelular,

sob orientacdo da Profa. Dra. Vanessa Freitas (Departamento de Biologia Celular e do
Desenvolvimento, ICB-USP) e da aluna de doutorado Suély Vieira. Amostras de corpo
vitreo de 4 animais da variedade padrdo e 2 da variedade demekin foram coletadas da
seguinte maneira:

e Peixe padrdo — o olho foi enucleado e posicionado sobre uma placa de Petri
virada forrada com papel toalha, de modo a ficar com a regido posterior
voltada para cima. Com uma micro tesoura, foi realizado o corte da esclera
ao redor do nervo optico, retirando-o. Amostras de humor vitreo foram
coletadas utilizando-se uma pinca de ponta fina e um pincel e adicionadas a
um microtubo. Por se tratar de um material de coleta mais dificil e por
apresentar menor volume de humor vitreo por olho, utilizamos os olhos de 4
animais.

e Demekin —sobre uma placa de Petri virada e coberta com papel toalha o olho
foi posicionado lateralmente, com a regido posterior voltada para a direita e a
anterior para a esquerda. Como o humor vitreo desta variedade é liquido,
optou-se por coletd-lo com o auxilio de uma seringa e uma agulha 30 G. O
olho foi perfurado com a ponta da agulha através da esclera, em direcdo ao
centro do olho e foi feita a coleta do material tomando-se o cuidado de néo
aspirar o contetido até que o olho colapsasse, com o objetivo de evitar a
coleta de humor aguoso concomitantemente, contaminando a amostra. O

contetdo aspirado foi acondicionado em um microtubo.

Logo apds a coleta, as amostras foram acrescidas de coquetel de inibidores de
protease (Sigma, EUA) e armazenadas em freezer -80 °C até o momento de uso. As
amostras tiveram suas proteinas quantificadas pelo método de Bradford (Quick Start
Bradford Protein Assay, Bio-Rad, EUA) e foram analisadas através de
espectrofotometria  (Epoch  Microplate ~ Spectophotometer, BioTek, EUA).
Posteriormente, as amostras foram diluidas em solucdo tampdo corante contendo tris-
HCI 1M, pH 6,8 + SDS 10% + glicerol + azul de bromofenol 0,5% + 2-mercaptoetanol
e fervidas a 95°C durante 5 minutos para desnaturacdo das proteinas. Apos
homogeneizacdo do material, foi realizada semeadura de 30 pg com o auxilio de

micropipeta em placa de vidro com gel de gradiente de poliacrilamida 4% a 15% (Mini-



26

Protean, Bio-Rad, CA, EUA) em triplicatas. Um padrdo de peso molecular conhecido
foi co-semeado para fins de identificagdo (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™
Prestained Protein Standards #1610375, Bio Rad, EUA). Dois experimentos foram
realizados em dias diferentes, utilizando as mesmas amostras, para confirmacdo dos
resultados. Os géis foram corados com coomassie blue e fotografados com auxilio de
scanner (HP Deskjet 2540 All in One Printer, HP, EUA) para verificacdo do padréo de
bandas. Para fins de comparacdo, foi também semeada amostra de vitreo obtida de 4
ratos (Rattus norvegicus) no Laboratorio de Biologia Celular da Retina, sob orientacao
da Profa. Dra. Dania Emi Hamassaki (Departamento de Biologia Celular e do

Desenvolvimento, ICB-USP) e da técnica Sayami Akamine.

4.7. Analise dos Resultados
Os valores médios de P1O obtidos a partir da tonometria invasiva foram analisados e

comparados através do teste T-Student bicaudal.

O caminho percorrido pelo corante injetado intraocularmente e sua via de
drenagem nesta espécie foi avaliado qualitativamente através da observacdo e
comparacgdo de fotomicrografias de campo claro obtidas com material dos diferentes
grupos experimentais. Dados a respeito da regido trabecular obtidos com microscopia
eletrobnica na regido foram avaliados qualitativamente em fotomicrografias e
comparados aos de mamiferos (dados de literatura). Para analise da composi¢cdo dos
meios oculares, as bandas obtidas foram comparadas qualitativamente as de mamiferos

obtidas em publicacdes da area.
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5. Resultados

5.1. Tonometria
Através da tonometria invasiva obtivemos valor médio de presséo intraocular para o

peixe padrdo de 1,9 £ 0,6 mmH20O (n = 14 olhos) e para o demekin, 3,6 £ 0,9 mmH20 (n
= 14 olhos), visualizados na Figura 8. Com esta técnica de mensuracdo, os valores
obtidos para o demekin foram significativamente maiores (P = 7,43*10°, Teste T de
Student bicaudal).

3,6 10,9 mmH,0

1,9+0,6 mmH,0

PIO (mmH,0O)

Padrao  Demekin

Figura 8. Valores de pressdo intraocular (P10) obtidos através da tonometria invasiva
(mmH20). O n corresponde ao nimero de olhos testados. O método invasivo apresentou
maior sensibilidade, registrando diferenca estatisticamente significativa (P=7,43*106, Teste
T de Student bicaudal) entre a variedade padréo e demekin.

5.2. Morfologia das vias de drenagem do humor aquoso
Inicialmente, estudamos a morfologia da regido do angulo de drenagem do olho do

peixe dourado padrdo (Figura 9) e demekin (Figura 10). Notam-se na regido as
seguintes estruturas: (i) iris, faixa circular de tecido composta por dois tipos de células
(Figura 9 e 10, A); (ii) malha trabecular, imediatamente adjacente a iris e estendendo-se
da camara anterior a cornea (Figura 9 e 10, B); (iii) ligamento anular (Figura 9 e 10,
C), estrutura triangular e loculada que preenche a maior parte do angulo iridocorneano,
circunferencialmente (por isso o nome “anular”). Esta presente em diversas espécies de

peixes, porém sua morfologia e composicdo sdo altamente varidveis dependendo da
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espécie; (iv) clrnea, caracterizada por células achatadas, cuja matriz extracelular
contém fibras colagenas organizadas em feixes paralelos (Figura 9 e 10, D); (V) juncéo
cdrneo-escleral, com mindsculos canaliculos de escoamento (Figura 9 e 10, E) e (vi)
zona ciliar, localizado na regido posterior da iris e composto por uma camada externa de
células pigmentadas e uma camada interna de células ndo pigmentadas (Figura 9 e 10,

F). Estas estruturas sdo mostradas em maiores detalhes na Figura 11.

Figura9. O angulo de drenagem do peixe dourado padrdo, porcédo ventral.
Fotomicrografia de campo claro de se¢do semifina (2 um) de olho de peixe dourado
variedade padrdo. (A) Iris; (B) Malha trabecular; (C) Ligamento anular; (D) Cérnea; (E)
Juncdo corneoescleral; (F) Epitélio ciliar ndo pigmentado.



Figura 10. O éangulo de drenagem do peixe dourado demekin, por¢do ventral.
Fotomicrografia de campo claro de segdo semifina (2 um) de olho de peixe dourado
variedade demekin. (A) iris; (B) Malha trabecular; (C) Ligamento anular; (D) Cornea; (E)
Juncdo corneoescleral; (F) Epitélio ciliar ndo pigmentado.
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Figura 11. Detalhes da regido do &ngulo de drenagem do peixe dourado padrao, porcdo ventral. (A) Fotomicrografia de campo claro de secdo fina

(0.5 um) de olho de peixe dourado variedade padrdo. (A) Aumento de 10x, mostrando as principais estruturas da regido, aumentadas nos demais painéis. (B)
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Aumento de 20x do estroma iridico. Nota-se a presenca de vasos com hemacias nucleadas (ponta de seta Unica), aglomerados pigmentares (duas pontas de seta)
e, na face voltada para a cAmara posterior, a presenca de células epiteliais contendo vilosidades (asteriscos). (C) Aumento de 20x da juncéo irido-anular. Nesta
regido, as células de revestimento do estroma iridico ddo origem a uma fina malha trabecular, que apresenta continuidade com o ligamento anular. Embora a
trabécula ndo se diferencie do ligamento anular neste aumento, na interface com a camara anterior notam-se pequenas descontinuidades (pontas de seta), por
onde o humor aquoso provavelmente é drenado. Tais descontinuidades ndo foram observadas no angulo dorsal. (D) Aumento de 20x do ligamento anular,
constituido por malha loculada de conteido granular. As paredes do ligamento sdo formadas por células de aspecto alongado (alguns nlcleos estdo indicados
por pontas de setas). O contetido dos loci varia de granular a reticulado. (E) Aumento de 20x da jungdo irido-anular. Nota-se a variacdo de aspecto no contetdo
dos loci do ligamento anular, aglomerados pigmentares do estroma iridico (pontas de seta) e as vilosidades das células epiteliais recobrindo a face posterior da
iris (asteriscos). (F) Aumento de 20x da juncdo cérneo-escleral. Nesta regido encontram-se discretos canaliculos (pontas de seta). O epitélio corneano continua-
se com a conjuntiva (asteriscos) e, embebida na esclera, encontram-se placas cartilaginosas que ddo forma e sustentagdo ao globo ocular em peixes. (G)
Aumento de 20x da juncdo corneo-escleral, evidenciando a placa cartilaginosa (asteriscos), e um complexo capilar na jungdo entre crnea e conjuntiva e na
juncdo entre a malha trabecular e a cornea (pontas de seta). Na face interna, nota-se a continuidade entre o estroma corneano a direita, a zona marginal ciliar ao
centro e a retina a esquerda. Nesta regido do angulo ventral, as células ndo pigmentadas da face posterior da iris ndo parecem possuir vilosidades neste aumento
(setas). (H) Aumento de 40x da juncdo cérneo-escleral, mostrando em maiores detalhes vaso no estroma iridico (ponta de seta), vilosidades no epitélio ndo
pigmentado da face posterior da iris (setas) e as células que compdem as finas paredes do ligamento anular, bem como o contetdo granular dos loci. Neste
aumento, nota-se a fina malha trabecular na interface entre o estroma iridico e o ligamento anular. Esta circunda o ligamento anular na sua por¢do mais
posterior, continuando-se com a cérnea. (I) Aumento de 40x da zona ciliar marginal. O epitélio ciliar ndo pigmentado continua-se com o epitélio iridico ndo
pigmentado. Nesta regido, este epitélio apresenta vacuolos (setas) em adi¢do as vilosidades, sugerindo fungdo secretora ou absortiva. Também aqui nota-se a

malha trabecular circundando o ligamento anular em sua porgao posterior e indo de encontro a cérnea (pontas de seta).
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Visualizado nas secgdes meridionais como uma &rea triangular preenchida por
um conjunto de espagos de forma irregular (alguns circulares, outros ovalados ou
alongados), cujas paredes assemelham-se a fibras achatadas, o ligamento anular
estende-se por toda a circunferéncia da regido de transicdo iridocorneana em local
anélogo ao do ligamento pectinado nos demais vertebrados, possuindo contudo aspecto
mais robusto e compacto. Suas dimensdes e aspecto variam muito num mesmo animal,
podendo ora apresentar-se vasto e com loculagcdes amplas ou estreito e com certo
preenchimento interno, dependendo da regido do olho presente nas seccdes. As paredes
dos loci sdo compostas por células alongadas e de nucleos achatados (Figuras 12,
setas). Os loci do ligamento possuem algum tipo de contetdo granular, que assemelha-
se a pequenos globulos de diametros diversos, imersos em algum tipo de liquido ou rede

trabecular delicada.

Figura 12. Detalhes do ligamento anular. (A) Fotomicrografia de campo claro de secéo
semifina (2 um) de olho de peixe dourado variedade padrdo, corada com azul de toluidina.
(B) Fotomicrografia de campo claro de secdo semifina (1 um) de olho de peixe dourado
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variedade padrdo, corada com hematoxilina e eosina. Em ambos os painéis, nota-se a
variacdo de forma dos loci e do diametro e aspecto dos granulos em seu interior. As pontas
de seta indicam os nucleos das células que comp&em as paredes dos loci.

Na interface com a camara anterior, nota-se a presenca de um epitélio em
continuidade com a cornea, recobrindo toda a margem livre do ligamento. Este epitélio
compde-se de células achatadas, com pequenas aberturas na por¢do mais proxima a iris
(Figura 13, setas), que poderiam viabilizar o escoamento do humor aquoso. Tais
aberturas foram encontradas apenas na regido ventral do angulo, e ndo na porgéo dorsal.
Aparentemente ndo ha vasos ou quaisquer estruturas semelhantes permeando o
ligamento anular, enquanto no estroma iridico a vascularizacdo pode mostrar-se
exuberante, com vasos mais ou menos dilatados (Figura 14 A e B, setas). Muitas vezes
encontram-se granulos de pigmento imiscuidos no tecido (Figura 11 B e E; Figura 14
C, setas).



DORSAL

VENTRAL/

Figura 13. Fotomicrografias da regido do angulo de drenagem dorsal e ventral na
variedade padrdo do peixe dourado. Nota-se que existe uma diferenciacdo entre as
regides ventral e dorsal do olho: ventralmente, o angulo é preenchido pelo ligamento anular
e pela malha trabecular, tecido adjacente a iris (setas), ja na regido dorsal ha apenas a
presenca do ligamento anular.
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Figura 14. Fotomicrografia da regido do angulo de drenagem dorsal. (A) e (B)
vascularizacao da iris, evidenciando vasos de diferentes calibres; (C) granulos de pigmentos
imiscuidos no estroma iridico.

Embora ndo tenhamos constatado a existéncia de canal de Schlemm ou estrutura
semelhante em regido analoga a dos mamiferos, observamos que ha uma discreta malha
trabecular na interface entre o ligamento anular e a iris. Esta circunda o ligamento
anular em sua porcdo mais posterior (Figura 11 I, pontas de seta), continuando-se com
um sistema de diminutos canaliculos embebidos na cornea e na conjuntiva (Figura 11
F, pontas de seta).

Na regido ciliar observa-se a presenca de epitélio ciliar composto por uma
camada de células pigmentadas externamente e uma camada de células ndo pigmentadas
internamente. O estroma iridico apresenta-se bem vascularizado nesta regido (Figura 11
H, ponta de seta). Ndo ha corpo ou processos ciliares evidentes, mas apenas o epitélio
retro-iridico de caracteristicas semelhantes ao dos demais vertebrados. Em sua por¢ao
posterior, 0 epitélio pigmentado do estroma ciliar da origem ao epitélio pigmentar

retiniano, enquanto o epitélio ndo pigmentado continua-se com a retina (Figura 11 G).
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Comparando-se o angulo dorsal e ventral de um mesmo animal (Figura 15),
observamos que o ligamento anular é consistentemente maior na regido dorsal (Figura
15 A). A distribuicdo de pigmento no estroma iridico varia de animal para animal,
podendo concentrar-se na regido dorsal ou ventral. No exemplo da Figura 16, ha maior
quantidade de pigmento na iris dorsal. Nestes aumentos, ndo ha outras diferencas
evidentes entre as duas regides no peixe dourado padréo.

Devido ao crescimento ocular exagerado, a camara anterior do demekin
apresenta-se distendida; como suas dimensfes eram maiores do que as barcas de
inclusdo em historresina, foi necessario cortar parte da cdrnea e iris para realizar a
inclusdo. Em funcdo disto, os cortes apresentados na Figura 16 ndo abarcam toda a
camara anterior. Também no demekin (Figura 16), o ligamento anular € maior na regiao
dorsal (Figura 16 A). Em relacéo a variedade padréo, nota-se que o estroma iridico €
muito mais vascular tanto dorsal quanto ventralmente; os vasos ali presentes possuem

[imen amplo e repleto de hemacias.
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Ventral

Figura 15. Regides dorsal e ventral da regido do angulo de drenagem do peixe dourado padrao.
Centro: Desenho esquematco do olho do peixe dourado, evidenciando a regido do ligamento anular
dorsal e ventral (azul), o epitélio pigmentado da iris, que posteriormente da origem ao epitélio
pigmentado retiniano (preto), o epitélio ndo pigmentado da iris (laranja), as placas cartilaginosas da
esclera (roxo) e a retina (vermelho). (A) Regifo dorsal. Aumento = 5x. (B) Regido ventral Aumento =
5x. (C) Aumento de 10x da regido em (A). A ponta de seta indica o epitélio de revestimento do
ligamento anular, que nesta regido apresenta-se mais espesso e sem fenestras, (D) Aumento de 10x da
regido em (B). A ponta de seta indica o epitélio de revestimento do ligamento anular, que nesta regido
apresenta-se mais delgado e com fenestras (detalhe desta regido na Figura 15C), Em todos os painéis,
espessura de corte = 0.5 um.



Figura 16 Regides dorsal e ventral da regido do &ngulo de drenagem do demekin.
Centro: Desenho esquematco do olho do peixe dourado, evidenciando a regido do
ligamento anular dorsal e ventral (azul), o epitélio pigmentado da iris, que posteriormente
da origem ao epitélio pigmentado retiniano (preto), o epitélio ndo pigmentado da iris
(laranja), as placas cartilaginosas da esclera (roxo) e a retina (vermelho). (A) Regido dorsal.
Aumento = 5x. (B) Regido ventral. As pontas de seta indicam complexo capilar. Asteriscos
indicam epitélio de revestimento do ligamento anular. Aumento = 5x. (C) Aumento de 10x
da regido em (A). As pontas de seta indicam vasos repletos de hemécias. Os asteriscos
mostram a regido anterior do ligamento anular, que apresenta camada espessa de células
epiteliais e sem fenestras aparentes. (D) Aumento de 10x da regido em (B). Asteriscos
indicam epitélio de revestimento do ligamento anular. Em todos os painéis, espessura de
corte = 0.5 um.
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As caracteristicas ultraestruturais do epitélio ciliar nas duas variedades de
Carassius auratus pode ser observada nas Figuras 17 e 18. O epitélio ciliar dorsal
(Figura 17 A e B) apresentou superficie mais irregular e vacuolos. O epitélio
encontrado na regido ventral do olho, por sua vez, tem a superficie celular mais lisa e
uniforme.

No demekin também verificou-se a existéncia desta diferenciacdo do epitélio
ciliar. Na Figura 18 pode-se observar em maior detalhe o epitélio ciliar dorsal,
mostrando diversas projecoes citoplasmaticas e conteudo vacuolar. Em C e D é possivel
observar a formacao de uma vesicula englobando ou secretando particulas densas.

Figura 17. Eletronmicrografias do epitélio ciliar na variedade padrdo. (A) e (B)
Epitélio ciliar dorsal, com pequenas irregularidades em sua superficie. (C) e (D) Epitélio
ciliar ventral, de aspecto liso e uniforme.
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Figura 18. Eletronmicrografias do epitélio ciliar dorsal na variedade demekin, com
diferentes magnificagdes. Em (C) e (D), nota-se a formagdo de vesicula englobando ou
secretando particulas eletrondensas.

Ultraestruturalmente, o estroma iridico do peixe dourado padrdo apresenta-se
recoberto em sua porcdo posterior por duas camadas de células pigmentadas (Figura
19). A camada mais interna caracteriza-se por granulos menores € mais numerosos,
enguanto a camada externa, voltada para a camara posterior, apresenta microvilosidades
e estruturas vacuolares, caracteristicas de epitélios secretores e/ou absortivos. No
citoplasma destas células, encontram-se inumeras invaginagdes membranosas, de
aspecto mais desorganizado do que o encontrado em reticulos endoplasmaticos (Figura
19 D).
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Figura 19. Ultraestrutura do estroma iridico do Carassius auratus padrdo, regido
ventral. A camada mais interna caracteriza-se por granulos menores e mais numerosos,
enquanto a camada externa, voltada para a cAmara posterior, apresenta microvilosidades e
estruturas vacuolares, caracteristicas de epitélios secretores e/ou absortivos. No citoplasma
destas células, encontram-se indmeras invaginagdes membranosas (D), de aspecto mais
desorganizado do que o encontrado em reticulos endoplasmaéticos.

5.3. Dindmica do humor aquoso
A drenagem do humor aquoso foi avaliada através da injecdo de corante na camara

anterior em intervalos de tempo definidos - 5, 15, 30 e 60 minutos. Os olhos dos
animais foram fotografados in vivo em diversos momentos para que fosse possivel
acompanhar sequencialmente o fluxo do corante dentro do olho (Figuras 20 e 21). Logo
apos a injecdo, ocorreu em alguns animais um pequeno extravasamento de corante
através da perfuracdo na cornea (Figura 20, t=0). Para melhor visualizar a
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movimentacdo do corante a superficie corneana foi delicadamente limpa com o auxilio

de um cotonete embebido em solugéo salina 9% (Figura 20, t=32).

Figura 20. Exemplo de monitoramento fotografico das injecfes de corante na camara
anterior de Carassius auratus padrdo. Em t=0 foi registrado o momento subsequente a
injecdo; em seguida, a superficie da cdrnea foi limpa com cotonete para remover 0 excesso
de corante. A partir de t=3, é possivel visualizar o escoamento do corante pela regido
ventral do olho (seta). Todo o procedimento foi realizado sob estereomicroscopio acoplado
a cAmara digital e microcomputador.

Figura 21. Exemplo de monitoramento fotografico das injecGes de corante na camara
anterior de Carassius auratus na variedade demekin. Em t=0 foi registrado o momento
subsequente a injegdo. Foi possivel acompanhar o espalhamento do corante na camara anterior.
Ao final de 30 minutos nota-se um escoamento discreto de corante pela regido ventral do olho
(seta). Todo o procedimento foi realizado sob estereomicroscépio acoplado a camara digital e
microcomputador.
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No demekin, em alguns casos, a visualizacdo do corante foi dificultada pela
ocorréncia natural de pigmentacdo escura em seu globo ocular. A inje¢do de nanquim
amarelo em outros animais desta variedade resolveu esta limitagéo.

O resultado da drenagem em um peixe padrdo (angulo ventral) ap6s uma hora da
injecdo pode ser observado na Figura 22; o resultado de experimento semelhante para o
demekin encontra-se na Figura 23. Em ambos 0s casos, 0 corante aparenta ainda estar
em fluxo apds 60 minutos, bem dissolvido no humor aquoso. A malha trabecular
mostra-se isenta de corante, bem como os canaliculos corneais. O intervalo de 60
minutos presumivelmente foi muito curto para que a drenagem no peixe dourado fosse
“visivel” através de nossa técnica, porém o fendmeno parece estar se iniciando na regido

do angulo ventral (Figura 22 B e D).

Figura 22. Drenagem no angulo ventral de Carassius auratus padrdo 60 minutos pos-
injecdo. (A) Observa-se algum escoamento de corante para a camara vitrea; porém, a maior
concentragdo encontra-se na cdmara anterior, em regido adjacente ao angulo de drenagem.
(B) Magnificacdo do painel (A), mostrando um possivel inicio de drenagem pela malha
trabecular (ponta de seta). Nota-se também alguma concentracdo de corante na porgéo
anterior do estroma iridico, de aspecto diferente dos granulos pigmentares caracteristicos
deste tecido. (C) Nao foi observada presenca de corante nos vasos da iris (pontas de seta) e
nem nos canaliculos cérneo-esclerais (seta). (D) Maior aumento do painel (B),
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evidenciando uma possivel rota de drenagem do humor aquoso através da malha trabecular.
Espessura de corte = 2 pum.

B

Figura 23. Drenagem no &ngulo ventral de Carassius auratus variedade demekin 60
minutos pos-injecdo. (A) O corante migrou para a cdmara vitrea e regiGes posteriores do
olho, mas a maior parte ficou na regido do angulo de drenagem. (B) Magnificagdo do painel
(A), mostrando um acimulo de corante em regido adjacente & malha trabecular. Espessura
de corte = 2 pum.

Quantificamos a presenca de corante nas estruturas oculares de acordo com o
namero de ocorréncias observadas nos cortes histoldgicos (Figuras 24 — 26). Para isso,
observamos algumas regides de interesse no olho das variedades estudadas:

e Angulo ventral e dorsal: regides da cAmara anterior localizadas na regi&o
em que se forma um angulo entre a cornea e a iris, nos polos ventral e

dorsal do olho.

Trabécula ventral e dorsal: regides localizadas entre ligamento anular e
iris ventral e dorsalmente.

fris: estrutura que é continua a retina e localiza-se na regido anterior do

olho.

Canaliculos: diminutos canaliculos localizados na juncdo cérneo-escleral.

Cémara vitrea: maior cadmara do olho do peixe dourado e de mamiferos.

Observamos se havia corante em seu interior.

Retina: camada mais interna do olho; observamos em especial a presenca
de corante nos vasos epirretinianos, que estdo em contato com a camara

vitrea.
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Figura 24. Graéficos ilustrando o nimero de observacgdes da presenca de corante nos
angulos dorsal e ventral, em ambas variedades de peixe dourado. Observou-se a
presenca de corante tanto na regido do angulo dorsal quanto na ventral, entretanto, o
corante concentrou-se mais frequentemente na regido ventral, o que é demonstrado em
praticamente 100% das observagBes. O nimero entre parénteses indica o n utilizado.
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Figura 25. Graficos ilustrando o nimero de observacfes da presenca de corante na
regido trabecular dorsal e ventral, em ambas variedades de peixe dourado. Ao
observar a regido trabecular — entre ligamento anular e a iris — os resultados foram
diferentes do que foi encontrado na regido do angulo de drenagem; apesar de terem sido
observados casos em que 0 corante penetrou na trabécula dorsal, estes ndo foram
predominantes; ja na trabécula ventral encontramos o maior nimero de ocorréncias. O
nlmero entre parénteses indica o n utilizado.
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Figura 26. Gréficos ilustrando o nimero de observacdes da presenga de corante na
iris, canaliculos na cdérnea, camara vitrea e retina, em ambas variedades de peixe
dourado. O corante também foi localizado em estruturas secundarias de drenagem (iris,
canaliculos e retina) e em quase 100% dos casos, espalhou-se pela cAmara vitrea. O nimero
entre parénteses indica o n utilizado.

Foi observada a presenca de corante na camara vitrea em praticamente 100% das
observacdes, assim como nas regides do angulo dorsal e ventral na camara anterior. No
entanto, na regido trabecular o corante concentrou-se quase que exclusivamente na
regido ventral. Observou-se a presenca de corante também na iris, canaliculos e vasos
epirretinianos.

Apos um dia da injecdo (Figura 27), o corante assume a aparéncia de
conglomerados de pigmento, com bordas irregulares e impregnados nas estruturas
oculares. Nota-se a presenca de corante nas camaras anterior e vitrea, aderindo-se a
lente e dirigindo-se para regides mais posteriores. A tinta nanquim infiltrou-se por toda
a regido do angulo de drenagem, preenchendo os canaliculos corneo-esclerais, a malha
trabecular e o estroma iridico. Também foi possivel notar a presenga de corante na
regido posterior da iris. O ligamento anular (Figura 27, asteriscos), por sua vez,

apresentou-se livre de corante, aparentemente ndo participando do processo de
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drenagem. O corante também foi detectado na membrana limitante interna da retina
central (Figura 27 D).

A Figura 28 ilustra os discretos canaliculos na jungdo corneo-escleral (ponta de
seta em A) de Carassius auratus padrdo, preenchidos por corante 48 horas apés a
injecdo. No painel B, destaque para a malha trabecular, também repleta de corante.
Ap6s 72 horas da injecdo de corante, observa-se que o ligamento anular continua
desprovido de nanquim (Figura 29). Nestes intervalos, praticamente ndo ha mais
corante na cémara anterior; este encontra-se concentrado no estroma iridico,
provavelmente sendo drenado pelos vasos ali presentes; tal rota de drenagem também ¢é
observada em mamiferos.

Passados quatro dias da injecé@o (Figura 30), o perfil de infiltracdo do corante se
mantém: a camara anterior esta livre de corante e o ligamento anular continua néo
participando do processo de drenagem. O estroma iridico, a malha trabecular, e 0s
canaliculos corneo-esclerais encontram-se repletos de corante. Em alguns casos,
observou-se também acimulo de corante no estroma corneano e na membrana limitante

interna da retina.

Figura 27. Drenagem do humor aquoso pela regido ventral do olho do peixe dourado
padr&o 24 h ap6s a injecdo de corante. (A) Angulo de drenagem ventral. Neste aumento,
verifica-se que o0 corante passou para a cAmara vitrea, rodeando a lente e atingindo areas
mais posteriores do olho. Destaca-se o ligamento anular (asterisco) livre de corante. Os
canaliculos corneo-esclerais (ponta de seta) encontraram-se preenchidos pelo corante, assim



como o estroma iridico (seta). Aumento de 5x. (B) Aumento de 10x do painel (A). O
corante infiltrou-se pela malha trabecular (ponta de seta) e pelo estroma iridico (seta
inteira). Também héa a presenca do corante na por¢do posterior da iris. O ligamento anular
encontra-se livre de corante (asterisco). (C) Angulo ventral de outro animal, mostrando a
auséncia de corante no ligamento anular (asterisco) e infiltracdo de corante pela malha
trabecular e canaliculos corneais (pontas de seta) e estroma iridico (seta inteira). Aumento
de 10x. (D) Fatia de retina central. Observa-se a presenca de corante (setas) aderidas a
membrana limitante interna, bem proxima da camada de células ganglionares. Aumento de
40x. PE: epitélio pigmentado; ONL: camada nuclear externa; INL: camada nuclear interna;
GCL: camada de células ganglionares (Joselevitch & Smith, 1997).
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Figura 28. Jungdo corneo-escleral de Carassius auratus padrdo 48 horas ap6s inje¢cdo
de corante. (A) Canaliculos presentes na jungdo corneo-escleral (pontas de seta)
preenchidos por corante. Aumento de 20 x. (B) Malha trabecular também preenchida pelo
corante. Aumento de 40x. Laminas coradas com hematoxilina-eosina; espessura dos cortes
=1 um (Joselevitch & Smith, 1997).



Figura 29. Regido do angulo de drenagem ventral de Carassius auratus padrao trés dias
apos injecdo de corante. (A) Panorama do angulo de drenagem. A camara anterior encontra-se
livre de corante. Aumento de 10x. (1) Aumento da regido 1 indicada no painel (A) mostrando
com maior detalhamento o ligamento anular, com suas células livres de corante e uma por¢do da
iris repleta de corante (pontas de seta). Aumento de 20x. (2) Maior aumento da regido 2 indicada
no painel (A), mostrando 0 estroma iridico preenchido por corante. Aumento de 40x. (B)
Aumento de 100x do ligamento anular em (A), evidenciando os nicleos celulares (pontas de
seta) e a auséncia de corante em seu interior. Todas as laminas foram coradas com hematoxilina-
eosina; espessura dos cortes = 1 um (Joselevitch & Smith, 1997).




o S AL S , » i VR : :.»'-_sz_
Figura 30. Drenagem no angulo ventral de Carassius auratus padrdo quatro dias ap6s
injecdo de corante. (A) Regido do angulo de drenagem mostrando os canaliculos cdrneo-
esclerais repletos de corante (ponta de seta) e ligamento anular (asterisco) com cerca de trés
grumos de corante. Nota-se a malha trabecular ricamente preenchida por corante, assim
como o estroma iridico. Aumento de 10x. (B) Mesmo que (A), outro animal. (C)
Extremidade da iris: nota-se acimulo de corante no estroma. Aumento de 20x. (D) Detalhe
da regido central da cérnea. Em alguns animais foi observada a absorcdo de corante pelo
estroma corneano. Aumento de 40x. (E) Angulo ventral, aumento de 10x. Destacam-se 0
ligamento anular, livre de corante (asteriscos), e a iris, malha trabecular e canaliculos
(ponta de seta) preenchidos pelo corante. Laminas A, B e E coradas com azul de toluidina;
C e D, hematoxilina-eosina. Espessura de corte = 1 pum.
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Na variedade demekin também foi observada drenagem do corante pelas rotas
iridica e trabecular sem a participacdo do ligamento anular (Figura 31, asteriscos). O
nanquim foi encontrado na membrana limitante interna da retina (Figura 31 D, pontas

de seta) e em abundancia na iris e malha trabecular (Figura 31 A, B e C).

Figura 31. Drenagem em Carassius auratus variedade demekin apds processamento
em diferentes intervalos de tempo. (A) Angulo de drenagem trés dias pos-injecdo,
evidenciando o corante infiltrando-se pela malha trabecular e estroma iridico. O asterisco
indica o ligamento anular, ndo infiltrado pelo corante. Durante o processo de fixacdo e
inclusdo do tecido, a iris (ponta de seta) teve sua estrutura comprometida, voltando-se para
a regido posterior. Aumento de 10x. (B) Malha trabecular preenchida de corante quatro dias
pos-injecdo. Aumento de 20x. (C) Angulo de drenagem ventral sete dias pds-injecdo. A
ponta de seta indica o estroma iridico preenchido com uma quantidade pequena de corante
e, mais uma vez, o ligamento anular encontra-se livre de corante (asterisco). Aumento de
10x. (D) Fatia retiniana quatro dias pés-injecdo. Nota-se a presenca de corante (pontas de
seta) aglomerando-se bem préximo a camada de células ganglionares da retina delgada do
demekin. Aumento de 20 x. PE: epitélio pigmentado; ONL: camada nuclear externa; INL:
camada nuclear interna; GCL: camada de células ganglionares. e C coradas com azul de
toluidina e B e D com hematoxillina-eosina. Espessura dos cortes = 1 um (Joselevitch &
Smith, 1997).
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5.4. Retina
Histologicamente, a retina do demekin apresenta densidade celular reduzida

quando comparada a do peixe dourado padrdo (Figura 32, painéis inferiores). Embora
na emergéncia da parte visual da retina, correspondente a ora serrata, a estruturacao e
densidade celular das camadas de ambas as variedades de Carassius auratus nao
parecam tdo distintas (Figura 32, painéis superiores), nas areas centrais ha clara
diminuicdo da celularidade de todas as camadas retinicas do demekin em comparagao ao
animal padrédo. Esta queda na densidade celular apresenta-se de maneira mais marcante
na camada nuclear interna, que no demekin parece quase inexistir. Possivelmente, ha um
decréscimo generalizado nas densidades celulares da retina do demekin, o que precisaria

ser confirmado através de contagens celulares.
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Figura 32. A retina no peixe dourado padrdo e demekin. (A) Variedade padréo, ora
serrata.. (B) Variedade demekin, ora serrata. (C) Variedade padréo, retina central. (D)
Variedade demekin, retina central. PE: epitélio pigmentado; ONL: camada nuclear externa;
INL: camada nuclear interna; GCL: camada de células ganglionares. Em todos os painéis,
espessura de corte = 0.5 um.
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Mesmo na regido da ora serrata pode-se perceber o adelgagamento de ambas as
camadas nucleares, bem como um nimero menor de segmentos internos e externos de
fotorreceptores no demekin, principalmente cones, o que naturalmente implica em uma
camada nuclear externa mais delgada. O Carassius auratus padrdo apresenta cones
duplos, simples curtos e simples longos, intercalados por diversos bastonetes (Stell &
Harosi, 1976). Com a técnica utilizada, entretanto, ndo foi possivel distinguir entre o0s
diferentes tipos. Os segmentos externos de todos os fotorreceptores mesclam-se nas
proximidades do epitélio pigmentar, sendo impossivel sua distingdo. Este arranjo esta
aparentemente preservado no demekin, embora a quantidade de fotorreceptores esteja
sensivelmente diminuida.

Na camada nuclear externa visualizamos principalmente os nucleos de
bastonetes e cones fortemente corados (Figura 33, ONL). Os processos destas células,
bem como suas terminacdes sinapticas, ndo se coram com a coloracdo empregada para
este estudo. Mais uma vez a densidade celular desta camada apresenta-se diminuida no
caso do demekin, que apresenta aproximadamente de 1 a 3 fileiras de nucleos, enquanto
0 Carassius auratus padrdo possui uma camada nuclear externa com cerca de 5 a 7
fileiras na regido central da retina (Figura 32 e Figura 33).

A camada plexiforme externa apresenta-se relativamente estreita e sem grandes
diferencas entre ambas as variedades de Carassius auratus (Figura 32). Como as
coloracdes utilizadas ndo sdo adequadas para evidenciar as relacdes sinapticas contidas

nesta camada, ndo tentamos diferencia-las.



Figura 33. Fotomicrografia da retina de um peixe dourado padrdo. Observam-se trés
camadas nucleares: ONL, camada nuclear externa; INL, camada nuclear interna; GCL,
camada de células ganglionares. Na INL foi possivel identificar um tipo de célula
horizontal (no interior do retangulo) que se localiza na margem externa da INL, com
nlcleo alongado e fortemente corado. Na GCL destacam-se dois tipos de ndcleos (indicadas
pelas setas), um deles é grande e tem formato arredondado e o outro possui corpo celular
pequeno e pouco citoplasma, com nicleo fortemente corado, possivelmente pertencentes a
células ganglionares.

54




55

Os diferentes tipos morfoldgicos de células bipolares descritos na literatura para o
Carassius auratus padrdo ndo sdo observéaveis com azul de toluidina (Figura 32).
Distingue-se entretanto pelo menos dois tipos diferentes de corpos celulares nas regides
intermediaria e interna da camada nuclear interna que podem possivelmente
corresponder a células bipolares.

A camada plexiforme interna constitui a ldmina de contatos sindpticos mais
espessa de ambas as retinas estudadas, e com excecdo de alguns processos transversais
de células amacrinas piriformes corados com azul de toluidina no peixe dourado padrao,
e da diminuicdo marcante de espessura no demekin, nenhuma outra caracteristica
relevante foi observada.

H& dois tipos diferencidveis na camada de células ganglionares (Figura 33
GCL, setas). Um deles, previamente descrito, encontra correspondentes na camada
nuclear interna. O outro constitui-se de corpos celulares pequenos e arredondados, com
pouco citoplasma e nucleo fortemente corado. Ambos estdo presentes no demekin, mas
ha alteracbes ndo s6 a nivel de densidade, mas também quanto a forma e padrdo de
coloracéo.

Embora histologicamente a retina das duas variedades de peixe dourado sejam
significativamente diferentes (Figura 32), a ultraestrutura retiniana do demekin néo
apresenta alteracOes expressivas em relacdo ao Carassius auratus padrédo. A Figura 34
A mostra 0s segmentos externos dos fotorreceptores do peixe dourado padrdo, cones e
bastonetes, orientados paralelamente e em aposi¢cdo as células do epitélio pigmentar,
que contém granulos de melanina. A Figura 34 B mostra a mesma regido no demekin.
Os segmentos externos estdo em menor ndmero e apresentam-se mais desorganizados.
Entretanto, quando observamos a organizacdo dos discos membranosos dos bastonetes
do demekin em maior aumento (Figura 34 C), constatamos que estes apresentam-se

aparelhados em camadas organizadas e com ultraestrutura normal.
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Figura 34. Ultraestrutura da retina externa do peixe dourado padréo e demekin. (A).
Os segmentos externos dos fotorreceptores do peixe dourado padrdo estdo orientados
paralelamente e em aposi¢do as células do epitélio pigmentar, que contém granulos de
melanina. (B) Os segmentos externos do demekin estdo em menor nimero e apresentam-se
mais desorganizados. O epitélio pigmentar apresenta menor ndmero de granulos de
melanina. (C) Os discos membranosos dos segmentos externos dos bastonetes do demekin
aparelham-se em camadas organizadas e com ultraestrutura normal. (D) As sinapses de
cones (esquerda) e bastonetes (direita) do demekin apresentam aspecto semelhante as do
peixe dourado padrdo: os pediculos apresentam-se repletos de vesiculas contendo
glutamato, multiplas fitas sindpticas (SR) e processos pds-sinapticos; as esférulas também
estdo repletas de vesiculas sinapticas, e —apresentam fita sindptica Unica (SR) e menor
nimero de processos pos-sinapticos.

Semelhantemente, as sinapses de cones (Figura 34 D, esquerda) e bastonetes
(Figura 34 D, direita) do demekin na camada plexiforme externa apresentam aspecto
semelhante as do peixe dourado padrdo: os pediculos de cones apresentam-se repletos
de vesiculas contendo glutamato, multiplas fitas sindpticas (SR) e processos pos-
sinapticos, enquanto os pediculos de bastonetes, também repletos de vesiculas



57

sinapticas, apresentam fita sinaptica Unica (SR) e menor nimero de processos pos-
sinapticos.

5.5. Bioquimica do humor vitreo
O resultado de uma das eletroforeses realizadas pode ser observado na Figura 35.

Destaca-se no gel a diferenca no padrdo de bandas do humor vitreo da variedade
demekin em relacdo ao da variedade padrdo e do rato. Observam-se na variedade
demekin bandas de maior peso molecular (bandas entre 50-75 e 150 KDa) né&o
observadas nas demais amostras de vitreo analisadas. Em contrapartida, as bandas de
menor peso molecular (10 a 37 KDa) apresentaram-se pouco marcadas no demekin,
quando comparadas as do padréo e do rato. Os perfis proteicos observados para o vitreo
do rato e do peixe padréo apresentaram maior semelhanga, com a maioria de suas
moléculas com baixo peso molecular; nota-se, entretanto que no perfil do rato as bandas

de 20 kDa estdo mais definidas que no peixe padrao.
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Figura 35. Eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando amostras de humor vitreo
em triplicatas. Nota-se que ha no humor vitreo do demekin moléculas de peso molecular
maiores — entre 50 e 75 kDa; 150 kDa — que ndo estdo presentes nas amostras de vitreo do
peixe padrédo e do rato.



58

6. Discussao

Este estudo se propds a estudar comparativamente duas variedades de peixe dourado, a
padrdo e a demekin. Mais especificamente, foram investigadas a morfologia de suas
estruturas oculares, a histologia da retina, a composi¢do proteica do humor vitreo e a
drenagem do humor aquoso. Foram encontradas algumas diferengas entre as duas
variedades que constituem pontos de partida interessantes para diversos estudos

subsequentes.

6.1. Alteracdes na pressao intraocular (P10)

Apesar de ndo haver dispositivo voltado para aferir a pressdo intraocular (PIO) em
peixes, a tonometria invasiva que utilizamos neste estudo apresentou-se sensivel para
nossa finalidade: foi registrada PIO levemente, mas significativamente, mais elevada na
variedade demekin em relacdo ao peixe padrdo. Todavia, ndo podemos considera-lo um
método definitivo, visto que o equipamento ndo € calibrado para conversdo em mmHg
(unidade padrdo nas medidas de P10O).

Ha& poucos estudos a respeito da PIO fisiologica em peixes. Yew et al. (1991)
mensuraram a pressdo intraocular através de tonometria de indentacdo (tonémetro de
Schiotz) em duas variedades de peixe dourado - padrdo e demekin - encontrando valores
mais elevados no demekin (aproximadamente 29 mmHg) em olhos com 1 e 2 mL de
volume. J& o animal padrdo apresentou PIO mais elevada em olhos de 1 mL de volume
(25 mmHg) e valores mais baixos para olhos de 2 mL de volume (aproximadamente
13 mmHg).

Link, Gray, Smith e John (2004) utilizaram um sistema de eletrofisiologia para
medir a PIO em peixes paulistinha adultos, descrevendo um método sensivel e confiavel
que apontou pressdo mais elevada em uma linhagem mutante (brass) que apresentava
fen6tipo com pouca melanina. Interessantemente, 0s autores mostraram que a pressao
intraocular no peixe paulistinha esta dentro da faixa encontrada em mamiferos: 10,8 a
20,5 mmHg (média 16,5 mmHg), considerando as 6 linhagens estudadas. A P1O que
registramos em mmH-O é um dado qualitativo importante, mas seria pertinente testar
outros meios para aferir a PIO em Carassius auratus para podermos compara-la com

valores registrados em mamiferos, em mmHg.
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6.2. Vias de drenagem do humor aquoso
A morfologia do éangulo de drenagem das duas variedades revelou diferencas,
principalmente relacionadas ao crescimento ocular anormal do demekin; neste, ha um
adelgacamento da cornea, esclera, corioide e retina quando comparado a variedade
padrdo. A iris também se mostrou mais fina e alongada, com intensa vascularizacao.
Apesar disso, a drenagem do humor aquoso aparentemente ocorre de maneira normal
em ambas as variedades de peixe dourado. N&o foi encontrada malformacdo que
limitasse ou impedisse 0 escoamento de fluidos, como acontece em casos de glaucoma
congénito, por exemplo. Tanto no demekin quanto no peixe padrdo, foram observadas
duas vias principais de drenagem do humor aquoso: a via trabecular e a via iridica, com
participacao de vias secundérias, através de vasos epirretinianos e canaliculos na cérnea.
Com os experimentos realizados neste estudo, foi possivel verificar que a drenagem
nesta espécie € muito mais lenta e ligeiramente diferente do que em outros ciprinideos,
como o paulistinha, cuja drenagem se completa em dez minutos e primariamente pela
malha trabecular ventral (Gray, Smith, Soules, John, & Link, 2009). De encontro com o
que foi descoberto no paulistinha por Gray et al. (2009), a drenagem do humor aquoso
no peixe dourado também ocorreu quase que exclusivamente através do polo ventral do
olho, diferente do que encontramos em mamiferos, que apresentam drenagem ao longo
de toda a circunferéncia limbal. N&o foi observada a presenga de corante no ligamento
anular em todos os intervalos de tempo avaliados, indicando que este de fato ndo
participa da drenagem dos fluidos intra-oculares, como observado no paulistinha por
outros autores (Gray et al., 2009). A funcéo desta estrutura permanece desconhecida.

Assim como Zadunaisky (1972), encontramos diferentes camadas celulares
compondo o epitélio ciliar: hda uma camada de células ndo pigmentadas voltadas para a
camara posterior, e uma camada celular pigmentada, voltada para a iris. Também se
observam diferencas na aparéncia do epitélio dependendo de sua localizacdo (ventral ou
dorsal).

Nas duas variedades ndo detectamos a presenca de estrutura semelhante ao corpo
ciliar ou ao Canal de Schlemm de mamiferos.

Para dar continuidade a esse estudo € essencial aumentar o nimero de animais
por experimento, pois nosso n foi muito baixo para poder generalizar os resultados para

toda a populacdo de peixes dourados.
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6.3. Retina

A histologia retiniana nas duas variedades mostrou um resultado semelhante ao
encontrado por Matsumura, Ohkuma & Honda (1981), Raymond et al. (1988) e Yew et
al. (1991). Nestes trés estudos foi observado a ocorréncia de adelgacamento da retina
como um todo, com diminuicdo na densidade de fotorreceptores e de células da camada
nuclear interna. Raymond et al. (1988) acrescenta que o epitélio pigmentado no demekin
aparentava ser mais denso na variedade mutante quando observado em histologia
convencional — o que foi observado também no presente trabalho - e o espago
subretiniano (entre as células do epitélio pigmentado e a camada nuclear externa)
apresentava-se bem mais fino no demekin. No estudo de Yew et al. (1991) observou-se
aglomerados de pigmento invadindo a camada de fotorreceptores e grandes espacos
entre eles, com alguns detritos ndo identificados na retina do demekin. Em microscopia
eletronica, foram encontrados alguns macrofagos espalhados por todo o tecido retiniano,
em especial nas camadas nucleares mais internas.

H& quatro tipos distintos de células horizontais na camada nuclear interna do
peixe dourado comum (Stell, 1975; Stell, Lightfood, Wheeler, & Leeper, 1975).
Encontramos o primeiro na margem externa da camada nuclear interna (Figura 33, seta
na INL), com seus nucleos alongados fortemente corados em relacdo ao citoplasma, e
outro mais internamente, possuindo dimensdes menores. Os processos dessas células
estendem-se horizontalmente numa regido mais central desta camada.

Ultraestruturalmente, nota-se que o epitélio pigmentar do demekin apresenta
menor nimero de granulos de melanina (Figura 34 B) do que o do peixe dourado
padrdo (Figura 34 A), o que ndo se percebe em histologia convencional (Figura 32).
Como a retina do demekin sofre estiramento exagerado, esta menor densidade de
pigmento pode ser consequéncia do aumento de volume das células do epitélio
pigmentado, podendo ter consequéncias importantes para o sistema visual do animal,
uma vez que a melanina contida nos granulos pigmentares tem fungéo fotoprotetora.

Na década de 80, Matsumura et al. (1981) estudaram uma outra variedade
mutante de peixe dourado, o celestial eye. Este apresenta como caracteristicas
marcantes a auséncia de nadadeira dorsal e os olhos buftalmicos que se expandem e
rotacionam anterodorsalmente. Diferente do demekin, o celestial eye apresenta uma

degeneracdo retiniana bastante agressiva e severa, variando bastante em gravidade de
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animal para animal, independente de sua idade. A retina apresenta-se delgada, com
fagdcitos espalhados por todas as camadas retinianas, incluindo ao redor de vasos.

Continuando os estudos sobre esta variedade de peixe dourado, Matsumura et al.
(1982) realizaram um estudo acompanhando o desenvolvimento do celestial goldfish e
relataram que até os 90 dias de idade, quando os olhos comecam a se tornar
buftdlmicos, a retina desta variedade é bastante semelhante ao que encontramos no
demekin. Somente aos 120 dias, quando a rotacdo anterodorsal dos olhos esta completa,
ocorrem 0s piores danos ao tecido retiniano. Neste estado, o epitélio pigmentado perdeu
granulos de melanina em diversos pontos, sendo substituido por fagocitos, que sdo
encontrados na camada nuclear interna e na corioide. Os fotorreceptores também
mostram sinais de degeneragdo. Quando o animal atingiu 1 ano e meio de vida,
observou-se uma queda no numero de fagdcitos na retina, entretanto, esta ja destruida e
passa a ser constituida por centenas de células da glia. Com estes achados, os autores
sugerem que o celestial goldfish representa uma nova forma de degeneracgéo retiniana
hereditaria em vertebrados.

6.4. Bioquimica do vitreo e crescimento ocular

Iniciamos o0s estudos bioquimicos para verificar possiveis diferencas no conteudo
proteico dos meios oculares das duas variedades estudadas que pudesse nos dar pistas a
despeito do crescimento ocular exagerado no demekin.

A eletroforese que realizamos com amostras de humor vitreo revelou diferencas
interessantes nos perfis proteicos exibidos no gel e nos permite afirmar que o humor
vitreo do rato e do peixe padrdo possui a maior parte de suas proteinas com peso
molecular abaixo de 37 kDa; o demekin, por sua vez, apresentou a maioria de suas
proteinas com peso acima de 50 kDa. Por ora, ndo é possivel inferir com seguranca
quais proteinas foram separadas pela corrida eletroforética, uma vez que a massa
molecular de uma proteina é uma caracteristica extremamente variavel. Modificages
pos-traducionais (como glicosilacdo, acetilacdo, fosforilagdo ou clivagem) podem
diminuir ou aumentar o peso de uma proteina (Domon & Aebersold, 2010). Faz-se
necessario, portanto, a investigacdo da diferenca evidenciada pela eletroforese através
de outras técnicas bioguimicas, como o western blotting e a analise protedmica, que

possibilitam a identificacdo de cada proteina em cada amostra avaliada.
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A consisténcia e concentracdo proteica do humor vitreo de trés variedades de
peixe dourado foi estudada em 1989 por Seltner e colaboradores: nas variedades Black
Moor (demekin) e Celestial a concentracdo proteica apresentou-se mais baixa quando
comparada a variedade padrdo, o que os autores interpretaram como uma dilui¢do do
vitreo devido ao crescimento ocular anormal da camara vitrea que acontece nestes
mutantes (Seltner et al., 1989).

Este estudo contribui para a literatura disponivel sobre o demekin e mantém
acesa a curiosidade a respeito deste peixe que representa um potencial modelo para
estudar o processo de crescimento ocular anormal e possivelmente, a degeneracédo
retiniana. Ndo hd um modelo experimental ideal, mas o estudo do demekin pode ser uma

adicdo importante aos modelos utilizados até o0 momento.
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7. Conclusoes

Neste trabalho foram estudadas duas variedades de peixe dourado: a variedade
padrdo e a demekin, que apresenta crescimento ocular anormal, dotada de olhos
buftdlmicos. Apesar de serem animais da mesma espécie, foram encontradas
algumas diferencas marcantes na histologia da retina, composicao bioquimica do
humor vitreo e pressdo intraocular (P10) da variedade mutante.
Conforme observado na histologia da retina das duas variedades e conforme
literatura disponivel, o crescimento ocular exagerado resulta em estiramento
retiniano no demekin, visto que sua retina se apresentou mais delgada e com
menor densidade de células (ndo quantificada). Também foi verificada diferenca
no epitélio pigmentado do demekin, que observado ao microscopio eletronico,
mostrou-se com menos granulos de melanina e também desorganizacdo dos
fotorreceptores. Faz-se necessario investigar se estd ocorrendo morte celular
concomitante ao estiramento do tecido ou uma insuficiéncia na geracdo de novas
celulas conforme o olho cresce.
O valor médio de P1O do demekin apresentou-se quase duas vezes mais elevado
que no peixe padréo (1,9 £ 0,6 mmH2O, n = 14 olhos e para o demekin, 3,6
0,9 mmH20, n = 14 olhos), variacdo significativa, conforme teste Teste T de
Student bicaudal (P = 7,43*10°). N3o se sabe, porém se esse aumento de
pressao exerce alguma influéncia no crescimento ocular e se ha danos as demais
estruturas do olho do demekin.
Mesmo apresentando estruturas oculares de modo geral mais alongadas e
delgadas, ndo foi detectada diferenca na drenagem do humor aquoso no olho do
demekin em comparacéo a variedade padrao:

o O escoamento do humor aquoso ocorreu através do angulo de drenagem

ventral.
o As principais rotas de drenagem identificadas foram as vias trabecular
(principal) e vias iridica e vasos epirretinianos (secundarias).

A analise do humor vitreo do demekin revelou proteinas de maior massa
molecular do que no peixe padrdo. Faz-se necessario investigar quais sdo estas
proteinas e posteriormente, verificar se ha alguma relacdo com o crescimento

ocular
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A — Quadro 1. Componentes do humor vitreo de diversas espécies.

componente humanos ?;Jnggc;?els caninos felinos equinos bovinos ovinos  lagomorfos roedores aves anfibios peixes
x
x
o
x x
x
x
x
x
x
x

C4A X
:
x
:
x
x
x
x
x
x
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outros - - " : n o .
componente humanos orimatas caninos felinos equinos bovinos ovinos | lagomorfos | roedores aves anfibios peixes
colageno tipo Il X X

colageno tipo 1V X
colageno tipo IX X X
colageno tipo V X
colageno tipo VI X
colageno tipo XI X
condroitina-4-sulfato X X
creatinina X
cristallinas X
dermcidina X
dominio da lectina tipo C/3B X
elafina X
enolase X
IGFBP7 X
fibrilina 1 X
fibrinogénio A X
fibrinogénio B X
fibrinogénio G X
filagrina X
fosfodiesterase 6 X
frutose-bifosfato X

hexosamina X X X X X X X X

hidroxiprolina X X X X X X
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outros - - " : n o .
componente humanos orimatas caninos felinos equinos bovinos ovinos | lagomorfos | roedores aves anfibios peixes
HMGB1 X

homolégo dickkopf 3 X
imunoglobulinas X
inibidor de metalopreoteinase-1 X
inibidores da serpino peptidase X
lectina ligante de manose 2 X
lipocalina-1 X
lipocalina-2 X
metaloproteinase MMP-2 X
metaloproteinase MMP-28 X
metaloproteinase MMP-8 X
metaloproteinase MMP-9 X
neudesina X

opticina X
orosomucoide 2 X
piruvato quinase X
proteina acidica fibrilar glial X
proteina do epitélio pigmentado (65kDa) X
quinase 1 ativada por mitégeno X
quinase 3 ativada por mitégeno X
proteina relacionada a pentraxina X
tirosina fosfatase mitocondrial 1 X
proteinas de choque térmico X

proteinas S100 X
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outros " - " : n o .
componente humanos orimatas caninos felinos equinos bovinos ovinos | lagomorfos | roedores aves anfibios peixes
X

acido hialurdnico-like
rodopsina X
sparc X
sulfato de heparana X X X X
TIMP inibidor de metalopeptidase 2 X
tirosina X
transferrina X
transtiretina X
triptofano X
trombina (fator I1) X
ureia X X X X X X
versicano X
vimentina X

vitrosina X

Quadro 1. Principais componentes do vitreo de diversos grupos vertebrados.

Fontes: (1) ser humano: (Berman & Michaelson, 1964; Bishop, Crossman, McLeod, & Ayad, 1994; Sebag, 2005; Le Goff & Bishop, 2008; Thierauf, Musshoff, & Madea,
2009; Murthy et al., 2014; Bu et al., 2015; Skeie, Roybal, & Mahajan, 2015); (2) primatas: (Gelatt, 1991); (3) caninos: (Gelatt, 1991); (4) felinos: (Gelatt, 1991); (5) equinos:
(Gelatt, 1991); (6) bovinos: (Balazs, Laurent, Laurent, Deroche, & Bunney, 1959; Allen, Otterbein, & Wardi, 1977; Gelatt, 1991; Bishop et al., 1994); (7) ovinos: (Balazs et
al., 1959); (8) lagomorfos: (Balazs et al., 1959; Kamei & Totani, 1982; Gelatt, 1991; Goes, Nader, Porcionatto, Haddad, & Laicine, 2005); (9) roedores: (Balazs et al., 1959;
Fuerst, Rauch, & Burgess, 2007); (10) aves: (Balazs et al., 1959; Newsome, Linsenmayer, & Trelstad, 1976; Tsen, Halfter, Kroger, & Cole, 1995); (11) anfibios: (Balazs et
al., 1959; Panova, Sharova, Dmitrieva, Levin, & Tatikolov, 2008); (12) peixes: (Hoffert & Fromm, 1969; Cole, 1973).



componente
acido ascorbico
acido
hexuroénico
acido
hialurénico
acido latico
acido sialico
acido urico
albumina
bicarbonato
colégeno tipo |
fosfato
glicose
glutationa
hexosamina
K+
L-cisteina
Nitrogénio
Na*

tirosina

humanos

X

B — Quadro 2. Componentes do humor aquoso de diversos grupos vertebrados.

outros

primatas caninos  felinos  equinos bovinos  ovinos roedores lagomorfos
X X X X X X
X X X
X
X X
X X
X X X
X X X X X X
X X X X X
X X X X
X X X X X
X X X X X
X X X
X X X
X X X X X X
X X X
X X
X X X X X X
X X X

aves

anfibios

peixes
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triptofano X
ureia X X X X X

Quadro 2 (pagina anterior). Principais componentes do humor aquoso de diversos grupos vertebrados.

Fontes: (1) ser humano: (Von & Moore, 1948; Francois, Rabaey, & Evens, 1958; Richer & Rose, 1998); (2) primatas: (Gelatt, 1991); (3) caninos: (Gelatt, 1991); (4)
felinos: (Gelatt, 1991); (5) equinos: (Gelatt, 1991); (6) bovinos: (Balazs et al., 1959; Gelatt, 1991; Richer & Rose, 1998); (7) ovinos: (Balazs et al., 1959); (8) roedores:
(Richer & Rose, 1998); (9) lagomorfos: (Balazs et al., 1959; Gelatt, 1991; Richer & Rose, 1998); (10) aves: (Balazs et al., 1959); (11) anfibios: (Panova et al., 2008);
(12) peixes: (Hoffert & Fromm, 1969; Zadunaisky, 1972; Cole, 1973).
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ANEXOS

ANEXO A — Certificado de aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEPA TIPUSP): “Visdo e comunicacgdo celular na retina: o papel das células bipolares
de entrada mista”.

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

Instituto de Psicologia
USP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto registrado sob o nimero 011.2010, para uso de
animais em experimentagdo, intitulado “Visdo e Comunicagdo Celular na
Retina: O papel das Células Bipolares de Entrada Mista" sob a Coordenagéo da
Profa. Dra. Christina Joselevitch, foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animal (CEPA) do Instituto de Psicologia, em reunido de 29 de
novembro de 2010. Certificamos ainda que foi aprovada a inclusdo dos
pesquisadores Aline Yoshie Goto, Diego Vinicius Lopes Decleva e Luiz Claudio
Portinoi Baran ao referido Projeto em reunido de 10 de novembro de 2014.

We hereby certify that the Project “Vision and Cellular Communication in the
Retina: The Role os Mixed-Input Bipolar Cells”, number 011.2010, submitted by
Prof. Christina Joselevitch, was approved by the Committee on Ethical Research
on Animals (CEPA) of Institute of Psychology from Universidade de Sao Paulo.
We also certify that the Aline Yoshie Goto, Diego Vinicius Lopes Decleva and
Luiz Claudio Portinoi Baran were included to this Project.

Sao Paulo, 19 de junho de 2015.

6 C/OCL( k?la \ Y D 1b o
Profa. Dra. Maria Helena Leite Hunziker A “Mendes de Almeida
Presidente da CEPA Secretaria da CEPA
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ANEXO B — Certificado de aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEPA IPUSP): Incluséo de Aline Yoshie Goto no projeto.

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS

Instituto de Psicologia
usp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto registrado sob o nimero 003.2014, para uso de
animais em experimentacgdo, intitulado “Estudo da produgdo, composi¢do e
drenagem dos meios oculares do peixe dourado (Carassius auratus)” sob a
Coordenacéo da Profa. Dra. Christina Joselevitch, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animal (CEPA) do Instituto de Psicologia, em reunido
de 14 de fevereiro de 2014. Certificamos ainda que foi aprovada a inclusdo da
pesquisadora Aline Yoshie Goto ao referido Projeto em 05 de novembro de
2015.

We hereby certify that the Project number 003.2014 called “Study of the
production, composition and outflow of the ocular media of the goldfish
(Carassius auratus)” and coordinated by Prof. Christina Joselevitch was
approved by the Committee on Ethical Research with Animals (CEPA) of the
Psychology Institute from Universidade de S&o Paulo. We also certify that
researcher Aline Yoshie Goto was included in this Project as of November 05w,
2015.

S3o Paulo, 05 de novembro de 2015.

B SN P o
Profa. Dra. Christina Joselevitch Arl . Men de Almeida

Presidente da CEPA Secretaria da CEPA
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ANEXO C — Renovacdo do certificado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA): "Estudo da producdo, composicdo e drenagem dos meios oculares de
Carassius auratus (Cyprinidae) variedades padrao e demekin.

INSTITUTO DE PSICOLOGIA Comissio de Etica no Uso de Animais

www.ip.usp.br T F .
e Universidade de Sio Paulo

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo da producao, composicao e drenagem dos meios oculares de Carassius auratus
(Cyprinidae) variedades padrao e "demekin™, protocolada sob o CEUA n® 4926170916, sob a responsabilidade de Christina
Joselevitch e equipe; Aline Yoshie Goto - gque envolve a producdo, manutengao efou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 5.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto
de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo (CEUA/IPUSP) na reunido de 21/09/2016.

We certify that the proposal "Study of the production, composition and outflow of intraccular media in standard and Black Moor
goldfish (Carassius auratus)®, utilizing 43 Fishes (males and females), protocol number CEUA 4926170916, under the responsibility
of Christina Joselevitch and team; Aline Yoshie Goto - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Psychology Institute - Sao Paulo University (CEUAJIPUSF) in the meeting of 09/21/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2016 a 08/2017 Area: Psicologia Experimental
Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie: Peixes sex0: Machos e Fémeas idade: 1a6 meses M: 43
Linhagem: Peixe dourado Comum e Demekin Peso: 15a50qg

Resumo: O peixe dourado é considerado urm bom modelo experimental para pesguisas sobre a visdo porgue apresenta uma
condicdo intermediria entre os peixes com sistema visual pouco desenvolvido e agueles cuja visdo constitui o sentide dominante,
A producde, composican e escoamento dos meios oculares nesta espécie, fundamentals para a formacio de imagem sobre a
retina, sdo, entretanto pouco conhecidos. O presente projeto tem por finalidade estudar o sistema de drenagem do humor aguoso e
a composicao dos humores aguoso e vitreo no peixe dourado. Para tanto, técnicas histoldgicas, de bioguimica e biologia molecular
serdo empregadas. Inicialmente, a regiao de producdo e drenagem do humor aguoso serd avaliada através de microscopia dptica
de luz e microscopia eletrénica. A pressao intraocular serd avaliada através de tonometria. A drenagem dos fluidos intraoculares
sera estudada através da injecdo intraocular de agentes corantes e posterior processamento histoldgice em intervalos fixos pés-
injecao (15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 4 h, 12 h, 24 h e 36 h) & sua composicdo através de estudos envolvendo eletroforese e
imunoblotting, para determinacao dos seus componentes individuais e comparacéo com os encontrados no ser humano.

Local do experimento: Laboratério de Psicologia Sensorial do Instituto de Psicologia da Universidade de Séo Paulo

Séo Paulo, 21 de setembro de 2016

Lo of4qLQ
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