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RESUMO

A luz exerce grande influéncia sobre os seres vivos em seu habitat. Os olhos
dos peixes sdo o principal drgdo fotoreceptor e 0 mais complexo 6rgdo sensorial existente.
As lentes celulares fazem parte deste orgédo e sdo as principais responsaveis pelo grande
poder de refracdo dos olhos em ambientes aquaticos. As lentes celulares sdo formadas
basicamente por uma familia de proteinas que correspondem a cerca de 90% do seu peso
seco. A estrutura das lentes celulares € tal que fornece uma grande transparéncia. O peixe
antartico Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844 vive em situagdes de extremas
luminosidade, pois na regido antirtica ha periodos de 24 horas/dia de luz (verdo), 24
horas/dia de escuriddo (inverno) e periodos intermediarios entre estes dois extremos nas
outras duas esta¢Ges do ano (outono e primavera). Os peixes estudados foram coletados no
periodo do verdo antartico. Individuos de 24,5 a 45,5 cm foram sacrificados, e as lentes
celulares extraidas apds dissecagdo dos olhos. Observou-se que as lentes celulares séo
esféricas e possuem simetria sagital. A analise estrutural revelou que as lentes celulares séo
compostas por duas partes distintas e discerniveis entre si: um fino epitélio que envolve as
lentes por completo e uma massa de fibras celulares que compreende cerca de 98% da
lente. O epitélio ¢ formado por trés camadas: a camada mais externa muito fina sem
presenca de elementos celulares; a camada medial mais espessa que a camada externa e
também sem elementos celulares; e a camada mais interna que estd em intimo contato com
a massa de fibras, é rica em elementos celulares e a responsével pelo metabolismo da lente
celular. A massa de fibras ¢ composta por fibras simétricas, periddicas e paralelas entre si.
Na regifio da massa de fibras que fica mais préxima ao epitélio encontrou-se a presenca de
elementos celulares espalhados aleatoriamente entre as fibras. Estes elementos celulares
vio se tornando cada vez mais raros proximos a regido central. Na regifo central ndo se
encontrou nenhum destes elementos celulares. Além disso, préxima a regido central, a-
periodicidade e a simetria da lente também vdo desaparecendo. Existe uma rela¢fo entre a
periodicidade e a simetria das fibras e¢ o indice de refracdo da lente celular. As
caracteristicas da lente favorecem a formacgfio da imagem na retina e conseqiientemente a
capacidade visual destes peixes. O espectro de absor¢do para comprimentos de onda na
faixa que vai do infravermelho ao ultravioleta revelou que no intervalo entre 600 a 800 nm
ha um gradual aumento de absorbancia sem a presenca de picos relativos. Acima de 800
nm a absorbincia tem uma ingreme queda, e préximo de 1000 nm a absorbéncia pode ser
considerada nula. No intervalo de 190 a 400 nm ocorreram dois picos de absorbancia: um
em torno de 220 nm e outro proximo de 340 nm. Esta analise revela que as lentes celulares
funcionam como filtros de luz, deixando passar certos comprimentos de onda e barrando
outros. A retenc¢do de raios na faixa do ultravioleta ajuda a proteger a retina do processo
degenerativo causado por estas radiagoes.

ix



ABSTRACT

Light has a great influence on the living beings in their habitats. In fish, eyes are the main
photoreceptors and the most complex sensory organs. Cellular lenses are part of the eyes,
and are the main responsible for their great refraction power in the aquatic environment. A
family of proteins, corresponding to 90% of their dry weight, form the cellular lenses. The
structure of the cellular lenses is such that they are highly transparent. The Antarctic fish
Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844 lives in variable light conditions because in
Antarctica there are periods of constant light during the summer, constant darkness during
the winter and intermediate periods of light and darkness in the other seasons of the year.
Fish of standard length 24.5cm — 45.5¢cm were collected during the Antarctic summer.
After their sacrifice, the eyes were dissected out, and the lenses sampled. The cellular lens
is spherical, with sagital symmetry. The structure of the lens shows two distinct portions: a
thin epithelium that surrounds the lens completely and cellular fibres comprising around
98% of their mass. The epithelium has three layers: a thin external non cellular layer; a
thicker medial non cellular layer; and an internal layer that is in close contact with the
fibres, rich in cellular elements, and responsible for the metabolism of the cellular lens.
The mass of fibres is composed of periodic, parallel and symmetrical fibres. In the region
of the mass of fibres that is closer to the epithelium there are cells spread randomly among
the fibres. These cell elements become rare closer to the central part of the lens. In the
central part of the lens the cells are absent, and there is no more symmetry and periodicity
of the fibres. There is a relation between periodicity and symmetry of fibres and the index
of refraction of the cellular lenses. The characteristics of the lens favour the construction of
the image at the retina and, consequently, the visual capacity of the fish. The absorption
spectrum for wavelengths between infrared and ultraviolet revealed a gradual increase in
absorbance between 600 and 800 nm, but no relative peaks. Above 800 nm the absorbance

decreases rapidly, reaching zero close to 1000 nm. Between 190 and 400 nm two

absorbance peaks were observed: one around 220 nm and the other close to 340 nm. This
analysis shows that the lenses are light filters, retaining certain wavelengths. The retention
of ultraviolet radiation protects the retina from the degenerative process caused by this

radiation, and the vision of infrared may allow N. coriiceps to detect the presence of their
warm-blooded predators.



1. INTRODUCAO

Os orgdos dos sentidos sdo constantemente estimulados por fatores fisicos e
quimicos existentes no meio ambiente, ¢ transmitem tais informagbes para o sistema

nervoso central, responsavel em analisar e processar estas informagdes.

Sistemas quimicos, mecanicos e foto sensoriais atuam de diversos modos para
permitir que os animais interajam com o meio ambiente (FANTA et al, 1994,
LOKKERBORG et al, 1995; MEYER e FANTA, 1998; MONTGOMERY e
MACDONALD, 1987; MONTGOMERY e¢ COOMBS, 1992), onde a relagdo dos

estimulos externos aos quais os animais respondem ¢é bastante extensa.

A ampla variedade de estimulos, causados por diferentes formas de energia, como a
energia eletromagnética, a energia quimica e a energia mecénica, ira sensibilizar através de
estruturas acessorias, um ou mais neurdnios sensoriais, que possuem propriedades em
comum. A informagio sensorial é entdo codificada e transmitida como sinais nervosos e

novamente decodificada no sistema nervoso central dos animais superiores.

Apenas uma parte do vasto espectro das ondas eletromagnéticas possui a
capacidade de estimular certos 6rgdos sensoriais especializados em captar e transmitir tais
estimulos. Esta pequena faixa do espectro eletromagnético recebe o nome de luz visivel ou
simplesmente luz. Embora diversos érgos tenham a capacidade para a fotorecepgio, como
a pele, a coluna vertebral, o cérebro e o complexo pineal (NICOL, 1963 e 1989; TEYKE ¢
SCHAEDER, 1994; OMURA e OGURI, 1991; SAMEJIMA et al., 1991), o olho ¢
considerado, na grande maioria dos animais, inclusive os peixes, o principal receptor da luz

e o mais complexo orgdo sensorial (AIDLEY, 1998).

A energia eletromagnética da luz é emitida e absorvida em pacotes discretos de
energia conhecidos como fétons (HETCH, 1982). Nos olhos, as células fotossensiveis da
retina (os cones e os bastonetes), devido a existéncia de pigmentos visuais, absorvem os

fotons de luz, desencadeando uma série complexa de eventos quimicos e neurais que



podem resultar em uma sensagdo visual (LEVINE E MACNICHOL JR., 1982; SCHNAPF
E BAYLOR, 1987; AIDLEY, 1998). Resumidamente pode-se dizer que o olho forma uma
imagem do ambiente na sua camada fotoreceptora, a retina, e transmite as informagdes
desta imagem ao cérebro através do nervo optico (FENDER, 1964; PADGHAM e
SAUNDERS, 1975; LIVINSTONE, 1990).

E através da visdo que os peixes percebem a distincia predadores ou co-especificos,
que localizam alimentos ou presas, procuram por refugios (FANTA et al, 1991, FANTA e
MEYER, 1998) e, além disso, € através da visdo que se forma a percep¢do espacial do

meio onde 0 animal esta.

A luz €, portanto, entre os fatores abidticos que determinam as condigdes fisico-
quimicas do ambiente aquatico, a responsavel, direta ou indireta, por uma grande variedade
de processos vitais. O desenvolvimento do sistema reprodutivo, as migra¢des verticais, as
atividades motoras, as rea¢des de ataque e defesa, a capacidade de percepgdo da natureza
da comida bem como a intensidade de sua presenga, 0 comportamento intraespecifico e
interespecifico sdo alguns exemplos da influéncia da luz (NICOL, 1963; LEVINE e
MACNICHOL JR., 1982; TEYKE e SHAERER, 1994; WHEELER, 1982 e 1979;
COLLIN, 1993; HORRIDGE, 1987; FANTA et al., 1991 e 1994; ALI et al., 1968;
WOEHL, 1990; LOUKASHKIN ¢ GRANT, 1959).

Os peixes em seu habitat estdo sujeitos a condi¢tes diversas de luz que vdo desde o
escuro total até a_mbientes iluminados e coloridos. No primeiro caso temos as cavernas, as
regiGes abissal ou polar durante o inverno, e no segundo caso temos os ambientes que
correspondem a profundidade limite da regido fotica, ou seja, até 180 metros de
profundidade. O ambiente depende também da cor das 4guas e das caracteristicas do fundo

e da vegetag@o.

A evolugdo histérica dos peixes revela o sucesso de se adaptarem a ambientes com

diversos niveis de iluminagfo e intervalos de espectros da luz (FERNALD, 1993; NICOL,
1963).



Os olhos dos peixes s3o suficientemente similares aqueles dos vertebrados
terrestres de tal modo que varias descobertas nestes animais podem ser extrapoladas,

instruindo sobre a estrutura ¢ fungido dos olhos em outros animais (FERNALD, 1993).

1.1 Morfologia funcional dos olhos dos peixes

Os olhos dos vertebrados podem ser considerados como uma lente dupla
convergente que projeta uma imagem real sobre uma superficie sensivel a luz (HECHT,
1990). Uma lente convergente € qualquer lente que seja mais espessa no centro do que nas
bordas desde que o indice de refracdo da lente seja maior do que o indice de refragdo do
meio circundante. Com isso na equagdo dos fabricantes de lentes ter-se-4 uma distincia
focal positiva (dai a lente convergente ser chamada também de lente positiva) (TIPLER,
1995). |

A anatomia dos olhos dos peixes tem estrutura basica comum a de todos os
vertebrados (WALLS, 1942; MUNZ, 1971). Entretanto uma comparagdo cuidadosa do
tamanho, posi¢do e composigdo revela diferengas consideraveis entre os animais
vertebrados e entre as diversas espécies de peixes (HIBIYA, 1982). As variagées que
ocorrem nos olhos dos peixes vdo desde reducdes que tem como cbnseqiiéncia a cegueira,

até aquelas que possibilitam tanto a visdo aquatica quanto a visdo no ar (MUNZ, 1971).

Os olhos dos peixes s3o compostos por um notivel globo ocular, a comea
transparente, a iris, a retina, a capsula esclerdtica com os humores aquosos, a existéncia de
trés pares de musculos oculomotores ¢ as lentes celulares esféricas (LAGLER et al., 1962;

GROTZNER ¢ FANTA, 1998).

A cornea é formada por fibras colagenas embutidas numa matriz extracelular que
contém agua, coldgenos ndo fibrosos, proteoglicanos, glicoproteinas, outras proteinas
soluveis, sais inorganicos e células plano-alongadas dispostas geralmente entre as lamelas

da cérnea chamadas de queratdcitos (MEEK E QUANTOCK, 2001).



A superficie transparente e curva da cornea € levemente achatada, diminuindo dessa
forma as aberracbes esféricas e servindo como um primeiro e mais forte elemento de
convergéncia do sistema de lentes para os animais terrestres (HECTH, 1990). J4, nos olhos
dos animais aquaticos ndo existe o beneficio optico da interface ar-cornea, pois o indice de
refragdo da agua (ngeua ~ 1,33) € muito proéximo ao indice de refragdo da cornea (Nesmea =
1,37). Desse modo, para os animais aquaticos, o poder de refracdo da cornea é quase

totalmente neutralizado e as lentes devem providenciar toda a poténcia necessaria

(HECTH, 1990; FERNALD, 1993; GOSWAM]I, et al., 2000).

A retina nos peixes pdssui na regido mais interna os varios elementos neuronais e
gliais, que sdo relativamente transparentes. A luz passa através destes atingindo as células
fotorreceptoras ou visuais. Na por¢do mais externa adjacente a cordide, fica o epitélio
pigmentar. Naturalmente, pequenas variagbes sdo encontradas entre. elasmobranquios e
teledsteos, quanto as proporgSes de cones e bastonetes e relacionado a auséncia de algum
destes elementos em determinados grupos ou espécies (WALLS, 1942; ROCHON-
DUVIGNEAUD, 1958; GRUBER et al.,, 1963; HAMASAKI & GRUBER, 1965;
TAMURA & NIWA, 1967).

Teledsteos tipicos tém tanto cones quanto bastonetes. Entretanto, além dos cones
simples ainda podem possuir cones duplos, triplos e quadruplos (ENGSTROM, 1963;
JANUSHKA et al., 1987, GROTZNER e FANTA, 1998, FANTA, 2001 -
COMUNICACAO PESSOAL). Em alguns teledsteos ndo ha cones simples (TAMURA,
1957; O’°CONNELL, 1963), e em muitos peixes de profundidade os cones estdo ausentes
(MUNZ, 1971; FANTA et al., 1994).

E conhecido que células visuais ndo sio uniformemente distribuidas na retina.
Normalmente ha areas especializadas com concentragdes de cones. A organizagdo dos
cones na retina pode ser relacionada aos habitos alimentares das espécies, ou seja, a regido

de seu campo visual aonde deve ser detectado o alimento (AHLBERT, 1976).

Existem também variagGes quanto as propor¢des e densidades de cones e
bastonetes na organizagio geral da retina, que dependem da filogenia do peixe e

modificam-se dentro de certos limites, de acordo com a ecologia de cada animal



(AHLBERT, 1976; ENGSTROM, 1963; KOHBARA et al., 1987, MUNK, 1989;
GROTZNER e FANTA, 1998; ALI et al., 1968; MEER, 1992).

As células em bastonetes sdo especialmente adaptadas para a iluminagio de baixa
intensidade (visdo escotopica), e funcionam para visdo periférica e noturna sendo que
usualmente contém apenas um tipo de pigmento visual (LEVINE e MACNICHOL JR,
1982; KUSMIC E GUALTIERI, 2000). J4 as células em cones estdo adaptadas para
iluminagdo diurna (vis@o fotdpica) e estdo relacionadas com a percepgdo de detalhes e da
visdo cromatica, sendo que nos cones ha existéncia de diversos pigmentos visuais
(LEVINE e MACNICHOL JR, 1982; NICOL, 1963; PAULUS et al., 1986; KUSMIC E
GUALTIERLI, 2000; PAUPOO et al., 2000).

Ha ainda altera¢Ges no mosaico de cones e bastonetes (KUNZ, 1980). As células da
camada mais externa A retina, que constituem o epitélio pigmentar, possuem longos
processos que se estendem entre as células visuais e se interdigitam com seus segmentos
externos (WALLS, 1942; BRETT, 1957; NICOL, 1963). Em olhos adaptados ao escuro, os
granulos de melanina que estdo nestes prolongamentos afastam-se das cé€lulas visuais.
Exposi¢do a luz é seguida rapidamente por migragdo dos pigmentos para o interior dos
processos (BRIDGE, 1972). Além disso, as células visuais possuem uma regiéo contratil, o
miodide, préximo ao elipsoide de bastonetes € cones. Assim, ativamente os bastonetes
podem migrar de encontro ou se afastar do epitélio pigmentar, como reagdo as condigdes

de luz (WELSH & OSBORN, 1937; LEVINSON & BURNSIDE, 1981).

As lentes, chamadas geralmente de “cristalino”, foram primeiramente referidas por
Celsus no século primeiro (SPENCER, 1938). As células das lentes desenvolvem-se a
partir de células da ectoderme invertida (GRAINGER, 1992), que perdem nucleo,
mitocondrias, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e outras estruturas
intracelulares grandes o suficiente para espalhar a luz e contribuir para a opacidade da lente
(KUWABARA ¢ IMAIZUMI, 1974; PIATIGORSKY, 1981; BASSNETT ¢ BEEBE,
1992). Entretanto GOSWAMI et al. (2000) mostraram a existéncia de granulos esféricos
distribuidos aleatoriamente nas lentes, cujos tamanhos e distribuicdo atuam no

espalhamento esférico da luz (RAYLEIGH, 1911).



A habilidade de organizar proteinas celulares em um elemento 6ptico parecido com

vidro transparente € inica, e surge no desenvolvimento das lentes (CLARK, et al., 1999).

As lentes contém dois compartimentos morfologicamente distintos e facilmente
discerniveis: o epitélio e a massa de fibras celulares. A massa de fibras proporciona as
lentes celulares seu fenotipo, fungdo e transparéncia. Porém, metabolicamente em

comparagdo com as fibras celulares o epitélio das lentes ¢ o compartimento mais ativo
(BHAT, 2001).

E preciso ressaltar que, apesar do nome cristalino, estas proteinas nfio possuem
formacdo de rede cristalina, ou seja, formagdo de cristais (CLARK, et al., 1999).

Entretanto, as fibras das lentes celulares apresentam arranjos simétricos e periddicos
(KUSAK, 1995).

A familia de proteinas cristalino séo encontradas em todas as lentes dos vertebrados
sob suas formas: o-, B- e 7y- cristalinos (WISTOW e PIATIGORSKY, 1988;
BOEMENDAL e de JONG, 1991; de JONG et al, 1994). As lentes celulares sdo uma
incrivel estrutura que, apesar da sua alta transparéncia, sdo compostos por 30% do seu peso
total em proteina (AIDLEY, 1998). Considerando-se apenas o peso seco das lentes, tem-se

que cerca de 90% desse peso é devido as proteinas cristalino (SLINGSBY, 1997; CLARK,
et al, 1999).

A rapida formagdo e a alta concentra¢io das proteinas cristalino favorecem uma
agregacdo de proteinas. Em células normais essa energia de interaclio entre proteinas
citoplasmaticas favorece o surgimento de uma fase unica, homogénea e transparente

(CLARK e BENEDEK, 1980; CLARK, 1994; HIRAOKA et al, 1996).

A poténcia de uma lente (também chamada de dioptria) mede a sua capacidade de
focalizar numa certa distancia, a luz paralela que atinge a lente. Por defini¢do quanto maior
a dioptria menor sera a distincia para a focalizagdo em um ponto ou anteparo (HETCH,
1990), e menor, portanto, sera a distincia cornea - retina. Como as dioptrias de uma lente
sdo inversamente proporcionais a sua distdncia focal, as lentes celulares devem possuir

uma curta distincia focal, dessa forma aumentando sua poténcia e assim minimizando o



tamanho do olho, preservando, portanto, a hidrodindmica do peixe. Para isso as lentes
devem possuir um alto poder de refragdo (HECTH, 1990; FERNALD, 1993; TIPLER,
1995).

As lentes celulares dos vertebrados possuem um gradiente interno de refragdo que
reduz as aberra¢des esféricas e aumenta o poder médio de refragdo das lentes
(CAMPBELL e HUGHES, 1981). Este gradiente alcan¢a seu maximo nos olhos dos
peixes, cujas lentes sdo esféricas, com alta claridade e excelente exatiddo nas imagens

(GORDON, 2000; KROGER, et al., 2001).

Além da sua fun¢do normal de refragdo, as lentes atuam como filtros de
interferéncia no olho, reduzindo a reflex@o na superficie do olho, ajudando na selegdo dos
comprimentos de onda e refletindo a luz das regides fora do espectro de absor¢do dos
fotorreceptores da retina (KENNEDY e MILKMAN, 1956; BERNHARD, et al., 1965;
SOMYA, 1976).

A acomodagdo ou focalizagdo, em peixes, quando ela ocorre, resulta do movimento
das lentes esféricas dentro do globo, e ndo pela mudanga do formato das lentes, como
ocorre com os vertebrados terrestres. Na maioria dos peixes estudados, a lente move-se
aproximadamente paralela ao plano da pupila ao longo do eixo da excentricidade pupilar
(FERNALD, 1990).

As caracteristicas da 4gua afetam a intensidade, a qualidade espectral ¢ a
distribui¢go direcional dos feixes luminosos. Além disso, a 4gua € um canal de transmisséo

¢ um suporte entre um estimulo e o detector desse estimulo (MUNTZ, 1990).

A luz do sol, da lua e das estrelas sdo filtradas pela atmosfera antes de entrar na
dgua. Ao se chocar com a superficie da dgua a luz pode ser refratada, refletida e também
polarizada pela interface ar-dgua antes de se tornar viadvel para os peixes. Estas
transformagdes fisicas da luz dependem criticamente da interface ar-dgua (FERNALD,
1993), sendo que no caso da regifio antartica, a radiag@o solar ¢ atenuada pela neve, gelo e

por comunidades microbiologicas que 14 habitam (SULLIVAN et al., 1984).



O angulo de incidéncia da luz também € um fator importante na determinagdo de
qual faixa do espectro ira ser refletida ou transmitida. Assim ao amanhecer e ao anoitecer
quando a luz incide com dngulos maiores em relagdo a normal a superficie, a intensidade
da luz é menor, deslocando o espectro para comprimentos de onda menores (MUNZ e
MCFARLAND, 1977). Interessantemente até comprimentos de onda na faixa do

ultravioleta (UV) podem ser detectados e usados por alguns peixes (MCFARLAND, 1986;
AVERY etal., 1983).

A regido Antartica, devido a sua localizagdo em altas latitudes, esta sujeita a
diferentes fotoperiodos ao longo do ano e a luminosidade variavel, dependendo das

condi¢des climaticas. Assim, os animais deverdo se adaptar, ajustando suas estratégias de
vida (FANTA, et al., 1990).

As condig¢des da Ilha do Rei George, no Arquipélago das Shetland do Sul, apesar de
estar localizada ao norte da Peninsula Antartica, propiciam uma rara composi¢do de
fendmenos fisicos para examinar os notothenioides e as implicagdes ecologicas dos seus
fendtipos (EASTMAN, 1988). Os olhos devem se adaptar a situagdes extremas de 24 horas
de luz durante o verdo e dias com 24 horas de escuriddo durante o inverno, e aos
fotoperiodos intermedidrios nas duas outras estagdes, o outono € a primavera. Assim
sendo, os peixes que ali se encontram apresentam diversos ritmos de atividades de acordo

com o regime de luz (FANTA et al., 1994 ¢ 2000).

A fauna de peixes antarticos € composta por uma tinica subordem, Nototheinioidei
(DEWITT, 1971; IWAMI, 1985), fazendo parte desta fauna os peixes Notothenia
coriiceps RICHARDSON, 1844 ndo apresentam evidéncias morfologicas de extremas

especializagSes ou redugdes no que diz respeito a visio (EASTMAN, 1988; GROTZNER e
FANTA, 1998; DONATTI ¢ FANTA, 1999).

Com excegdo dos estudos na organizagdo da retina (MEYER-ROCHON e KLINE,
1982; GROTZNER e FANTA, 1998; DONATTI e FANTA, 1999), movimento dos olhos
(MONTGOMERY e MACDONALD, 1984; MONTGOMERY e MCVEAN, 1987) ¢ anti-

congelantes oculares (TURNER et al.,, 1985) pouco é conhecido sobre os olhos dos



notothenioides. Esta caréncia é mais acentuada ainda no que diz respeito a morfologia

funcional das lentes celulares.

A estrutura individual, bem como o arranjo resultante das interagdes das proteinas
das lentes, sio de grande importincia no entendimento das bases moleculares da
transparéncia das lentes (BENEDEK, 1971) e no surgimento da catarata (HARDING,
1991).

A avaliaciio das caracteristicas morfoldgicas que possibilitam a atuacfio fisica das
lentes celulares ¢ fundamental para que se compreenda melhor as possibilidades da viséo

em peixes antarticos em seu habitat.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Estudo da morfologia funcional das lentes celulares no peixe antartico

Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844.

2.2 Objetivos especificos

e Analise histologica da lente celular do peixe antartico Notothenia coriiceps
RICHARDSON, 1844 através de microscopia de luz e microscopia eletronica de

transmissao;

e Determinac¢do do espectro de absor¢do da lente celular do peixe antartico

Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844;

o Relacionar os dados morfolégicos obtidos com suas respectivas
conseqiiéncias fisicas no espectro de absor¢do da lente celular do peixe antértico
Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de captura dos espécimes

Compreendendo todas as terras ao Sul do paralelo de 60 S, a regio antartica tem
cerca de 14 milhdes de Km?, equivalente a area correspondente da soma dos territorios do
Brasil, Argentina, Uruguai, Chile, Peru e Bolivia (figura 01). Esta isolada dos outros

continentes pelas regides austrais dos oceanos Atlantico, Pacifico e Indico.

Na regido antartica encontramos uma das mais abundantes comunidades biologicas

marinhas do planeta.

A Estacdo Antartica Comandante Ferraz (EACF) esta localizada na Peninsula
Keller, na Baia do Almirantado, na Ilha do Rei George, arquipélago das Shetland do Sul,
na posicdo de latitude 62" 05” S e longitude 58° 24” W (figuras 02, 03 ¢ 04).

Instalada em seis de fevereiro de 1984 a EACF, atualmente, € composta por mais de
60 modulos do tipo contéineres de ago corrugado, compreendendo além dos mddulos de
vivéncia, laboratorios adequados para a manutengdo de organismos marinhos vivos ¢ para

a realizag¢@o de estudos com material biologico.

Os espécimes foram coletados em diversas localidades na Baia do Almirantado:
Refigio 1 e 2, Punta Ulmann (na enseada Makellar), Ipanema (proximo a peninsula
Keller), Punta Stenhouse (na enseada Martel), Arctowsky (junto a estagdo polonesa) e

Smok Point (lado oposta a estagdo Comandante Ferraz na enseada Martel) (figura 04).

3.2 Métodos de captura

As coletas foram realizadas de 3 formas: com rede de espera, com rede do tipo

arrasto e através de pesca com linha e anzol (figura 05).
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As coletas com rede de espera foram feitas com uma rede tri-malha do tipo
“feiticeira”, deixada em profundidade de 50 a 80 metros, por um periodo minimo de 18

horas.

A pesca com rede tipo arrasto realizou-se nos mesmos locais da rede de espera,
porém com profundidade maxima alcangada pela rede durante o arrasto de 20 metros. Esse

tipo de pesca acarretou a captura de poucos peixes em raras ocasides.

A pesca com linha e anzol foi realizada somente em Arctowsky, porém foi a
modalidade de pesca em que mais peixes da espécie Notothenia coriiceps RICHARDSON,

1844, foram coletados.

Os espécimes coletados eram levados vivos a EACF em tambores plasticos com

capacidade de 50 litros, com &gua constantemente aerada.

3.3 Laboratorio Frio da EACF

Os peixes coletados foram separados por espécies e transportados para o laboratorio
frio da EACF que € constituido por moédulos do tipo contéiner contendo trés tanques com
capacidade de 1000 litros e um sistema de refrigeracdo de ar, onde ajustou-se a

temperatura ambiente para 0'C (+ 0,5 C) (figura 06).

Os tanques tém um suprimento de agua direto do mar feito através de uma bomba
de suc¢do com mangueira coletora colocada a 10 metros de profundidade na linha de frente
ao laboratorio. Esse sistema permitiu que a agua dos tanques fosse trocada diariamente. A

aeracdo foi mantida constante através de um compressor de ar com duas saidas para cada

tanque.

A alimentagdo dos peixes foi fornecida diariamente na forma de anfipodos vivos

coletados em frente a EACF e filetes de peixes sacrificados.
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No laboratério frio a luminosidade foi controlada com o auxilio de um
temporizador programado para 22 horas de luz e 2 horas de escuro, simulando dessa forma

as condic¢des naturais do verdo Antartico.

A avaliagio da condi¢do da agua nos tanques era realizada diariamente, medindo-se
a temperatura, a salinidade, as concentragdes de nitrito/nitrato € a concentracdo de amonia.
Verificou-se que o pH manteve-se entre 7,2 e 8,0; a salinidade ficou quase sempre
constante, em torno de 35 + 1 %o; e 0s niveis de nitrito/nitrato € amonia ficaram na faixa de

0 % 1%, o que corresponde ao ideal de concentragéo.

3.4 Material biolégico

A fauna dos peixes Antarticos ¢ composta por uma tnica sub-ordem,
Notothenioidei (DEWITT, 1971; IWAMI, 1985), caracterizados por possuirem barbatanas
pélvicas cada uma com uma espinha e cinco raios ramificados; uma narina de cada lado,
trés espiculos peitorais. A sub-ordem Notothenioidei ¢ composta por quatro familias e

aproximadamente 100 espécies (NELSON, 1984).

A familia Nototheniidae ¢ caracterizada por possuir membranas das guelras unidas;
boca protactil; espinha dorsal das barbatanas presentes. A subfamilia Nototheniinae
apresenta o corpo coberto de escamas, as membranas das guelras formam uma coberta

sobre o istmo e é composta por cinco géneros com aproximadamente 48 espécies.

3.4.1 Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844

Identificado e classificado sistematicamente da seguinte forma (NELSON, 1984;
FISHER e HUREAU, 1985):

Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Ordem: Perciformes

Sub-ordem: Notothenioidei
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Familia: Nototheniidae
Subfamilia: Nototheniinae
Género: Notothenia

Espécie: N. coriiceps

O corpo € robusto e bastante largo nos espécimes maiores, cabega grande ¢
ligeiramente achatada (figura 07 e 08). Possui cor cinza escura, amarronzada na parte
superior sendo mais clara na regido ventral, com marcas irregulares cinza-escuro na regido

posterior e nas laterais.

E encontrado, geralmente desde dguas profundas até dguas rasas proximas a praia,

na maioria das costas das ilhas sub-Antarticas (FISHER e HUREAU, 1985).

Nao ¢ comercialmente explorado até o presente momento, porém com grande

potencial.

3.5 Processamento histologico

3.5.1 Coleta de material para estudos morfol6gicos

Apo6s um periodo de 10 dias de aclimatacdo 44 animais foram sacrificados com

seccionamento da medula espinhal, seguida de descerebragéo.

Em seguida foram realizadas medidas anatdmicas em cada espécie, sendo coletado:
peso (entre 1600 e 212 g), comprimento total (entre 45,0 e 24,5 cm), comprimento padrdo
(entre 20,4 ¢ 40,5 cm), comprimento da cabega (entre 7,97 ¢ 5,4 cm), distdncia intraorbital
(entre 3,41 e 2,00 cm), comprimento da cabeca (entre 7,97 e 5,64 cm), largura da cabega
(entre 9,82 ¢ 5,64 cm), comprimento do focinho (entre 1,80 ¢ 0,70 c¢cm), largura da boca
(entre 6,09 e 4,75 cm), didmetro do olho (entre 1,51 e 0,89 cm), comprimento da nadadeira
peitoral (entre 10,17 e 5,02 cm), comprimento da nadadeira pélvica (entre 5,80 ¢ 2,60 cm),
altura da nadadeira pélvica (entre 2,91 e 2,60 cm), altura do corpo (entre 8,88 € 4,55 cm),
altura do pedunculo caudal (entre 4,26 ¢ 2,01 cm).
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Foram feitas também contagens do nimero de raios das nadadeiras 1° dorsal (5 +

1), 2° dorsal (35 + 2), anal (28 + 2), peitoral (14 £ 2), pélvica (6 = 1) e caudal (17 + 2).

Verificou-se, também, que havia presenga de escamas no corpo, € ndo foram

encontradas escamas na cabeca.

Na sequéncia, os olhos eram retirados juntamente com O nervo Optico € os trés
pares de musculos oculares (figura 09). Apds a remogdo dos olhos era realizado novo

corte, agora contra a cornea, para a remogao da lente celular.

A remogio cirurgica das pecas foi a mais rapida possivel para que as estruturas
retiradas ndo sofressem alteragdes como a autdlise, o ataque bacteriano e a degeneragdo

protéica. As pegas retiradas eram lavadas em Solugo Salina de Cortland.

As lentes celulares dos olhos direitos foram preparadas para Microscopia Optica e

as lentes celulares dos olhos esquerdos para Microscopia Eletronica de Transmissdo.

As lentes celulares eram fixadas em Fluido de Bouin para a microscopia optica e
em Karnovsky para a microscopia eletronica de transmissdo. O meio de inclusdo utilizado
para a microscopia optica foi “Paraplast Plus”®

Epon-812.

(Sigma) e para a microscopia eletronica foi

Os cortes realizados para microscopia de luz foram feitos de modo seriado,
utilizando o micrétomo Leica — RM2145, com cortes entre 2 a 4 microOmetros, podendo-se

assim, separar as regides mais periféricas das regides centrais.

Os cortes semi-finos (0,2 micrometros) e ultrafinos (50 nandOmetros) para a
microscopia eletronica de transmissdo foram obtidos no ultramicrétomo Leica — Ultracut
UCT, com utilizagdo de navalhas de vidro e diamante. Os cortes ultrafinos foram colhidos

em telas de cobre de maiha 200.

Os protocolos utilizados para os estudos morfoldgicos sdo aqueles seguidos pelo

laboratorio do Grupo de Estudo de Impacto Ambiental (GEIA) do departamento de
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Biologia Celular da Universidade Federal do Parana. Os protocolos seguidos bem como os

preparos das solugdes utilizadas encontram-se em anexo.
3.5.2 Medidas no didmetro das lentes celulares

Através de paquimetros foram feitas medidas no didmetro das lentes celulares dos
olhos esquerdos e direitos em 13 diferentes peixes da espécie, Notothenia coriiceps
RICHARDSON, 1844. As medidas eram realizadas ao longo de 2 eixos ortogonais entre si
que passavam no centro da lente (figura 10). Cada medida era feita por dois paquimetros e

dos 4 valores resultantes (2 de cada eixo) foi tirado uma média do didmetro da lente.

3.5.3 Coleta e processamento de material para estudo do espectro de absorbancia

ApOs o sacrificio dos animais (n = 5) as lentes eram removidas conforme descrito
no sub-item 3.5.1. As lentes utilizadas para o experimento do espectro de absorbancia

foram conservadas em glicerina.

No procedimento adotado para a leitura no espectrofotometro as lentes foram
colocadas em cubetas de quartzo com glicerina sendo o controle de leitura uma cubeta sem

a lente celular contendo apenas glicerina.

Apbs as leituras serem realizadas construiu-se dois graficos com os valores de todas

as 5 lentes.

A divisdo em dois graficos nasceu da existéncia de duas fontes de luz distintas no
espectrofotdmetro utilizado. A mudanga de fonte de luz ocorre quando o comprimento de

onda fica em torno de 375 nm.

O espectrofotometro empregado (Hitachi — U-2001) utiliza uma fonte de luz, que
irradia comprimentos de onda no intervalo compreendido entre 190 a 490 nm, e uma
diferente fonte de luz que irradia comprimentos de onda no intervalo que vai desde pouco

abaixo de 370 até acima de 1000 nm.
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Dessa forma foi permitido fazer leituras de absorbincia que védo desde o
ultravioleta, comprimentos de luz inferiores a 200 nm, até comprimentos de luz que

correspondem ao infravermelho (comprimentos superiores a 1000 nm).

3.5.4 Métodos estatisticos

Os dados das medidas coletadas foram transportados para o software Microsoft®

.Excel 2002, onde se calculou os desvios padrdes e médios dos valores encontrados.



Fig. 01: Continente Antartico compreendendo todas as terras ao sul do paralelo 60° S,

que somam cerca de 14 milhdes de km® rodeado pelo oceano Austral.

Fig. 02: Ilha do Rei George, arquipélago das Shetland do Sul na posigéo: latitude 62’
05’ S e longitude 58" 24’ W (seta).
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Fig. 03: Vista panordmica da Estag@io Antartica Comandante Ferraz.

Fig. 04: Esquema dos pontos de captura proximo a Esta¢do Antartica Comandante
Ferraz. Setas indicam os locais de captura da Notothenia coriiceps na Baia do

Almirantado.
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Fig. 05: Material usada para fazer a coleta: pendurado na parede estd a rede tipo
arrasto (seta), na caixa de “eternit” branca (estrela) esta enrolada e pronta para lancar a

rede do tipo espera.

Fig. 06: Laboratorio frio da EACF que € constituido por modulos do tipo contéiner
contendo trés tanques com capacidade de 1000 litros (estrelas) e um sistema de

refrigeracdio de ar (seta curva) mantido a temperatura constante de 0°C (0,5 0C).
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Fig. 07: N. coriiceps onde se observa o corpo robusto e bastante largo, possuindo
tamanho médio de 30 cm e cor cinza escura amarronzada na parte superior sendo que
mais claro na regido ventral, marcas irregulares cinza-escuro na parte traseira € nos

lados. Setas indicam posigdo dos olhos.

Fig. 8: A N. coriiceps possui cabega grande e ligeiramente achatada. Notar a posi¢io

dos olhos que ira afetar diretamente o campo visual. Setas indicam posigdo dos olhos.
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Fig. 09: Esquema do olho do peixe N. coriiceps onde os nimeros 1, 2 e 3 representam
os musculo oculares, o niimero 4 indica a posi¢do da cérnea e o numero 5 indica o

nervo 6ptico que também foi seccionado para a retirada do olho.

Fig. 10: O circulo representa a lente celular e os eixos 1 ¢ 2 ortogonais entre si
representam os eixos, onde em cima de cada eixo eram realizadas duas medidas dos
didmetros das lentes. O risco mais grosso representa a retina do animal, portanto o

eixo 2 coincide com o eixo optico do peixe.
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4. RESULTADOS

4.1 Formato da lente celular.

As lentes celulares no peixe Notothenia coriiceps possuem forma esférica com
excentricidade supostamente igual a zero, ja que as medidas nos dois eixos revelaram-se
muito proximas uma da outra, com desvio médio inferior a 0,005. Isso mostra que a lente

celular do peixe Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844 pode realmente ser

considerada uma esfera perfeita.

4.2 Tamanho médio das lentes celulares

A diferenga maxima encontrada entre o didmetro da lente do olho esquerdo com a

lente do olho direito foi inferior a 0,006 cm, o que gerou um desvio padrio maximo
inferior a 0,007.

Foi encontrado um valor méximo no didmetro da lente celular de 0,536 + 0,001 cm,
quando o comprimento padrdo do peixe era de 42 + 1 cm. O menor valor encontrado foi de

0,359 + 0,001 cm, quando o comprimentd padréo do peixe erade 22 + 1 cm.

As medidas obtidas mostraram uma relagdo entre o tamanho das lentes e o
comprimento padrdo do peixe. O grafico 01 mostra os valores encontrados para as lentes
dos olhos direitos com a sua respectiva curva de tendéncia. A reta formada demonstra que

o didmetro da lente ¢ diretamente proporcional ao comprimento padrdo do peixe.

Esta curva de tendéncia apresenta uma inclinidade com valor aproximado de
0,0086. Este valor representa a taxa de variagio entre 0 comprimento padrio do peixe € o

didmetro da lente.
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4.3 Estudo histologico da lente celular

4.3.1 Epitélio

Através da microscopia de luz utilizando as coloragdes: Hematoxilina-Eosina (HE)
¢ Hematoxilina Férrica observou-se a presenga de um epitélio fino que envolve toda a
parede externa da lente celular (figura 11 e 12). Imediatamente adjacente ao epitélio fica a

massa de fibras.

O epitélio das lentes celulares ¢ formado por 3 camadas distintas: a externa, a

medial e a interna.

A camada mais externa aparece com uma coloragio azul claro transparente quando
corada com HE (figura 13). E a camada mais fina das trés, desprovida de elementos
celulares. Em hematoxilina-férrica (figura 14) esta camada ¢ de dificil visualizago devido

a sua pequena espessura e nesta coloragio confundir-se com a camada medial.

A camada medial € acelular, corando-se em rosa claro com HE (figura 13 e 15) e
em cinza-musgo com hematoxilina-férrica. (figura 14). Esta camada possui uma espessura

maior que a camada externa.

A camada mais interna cora-se de azul com HE e de um preto transparente em
hematoxilina-férrica (figura 14 e 16). Esta camada mantém intim\okcontato com a massa de
fibras celulares, sendo a mais espessa das trés camadas que constitui o epitélio (figura 16).
Pode-se perceber claramente os elementos celulares que compdem esta camada tanto em

HE quanto com hematoxilina-férrica (figura 14 e 16).

4.3.2 Massa de fibra celular

Em contato direto com a camada epitelial mais ativa metabolicamente e
contribuindo com o maior volume da lente celular no peixe Notothenia coriiceps encontra-

se a massa de fibras (figura 17).
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Observa-se em quase toda essa massa a formagao de fibras periddicas, simétricas e
paralelas entre si. Estas fibras sdo facilmente visualizadas em microscopia de luz tanto em
HE como em hematoxilina-férrica (figura 14 e 17). Em HE estas fibras aparecem sob
coloracdo rosa mais intenso (figura 17 e 18) e em hematoxilina-férrica as fibras colorem

em preto (figura 19).

A analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissdo corrobora as
caracteristicas observadas em microscopia de luz, revelando uma regido composta por

fibras periddicas, simétricas e paralelas (figuras 20, 21 e 22).

Nas regides mais periféricas, ou seja, mais proximas a terceira camada do epitélio,
nota-se a presenga de elementos celulares espalhados aleatoriamente entre as fibras (figura
17, 18 e 23). A medida que se afasta do epitélio, mais proximo a regido central das lentes,
esses elementos celulares vao se tornando mais afastados um do outro e mais raros de se
encontrar. Na regido mais central ndo foi observado nenhum elemento celular. Em

microscopia eletronica ndo se conseguiu visualizar nenhum destes elementos celulares.

Uma mudanga no arranjo simétrico e periddico na massa de fibras € notada quando
os cortes seriados aproximam-se do centro € quando num mesmo corte a massa de fibras se
afasta do epitélio. Essa mudanga mostra-se através da perda da periodicidade e da simetria

das fibras (figura 24).

4.4 Espectro de absorcao da luz

Os graficos 02 e 03 representam a curva produzida pelos valores de absorbancia da

lente com o respectivo comprimento de onda.

O grafico 02 mostra a variagdo de absorbancia nos comprimentos de onda de 375 a

1075 nm, e o grafico 03 mostra a variagdo de absorbancia entre os comprimentos de onda
190 € 490 nm.
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No intervalo que compreende 375 a 1075 nm, a absorbancia atinge um valor

maximo de 0,045 no comprimento de onda 837 nm (grafico 02).

A partir de 875 nm a absorbancia vai diminuindo gradativamente ao se aumentar o
comprimento de onda, chegando a zero no comprimento de onda 1061 nm. Nesse intervalo

observou-se um aumento gradual de absorbancia que ocorre entre os comprimentos de

onda 600 a 800 nm (grafico 02).

Durante o intervalo 375 a 1075 nm n#o houve registro de nenhum pico relativo de

absorbancia (grafico 02).

Entre os comprimentos de onda 190 a 490 nm observou-se um aumento na
absorbancia quando o comprimento de onda é proximo a 220 nm, atingindo um valor

maximo de 0,283 em 214 nm de comprimento de onda (gréafico 03).

Observou-se que em torno de 340 nm existe um pico relativo de absorbéncia no

valor de 0,05 (grafico 03).

Nota-se que no intervalo de 375 a 1075 nm existe uma variacdo gradual de
absorbancia, com auséncia de picos relativos. No intervalo compreendido entre 190 a 375

existe a formagio de picos e a variagdo da absorbancia fica mais abrupta.

Comparando-se os graficos 02 e 03, observa-se que os valores da absorbincia
encontrados no grafico 02 ¢ em torno de uma ordem de grandeza inferior aos valores

encontrados do grafico 03, ou seja, ocorre uma maior absorbancia para comprimentos de

onda menores.



Graf. 01: A reta formada demonstra que o tamanho da lente é diretamente

proporcional ao comprimento padrdo do peixe.
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Fig. 11: Vista panordmica da lente celular. Observar a presenca de um epitélio
relativamente fino envolvendo toda a parede externa da lente celular (seta). As estrelas

indicam a regiio da massa de fibras. Colora¢@o: Hematoxilina-Eosina. Aumento: 55 x.

Fig. 12: Notar que o lugar onde termina o epitélio € comega a massa de fibras ¢é
facilmente visualizavel (seta grossa). Observar também a presenga do epitélio ao redor
de toda a lente celular (seta fina). As estrlelas indicam a regido da massa de fibras.

Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Aumento: 138 x.
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Figura 11
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Fig. 13: Observar as trés camadas do epitélio, onde a camada mais externa possui uma
colora¢do azul-clara (seta pequena), a camada medial tem um tom rosa claro (seta
média) e ambas ndo possuem elementos celulares. A camada interna € a mais espessa
formada e cora-se de azul escuro (seta maior). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina.

Aumento: 276 x.

Fig. 14. Observar que av"camada mais externa confundi-se com a camada medial
(estrela). Notar a camada interna (seta) formada de elementos celulares. Coloragdo:

Hemaj:oxilina—Férrica. Aumento: 138 x.
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Fig. 15: Notar que a camada medial (seta grossa) é acelular, corando-se em rosa claro

com HE e possui uma espessura superior & camada mais externa (seta fina).

Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Aumento: 552 x

Fig. 16: A camada interna do epitélio (seta fina) mantém intimo contato com a massa
de fibras celulares (seta grossa), é a mais espessa das trés camadas. Pode-se perceber

claramente os elementos celulares (circulos) que compdem esta camada. Coloragio:

Hematoxilina—Eosina. Aumento: 552 x
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Figura 16




Fig. 17: Em contato direto com a camada epitelial mais interna (seta) encontra-se a
massa de fibras (area compreendida pelo colchete) Observa-se em quasé toda essa
massa a formagdo de fibras periddicas, simétricas e paralelas entre si. Pode-se ver
também a presenga de elementos celulares entre as fibras (estrelas). Coloragao:

Hematoxilina-Eosina. Aumento: 552 x

Fig. 18: Massa de fibras proxima a regido epitelial, onde se nota a presenga de um
numero elevado de elementos celulares (estrelas) e a grande simetria e periodicidade

das fibras. Colorag¢do: Hematoxilina-Eosina. Aumento: 552 x






Fig. 19: Notar as fibras com simetria e periodicidade (setas). Coloragio:

Hematoxilina-férrica. Aumento: 552 x.
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Fig. 20: Eletromicrografia da massa de fibras celular. Observar as fibras periddicas e

simétricas (setas). Microscopia eletrénica. Aumento: 12000 x.

Fig. 21: Eletromicrografia da massa celular evidenciando a formag¢do de fibras

periddicas e simétricas (setas). Microscopia eletrénica. Aumento: 20000 x.
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Fig. 22: Eletromicrografia da massa celular evidenciando a formagdo de fibras

periodicas e simétricas (setas). Microscopia eletrénica. Aumento: 70000 x.



34




Fig. 23: Massa de fibras celulares proxima a regido epitelial. Observar a presenga de
elementos celulares (estrelas) e a periodicidade e simetria produzida pelas fibras

(seta). Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Aumento: 1380 x.

Fig. 24: Massa de fibras em uma regido afastada do epitélio, onde se observa o
comego da perda de simetria (setas). Notar a auséncia de elementos celulares.

Colorag¢do: Hematoxilina-Eosina. Aumento: 552 x



35



Graf. 02: Observa-se a variagdo de absorbancia nos comprimentos de onda de 375 a
1075 nm. Este grifico mostra um aumento de absorbdncia que ocorre entre os
comprimentos de onda 600 a 800 nm, atingindo um maximo no comprimento de onda
837 nm. A partir desse maximo a absorbancia vai diminuindo gradativamente

chegando a zero no comprimento de onda 1061 nm.

Graf. 03: Mostra a varia¢do de absorbédncia entre os comprimentos de onda 190 a 490
nm. Observa-se um aumento na absorbancia quando o comprimento de onda €

proximo a 220 nm e nota-se um pico relativo de absorbancia que acontece quando o

comprimento de onda € em torno de 340 nm.
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5. DISCUSSAQO

Entre os fatores ambientais, a luz, é o fator abidtico de maior importancia para a
vida dos organismos em seu habitat. Conseqiientemente grande parte das caracteristicas
estruturais finais e comportamentais dos seres vivos tem relagdo com a luz recebida e

captada.

As lentes por serem parte do principal 6rgdo receptor de luz nos peixes sofrem a
influéncia da luz de forma direta e rapida. KROGER, et al. (2000) mostrou o poder dessa

influéncia e a rapidez de sua atuagao.

A radiagdo solar que atinge a superficie da agua € composta por ondas
eletromagnéticas que vao desde o infravermelho até o ultravioleta. O uso pratico pelos
animais de toda essa faixa do espectro eletromagnético esta na capacidade dos Orgdos
sensiveis a luz serem ou ndo capazes de ficarem estimulados por estas ondas

eletromagnéticas.

O presente trabalho teve como proposta principal o estudo morfologico das lentes
celulares no peixe Notothenia coriiceps RICHARDSON, 1844 e suas respectivas
implicagoes fisicas no que diz respeito a visdo do peixe. O seu habitat sdo as aguas geladas
do continente antartico onde esta sujeito a condigGes extremas de luz (conforme

introdugio).

Para tal, realizaram-se estudos morfologicos através de microscopia de luz e
microscopia eletronica de transmissdo, foram feitas medidas dos diametros das lentes
celulares e do seu espectro de absorbancia para os intervalos de luz que correspondem a

faixa que vai do infravermelho ao ultravioleta (UV).

Diferentemente dos animais terrestres, sabe-se que as lentes celulares em peixes
constituem o mais importante ganho em dioptrias, ja que o indice de refracdo da cornea

(Neormea=1,37) € muito parecido com o da agua (ns.=1,33) (FERNALD, 1993), o que
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origina um baixo poder refrativo na interface agua-cérnea. Isto implica que € na lente
celular que ocorre o ganho de dioptrias necessario para a focagem da imagem sob a retina.

Ou seja, € a lente celular o principal meio de focagem da luz.

O formato circular junto com o gradiente de refracdo encontrado nas lentes
celulares € o responsavel direto pela focagem da luz (JAGGER, 1989). A acomodag&o nos
peixes ¢ realizada através de movimentos da lente perpendiculares ao eixo optico do peixe,
e ndo por alteragdes no formato das lentes (FERNALD, 1993). Esses movimentos séo
realizados pelos trés pares de misculos 6culo-motores encontrados em todos os peixes
(LAGLER et al., 1962; GROTZNER e FANTA, 1998). Devido a esses movimentos o
peixe consegue mudar o caminho dos feixes luminosos através das lentes esféricas e dessa
forma focar objetos em diferentes distancias de si, ou seja, consegue realizar a acomodagéo

visual.

Os tamanhos das lentes celulares revelaram uma cumplicidade com o tamanho
padrdo do peixe, ou seja, quanto maior o comprimento padrdo do animal maior o didmetro
da lente. Porém essa taxa de variagdo ¢ relativamente pequena, ja que o coeficiente de
inclinagdo da reta (0,0086) é muito pequeno, sendo assim mesmo grandes variacdes de

tamanho acarretam em pequenos aumentos nas lentes celulares.

As lentes direitas e esquerdas possuem o didmetro muito préximo uma da outra,
possuindo um desvio padriio méaximo de 0,007, o que demonstra a ja esperada simetria

direito-esquerdo.

Os espectros de absorgdo diferem quantitativamente daqueles relatados por
GOSWAMI, et. al. (2000), porém qualitativamente os dados sdo muito proximos. Essa
diferenga deve estar relacionada as condigdes fisicas e biologicas extremas e especiais em
que vive a espécie estudada, pois como sugere KROGER, et al. (2000) o desenvolvimento
das lentes celulares € sensivel a qualidade e quantidade de luz recebida. Sendo assim as
condi¢des extremas de luminosidade que ocorrem na regido antartica levariam a mudangas
significativas (mesmo que imperceptiveis & microscopia de luz) na morfologia das lentes e

conseqiientemente a mudangas no espectro de absorgdo da luz por essas lentes.
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Nesse trabalho demonstrou-se a existéncia de um aumento de absorbancia na faixa
entre 600 a 800 nm, sendo que nenhum pico foi encontrado nesse intervalo. Foi relatado
apenas um aumento gradual e continuo até o comprimento de onda préximo a 850 nm e
acima disso uma queda acentuada até em torno de 1000 nm. Acima de 1000 nm de

comprimento a absorbancia pode ser considerada zero.

A absorbancia préxima a zero nas regides acima de 1000 nm demonstra uma
possibilidade de visdo infravermelha, ja que as lentes celulares ndo representam nenhum

bloqueio nessa faixa do espectro eletromagnético.

Para comprimentos de onda menores que 400 nm, observou-se um pico de

absorbancia na faixa de 220 nm e um pequeno pico proximo a 340 nm.

Os valores maximos que foram encontrados de absorbancia correspondem a
absorbancia na faixa do ultravioleta. Assim a lente celular atua também como uma barreira

de protec¢do para esses comprimentos de onda que correspondem a radiagdes excitantes.

Como a relagio entre absorbancia e transmiténcia € inversamente proporcional, e a
transmitincia passa a idéia da “quantidade” de luz que atinge a retina, observa-se que a
lente celular serve como um filtro de luz, participando ativamente da sele¢do de qual faixa

do espectro luminoso ¢ capaz de alcangar a retina.

Os valores de absorbancia revelaram-se extremamente baixos, confirmando a

transparéncia visual das lentes celulares e sua capacidade em transmitir a luz para a retina.

Como descrito por BAHT (2001), as lentes celulares possuem um epitélio que as
envolve por completo. Este epitélio formado por 3 camadas € rico em elementos celulares
o que sugere ser o epitélio o principal responsavel pelo metabolismo das lentes, pela
conservagdo da massa de fibras e assim de forma indireta pela conservagdo da

transparéncia das lentes.
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6. CONCLUSOES

6.1 A lente celular da Notothenia coriiceps é esférica e formada por dois

compartimentos distintos: o epitélio e a massa de fibras.

6.2 Quanto maior o exerriplar de Notothenia coriiceps, maior o didmetro da lente

celular.

6.3 O epitélio é composto por 3 camadas distintas. A parte externa ¢ a mais fina e
ndo possui elementos celulares. A camada medial também ndo possui elementos celulares
e ¢ mais espessa que a camada externa. A camada mais interna € rica em elementos
celulares e esta em intimo contato com a massa de fibras. Esse epitélio ndo contribui para o

indice de refragio da lente celular, devido a sua pequena espessura.

6.4 A massa de fibras ocupa a maior parte da lente celular na Notothenia coriiceps

e € a responsavel pelo poder refratario da lente celular.

6.5 A medida que as fibras caminham para a regido central da lente, os elementos
celulares vao se tornando mais raros e as fibras vdo perdendo sua simetria € periodicidade.
No centro da lente celular ja ndo se encontram mais elementos celulares e tanto a

periodicidade quanto a simetria das fibras € perdida.

6.6 Existe uma relagédo entre a periodicidade e a simetria das fibras na Notothenia

coriiceps com o indice de refragdo da lente celular.

6.7 O espectro de absorbancia das lentes celulares na Notothenia coriiceps revelou
que existe um aumento gradual de absorbancia entre 600 a 800 nm. A partir de 800 nm,
aumentando o comprimento de onda da luz, a absorbéncia cai acentuadamente até atingir
um valor proximo a zero em 1000 nm, nfio impedindo uma visio da faixa do

infravermelho.
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6.8 No espectro de absorbincia da Notothenia coriiceps existe um pico de

absorbancia relativo em 340 nm.

6.9 A espectroscopia de luz da lente celular na Notothenia coriiceps no intervalo de
190 a 490 nm mostrou um aumento de absorbancia proximo de 220 nm protegendo a retina

da incidéncia de radiago ultravioleta.



ANEXO
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1- Solugdes e Protocolos

Fixadores
1- Bouin

Solugdo aquosa saturada de 4cido picrico - 75 ml

Formaldeido filtrado -25ml
Acido acético -5ml
Volume total - 105 ml

Para o preparo da solugdo aquosa do acido picrico, diluir o acido em agua destilada
utilizando um agitador magnético durante varias horas até formar uma solu¢fo super

saturada (cerca de 0,6 g/ml).

2- Fixador Karnovsky

Solugio final:
Glutaraldeido -2,5%
Paraformaldeido em tamp&o cacodilato 0,2M, pH 7,2 -2%

Paraformaldeido 4%

Paraformaldeido -lg

Agua destilada - 25 ml

Agitar sob aquecimento e quando atingir 60° C, adicionar NaOH 0,2M até a solugfio
clarear (3 a4 gotas).

Pode ser deixado em estoque na geladeira.

Glutaraldeido 25%
Glutaraldeido -2,5ml
Agua destilada - 10 ml

Pode ser deixado em estoque na geladeira.

Tampao Cacodilato 0,8M
Cacodilato (PM=214) -1,6¢
Agua destilada - 12,85 ml
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Adicionar do cacodilato 10ml de agua destilada e acertar o pH para 7,2 utilizando
NaOH 0,1N e HC1 0,1N. Ap6s, completar para 12,85 mi.

Pode ser mantida em estoque na geladeira.

Preparo para a formagdo do Karnovsky

Em um bécker adicionar o glutaraldeido preparado no tampdo cacodilato, chegando
a uma solugdo: glutaraldeido 5% em tampao cacodilato 0,4M. Adicionar a essa solugdo o
paraformaldeido, ficando com a solugdo final de glutaraldeido 2,5%, tampdo cacodilato

0,2M e paraformoldeido 2%, que é o fixador Karnovsky.

Coloragao

1- Hematoxilina/ Eosina (HE)

Hematoxilina alcoolica 10%
Alimen de potassio (sulfato de alamen de potassio) 20g
Oxido de Hg vermetho lg

Dissolve-se 2 g de hematoxilina em 20 ml de alcool 100% em um becker, em outro
becker dissolve-se 20 g de alimen de potassio em 400 ml de agua destilada (bem
dissolvido). Coloca-se no alimen de potassio a hematoxilina e o 6xido de Hg vermelho.
Leva-se entdo ao fogo e entrando em ebuligdo marca-se 4 minutos. Retira-se do fogo e
resfria rapidamente em agua corrente, esfriando, coloca-as no gelo rapidamente (quanto

mais rapido melhor)

Eosina floxina
Eosina amarela 1%

Floxina 1%

Mistura-se em um becker 62 ml de eosina 1%, 6,25 ml de floxina 1%, 487,5 ml de

alcool 95% e 2,5 ml de 4cido acético glacial.

Procedimento:

Xilol 1 3
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Xilol 2
Alcool 100%
Alcool 100%
Alcool 90%
Alcool 70%
Alcool 50%

(98

LW W W

Lol

Lavar com agua filtrada 2 vezes

Lavar com agua destilada 2 vezes

Corar com Hematoxilina I

Lavar com agua filtrada 2 vezes

Lavar com agua destilada 2 vezes

Corar com eosina 307
Lavar com agua filtrada 2 vezes

Lavar com agua destilada 2 vezes

Alcool 70% 3
Alcool 95% opcional
Alcool 100% rapidamente
Alcool 100% 3
Alcool 100% 3
Alcool 100% + Xilol (1:1) 3

Xilol diafanizador

(o8]

Xilol montagem 3

2- Hematoxilina Férrica de Heidenhain

Solugdo A:  Hematoxilina alcoolica 5%

Solug¢do B:  Sulfato férrico amoniacal 5%

Misturar 5 ml da solu¢do A em 45 ml de agua destilada e deixar amadurecer cerca

de 3 a 4 semanas antes do uso. Apos esse tempo misturar com 50 ml da solugdo B.

Procedimento:

Xilol 1 3
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Xilol 2
Alcool 100%
Alcool 100%
Alcool 90%
Alcool 70%
Alcool 50%

(%)

|98

Lavar com agua filtrada 2 vezes
Lavar com agua destilada 2 vezes
Corar com Hematoxilina Férrica 1
Lavar com agua filtrada 2 vezes

Lavar com agua destilada 2 vezes

Alcool 70% 3

Alcool 95% opcional
Alcool 100% rapidamente
Alcool 100% 3

Alcool 100% 3

(98]

Alcool 100% + Xilol (1:1)

Xilol diafanizador

W W

Xilol montagem

3- Procedimento para microscopia eletronica

Tetroxido de 6smio
Trabalhando sempre na capela e sob protegdo de mascara e luvas, quebrar uma
ampola de OsO4 de 1 g em 25 ml de 4dgua destilada, obtendo assim OsQO4 4%. Para obter

0s04 2% dilui-se em tampdo cacodilato 0,4M na proporgio 1:1.

Resina EPON

Solugdo A

EMBED 812 76,5 ml
DDSA 123,5 ml
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Agitar por 30 minutos no agitador magnético e manter a solugdo na geladeira

lacrada com parafilm(o magneto € mantido dentro do vidro da solugao).

Solugdo B
EMBED 812 158,7 mi
NMA 141,3 ml

Agitar por 30 minutos no agitador magnético ¢ manter a solugdo na geladeira

lacrada com parafilm (o magneto € mantido dentro do vidro da solug?o).

Solugio util

Solugio A 10 ml

Solu¢ido B 15 ml

DMP-30 0,25 ml (aproximadamente 10 a 15 gotas)

Conservar a 0 DMP-30 em geladeira, porém utiliza-lo em temperatura ambiente.
O Epon da pré-infiltragdo ndo tem o DMP-30, somente a solugdo A + B. Retirar o
Epon da geladeira cerca de 2 horas antes do uso e antes de utiliza-lo agitar manualmente

por 10 minutos.

Material estando em Karnovsky segue-se o seguinte protocolo:

Lavar com tampéao cacodilato 0,2M
Osmio 2%

Lavar com tamp3o cacodilato 0,2M
Lavar em agua destilada

Uranila 2%

Lavar em é4gua destilada

Alcool 50%

Alcool 70%

Alcool 95%

Alcool 100%

Alcool 100% + acetona (1:1)
Acetona 100%

Acetona + epon (1:1)

Epon

3 vezes

1 hora

1 vez

1 vez

2 horas

1 vez
2vezesde 5
2vezesde S
2 vezes de 10°
3 vezes de 10°
10°

2 vezes 15
1h30

overnight
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Dia seguinte faz-se a inclusdo com o epon definitivo para a inclusao e coloca-se na

estufa por 72 horas para a polimerizag@o da resina.
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