
 

 

 

 
 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARÁ 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM NEUROCIÊNCIAS E BIOLOGIA CELULAR 

 

 

 

 

 

 

DANIELE SALGADO DE SOUSA 

 

 

 

 

Expressão gênica durante o desenvolvimento ocular 
e regulação da assimetria de opsinas na espécie 

Anableps anableps, peixe de quatro olhos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELÉM - PA 

NOVEMBRO/2022



 

 

 

DANIELE SALGADO DE SOUSA 

 

 

 

 

 

 

Expressão gênica durante o desenvolvimento ocular 
e regulação da assimetria de opsinas na espécie 

Anableps anableps, peixe de quatro olhos 
 

  

 

 

 

 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Neurociências e Biologia Celular do 
Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Pará, para obtenção do título de Doutora 
em Neurociências e Biologia Celular. 

 

Área de concentração: Biologia Celular 

ORIENTADORA: Profa. Dra. Patrícia Neiva 
Coelho Schneider 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELÉM, PA 

NOVEMBRO/2022 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) de acordo com ISBD
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Pará

Gerada automaticamente pelo módulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S164e Salgado de Sousa, Daniele.
      Expressão gênica durante o desenvolvimento ocular e regulação
da assimetria de opsinas na espécie Anableps anableps, peixe de
quatro olhos / Daniele Salgado de Sousa. — 2022.
      98 f. : il. color.

      Orientador(a): Profª. Dra. Patrícia Neiva Coelho Schneider
      Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Pará, Instituto de
Ciências Biológicas, Programa de Pós-Graduação em
Neurociências e Biologia Celular, Belém, 2022.

      1. Anableps. 2. Olhos. 3. Opsinas. 4. Retina. 5.
Plasticidade. I. Título.

CDD 571.6

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


 

 

 

DANIELE SALGADO DE SOUSA 

 

 

Expressão gênica durante o desenvolvimento ocular 
e regulação da assimetria de opsinas na espécie 

Anableps anableps, peixe de quatro olhos 
 

 

Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Neurociências e Biologia 

Celular da UFPA como parte das exigências para obtenção do título de Doutora em 

Neurociências de Biologia Celular. 

 

Aprovada em 30/11/2022 

Belém (PA) 

 

BANCA EXAMINADORA: 

 

 
 
 

Profª. Drª. Patrícia Neiva Coelho Schneider 
 (PPGNBC – UFPA/LSU) 

Orientadora 
 

 
Profa Dra Maria Iracilda da Cunha Sampaio 

(PPGBM/UFPA - Avaliador interno) 

 
 
 

Profª. Drª. Josane de Freitas Sousa 
(LSU – Avaliadora suplente) 

 
 
 

Profª. Drª. Renata Coelho R. Noronha 
 (PPEAP/UFPA – Avaliadora externo) 

______________________________

______________________________

______________________________

______________________________



 

 

 

INSTITUIÇÕES E FONTES FINANCIADORAS 
                    

 
• Universidade Federal do Pará - UFPA 

• Laboratório de Evolução e Desenvolvimento de vertebrados - LEDvet 

• Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq 

• Programa de Pós-Graduação em Neurociências e Biologia Celular - PPGNBC 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico 

 

Aos meus familiares, em especial à minha mãe 

Maria do Socorro Salgado, ao meu irmão Fábio 

Salgado, ao meu sobrinho Antônio Daniel 

Salgado e ao meu noivo Rebeson Moares. Sem 

o apoio de vocês, nada disso seria possível. 



 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Universidade Federal do Pará, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico 

e Tecnológico (CNPq), ao Programa de Pós-Graduação em Neurociências e Biologia celular 

(PPGNBC) e ao Laboratório de Evolução e Desenvolvimento (ICB/UFPA), sou grata pela 

infraestrutura, auxílio financeiro e oportunidade de cursar o doutorado em Neurociências e 

Biologia celular. 

À Profª. Drª. Patrícia Schneider, agradeço pelos anos de orientação durante o doutorado 

que foram de extrema importância para o aprendizado de técnicas e conhecimentos usados na 

realização deste e de futuros trabalhos.  

À Profª. Drª. Josane de Sousa Freitas e à Msc. Jamily Lorena de Lima Ramos pelos 

ensinamentos e ajuda profissional com experimentos de bancada e interpretação de dados. 

Gostaria de agradecer aos membros da banca, pelas observações e contribuições que 

serviram para aperfeiçoar a redação deste trabalho. 

Ao Instituto de Estudos Costeiros da UFPA (IECOS), representada pela Profa. 

Iracilda Sampaio; Ao Laboratório de Neuropatologia Experimental sob a coordenação da Profa.  

Elizabeth Sumi Yamada, Ao Profo. Rogério Gomes dos Santos (ITV) pelo auxílio logístico nas 

coletas, disponibilidade do uso do microscópio confocal e criostato. 

Aos colegas do Laboratório de Evolução e Desenvolvimento, em especial à Drª Aline 

Dragalzew, à Drª. Kellen Matos e aos biólogos Rogério Correia e Rafaela Lima, pela ajuda no 

processamento de amostras, coleta de material biológico e experimentos de bancada. 

Meu muito obrigada a todos! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

RESUMO 

 

O desenvolvimento ocular é um processo complexo orquestrado por vários eventos que 

incluem: especificação, morfogênese e diferenciação celular. Todos esses processos de 

desenvolvimento e funcionamento do olho são extremamente conservados entre as espécies de 

vertebrados viventes, entretanto, por vezes são observadas adaptações interessantes, como em 

peixes do gênero Anableps. Ao contrário da maioria dos peixes, que usam os olhos para a 

exploração de um mundo submerso, em Anableps anableps (Anablepidae: 

Cyprinodontiformes), o olho é adaptado para a percepção simultânea de um mundo acima e 

abaixo d’água. Essas adaptações excepcionais incluem: córneas e pupilas duplicadas, bem 

como retina especializada contendo regiões associadas à visão aérea e aquática simultânea, e 

que expressam genes de modo assimétrico. Recentemente, por análise transcriptômica dos 

olhos em desenvolvimento de A. anableps, 20 genes de opsinas não visuais foram identificados 

sendo assimetricamente expressos entre estágios pré e pós duplicação de córneas e pupilas. 

Desse modo, aqui, analisamos por hibridização in situ a expressão de uma opsina biestável 

(Parapinopsin) e uma neuropsina (Opn5) em larvas de A. anableps. Nossos dados mostraram 

que o padrão de expressão gênico destas opsinas é simétrico entre a retina dorsal e ventral, 

respectivamente, havendo expressão nas camadas CNE, CNI e CCG. Investigamos também a 

expressão de três genes de melanopsinas não visuais (opn4x1, opn4x2, opn4m3), uma opsina 

de tecido múltiplo teleósteo (tmt1b), e duas opsinas visuais (lws e rh2-1) nas retinas dorsal e 

ventral de A. anableps, logo após alterarmos as condições fóticas em que os peixes juvenis se 

encontravam. Mostramos que na transição de um ambiente de alta turbidez para um de água 

límpida, as opsinas alteram seus padrões de expressão gênica. Adicionalmente, por 

imunofluorescência, desvendamos a expressão de Lamin A/C, proteínas que fazem parte do 

desenvolvimento ocular em A. anableps e que são expressas de forma similar a de outros 

organismos em desenvolvimento, assim como em indivíduos adultos. Portanto, acreditamos 

que as informações aqui descritas elucidam muitos aspectos dos mecanismos moleculares por 

trás do desenvolvimento e da plasticidade adaptativa dos olhos de A. anableps. 

 
Palavras-chave:  Anableps; Olhos; Opsinas; Retina; Plasticidade.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

The ocular development is a complex process orchestrated by several events that include: cell 

specification, morphogenesis and differentiation. All these developmental and functional 

processes are extremely conserved among living vertebrate species, however, unique 

adaptations are sometimes observed, such as in fish of the genus Anableps. Unlike most 

fishes, which use their eyes to explore a submerged world, in Anableps anableps 

(Anablepidae: Cyprinodontiformes), the eye is adapted for the simultaneous perception of a 

world above and below the water line. These exceptional adaptations include: duplicated 

corneas and pupils, as well as a specialized retina region associated with simultaneous aerial 

and aquatic vision, and which have asymmetrical gene expression. Recently, by 

transcriptomic analysis of the developing eyes of A. anableps, 20 non-visual opsin genes were 

identified to be asymmetrically expressed between pre- and post-duplication stages of corneas 

and pupils. Thus, here, we analyzed by in situ hybridization the gene expression of a bistable 

opsin (parapinopsin) and a neuropsin (Opn5) in A. anableps larvae. Our data showed that the 

pattern of gene expression of these opsins is symmetrical between the dorsal and ventral 

retina, respectively, with expression in the ONL, INL and GCL layers. We also investigated 

the expression of three non-visual melanopsin genes (opn4x1, opn4x2, opn4m3), one teleost 

multiple tissue opsin (tmt1b), and two visual opsins (lws and rh2-1) in the dorsal and ventral 

retinas of juvenile A. anableps, after changing the photic conditions in which the juvenile fish 

were. Then, we showed that in the transition from an environment of high turbidity to one of 

clear water, opsins have their expression patterns changed. Additionally, by 

immunofluorescence, we revealed the expression of Lamin A/C, proteins expressed as part of 

eye development in A. anableps as well as in other developing organisms, as well as in adult 

individuals. Therefore, we believe that the information described here elucidates many aspects 

of the molecular mechanisms behind the development and adaptive plasticity of A. anableps’ 

eyes. 

 

Keywords: Anableps; Eyes; Opsins; Retina; Plasticity. 
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1. INTRODUÇÃO 

As mudanças impulsionadas pela exposição a diferentes estímulos luminosos são um 

dos principais promotores da diversidade do sistema visual em vertebrados (HUNT et al. 2014). 

Além dos processos visuais, a luz também induz importantes funções fisiológicas não visuais 

nos animais tais como o fotoperiodismo, a supressão da melatonina e a modulação do ciclo 

circadiano (CRONIN & JOHNSEN, 2016; LUCAS et al., 2001; SULLI et al. 2018). 

O sistema visual atua como um importante intermediário entre o organismo e seu 

ambiente. Assim, a capacidade visual contribui para inúmeros comportamentos necessários 

para sobrevivência do indivíduo, como identificação de habitat, forrageamento, 

reconhecimento de potenciais parceiros e predadores (LUPŠE et al., 2021; VETTER et al., 

2021; MACIVER et al., 2017).  

Estudos sobre tamanho, morfologia externa e posição dos olhos podem revelar muito 

sobre as adaptações e estilo de vida de um animal (THOMAS et al., 2020), fornecendo um 

indicativo sobre a história evolutiva de dada espécie (FRITSCH & ULLMANN, 2017). Em 

peixes, os olhos podem variar consideravelmente conforme a adaptação ao habitat, durante a 

ontogenia e condições ambientais relacionadas a esse processo (temperatura, nutrição, 

intensidade de luz) (PEREZ et al., 2017; JEFFERY, 2020).  

Embora todos os vertebrados compartilhem de anatomia ocular semelhante, certas 

espécies exibem modificações adaptativas e evolutivas de uma ou mais estruturas oculares para 

atender demandas visuais específicas, por exemplo, peixes saltadores da lama, também 

conhecido como Mudskippers (Periophthalmus pusing sp; Periophthalmus barbarus). Estes 

são peixes anfíbios que desenvolveram adaptações morfológicas e fisiológicas para combinar 

com seus estilos de vida únicos (Figura 1a, 1b) (FRITSCH & COLLIN, 2017; YOU et al., 

2014). Os olhos tubulares de Argyropelecus spp lhe conferem um campo binocular dorsal, e 

uma retina acessória, que subtende o campo visual monocular lateral (BIAGIONI et al., 2016; 

WARRANT & LOCKET, 2004). Já Rhynchhyalus natalensis possui um extenso divertículo 

lateral em cada olho tubular e uma lente refrativa no topo de sua cabeça para ver predadores e 

presas. Além dessas estruturas possui uma lente e uma retina curva, semelhante a um espelho, 

que pode ver os feixes bioluminescentes de peixes e invertebrados (Figura 1c, 1d) 

(PARTRIDGE et al., 2014).  

Temos também estruturas oculares morfologicamente e/ou funcionalmente duplicadas, 

como córneas, pupilas e retina, vistas em espécies de Anableps anableps (Figura 1e) (PEREZ 

et al., 2017).  
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Figura 1: Espécies que desenvolveram especializações oculares individuais para aprimorar sua percepção do 
ambiente.  (a): Periophthalmus pusing sp; (b): Periophthalmus barbarus; (c, d):  Rhynchhyalus natalensis; (e): 
Anableps anableps. Fonte: Jaafar et al., 2016; https://www.joelsartore.com/fis030-00168/; 
https://fishesofaustralia.net.au/home/species/2086; https://myaquarium.com.br/peixes/peixes-de-agua-
doce/peixe-de-quatro-olhos-tralhoto-anableps-anableps/. 
 
 

Anableps anableps é um organismo não-modelo que apresenta ampla distribuição na 

região Amazônica. Esse peixe possui uma maquinaria especial para captar luz e responder a 

estímulos luminosos que lhe propiciam uma visão simultaneamente aéreo-aquática 

(OLIVEIRA et al., 2006; OWENS et al., 2012).  Neste contexto, foi proposto analisar a 

expressão de proteínas que fazem parte do desenvolvimento ocular de A. anableps, bem como 

entender a base molecular das modificações oculares vistas nessa espécie, para desvendar os 

mecanismos que deram origem às estruturas oculares morfologicamente duplicadas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral  

Analisar a regulação assimétrica de opsinas visuais e não visuais na retina de 

Anableps anableps e estudar a expressão de proteínas que fazem parte do desenvolvimento 

ocular dessa espécie. 

 

2.2 Objetivos específicos  
 

i. Caracterizar o padrão de expressão de genes envolvidos no processo de 

desenvolvimento da córnea em olhos de A. anableps; 

ii. Caracterizar o padrão de expressão das opsinas não visuais opn5 e parapinopsin na 

retina em larvas de A. anableps; 

iii. Comparar o padrão de expressão das opsinas não visuais opn5 e parapinopsin na 

retina de larvas e adultos de A. anableps; 

iv. Verificar se alterações no estímulo luminoso externo influenciam o padrão de 

expressão gênica de opsinas visuais (rh2-1 e lws) em A. anableps juvenis; 

v. Verificar se alterações no estímulo luminoso externo influenciam o padrão de 

expressão gênica de opsinas não visuais (opn4x1, opn4x2, opn4m3 e tmt1b) em A. 

anableps juvenis. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 A origem evolutiva do olho 

Explicar de que forma ocorreu a evolução de um órgão tão complexo como o olho 

sempre foi um grande desafio para biólogos evolucionistas, até mesmo para Charles Darwin 

(GEHRING & IKEO, 1999). Portanto, desvendar o mistério de qual organismo desenvolveu 

um olho primordial se tornou um grande problema, posto que o processo de fossilização não 

mineraliza esse tipo de tecido. Ainda que em restos fósseis dos primeiros Artrópodes 

cambrianos (Trilobitas) possamos encontrar estruturas sensoriais internas de um olho 

composto, não é possível identificar seu preenchimento, como extratos celulares e tecidos 

solidificados (SCHOENEMANN, 2018), inviabilizando a formação de hipóteses sobre seu 

funcionamento. 

Apesar disso, a comparação entre olhos compostos datados de aproximadamente 500 

milhões de anos com artrópodes modernos mostram semelhanças que sugerem desempenhos 

visuais sejam similares (SCHOENEMANN et al., 2017). Da mesma maneira, o achado de 

Trilobitas do período Cambriano indica que a evolução ocular se desenvolveu paralelamente à 

explosão Cambriana e aumento de predação entre os animais desse período (SHUBIN, TABIN 

& CARROLL, 2009).  

Os principais aparelhos visuais estudados são de pancrustáceos e vertebrados, que 

apresentam não apenas diferenças marcantes em forma, mas em função e ontogenia 

(BUSCHBECK & HAUSER, 2009; HALDER et al., 1995; HENZE & OAKLEY, 2015). 

Curiosamente, os mecanismos genéticos utilizados durante o desenvolvimento ocular são 

semelhantes, pois os fatores de transcrição eyeless em Drosophila melanogaster, e seus 

ortólogos em vertebrado Pax6 são responsáveis pela formação e especificação de vários tipos 

de olhos (HALDER et al., 1995).  

Varias teorias de como os olhos se originaram e evoluíram baseiam-se na grande 

diversidade conhecida dos sistemas visuais (NILSSON, 2009). Um esquema hipotético mostra 

que vários tipos de olhos evoluíram de um arquétipo ancestral comum. Como primeiro passo, 

ocorreu a evolução de células sensíveis à luz com seus receptores de luz (opsinas). Sob o 

controle do gene mestre Pax6, as células fotorreceptoras se combinaram com as células 

pigmentares para formar um órgão, olho protótipo. Através de vários eventos evolutivos, 

diferentes olhos surgiram a partir de protótipos, tais como: olhos compostos de insetos; olhos 

do tipo câmeras encontrados em vertebrados; e uma variedade de tipos de olhos de moluscos, 

desde os olhos primitivos semelhantes a câmeras de Cardium, o olho Pecten, o olho composto 
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de Arca, para o olho de um cefalópode altamente evoluído, que se assemelha a um olho do tipo 

câmera de semelhante a de vertebrados (Figura 2) (GEHRING & IKEO, 1999). 

 
Figura 2: Evolução do olho e a origem do olho protótipo de Darwin. Os genes Pax6 de vários filos de animais 
são capazes de induzir o desenvolvimento ectópico do olho, indicando que Pax6 é um gene de controle mestre 
para a morfogênese do olho. Propõe-se que os vários tipos de olhos encontrados nos vertebrados sejam derivados 
de um protótipo comum, monofileticamente, por um mecanismo chamado evolução intercalar. Adaptado de 
Gehring & Seimiya (2010).  
 

Embora os olhos sejam morfologicamente distintos, os mecanismos moleculares 

subjacentes ao seu desenvolvimento são bem conservados, contribuindo do mesmo modo para 

a formação de olhos em muitos animais com visão (ZHU et al., 2017). Algumas vezes são 

observadas adaptações interessantes como resultado da resposta ao ambiente. Por exemplo, a 

perda total ou parcial da visão em cavefish (Astyanax mexicanus), assim como duplicações 

morfológicas de estruturas oculares (KRISHNAN & ROHNER, 2017; SCHWAB et al., 2001). 
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A tentativa de duplicação dos olhos é um evento raro observado em poucas linhagens 

de peixes, como, como Dialommus fuscus e Dialommus macrocephalus, também conhecido 

como “Rockskipper”. Esses peixes são predadores terrestres e possuem uma córnea dividida 

verticalmente que lhes permite permanecer na posição vertical com parte da córnea dentro e 

fora da água (SCHWAB et al., 2001). 

Outro exemplo notável é o Bathylychnops exilis, uma espécie mesopelágico que habita 

profundidades entre 600 a 3000 metros e possui protuberâncias incomuns que brotam de seus 

olhos, cada uma das quais têm lentes bem desenvolvidas e uma retina. Sugere-se que o 

propósito destes olhos extras seja a detecção de ameaças vindas de baixo, posto que esses olhos 

estão apontados para para o fundo do oceano (SCHWAB et al., 2001; PARTRIDGE et al., 

2014). 

Inovações morfológicas no sistema visual exigem mudanças moleculares na regulação 

da fotorrecepção e distribuição de células fotorreceptoras. A composição de bastonetes e cones 

desempenham um papel importante na sensibilidade espectral em peixes teleósteos (OKANO 

et al., 1994; COLLIN, 2009; SATO et al., 2018). Espécies do gênero Anableps apresentam uma 

adaptação extrema do sistema visual. Com um olho parcialmente duplicado e visão simultânea 

aérea-aquática, o Anableps consiste em um modelo único para entender as bases genéticas da 

duplicação ocular (OWENS et al., 2012, PEREZ et al., 2017, SCHWAB et al., 2001). 

 

3.2 Desenvolvimento ocular em vertebrados 

O desenvolvimento do olho dos vertebrados é rigidamente controlado por padrões de 

expressão gênica espaço-temporal e interações entre as camadas germinativas embrionárias 

(Figura 3) (EINTRACHT et al., 2020). É um processo complexo de eventos orquestrados por 

especificação, morfogênese e diferenciação de tecidos em diversas células especializadas que 

são regulados por fatores intrínsecos ou extrínsecos que ajudam a especificar qual tecido se 

tornará o olho e qual tecido se tornará o cérebro (ZAGOZEWSKI et al., 2014). 

Em vertebrados, o sistema óptico deriva de quatro fontes embrionárias: neuroectoderme 

do prosencéfalo, mesoderme intercalado, ectoderma de superfície e crista neural (FUJIMURA, 

2016; JOLY et al., 2016; HARADA et al., 2007). À medida que o campo ocular se desenvolve 

após a gastrulação, ocorre a expressão coordenada dos fatores de transcrição Pax6, Otx2, Rax, 

Six6, Six3 e Lhx2 (Figura 3a) (ZUBER et al., 2003; MUENKE & COHEN, 2000), que são 

expressos nas regiões precursoras da vesícula óptica para o desenvolvimento de cada tipo de 

célula (Figura 3b) (HEAVNER & PEVNY, 2012; GIGER & HOUART, 2018).  
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Figura 3: Morfogênese do campo ocular. (a) Após a divisão do campo ocular, ocorre o aprofundamento dos 
sulcos ópticos e evaginação da vesícula óptica. A vesícula óptica recém-formada expressa os fatores de transcrição 
do campo ocular. (b) A ação das vias de sinalização determina regiões prescursoras da vesícula óptica 
caracterizadas por padrões únicos de expressão gênica. (c) As interações entre a vesícula óptica, o ectoderma de 
superfície e o mesênquima extraocular causam a invaginação do cálice óptico. As interações MITF e VSX2 criam 
limites entre o epitélio pigmentar da retina (EPR) e a neurorretina (NR) nas taças ópticas em desenvolvimento. O 
cristalino começa a se formar a partir do ectoderma de superfície. (d)  Após a formação do cálice óptico, as vias 
Wnt e FGF direcionam a diferenciação EPR/NR e a definição clara dessas regiões por meio da formação da margem 
ciliar (MC). A vesícula do cristalino se forma à medida que o cristalino oco se desprende do ectoderma da 
superfície. (e) As fibras do cristalino se estendem para formar o cristalino a partir da vesícula oca do cristalino. A 
córnea se forma a partir do ectoderma superficial sobrejacente. NR e EPR são claramente definidos e separados 
pelas margens ciliares, enquanto o nervo óptico se forma a partir da convergência do pedúnculo óptico. Adaptado 
de Eintracht et al. (2020). 
 

Conforme o desenvolvimento progride, cada vesícula óptica e ectoderma de superfície 

se espessa dando origem aos placódios que em seguida se invagina para formar o cálice óptico 

e fosso da lente, respectivamente (Figura 3c). A porção proximal da vesícula óptica recém-

formada expressa os genes Pax2, Vax1 e Vax2 que são responsáveis pela formação do 

pedúnculo óptico (STANKE et al., 2010 ; PATEL & SOWDEN, 2019). A relação 
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entre Mitf e Vsx2 , juntamente com a sinalização Fgf, impulsiona o estabelecimento da 

neuroretina e do epitélio pigmentar da retina (Figura 3d) (CAPOWSKI et al., 2014).  

Proximo do final do desenvolvimento, as interações entre o cristalino e o cálice óptico 

induzem a formação da córnea a partir do ectoderma de superfície, onde os fatores de 

transcrição Pitx2 e Foxc1 são expressos no mesênquima periocular que regulam o 

desenvolvimento da córnea (Figura 3e) (DAVIES et al., 2009; SNELL & LEMP, 2013; HARA 

et al., 2019). Nessa etapa, as células mesenquimais da crista neural migram para o ectoderma 

de superficie e a vesícula do cristalino para formar gradualmente o estroma, epitélio e endotélio 

da córnea (LWIGALE, 2015). A terceira onda de migração de células mesenquimais também 

contribui para a formação da íris (EGHRARI et al., 2015).  

À medida que o desenvolvimento do olho atinge sua complexidade máxima por meio 

de uma série de indução e eventos morfogenéticos orquestrados por genes específicos, essa 

formação permanece amplamente conservada entre diferentes espécies de vertebrados 

(CAVODEASSI et al., 2018). A exemplo disso, podemos citar o desenvolvimento ocular em 

zebrafish que se assemelha muito ao de humanos e outros vertebrados (Figura 4) (SCHMITT 

& DOWLING, 1994).  

 
Figura 4: Esquema do desenvolvimento ocular humano e zebrafish. O placódio do cristalino e a vesícula óptica 
são formados assim que o campo ocular se divide (a, e). A vesícula óptica invagina formando a bicamada do cálice 
óptico (b, f). A camada interna diferencia em retina neural, enquanto que a camada externa se torna o epitélio 
pigmentado da retina (EPR). O cristalino desenvolve simultaneamente ao desenvolvimento da retina no homem e 
no zebrafish. O placódio do cristalino invagina e forma inicialmente uma estrutura esférica oca (em humanos) (c) 
ou uma massa sólida (zebrafish) (f, g). Em ambos, a córnea desenvolve-sequando o ectoderma da cabeça fecha 
após a separação da vesícula ou da massa densa de células do cristalino, respectivamente (d, h). Adaptado de 
Richardson et al. (2017). 
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Ambos se desenvolvem a partir de três tecidos embriológicos distintos: neuroectoderma, 

que dá origem à retina neural, epitélio pigmentar da retina, haste óptica, músculos dilatadores 

e esfincterianos da íris e corpo ciliar; Ectoderma de superfície, que forma o cristalino e, 

posteriormente, os epitélios da córnea; Por fim, o mesênquima, que se origina das células da 

crista neural formando o endotélio e o estroma da córnea, estroma da íris, músculos, 

vasculaturas ciliares e esclera (RICHARDSON et al., 2017; QUINN & WIJNHOLDS, 2019). 

Durante o desenvolvimento, há a formação de vesículas ópticas pela invaginação do 

diencéfalo em direção ao ectoderma da cabeça, ocasionando a formação do placódio do 

cristalino (TAMM, 2010; GILBERT, 2014). Interações coordenadas entre o neuroepitélio, o 

ectoderma de superfície e o mesênquima extraocular levam à formação de um cálice óptico de 

duas camadas, onde a camada externa se tornará o epitélio pigmentar da retina (EPR) e a camada 

interna se tornará a retina neural (RN) (CAVODEASSI et al., 2018; FUHRMANN, 2010; 

HARADA et al., 2007). A vesícula do cristalino se destaca do ectoderma da cabeça que 

posteriormente se une e diferencia-se em epitélio da córnea (RICHARDSON et al., 2017). No 

decorrer desse processo, as estruturas distais do olho são fisicamente conectadas ao cérebro 

pela haste óptica que acabará por se remodelar para dar origem ao nervo óptico (PATEL & 

SOWDEN, 2019).  

 

3.3 Estrutura básica do sistema visual dos vertebrados 

Nos vertebrados em geral, o olho é o principal órgão sensorial da visão. Sua função é 

transmitir informações sobre o ambiente, absorvendo o estímulo luminoso e transformando-o 

em estímulo químico, e assim ativando diferentes vias para processamento de informações 

desde a retina até o sistema nervoso central (SNC) (DUQUE-CHICA, 2015; PRASAD & 

GALETTA, 2018). 

Em humanos, essa estrutura é composta basicamente de uma camada externa (córnea e 

esclera); camada média (pupila, coróide, corpo ciliar e íris); e região interna 

(retina). Internamente estão o humor aquoso, líquido aquoso claro que fornece nutrientes para 

o cristalino e a cornéa; o cristalino, que apresenta poder refrator consideravelmente menor do 

que a córnea; e o humor vítreo, substância gelatinosa que compõe cerca de 80% do volume do 

olho (Figura 5) (PURVES et al., 2010). Como uma câmera, o olho é capaz de refratar a luz e 

produzir uma imagem que pode estimular respostas neurais e permitir a capacidade de ver, esse 

mecanismo acontece quando a luz incide no olho através da córnea, viaja pelas estruturas 

oculares até chegar na retina (BEIER et al., 2021; QUINN & WIJNHOLDS, 2019; SQUIRE et 

al., 2008).  
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Figura 5: Representação esquemática do olho e da retina dos vertebrados. As estruturas básicas que compõem 
o olho de vertebrados são: córnea, pupila, íris, cristalino, corpo vítreo, esclera, coroide, fóvea, retina, epitélio 
pigmentar da retina (EPR) e nervo óptico. O olho é envolto em duas camadas: a coróide e a esclera. Quando a luz 
incide no olho, é refratada pela córnea através da pupila, cuja a dilatação é controlado pela íris. A íris, corresponde 
a parte externa pigmentada do olho que regula a quantidade de luz que será transferida para a região interna, 
enquanto a lente focaliza a luz através do corpo vítreo na superfície proximal da retina. A retina é composta por: 
células fotorreceptoras denominadas cones (Co) e bastonetes (B); células horizontais (CH), células amácrinas (CA) 
e células bipolares (CB), células ganglionares (CG). Os axônios das CG formam o nervo óptico. As principais 
células gliais da retina são as células de Müller (CM) que suportam a atividade neural da retina. Adaptado de Díaz 
et al. (2016). 
 

Todas essas estruturas são altamente especializadas e diferem entre si em relação à 

anatomia, função, localização, metabolismo e fonte de suprimento de nutrientes, que no olho 

pode ser o plasma sanguíneo ou o humor aquoso (KRYCZKA et al., 2014). Embora os olhos 

de todos os vertebrados sejam construídos de acordo com um modelo geral, sua homologia 

entre diferentes espécies é evidente em vários aspectos, tais como: desenvolvimento, arquitetura 

neural, fiação sináptica, fisiologia celular e marcadores moleculares, no entanto, sua 

estruturação sempre se baseia no mesmo princípio básico (CHOW & LANG, 2001; ZUBER et 

al., 2003). 

Como parte dos componentes oculares dos vertebrados, na região anterior do olho, 

encontra-se a córnea (DHOUAILLY et al., 2014). Essa estrutura cumpre dupla função, atuando 

como uma capa protetora e transparente que envolve as partes internas do olho, e como uma 

lente refrativa que focaliza a luz de volta à retina neurossensorial (WINKLER et al., 2015). 
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Estruturalmente, a córnea é organizada em diferentes camadas. No zebrafish adulto, a 

córnea tem aproximadamente 20 μm de espessura e contém todas as cinco principais camadas 

da superfície da córnea humana: epitélio, camada de Bowman, estroma, membrana de 

Descemet e endotélio (Figura 6) (ZHAO et al., 2006; SRIDHAR, 2018).  

 

 
Figura 6: Estrutura da córnea e do olho de zebrafish adulto.  (a) Desenho esquemático da córnea de zebrafish 
adulto. (b) Seção central das cinco camadas da córnea: epitélio; camada de Bowman; estroma; membrana de 
Descemet e endotélio. Barra de escala = 2 μm. Adaptado de Gestri et al. (2012); Vihtelic et al. (2005). 
  

O epitélio é a camada mais externa da córnea e, portanto, está constantemente exposta 

ao meio ambiente, essa camada mantém a superfície da córnea lisa e fornece uma barreira contra 

agentes biológicos externos e danos químicos (GUÉRIN et al, 2021).  Abaixo dessa camada de 

células e de sua membrana basal encontra-se a camada de Bowman, uma malha acelular 

relativamente fina composta por fibrilas de colágeno que é contínua com o aspecto anterior do 

estroma (HAMMOND et al., 2020). 

Abaixo da camada de Bowman, encontra-se o estroma, composto, em sua maioria, de 

tecido conjuntivo, queratócitos e fibrilas de colágeno (ESPANA & BIRK, 2020; HAMMOND 

et al., 2020; NOTARA et al., 2018). O estroma fornece propriedades exclusivas que são 

necessárias para sua função, incluindo transparência e vascularidade, bem como propriedades 

mecânicas necessárias para a resistência e manutenção da forma (DELMONTE et al., 2011; 

DEPALLE et al., 2016).  Posterior ao estroma, encontra-se a membrana de Descemet que 

conecta o endotélio ao lado posterior do estroma. Trata-se de uma matriz densa e espessa, 

relativamente transparente que permite a entrada de nutrientes e macromoléculas, além de 

fornecer adesão para a monocamada de células endoteliais que atuam na integridade da córnea, 

bem como na manutenção da transparência dessa estrutura (EGHRARI et al., 2015; LWIGALE, 

2015; SAIKIA et al., 2018; DE OLIVEIRA & WILSON, 2020). 



 

 

23 

Por fim, a camada mais interna da córnea, o endotélio, que consiste de uma monocamada 

de células hexagonais metabolicamente ativas que separa a córnea do ambiente aquoso do olho 

interno (HAMMOND et al., 2020; PERIS-MARTÍNEZ et al., 2021). O principal papel do 

endotélio é regular a hidratação do estroma, promovendo o transporte do excesso de fluidos 

para fora do estroma através de bombas iônicas e cotransportadores (BONANNO, 2012; 

SRINIVAS, 2010). 

De modo geral, vertebrados têm a córnea como uma adaptação evolutiva, pois algumas 

modificações estruturais parecem ter se desenvolvido no início da evolução dos vertebrados, 

enquanto outras desenvolveram-se mais tarde, devido pressões ambientais específicas 

(COLLIN & COLLIN, 2000). 

Posterior à córnea, encontra-se o cristalino, um sistema óptico complexo que 

proporciona altos níveis de qualidade de imagem e mantém a transparência por grande parte da 

vida útil dessa estrutura (BASSNETT & ŠIKIĆ, 2017).Em peixes, a morfologia do cristalino 

se difere a de mamíferos (Figura 7), seu formato confere, confere um alto poder de refração que 

é alcançado por dois meios: primeiro pela forma esférica e segundo por um gradiente acentuado 

de índice de refração (KRÖGER, 2013). Embora o cristalino seja composto por apenas dois 

tipos de células, seu papel fisiológico é refratar a luz na retina e esta função deve ser mantida 

inicialmente à medida que o olho se desenvolve (HAGEN et al., 2019.; SUGIYAMA et al., 

2011).  

Figura 7: Estrutura olho e do cristalino de zebrafish.  (a) Anatomia do olho de zebrafish imagem (b) Desenho 
esquemático de um cristalino de peixe em corte axial mostrando a cápsula fibrosa do cristalino (preto), o epitélio 
do cristalino metabolicamente ativo (verde), a zona de proliferação (vermelho) e camadas de células de fibra do 
cristalino. As suturas da lente com conexões de ponta a ponta das células de fibra da lente são mostradas como 
linhas verticais irregulares. O núcleo embrionário de um cristalino de peixe consiste em camadas de células mal 
ordenadas. Adaptado de Angueyra & Kindt, 2018; Kröger (2013). 
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O seu alto índice de refração e transparência ao longo da vida dependem do arranjo 

preciso das células de fibra do cristalino, que são sobrepostas às gerações anteriores de células 

de fibra de forma concêntrica (CHENG et al., 2013). Essas células compõem a maior parte do 

cristalino e são formadas pela diferenciação de células epiteliais encontradas no equador da 

lente, esse processo envolve a degradação de todas as organelas intracelulares ligadas à 

membrana e a expressão de proteínas chamadas cristalinas (CVEKL et al., 2014.; SONG et al., 

2009). 

No caso dos peixes, o cristalino e córnea  juntos focalizam a luz na retina, uma estrutura 

que faz parte do sistema nervoso central e exibe circuitos neurais complexos que convertem a 

atividade elétrica em potenciais de ação que são transmitidos ao cérebro através dos axônios do 

nervo óptico (VORONTSOVA et al., 2019; MAHLER et al., 2013; PURVES et al., 2010).  

A retina encontra-se altamente conservada em vertebrados, com características 

anatômicas e fisiológicas quase idênticas em vários táxons. Todos os vertebrados têm uma 

retina que contém três camadas, consistindo em fotorreceptores (bastonetes e cones), uma 

camada nuclear interna (contendo os corpos celulares dos neurônios de processamento) e uma 

camada de células ganglionares contendo os corpos celulares das células ganglionares, os 

neurônios de projeção da retina (Figura 8) (MAHABADI & AL KHALILI,  2021; 

STENKAMP, 2007).  

De forma detalhada, sua estrutura apresenta dez camadas distintas de neurônios 

interconectados por sinapses que se subdividem em três tipos básicos: células fotorreceptoras 

(cones e bastonetes), células neuronais e células gliais de Müller. As camadas mais próximas 

da parte anterior frontal da cabeça em direção à parte posterior da cabeça são as seguintes: 

membrana limitante interna (MLI), camada de fibra nervosa (CFN) e camada de células 

ganglionares (CCG) que são os neurônios de saída que conectam o olho ao cérebro e são 

responsáveis por toda a percepção visual em mamíferos (QUINN & WIJNHOLDS, 2019; 

MAHABADI et al., 2021). Seus corpos celulares são distribuídos em camadas nucleares: a 

camada plexiforme interna (CPI), camada nuclear interna (CNI), camada plexiforme externa 

(CPE), camada nuclear externa (CNE) e membrana limitante externa (MLE). Mais 

externamente, a retina contém o epitélio pigmentar (EPR), que é responsável pelo transporte de 

nutrientes e elementos circulantes para os fotorreceptores. Logo abaixo, encontra-se a porção 

do segmento externo (SE) onde os fotorreceptores (cones e bastonetes) estão localizados e 

projetados para o epitélio pigmentar da retina adjacente (MAHABADI et al., 2021; MASRI et 

al., 2021; RICHARDSON et al., 2017; STENKAMP, 2015).  
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Além disso, existem outros tipos de células gliais que servem para manter a homeostase 

da retina, os astrócitos e a micróglia, que além de fornecer suporte estrutural, estão envolvidos 

no metabolismo, na fagocitose de detritos neuronais, na liberação de certos neurotransmissores, 

fatores tróficos e captação de K+ (VECINO et al., 2016).  

 
Figura 8: Organização esquemática da retina de vertebrados. (a) Microfotografia de um corte transversal da 
retina de um zebrafish adulto, mostrando a organização da retina em camadas retinais celulares e sinápticas 
composta por: CCG, CPI, CNI, CPE, CNE, camada de fotorreceptores (cones e bastonetes) e EPR. Barra de escala 
= 25μm. (b) A retina consiste em diversas células localizadas em camadas específicas. Os corpos celulares de 
fotorreceptores de bastonete e cone (marrom) estão localizados na CNE. Ambos os fotorreceptores realizam 
sinapses no CPE com células bipolares (roxas) e horizontais (lilás), que, por sua vez, apresentam seus corpos 
celulares na porção externa da CNI, bem como células amácrinas (amarelas) e células de Müller (azuis). As células 
bipolares (roxas) entram em contato com cones fazendo sinapses. Os axônios das células ganglionares formam a 
camada de fibra nervosa (CFN). Os três tipos de células gliais (Müller, astrócitos e microglia) são encontrados em 
diferentes camadas da retina.  Os astrócitos (verdes) são restritos à parte interna da retina, na CFN e CCG, e têm 
relação próxima com os vasos sanguíneos. Finalmente, as células de Müller estendem radialmente por toda a retina, 
formando a membrana limitante interna (MLI) e a membrana limitante externa (MLE). Os processos das células 
de Müller interagem com quase todos os tipos de células da retina, incluíndo vasos sanguíneos, exibindo um papel 
crucial na fisiologia deste tecido. Adaptado de Gramage et al. (2014); De Campos (2020). 
 
 

A retina apresenta duas classes de fotorreceptores, os bastonetes e cones, os bastonetes 

que detectam baixas intensidades de luz e cones que codificam cores e funções durante a visão 

diurna (SQUIRE et al., 2008). Tanto os bastonetes quanto os cones diferem entre si quanto a 

morfologia e função, são altamente compartimentados, possuem cinco regiões principais: 

segmento externo (SE), cílios de conexão (CC), segmento interno (SI), região nuclear e região 

sináptica (Figura 9) (SONODA et al., 2016). 
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Figura 9: Morfologia dos cones e bastonetes. Os cones e bastonetes apresentam a mesma estrutura básica, sendo 
composta por: SE dos bastonetes contém uma pilha de discos cercados por uma membrana plasmática, enquanto 
a de cones resulta do dobramento de sua membrana plasmática. Um cílio conector que conecta os SE e SI. Já o SI 
contém a maquinaria metabólica necessária para o funcionamento dessas células nervosas. O diagrama também 
mostra o núcleo e a terminação sináptica. Adaptado de Salesse (2017). 

 

Os bastonetes são muito mais sensíveis à luz podendo sinalizar a absorção de um único 

fóton, sendo responsáveis pela visão sob iluminação fraca. Já os cones são menos sensíveis à 

luz e sua resposta à estímulos luminosos é relativamente mais rápida do que a dos bastonetes 

(ASTERITI et al., 2015; MOLDAY & MORITZ, 2015; MAHABADI et al., 2021). Essas são 

células presentes em quase todos os animais e podem ser classificadas em dois tipos: ciliares e 

microvilares, a primeira é formada por invaginações de membrana no SE, resultando em 

estruturas semelhantes a discos compactos (FAIN et al., 2010). Esses discos criam uma grande 

área de superfície com as membranas contendo uma alta concentração de pigmentos visuais 

que participam da cascata de fototransdução (GILLIAM et al., 2012). 

Nos vertebrados, o fotopigmento principal é a rodopsina, o pigmento visual encontrado 

nos bastonetes. É composta de uma opsina, uma proteína de membrana na forma de um 

aglomerado de α-hélices que atravessam a membrana, e um cromóforo derivado da vitamina A 

chamado de retinal (uma molécula que absorve luz) (Figura 10) (TSAI et al., 2019). 
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Figura 10: Estrutura básica de uma rodopsina e sua organização na membrana dos bastonetes. (a) Esquema 
de um disco rígido mostrando a rodopsina incorporada à membrana (a rodopsina é responsável por 95% das 
proteínas transmembranares nos discos). (b) Estrutura da rodopsina, obtida a partir de suas coordenadas estruturais, 
sendo composta de uma parte proteica, a opsina, e um pequeno composto que absorve luz, o retinal. A opsina tem 
348 aminoácidos. Ela atravessa a membrana do disco do bastonete por sete vezes. O retinal é covalentemente 
ligado a uma lisina na sétima região transmembrana da proteína. (c) Estrutura da rodopsina vista de cima. (d) 
Estrutura da retina 11-cis-retinal (os traços mostram sua posição na estrutura da rodopsina). A absorção de luz pelo 
11-cis retinal causa uma rotação em torno da ligação dupla. Como o retinal adota a configuração mais estável all-
trans, isso provoca uma alteração conformacional na porção proteica e desencadeia os eventos subsequentes de 
transdução visual. Adaptado de Salesse (2017). 
 

No reino animal, a fototransdução é mediada pela sinalização Gαt e Gαq, utilizadas 

pelas células fotorreceptoras ciliares e rabdoméricas (LAGMAN et al., 2015). Tal processo tem 

início com a transformação de energia luminosa em sinais elétricos que serão conduzidos aos 

centros visuais via nervo óptico (KAMKAR et al., 2018). De forma detalhada, a cascata de 

fototransdução é constituída pela absorção de fótons pelos pigmentos visuais presentes na 

membrana das células fotorreceptoras e pelas alterações conformacionais moleculares 

resultantes de um estado de repouso para um estado de sinalização após a absorção de luz, que, 

por conseguinte, ativa a proteína G (PALCZEWSKI, 2012; SHICHIDA & MATSUYAMA, 

2009).  

Todo o processo ocorre nos subcompartimentos ciliares das células sensoriais (cones e 

bastonetes) e depende da ativação de receptores acoplados à proteína G para fechar canais 

catiônicos controlados por nucleotídeos cíclicos em fotorreceptores para produzir uma 
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hiperpolarização da célula (ABBAS & VINBERG, 2021). Isso eventualmente resulta no 

declínio da concentração intracelular de GMPc e fechamento dos canais de íons Na +/Ca 2+ 

controlados por GMPc na membrana plasmática dos bastonetes (Figura 11) (MAHROO, 2012). 

 
Figura 11:  Transdução de sinal na retina. Canais ativados por GMP cíclico na membrana do segmento externo 
são responsáveis pelas mudanças induzidas pela luz na atividade elétrica dos fotorreceptores (um bastonete é 
mostrado neste diagrama simplificado, mas o mesmo esquema aplica-se aos cones). (A) No escuro, os níveis de 
GMPc no segmento externo são altos; essa molécula liga-se a canais permeáveis ao sódio na membrana, mantendo 
os abertos e permitindo que o sódio entre (assim como outros cátions), desse modo despolarizando a célula. (B) A 
absorção de fótons leva a uma diminuição nos níveis de GMPc, ao fechamento dos canais de cátions e à 
hiperpolarização do receptor. Adaptado de Purves et al., (2010). 
 

A cascata de fototransdução de sinal em fotorreceptores ocorrem nos segmentos 

externos dos bastonetes, é iniciada quando a rodopsina absorve um fóton e induz uma alteração 

conformacional no cromóforo 11- cis -retinal, que é isomerizado em all- trans -retinal, fazendo 

com que o receptor seja ativado por uma opsina (Figura 12a e 12b) (LAMB et al., 2020). Esse 

processo desencadeia a troca de GDP por GTP na proteína G, que leva a um aumento na 

hidrólise de GMPc por um complexo PDE (fosfodiesterase). A concentração reduzida de GMPc 

fecha os canais controlados por GMPc, que normalmente estão abertos no escuro, e 

despolarizam o potencial de membrana da célula devido ao influxo de Na+ e Ca2+. Assim, a 
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absorção de fótons leva a uma pequena hiperpolarização graduada no potencial de membrana 

(Figura 12c). O deslocamento das subunidades α β γ permitem que o GMPc seja reduzido a 

GMP, fechando os canais, causando uma hiperpolarização do fotorreceptor (PAHLBERG & 

SAMPATH, 2011). 

Figura 12: Representação esquemática da cascata de fototransdução em fotorreceptores de vertebrados. (a) 
A rodopsina está localizada na membrana dos discos do segmento externo do fotorreceptor. Os sete domínios 
transmembranares da opsina cercam a molécula de retinal, sensível à luz. (b) A absorção de um fóton de luz pelo 
retinal leva à mudança em sua configuração, de isômero 11-cis para all-trans. (c) A cascata do segundo mensageiro 
da fototransdução. A mudança isomérica do retinal ativa a transducina, a qual ativa a fosfodiesterase (PDE). A 
fosfodiesterase hidrolisa o GMPc, reduzindo sua concentração no segmento externo e levando ao fechamento de 
canais na membrana do segmento externo. Adaptado de Purves et al. (2010). 
 

Como característica marcante da fototransdução em vertebrados os fotorreceptores 

utilizam isoformas distintas da maioria dos componentes proteicos da cascata de transdução 

(INGRAM et al. 2016). Em cada caso, a isoforma é codificada por um gene diferente. A 

fototransdução, portanto, representa um sistema evolutivo único, onde um mesmo processo 

utiliza conjuntos diferentes de genes em diversas classes de células (LAMB & HUNT, 2017; 

KOCH et al., 2015). 

Além das células fotorreceptoras mencionadas, há uma terceira classe de fotorreceptores 

não canônicos na retina dos mamíferos, chamados de células ganglionares retinais, 

intrinsecamente fotossensíveis. Tal classe de células se difere de outros neurônios da retina por 

suas respostas à luz serem conduzidas não apenas por sinais sinápticos derivados de 

fotorreceptores clássicos (bastonetes e cones), mas também por fototransdução autônoma, 

mediada pela proteína melanopsina (SONODA et al., 2016.; KIM et al., 2021). Portanto, além 

de fornecer informação para processamento de imagem, a retina dos mamíferos contém várias 



 

 

30 

opsinas envolvidas na sincronização da fotorrecepção e dos ritmos circadianos (QUINN & 

WIJNHOLDS, 2019). 

 

3.4 Diversidade de opsinas em vertebrados 

A adaptação fisiológica ou evolutiva de alguns organismos aquáticos é uma etapa 

necessária para superar estresses físicos e químicos severos decorrentes dos mais variados 

ambientes (CHEN & MAYDEN, 2010). A evolução e divergência funcional das opsinas na 

retina de peixes são ótimos exemplos para estudar este aspecto, especialmente sobre a evolução 

funcional que acompanha a duplicação de genes (COLLIN & DARWIN, 2005). 

Na maioria dos vertebrados a luz é captada por meio de opsinas, que participam do 

processo de formação de imagem e de processos biológicos críticos, como sazonalidade, 

fotoperiodismo e reparo de DNA (KELLEY & DAVIES, 2016; XIE et al., 2019; INGA & 

WHITMORE, 2019; FONTINHA et al., 2021).  

As opsinas pertencem à família de proteínas receptoras acopladoras à proteína G, que 

estão ancorados por meio de seus domínios transmembranares que são capazes de formar um 

complexo fotossensível ligando-se a um cromóforo retinal (MUSILOVA et al., 2021). A 

maioria das opsinas pertencem a dois grandes grupos, opsinas do tipo rabdomérico (r-opsinas, 

mais comuns em invertebrados) que se caracteriza pela topologia das microvilosidades apicais, 

pela ativação da cascata de sinalização do fosfoinositol (Gq) e pela despolarização da 

membrana em resposta à luz. O segundo, o tipo ciliar (c-opsinas, mais comum em vertebrados) 

é caracterizado por membranas estendidas para formar uma topologia de cílio modificado, 

cascatas de sinalização de nucleotídeos cíclicos (Gs, Gt e Go) e hiperpolarização em resposta à 

luz (BECKER et al., 2016; ISOLDI et al., 2005; GOJOBORI & INNAN, 2009). 

Estudos filogenéticos mostram que os genomas de peixes teleósteos codificam 20 

opsinas de classes diferentes, enquanto répteis, pássaros e anfíbios também apresentam uma 

alta diversidade genômica de opsinas. Em zebrafish (Danio rerio) são encontrados 42 genes de 

opsinas diferentes, sendo 10 opsinas visuais (dentre elas Lws1, Lws2, Rh2-1, Rh2-2) (Figura 

13) e 32 opsinas não visuais (DAVIES et al., 2015, MUSILOVA et al., 2021, TAKECHI & 

KAWAMURA, 2005). 
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Figura 13: Padrão de expressão de genes de opsinas visuais na retina de de larvas de Zebrafish. Hibridização 
in situ de secções de olhos de larvas em desenvolvimento mostram a expressão de genes de opsina visuais (Lws-
1, Lws-2, Rh2-1 e Rh2-1). (a, b) HIS de seções transversais de olhos de larvas de zebrafish mostram a expressão 
de Rh2-1 e Rh2-2 ao longo da retina. As estrelas simples, estrelas duplas e estrelas triplas são marcadores de 
posição que mostram a localização correspondente entre as seções. (c, d) mostram a expressão de Lws-1 e Lws-2 
(B). As setas em (c) indicam os sinais de hibridização esparsos de Lws-1. As localizações correspondentes entre 
as duas seções são indicadas com uma estrela. Barras de escala 50 μm (a, b, c, d). Adaptado de Takechi & 
Kawamura (2005). 
 

Durante a evolução, vários eventos de duplicação de genes levaram ao aumento de 

membros da família das opsinas visuais (DAVIES et al., 2012). Da mesma forma, foram 

identificadas duas linhagens ancestrais de genes de melanopsinas que se distribuem 

diferencialmente na retina neural do olho do Zebrafish (Figura 14) (DAVIES et al., 2011). 

 

Figura 14: Expressão de melanopsinas (opn4m-1, opn4m-2, opn4m-3, opn4x-1, opn4x-2) no olho de Zebrafish 
adulto. Todos os cinco genes foram detectados na camada nuclear interna (CNI), com células horizontais (CH) 
expressas predominantemente em Opn4m-2 e em menor extensão em Opn4m-3 e Opn4x-1. Nas células bipolares 
(CB), Opn4m-1 foi fortemente expressa, com os outros quatro transcritos sendo detectados em menor grau. Nas 
células amácrinas (CA) baixos níveis de expressão foram observados em Opn4m-1, Opn4m-3 e Opn4x-1. Em um 
pequeno subconjunto de células ganglionares da retina (CCG), Opn4x-1 e Opn4m-3 foram os únicos transcritos de 
melanopsina a serem detectados. A maioria das CCG não expressou nenhuma isoforma de melanopsina. No 
epitélio pigmentar da retina (EPR), Opn4m-3 foi a única melanopsina expressa. Adaptado de Davies et al. (2011). 
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Mais de 2.000 tipos de opsinas foram identificados até agora, sendo estas classificadas 

em três grupos (Figura 15): opsinas visuais e não visuais de vertebrados (acopladas a proteína 

Gt), opsinas visuais de invertebrado/Opn4 (acoplada a proteína Gq), opsinas de invertebrados 

acopladas a Go, opsinas Opn3, Tmt e encefalopsina (acopladas a Gi/Go), neuropsina Opn5 

(acoplada a Gi) e opsina cnidária (acoplada a Gs), por fim outros dois grupos classificados como 

retinocromo e peropsina (OAKLEY & PLACHETZKI, 2010; YAMASHITA et al., 2010; 

TERAKITA et al., 2012; TERAKITA et al., 2014). 

Figura 15: Árvore filogenética esquemática da família das opsinas. Existem três grupos: opsinas ciliares e 
opsinas rabdoméricas. Adicionalmente, pode ser referido também um grupo variado não definido mais 
intimamente relacionado com as c-opsinas, que inclui as opsinas da fotoisomerase. Os tipos de opsinas ciliar e 
rabdomérico provavelmente divergiriam antes que os bilatérios surgissem. Adaptado de Borges (2012). 
 

 
Em vertebrados é possível encontrar até cinco tipos de opsinas visuais que absorvem luz 

em diferentes comprimentos de onda e que medeiam etapas essenciais para discriminação de 

cores e formação de imagens (LAMB & HUNT et al., 2017; CHEN et al., 2015). Quatro 

linhagens de genes de opsina são vistos em cones, uma classe de onda média a longa (LWS) 

sensível à região espectral verde a vermelho (490–570 nm), uma classe de ondas curtas (SWS1) 

sensível à região espectral ultravioleta (350-400 nm), uma classe de ondas curtas (SWS2) 

sensível à região espectral violeta-azul  (410–490 nm), uma classe de ondas médias (RH2) 

sensível à região espectral verde (480–535 nm), ambos são responsáveis pela visão fotópica. 
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Por fim, uma quinta linhagem do gene da opsina RH1 expresso apenas em bastonetes, 

responsáveis pela visão monocromática de luz fraca (escotópica) (Figura 16) (YOKOYAMA, 

2008; YOKOYAMA et al., 2000; BOWMAKER & HUNT 2006 ; BOWMAKER et al., 2008).  

 
Figura 16: Relações filogenéticas entre as principais linhagens de genes de opsina de vertebrados. Uma série 
de quatro eventos de duplicação de genes produziu progressivamente os genes de opsina LWS, SWS1, SWS2, Rh2 
e Rh1 de vertebrados. A posição de cada ramo no espectro de cores no fundo se aproxima da sensibilidade espectral 
de cada opsina: LWS (cone vermelho) 510–560 nm; SWS1 (cone UV) 360–430 nm; SWS2 (cone azul) 440-460 
nm; Rh2 (cone verde) 470–510 nm; e Rh1 (haste) ~500 nm. Adaptado de Trezise & Collin (2005). 
 

Há ainda um grupo de opsinas não visuais conhecidas como opsinas pineais, que podem 

ser encontradas em tecidos extraoculares como cérebro, pele, coração, fígado  (AVIVI et al., 

2004; HUNT et al., 2014).  

Vertebrados não mamíferos apresentam uma gama de opsinas visuais (opn2; Rh1); 

opsinas sensíveis de baixo comprimento de onda (opn1lw; Lws); opsinas tipo I sensíveis a 

comprimentos de onda curtas (opn1sw1 ; Sws1); opsinas tipo II sensíveis a comprimentos de 

onda curta (opnsw2 e Sws2); Opsinas pineais, também conhecidas como opsinas não visuais 

(pinopsina: opnp, opsina antiga de vertebrados: opnva, parapinopsin: opnpp e pareietopsin: 

opnpt); neuropsinas (opn5), sendo este o único gene de neuropsina presente em mamíferos, 

parálogos opn6, opn7 e opn8) e subgrupos (opn5m e opn5m2) pode ser encontrado amplamente 

em vertebrados de peixes a mamíferos. Além destes, duplicações adicionais foram encontradas 

em X. laevis (opn6a, op6b, opn7a e opn7b), também foi identificado fotoisomerases na retina 

(rgr) e homólogo da rodopsina rrh (conhecida como peropsina); melanopsinas (opn4: 

conhecido como opn4m e opn4b: também conhecida como opn4x) (Figura 17) (BERTOLESI 

et al., 2020; BERTOLOSE et al., 2021; BERTOLESI et al., 2022; SATO et al., 2016). 
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Figura 17. Expressão de opsinas no olho, complexo pineal e pele de larvas de Xenopus laevis. As opsinas 
foram identificadas no genoma de X. laevis, no complexo pineal, olhos e cauda. As sequências das opsinas foram 
comparadas e uma análise filogenética foi realizada pelo método de máxima verossimilhança. As opsinas visuais 
(vermelho); opsinas pineais (verde); opsinas não visuais (azul); neuropsinas (laranja); fotoisomerases (rosa) e 
melanopsinas (roxa) podem ser observadas conforme suas respectivas cores. Na tabela, mostra o resumo da 
expressão de opsinas no olho, no complexo pineal, cauda e células MEX. Adaptado de Bertolesi et al. (2022). 

 

Dentre as opsinas não visuais, a melanopsina (opn4m) é a mais explorada até hoje e tem 

sido implicada no fotoarrastamento do relógio circadiano e na constrição pupilar em mamíferos 

(ROLLAG et al., 2010). A expressão de opn5 em olhos, complexo pineal e pele em larvas 

Xenopus laevis também foi caracterizado.  Curiosamente a estrutura da retina de Xenopus é 

muito semelhante à encontrada em outros vertebrados, e diferentes opsinas são expressas em 

diversas camadas do olho dessa espécie (Figura 18) (BERTOLESI et al., 2022). 
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Figura 18: Localização e expressão de opsinas no olho de Xenopus laevis em desenvolvimento. Esquema da 
retina central mostrando a expressão de opsinas em fotorreceptores na CNE em bastonetes (Rh1; verde e Sws2; 
branco) e cones (Lws; laranja e Sws1, azul). A pinopsina (azul claro) é sempre coexpressa dorsalmente com 
algumas células positivas para sws1. A melanopsina (amarelo) é expressa tanto por células horizontais 
intrinsecamente fotossensíveis (ipHC) localizadas dorsalmente na CNI, quanto por uma população menor na CCG. 
Opn5 (magenta) é expresso por células na porção externa da CNI e na CCG, enquanto Opn8 (rosa) está presente 
em células da CNI, provavelmente células amácrinas. As células que expressam Opn6 (roxo) ficam no limite da 
ZCM proliferativa e da CNE. Rgr e Rrh (rosa) são expressos pelo EPR, mas excluídos da ZCM. Uma linha do 
tempo de desenvolvimento é esquematizada com uma seta na parte inferior, com o surgimento da expressão de 
opsina ou respostas comportamentais específicas indicadas. Adaptado de Bertolesi et al. (2022). 
 
 

3.5 Caracterização das opsinas não visuais parapinopsin e opn5 em vertebrados  

Análises espectroscópicas indicam que a parapinopsin é um pigmento sensível aos raios 

UV, expressa nas células fotorreceptoras do olho de Iguana iguana (WADA et al., 2012). Já a 

neuropsina (Opn5) foi imunolocalizada na retina interna de mamíferos (KOJIMA et al., 2011; 

YAMASHITA et al., 2014), e nas células ganglionares da retina de camundongos 

(YAMASHITA et al., 2010; BUHR et al., 2015) bem como nas células da CNI, CCG e CPI 

(NIETO et al., 2011; BERTOLESI et al., 2022). Vários estudos apontam que essas opsinas 

podem estar relacionadas a processos de fotoisomerização (KOYANAGI et al., 2015; SATO et 

al., 2016; CHEN et al., 2001). 

O padrão de expressão espacial de opn5 na retina de zebrafish e humanos já foi estudado 

(DAVIES et al., 2015; TARTTELIN et al., 2003). Em peixes com nadadeiras raiadas 

(zebrafish, medaka e gar manchado) diferentes subtipos de opsinas opn5m e opn5m2 

apresentam expressão na retina ventral e dorsal (Figura 19) (SATO et al., 2016). As diferenças 
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na distribuição espacial de opn5 podem ter surgido por meio de pressões evolutivas associadas 

às necessidades visuais terrestres e aquáticas (BADEN et al., 2020). 

 
 
Figura 19: Análise de hibridização in situ de Opn5m e Opn5m2 na retina de peixes medaka e zebrafish. (a) 
Seções frontais de retina de medaka mostram a expressão de Opn5m. (b, c) Vistas ampliadas das áreas em caixa, 
(b) Na retina ventral, Opn5m são expressas especificamente nas CNI (c) já na retina dorsal, Opn5m são expressas 
somente na CNI. (d) Seções frontais da retina de zebrafish mostram detecção de Opn5m. (E, F) Vistas ampliadas 
das áreas em caixa, (e) Retina ventral expressa Opn5m nas CNI e CCG, (f) Retina dorsal sem marcação.  (g) Seções 
frontais da retina de zebrafish mostram a expressão de Opn5m2 (h, i) Seções ampliadas das áreas em caixa, nas 
regiões ventral e dorsal a expressão de Opn5m2 pode ser visualizada nas células horizontais de ambas as retinas 
dorsal e ventral. EPR, epitélio pigmentado da retina; CNE, camada nuclear externa; CNI, camada nuclear interna; 
CCG, camada de células ganglionares. Barra de escala: A, D, G: 200 μm; B, C, E, F, H, I: 50 μm. Adaptado de 
Sato et al. (2016). 
 

A sinalização sato, ritmos comportamentais (OTA et al., 2018) e regulação do 

desenvolvimento de vasos hialóides no olho (NGUYEN et al., 2019). Em mamíferos, a 

expressão de opn5 indica que essa neuropsina possa desempenhar alguma função na detecção 
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de luz. Em contrapartida, a expressão no cérebro parece excluir tal papel, já que a fotorrecepção 

extraocular não é encontrada em mamíferos (TARTTELIN et al., 2003).  

Em cérebros de camundungo a expressão de opn5 na glândula pineal é semelhante às de 

opsinas de bastonetes e cones (TARTTELIN et al., 2003). Porém, há relatos que a expressão 

de opn5 no olho e no cérebro pode fornecer novas informações sobre os possíveis papéis das 

opsinas na fotorrecepção interna da retina e/ou vias não dependentes de luz em mamíferos 

(BUHR et al., 2015). Nesses animais a expressão de opn5 na retina pode ter uma vantagem 

seletiva na manutenção da via de sinalização de luz para fotoarrastamento na retina e na via de 

sinalização de luz para o SNC por razões atualmente desconhecidas (BUHR et al., 2015). 

Ademais, a expressão de opn5 na retina também pode desempenhar um papel na fotorrecepção 

relacionada ao comportamento sazonal em mamíferos (HAZLERIGG & WAGNER, 2006). 

Embora sua função exata na retina seja desconhecida, esses fotopigmentos podem 

cooperar com opsinas clássicas no processo de captura de fótons e regeneração de cromóforos, 

ou mesmo estar diretamente envolvidos em tarefas que exijam responsividade fótica precisa 

(NIETO et al., 2011). Ao contrário da maioria das opsinas visuais, as opsinas não visuais são 

formadas por pigmentos biestáveis que transitam entre os estados claro e escuro apenas por 

meio da exposição à luz, em vez de exigir entrada externa para retornar ao estado escuro 

(KOYANAGI et al., 2014; FUJIYABU et al., 2022). 

 

3.6 Ritmos biológicos e fotoperiodismo em peixes teleósteos 

O ciclo circadiano é um mecanismo de temporização fisiológico altamente conservado 

entre os vertebrados que regula processos bioquímicos, fisiológicos e comportamentais, ao 

longo do ciclo de 24 horas do dia (KELLEY & DAVIES, 2016; SINGH & KUMAR, 2018.; 

ZHENG et al., 2021). Exerce uma profunda influência em várias respostas fisiológicas dos 

animais, tais como, padrão de sono/vigília, alimentação, atividade das ondas cerebrais, 

produção de hormônios, entre outras atividades biológicas relacionadas ao ciclo diário (SINGH 

& KUMAR, 2018). Também regula a transcrição rítmica de milhares de genes de relógio 

molecular que proporcionam a coordenação de uma ampla gama de processos, incluindo 

metabolismo, função imunológica e reparo de DNA (PANTAZOPOULOS et al., 2018; 

LOWREY & TAKAHASHI, 2004). 

Em peixes, assim como em outros vertebrados, a maioria dos processos 

comportamentais e fisiológicos exibem ritmos acionados por relógios moleculares que 

permitem a esses animais explorar os desafios e oportunidades oferecidos pela natureza 
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periódica do ambiente (VATINE et al., 2011; LABRECQUE & CERMAKIAN, 2015; 

PARTCH et al., 2014). 

 Em contraste, no caso dos peixes, nenhuma relação direta do relógio mestre foi 

identificada, em vez disso, a retina e a glândula pineal dos peixes, apresentam tecidos com 

células fotorreceptoras clássicas com semelhanças estruturais e funcionais (ZHDANOVA & 

REEBS, 2006; COX & TAKAHASHI, 2019; TOYAMA et al., 2009). Além disso, outros 

tecidos e órgãos, como a glândula pineal, regiões do cérebro profundo, órgãos internos e 

osciladores periféricos situados na pele (Figura 20) (AVIVI et al., 2004; MURE, 2021). 

 
Figura 20. Locais de fotorrecepção em vertebrados. Assim como os fotorreceptores clássicos dentro da retina 
do olho, a fotorrecepção direta na íris também foi descrita. Em espécies não mamíferas, o complexo pineal também 
contém fotorreceptores, podendo ocorrer fotorreceptores em regiões bastante internas do cérebro. Adaptado de 
Borges (2012). 

 

Curiosamente, as oscilações circadianas auto-sustentadas pela expressão gênica e 

função celular também são encontradas na retina de peixes (CAHILL, 1996; NIE et al., 2018). 

No caso de zebrafish, foi observado que a duração do fotoperíodo altera a expressão de dois 

genes melanopsina, opn4a e opn4.1, na retina (Figura 21) (MATOS-CRUZ et al., 2011). Além 

diaao, existe evidências de que várias moléculas encontradas em fotorreceptores da retina de 

vertebrados também foram detectadas nos fotorreceptores pineais de diferentes peixes. Estas 

são conhecidas como opsinas não visuais, consideradas um fotopigmento circadiano 

responsável pelo ajuste do relógio biológico (PHILP et al., 2000). 
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Figura 21. A duração do fotoperíodo influencia a expressão de genes melanopsinas (opn4a e opn4.1). Larvas 
de zebrafish expostas a dias longos (DL). (a, c) 14:10, horas de luz/escuro); (b, c) 18:6, horas de luz/escuro. As 
larvas mantidas em um ciclo luz/escuro 14∶10 apresentaram transcritos em regiões discretas da camada nuclear 
interna da retina (21a, 21c). A expressão de opn4.1 foi aumentada nas camadas de células fotorreceptoras 
(21c). No entanto, opn4a e opn4.1 foram apenas expressos de forma reduzida em larvas mantidas em um ciclo 
claro/escuro 18∶6 ( Figuras 21b, 21d). Adaptado de Matos-Cruz et al. (2011). 
 

Estudos com diferentes teleósteos indicaram que os espectros de luz e fotoperíodos 

também alteram a expressão de opsinas visuais em linguado senegalês (Solea senegalensis) 

durante a ontogenia (FRAU et al., 2020).  Um fenômeno semelhante também apresentou 

influência no crescimento larval, desenvolvimento, sobrevivência e ritmos de eclosão da 

referida espécie (BLANCO-VIVES et al., 2010; BLANCO-VIVES et al. ., 2011). 

Do mesmo modo, o fotoperíodismo altera o desenvolvimento dos olhos, pigmentação e 

expressão de opsinas na retina de Amphilophus astorquii (KARAGIC et al., 2018). Na espécie 

Takifugu alboplumbeus, a expressão de algumas melanopsinas são reguladas pelo relógio 

circadiano e podem desempenhar efeitos fisiológicos importantes para a espécie 

(KITAHASHI et al., 2021). Isto posto, torna-se evidente a influência do fotoperíodo nos ritmos 

biológicos dos peixes, afetando vários aspectos fisiológicos necessários à sobrevivência 

(BLANCO-VIVES et al., 2012). 
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3.7 Mudanças na expressão de opsinas em peixes sob condições variáveis de luz 

Compreender a relação entre o ambiente visual e a habilidade visual é uma questão 

central na ecologia sensorial. Enquanto alguns aspectos da visão dos vertebrados são 

conservados outros variam significativamente, resultando nas diversas capacidades dos animais 

em detectar contraste, movimento, detalhes e cor (CRONIN et al ., 2014). 

Desta forma sistemas visuais em peixes diversificam-se, variando em morfologia, 

fisiologia e sensibilidade espectral (HUNT et al., 2014; CARLETON et al., 2020 ). Os 

fotorreceptores são geralmente ajustados para tarefas visuais específicas e/ou para seu ambiente 

fótico, de acordo com a profundidade ou cor da água, garantindo o desempenho ideal 

(CARLETON et al., 2020). Mecanismos evolutivos atuantes nos genes codificadores de 

opsinas podem influenciar a sensibilidade espectral dos fotorreceptores (LUEHRMANN et al., 

2018). 

Determinadas espécies podem passar por mudanças ontogenéticas, implicando também 

na mudança da expressão de opsinas. Essa estratégia permite rápida adaptação a mudanças 

ambientais (WANG et al., 2021). Mudanças e evolução adaptativa das sequências gênicas de 

opsinas podem ser observadas nas espécies: Oncorhynchus mykiss, que mudam a expressão de 

opsina de Sws1 para Sws2 durante o período juvenil; Pleuronectes americanos apresenta 

apenas Rh2 expressa na retina pré-metamórfica, enquanto Rh1, Sws2 e Lws também são 

expressos na retina pós-metamórfica (CHENG & FLAMARIQUE, 2007; MADER & 

CAMERON, 2004).  

Dentre as adaptações ópticas interessantes encontradas em espécies de tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus) e em guppies (Poecilia reticulata) durante o desenvolvimento, temos 

que a luz ambiental desempenha um importante fator na modulação e plasticidade fenotípica 

no sistema visual ao longo de seus desenvolvimentos (HORNSBY et al., 2013; EHLMAN et 

al., 2015). Certos mecanismos afetam a sensibilidade espectral do pigmento visual, incluindo 

mudanças no cromóforo ou sequência da opsina. Influenciada por duplicações ou perdas de 

genes de opsina sua expressão pode alterar-se (YOKOYAMA et al., 2008; CARLETON et al., 

2020). 

Em peixes teleósteos, os cromóforos A1/A2 do fotopigmento podem mudar em 

diferentes fases da vida ou estações do ano como um ajuste da sensibilidade espectral (Figura 

22) (TEMPLE et al., 2006). Cerca de um quarto de todas as espécies de vertebrados utilizam o 

cromóforo A2 durante uma parte de seu ciclo de vida ou sob certas condições ambientais. A 
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utilização de A2 representa, portanto, um importante e difundido mecanismo de plasticidade 

sensorial nos animais (CORBO, 2021). 

 
Figura 22:  Sistema de troca do cromóforo A 1 /A 2 em fotorreceptores de vertebrados. As células 
fotorreceptoras da retina de vertebrados contêm pigmentos visuais, proteínas de sete transmembranas acoplada à 
proteína G, a opsina, e um cromóforo 11-cis retinal ('A1') ou 11- cis 3,4-didesidroretinal ('A2'). A enzima cyp27c1 
converte A1 em A2 no epitélio pigmentar da retina. A substituição de A1 por A2 em um pigmento visual muda a 
sensibilidade espectral para o vermelho e amplia a banda de absorção às custas da diminuição da 
fotossensibilidade. O uso de pigmentos visuais à base de vitamina A2 está fortemente associado à ocupação de 
habitats aquáticos de águas turvas em que a faixa do espectro de luz corresponde à frequência de onda é desviada 
para o vermelho. Ao modular a proporção A1/A2 na retina, um organismo pode ajustar dinamicamente a 
sensibilidade espectral do sistema visual para melhor corresponder aos comprimentos de onda predominantes de 
seu ambiente. Adaptado de Corbo (2021). 
 

As mudanças induzidas pela luz são os principais condutores da diversidade do sistema 

visual em vertebrados (HUNT et al., 2014). Peixes que se dispersaram e se adaptaram a habitats 

com profundidades diferentes de seu ambiente original, incluindo lagos e rios de água doce, 

recifes marinhos e costeiros, zonas pelágicas e mar profundo, adaptaram-se a condições fóticas 

tão diferentes permitindo ajustes em seus sistemas visuais (LUEHRMANN et al., 2018; 

CRONIN & DOUGLAS, 2014). 

A exemplo disso, peixers ciclídeos que habitam lagos das crateras Apoyo e Xiloá na 

Nicarágua, possuem um sistema visual com impressionante sensibilidade, apresentando 

expressão e coexpressão do gene opsina. A sensibilidade visual desses peixes desloca-se para 

comprimentos de onda mais curtos se comparados com populações ancestrais dos grandes lagos 

turvos. Tal divergência de sensibilidade é impulsionada por mudanças no uso de cromóforos, 

expressão diferencial de opsina, coexpressão de opsina e, em menor grau, pela variação da 

sequência de codificação de opsina (Figura 23) (TORRES-DOWDALL et al., 2017). 
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Figura 23. Evolução do sistema visual de ciclídeos Midas. A evolução do sistema visual ocorreu paralelamente 
nos dois lagos claros de crateras Apoyo e Xiloá após sua colonização nos grandes lagos turvos da Nicarágua e 
Manágua, respectivamente. Alterações fenotípicas na expressão de opsina, uso de cromóforos e transmitância da 
lente são vistas nestas espécies. Nos peixes de ambos os lagos da cratera, as lentes tornaram-se mais transmissivas, 
a expressão de RH2A aumentou e a de LWS diminuiu. Em todas as espécies de lagos da cratera, exceto para A. 
xiloaensis, o uso de cromóforos mudou de A2 para A1. Adaptado de Torres-Dowdall et al. (2017). 
 

Assim, muitas espécies podem modular a sensibilidade espectral em níveis baixos de 

luminosidade, enquanto outras espécies que vivem em grande profundidade possuem 

pigmentos visuais deslocados para o espectro de comprimento de onda azul. Em outros casos, 

espécies que habitam áreas superiores do mar, onde a luz solar durante o dia está acima dos 

limiares fotópicos possuem mais cones para melhorar a visão diurna (Figura 24) (HOFMANN 

et al., 2009). 
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Figura 24:  Adaptação do sistema visual de espécies de ambientes de águas rasas a profundas. (a) A 
adaptação em oceanos profundos e lagos pode ser extrema, pois o espectro de luz diminui em intensidade e o azul 
muda com a profundidade. (b) Com o aumento da profundidade, os peixes mudam a morfologia de cones e 
bastonetes da retina. O tamanho dos olhos também pode aumentar à medida que os peixes se adaptam a ambientes 
escuros. Adaptado de Carleton et al. (2020). 
 
 

Várias hipóteses têm sido propostas para explicar a sensibilidade espectral de bastonetes 

e cones em peixes. Uma delas postula que mudar a sensibilidade do fotorreceptor em direção 

ao espectro de luz disponível otimiza a captura de fótons pela retina (LYTHGOE et al., 1994). 

Outra hipótese afirma que em relação ao espectro da luz de fundo, os valores do comprimento 

de onda do fotorreceptor variam com o aparecimento de alvos visuais, por exemplo presas 

(MUNZ & MCFARLAND, 1973). Finalmente, uma terceira hipótese diz que a sensibilidade 

espectral de bastonetes pode ter comprimento de onda menor em relação ao espectro da luz 

subaquático (CRONIN et al., 2014 ).  

Portanto, o ajuste das sensibilidades espectrais dos fotorreceptores para tarefas visuais 

específicas é uma característica de peixes que se dispersaram e se adaptaram a diferentes 

habitats de pouca ou muita incidência luminosa (LUEHRMANN et al., 2018). Tal ajuste é 

facilitado por vários mecanismos, incluindo mudanças estruturais, variação no número e 

distribuição de fotorreceptores, e alterações fisiológicas nos fotopigmentos (BOWMAKER, 

2008; BUSSEROLLES et al., 2014; SIEBECK & MARSHALL, 2001; TAYLOR et al., 

2015; WAGNER et al., 2005). 
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3.8 Evolução e desenvolvimento do olho de Anableps anableps 

Anableps anableps (Linnaeus, 1758) comumente conhecido por seu nome indígena 

“tralhoto” ou peixe de quatro olhos, é um teleósteo vivíparo considerado um execelente sistema 

para se estudar inovações morfológicas do seu aparato ocular (Figura 25) (IKEDA et al., 2005).  

Figura 25: Vista lateral de Anableps anableps. Fonte: https://www.istockphoto.com/br/fotos/anableps-anableps. 
 

O gênero Anableps inclui três espécies de peixes: A. anableps, A. microlepis e A. dowi, 

e fazem parte da ordem Cyprinodontiformes, da família Anablepidae, que são distribuídas em 

toda região Neotropical, que vai desde o sul do México até o sudeste da América do Sul, 

incluindo o Delta do Rio Amazonas, Brasil (NOVAES & ANDREATA, 1996).  

A. anableps habita estuários, em regiões de águas turvas entre marés, águas costeiras 

oceânicas, também podendo ser encontrado em águas rasas do litoral, sendo menos frequentes 

em ambientes marinhos abertos (OLIVEIRA et al., 2011). Vivem em bandos numerosos e não 

migram grandes distâncias ficando em ambientes de baixa salinidade (KRUMME et al., 2014; 

WATANABE et al., 2014). São considerados como uma espécie bioindicadora, principalmente 

por sua baixa ocorrência em ambientes antropicamente impactados (CAVALCANTE et al., 

2012). 

Na espécie A. anableps, machos e fêmeas são sexualmente dimóficas devido seu modo 

de fertilização interno e de desenvolvimento direto. Machos apresentam uma nadadeira anal 

modificada com um gonopódio tubular e fêmeas apresentam um tecido placentário (BURNS, 

1991; MEISNER & BURNS, 1997; TURNER, 1950). Por ser um peixe de água salobra e 

habitar áreas de mangue, A. anableps apresenta adaptações que lhe permitem saltar para fora 

da água e capturar presas, principalmente em bancos de lama (MICHEL et al., 2015). Em 

colunas de água ou em substratos, alimenta-se de detritos, algas vermelhas, insetos, peixes e 

caranguejos Grapsidae (BRENNER & KRUME, 2007).  

Dentre as alterações na morfologia ocular de A. anableps quando comparados a olhos 

de outros peixes, destacam-se duplicações de córnea, retina e pupila (Figura 26a). Indivíduos 
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dessa espécie possuem olhos com morfologia esférica dividida horizontalmente. A íris é exibida 

pela metade, criando uma abertura pupilar para a visão aéreo-aquática (SCHWAB et al., 2001). 

O cristalino é piriforme e está posicionada de modo que o eixo maior sirva à visão 

aquática e o eixo menor sirva à visão aérea. Esse arranjo do cristalino ajuda essa espécie a 

compensar a perda de poder de refração da córnea ventral na água em comparação com a da 

córnea dorsal no ar (SIVAK, 1976; SWAMYNATHAN et al., 2003). Já a retina dorsal recebe 

a luz do meio aquático e a retina ventral do ambiente aéreo (Figura 26b) (OWENS et al., 2012). 

Figura 26: Estrutura ocular de Anableps anableps adulto. (A) A morfologia do olho mostra a PD (pupila 
dorsal); CD (córnea dorsal); PV (pupila ventral); CV (córnea ventral). (B) Esquema da recepção da luz área (setas 
amarelas) e luz do ambiente aquático (setas azuis) no olho de A. anableps. EPR (epitélio pigmentado da retina); 
CNE (camada nuclear externa); CNI (camada nuclear interna); CCG (camada de células ganglionares); NO (nervo 
óptico); RD (retina dorsal); RV (retina ventral); Co (Coróide); C (cristalino); I ( íris); FP (faixa pigmentada); Do 
(dorsal); Ve (ventral); An (anterior); Pr (proximal). Escala: 0.5 cm (a). Adaptado de Perez et al. (2017). 
 
 

Além dessas alterações, outras inovações morfológicas foram observadas nos olhos de 

A. anableps em relação aos olhos de peixes com visão estritamente aquática. Por exemplo, as 

córneas dorsal e ventral de larvas e adultos se diferem em espessura, eixo de curvatura e 

composição de proteínas solúveis em água (Figura 27a, 27b) (SIVAK, 1976; KANUNGO et al. 

2004). Essa diferença na espessura das cóneas dorsal e ventral (Figura 27c, 27e), se dá por conta 

da concentração de glicogênio que é 15 vezes mais elevado no epitélio corneano dorsal, o que 

lhe permite uma maior capacidade de retenção de água, o que provavelmente ajuda as células 

dessa região a resistir à dessecação o que promove uma ação protetora contra radiação UV 

(SWAMYNATHAN et al., 2003). 
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Figura 27: Morfologia interna do olho de A. anableps. Coloração por Hematoxilina e Eosina. (a) olho de larva 
um pouco antes do nascimento (estágio 6). (b) Olho de A. anableps adulto. Regiões da córnea de olho do adulto: 
dorsal (c), central (d) e ventral (e). PD, pupila dorsal; CD, córnea dorsal; EpC, epitélio da córnea; EsC, estroma da 
córnea; CV, córnea ventral; RD, retina dorsal; RV, retina ventral; Co, Coróide; C, cristalino; I, íris; FP, faixa 
pigmentada. (A) escala: 200 µm. Adaptado de Perez et al. (2017); (B-E) escala:0,5 mm; cedido por Maysa Araujo. 

 

Já o estroma é mais espesso somente na região da córnea central, coincidindo com a 

região da íris que se encontra na região central do olho (Figura 27d). Uma faixa de células 

pigmentadas (FP) está presente na parte anterior do estroma dividindo as córneas dorsal e 

ventral. Duas abas horizontais da íris dividem a pupila em uma pupila aérea maior (dorsal) e 

uma pupila aquática menor (ventral) (SWAMYNATHAN et al., 2003). Todas essas 

modificações já estão presentes nas larvas antes do nascimento. 

O desenvolvimento ocular de A. anableps está completo ao nascimento das larvas. Nos 

estágios iniciais, os olhos são compostos por apenas uma córnea e uma pupila (Figura 28 a-b). 

Conforme o desenvolvimento larval progride, ocorre o início da constrição da pupila e o 

aumento da intensificação da pigmentação mediana do olho. Ao fim do desenvolvimento e 
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pouco antes do nascimento, as larvas já possuem olhos com morfologia similar à de espécimes 

adultos com duas córneas e duas pupilas (Figura 28) (PEREZ et al. 2017). 

 
Figura 28: Desenvolvimento ocular em diferentes estágios larvais de Anableps anableps. (a,b) Estágio 1; (c,d) 
Estágio 2; (e,f) Estágio 3, onde ocorre o início da expansão lateral da íris; (g,h) Estágio 4; (i,j) Estágio 5, com 
pigmentação na região central da córnea; (k,l) Estágio 6, com córnea e pupila duplicadas. Painéis a direita são 
imagens aproximadas da região ocular em cada estágio. Escalas: 5mm (a-k), 500 μm (b, d, f, h, j, l). Fonte: 
Adaptado de Perez et al. (2017). 
 

Quando o desenvolvimento dessa espécie esta completo (estágio 6), a retina já se 

encontra bem organizada com suas respectivas camadas celulares (Figura 29a), porém com 

diferenças na espessura da CNI em relação a CNE nas porções ventral e dorsal do olho de A. 

anableps (Figura 29b, 29c) (PEREZ et al., 2017). 
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Figura 29: Caracterização morfológica do olho de Anableps anableps, coloração por Hematoxilina & Eosina. 
(a) retina de A. anableps no estágio 6. (b) região dorsal da retina (c) região ventral da retina. DR, retina dorsal; 
VR, retina ventral; FP, faixa pigmentada; C, Cristalino; Ir, íris; CD, córnea dorsal; VC, córnea ventral; EPR, pitélio 
pigmentado da retina; SI, segmento interno; SE; segmento externo; CNI, camada nuclear externa; CPE, camada 
plexiforme externo,CNI, camada nuclear interno; CPI, camada plexiforme interno; CCG, camada de células 
ganglionares. Escala: 200 um. Fonte: Adaptado de Perez et al. (2017). 
 

A. anableps possui um repertório de 10 opsinas visuais, sendo elas: sws1, sws2a, sws2b, 

rh2-1, rh2-2, lws s180α lws s180 β, lws s180γ, lws s180δ, rh1 expressas ao longo da retina. Em 

indivíduos adultos, as opsinas visuais sws2b, sws1 e rh2-2 são expressas ao longo de toda a 

retina. Entretanto, rh2-1 tem expressão restrita a porção ventral, e lws (sem distinção de 

subclasses) encontra-se apenas na região dorsal (Figura 30).  

 

 
 
Figura 30: Expressão das opsinas visuais na retina de Anableps anabelps adulto. (a) Espectro de luz visível 
de humanos, e comprimentos de ondas. (b, c) Regiões coloridas na retinados diagramas representam o padrão 
deexpressão gênica, com respectivos painéis de secções da retina após hibridização in situ com sondas de RNA 
para cada opsina em (b) A. anableps. Setas indicam células marcadas logo abaixo do epitélio pigmentado da retina 
que expressam lws e rh2-1 em A. anableps. Adaptado de Owens et al. (2012). 
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Em estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa, evidenciaram por 

hibridização in situ e qPCR em larvas de A. anableps (estágio 6) a expressão de rh1, rh2-1, rh2-

2, sws2b e lws na retina dorsal e ventral (Figura 31), com rh2-1 e lws exibindo perfil assimétrico 

independente do contato visual com o meio externo, indicando que a expressão dessas opsinas  

é geneticamente determinado (PEREZ et al., 2017). 

 
Figura 31. Expressão assimétrica das opsinas visuais na retina de Anableps anableps em estágio larval. (a) 
Análise do padrão de expressão de cinco opsinas visuais na retina ventral, em relação à retina dorsal, conforme 
determinado por qPCR. Os valores de expressão relativa foram determinados usando o método 2 −ΔΔCT. As barras 
representam a média na escala de log 2 ± desvio padrão das réplicas biológicas e técnicas (n = 9; três réplicas 
biológicas e três técnicas). O teste t de Student foi utilizado para avaliar a significância estatística entre as amostras 
(** p < 0,01 e *** p < 0,001). (b – k) hibridações in situ de opsinas visuais em cortes de olhos de larvas de A. 
anableps (estágio 6): rh1 (b, c), rh2-1 (d, e), rh2-2 (f, g), sws2b (h, i) e lws (j, k). A coluna da esquerda mostra o 
padrão de expressão em porções da retina dorsal, bem como a coluna da direita na retina ventral. Barras de escala: 
0,05 mm. (l – o). As crioseções têm 20 µm de espessura. Barras de escala: 50 µm (b – k) e 200 µm (l – o). 
Adaptado do PEREZ et al. (2017). 

 

Através da transcriptoma do olho de A. anableps, também foi possível identificar um 

repertório de 20 genes de opsinas não visuais, sendo eles tmt1b, tmt3a, tmt3b, opn3, opn5, 

opn6a1, opn6a2, opn7b, opn7c-d, opn8b, rrh, rgr1, Rgr2, va-1, parapinopsina-2, o4pn4m1, 

opn4m2, opn4m3, opn4x1, opnx2. Sendo estes avaliados posteriormente por hibridização in 

situ, onde mostraram expressão assimétrica especial e temporal dos genes na retina de A. 

anableps (MARILUZ, 2019).   

Além destes, também foi verificado por hibridização in situ o padrão de expressão de 

opsinas não visuais tmt1b, opn4m3, opn4x1 e opn4x2 na retina de larvas (Figura 32) 
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(SALGADO et al., 2022). Neste estudo foi visto que opn4x1, opn4x2 e tmt1b são expressos 

uniformemente na camada nuclear externa (CNE), camada nuclear interna (CNI) e camada de 

células ganglionares (CCG) nas regiões da retina dorsal e ventral (Figuras 32a-b, 32c-d, 32g- 

h). A expressão de opn4m3 não foi detectada por hibridização in situ no estágio (Figura 32e- 

f ). 

 
Figura 32: Expressão gênica de opsina não visual na retina larval de Anableps anableps. Hibridações in 
situ para o pn4×1 (a, b), opn4×2 (c, d), opn4m3 (e, f) e tmt1b (g, h) foram realizadas em olhos de larvas coletadas 
antes do nascimento. Seções da retina dorsal estão à esquerda e retina ventral à direita. CNE (camada nuclear 
externa); CNI (camada nuclear interna); GCG (camada de células ganglionares). Barras de escala: 0,05 mm. 
Adaptado de Salgado et al. (2022). 
 

Esses achados sugerem que A. anableps possui um padrão de regulação dos genes de 

opsinas não visuais, diferente de outros vertebrados aquáticos, o que se presume estar 

fortemente relacionado a sua estrutura ocular diferenciada, com estruturas duplicadas e 

adaptadas para receber estímulos de dois ambientes simultaneamente. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Coletas de espécimes 

Para os procedimentos desse trabalho houveram expedições no furo da Ostra, 

Município de Bragança, Pará, Brasil (Figura 33a).  Foram coletados indivíduos juvenis, 

adultos incluindo fêmeas grávidas de Anableps anableps (Tabela 1), utilizando-se de redes 

de arrasto (40mm x 40mm) (Figura 33b).  

 
Figura 33: Coleta de Anableps anableps. (A) Mapa da região de coleta no município de Bragança, ao Norte do 
estado do Pará/Brasil. (B) Coleta de A. anableps sendo realizada com rede de arrasto. Adaptado de Amorim & 
Costa, (2018). 
 

Os animais foram transportados em água com aeração até o Laboratório de Biologia 

Molecular do Núcleo de Estudos Costeiros-UFPa, (campus Bragança), onde foram 

processados. A licença de coleta (47206-1 - IBAMA/SISBIO) foi aprovada pelo Comitê de 

Ética para Pesquisa Animal da Universidade Federal do Pará (número do protocolo: 037-

2015). 

No total, 52 fêmeas grávidas foram sacrificadas através de procedimento padrão de 

laboratório para peixes e anfíbios com uso de tricaína dissolvida em água (MS 222, Sigma; 

2g/1litro) e as larvas no estágio 2 foram removidas e mantidas em RNAlater (Sigma) ou 

fixados a 4% paraformaldeído por 24hrs seguido de desidratação. Para a obtenção de larvas 

foi realizado um corte sagital-ventral nas fêmeas grávidas com a posterior remoção dos 

ovários. As larvas obtidas foram lavadas em 1x PBS (tampão fosfato-salina) e fixadas em 

paraformaldeído 4% (PFA) diluído em 1x PBS overnight a 4ºC. Na sequência, as larvas 

foram desidratadas em lavagens graduais de metanol (100% PBS 2x, 75% PBS/25% 

Metanol, 50% PBS/50% Metanol, 25% PBS/ 75% Metanol e 100% Metanol 2x) de 10 

minutos cada para posterior armazenamento a -20ºC visando a conservação das estruturas 

teciduais. 
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Tabela 1- Identificação de espécimes capturados durante a coleta.   

 
Adultos (Fêmeas 

grávidas) 
Larvas (estágio 2) Juvenil Total de amostras  

25 21 06 52 

27 14 05 46 

 
 

4.2 Processamento das amostras 

Amostras de olhos de larvas, juvenil e adulto (conforme as características da tabela 

2) para histologia foram removidas e congeladas imediatamente em Tissue-tek O.C.TTM 

em gelo seco e etanol 100% e armazenadas à -80°. Posteriormente, foram feitas 

criossecções sagitais das amostras biológicas em Criostato (Leica CM1850) a 20μm em 

lâminas Colorfrost Plus® (Fisher Scientific). Em seguida, as secções de tecidos foram 

fixadas em PFA 3% por 5 minutos, lavadas em PBS 0.01M, desidratadas gradualmente em 

etanol (70%, 95% e 100%) por 2 minutos, e armazenadas em freezer -80ºC até serem 

utilizadas na hibridização in situ e imunofluorescência. 

 
Tabela 2: Caracterização dos estágios de desenvolvimento ocular de Anableps anableps. 
 

Estágio de desenvolvimento Caracteríticas do olho 

Estágio 2 Olhos com pigmentação, ausência de divisão das estruturas 
oculares. Aumento da pigmentação na região dorsal da cabeça. 

Juvenil (espécimes nascidos a 
pouco tempo) 

Córneas e pupilas completamente divididas, com presença de faixa 
pigmentada na região mediana do olho. 

Adulto Córneas e pupilas completamente divididas, com presença de faixa 
pigmentada na região mediana do olho. 

 

4.3 Transcriptomas dos olhos de Anableps anableps 

O transcriptoma do olho em desenvolvimento de A. anableps (estágios 2, 3 e 4) 

correspondentes aos períodos pré-duplicação, em duplicação e pós duplicação de córneas e 

pupilas, foram coletados e agrupados em pools de aproximadamente 20 olhos por estagio, em 

RNAlater (Sigma-Aldrich) e mantida a -80 °C para extração de RNA. O RNA total foi obtido 

utilizando o reagente TRIzol (Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante. 

Estas amostras de RNA dos três estágios (Figura 34) foram utilizadas na confecção de 

bibliotecas e sequenciamento de RNA (RNA-Seq). O sequenciamento foi realizado através da 

plataforma Hiseq Illumina. Todas as etapas supracitadas foram realizadas anteriormente pelo 

nosso grupo de pesquisa, mais detalhes da técnica encontram-se adiante ao longo do texto. 
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Figura 34: Desenho esquemático da coleta de olhos de Anableps anableps sem desenvolvimento para 
sequenciamento de transcriptomas. (A) a: cabeça de larvas em estágios iniciais do desenvolvimento, antes do 
início da duplicação de estruturas oculares; b: olhos de larva durante a duplicação de córnea e pupilas, e c: olhos 
de larvas após esse processo, embora antes do nascimento. (B) Diagrama do padrão de expressão gênica de genes 
expressos antes (a), durante (b) e depois (c) da duplicação. Fonte: De Lima (2018). 
 

A montagem de supercontigs foi realizada pelo Prof. Dr. Sylvain Darnet (ICB-UFPa) 

usando a ferramenta de montagem Trinity e parâmetros padrões do programa (HAAS et al., 

2013). Para a remoção de transcritos redundantes um passo adicional de agrupamentos foi 

realizado usando CD-hit-Est com cut-off de 98% de identidade de sequências (FU et al., 

2012).  Ao todo, 266.202 transcritos foram identificados e anotados contra o proteoma de Ref-

seq de zebrafish, e as quantidades de TPM (transcrito por milhão) designadas para cada 

transcrito em cada um dos três transcriptomas. 

As estatísticas de qualidade dos transcriptomas foram realizadas no programa assembly-

stats (https://github.com/sanger-pathogens/assembly-stats) pelo Dr. Marcos Sousa. 

Transcriptomas de referência foram montados de novo através da ferramenta Trinity 

(GRABHERR et al., 2011). A anotação foi feita via BlastX no banco de dados de metazoários 

(ensemble.org) e as análises de expressão diferencial e estatística foram realizadas na 

plataforma CLC Genomics Workbench (Qiagen) pelo Dr. Marcos Sousa. Valores de TPM e a 

variação na expressão (fold change, FC) foram calculados para a identificação de genes super 

e subexpressos. Em seguida, uma tabela fornecida pelo Dr. Sylvain Darnet nomeada 

“Anableps_blastx_1e3_zebrafish_export_jamilly_read_count_TPM”, continha para cada 

transcrito o ID (TSA_Anableps_T+número de ordem), tamanho do transcrito, anotação com 

base no proteoma de zebrafish, valores de fold change e p-value comparativos entre os três 

transcriptomas, e valores de TPM em cada um dos transcriptomas entre outras informações. O 

agrupamento em categorias de ontologia gênica (gene ontology, GO) foi feito no Database for 

Annotation, Visualization and Itegrated Discovery (DAVID) (HUANG et al., 2009). 
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4.4 Busca por genes de interesse 

A busca por genes de interesse foi anteriormente realizada por nosso grupo de 

pesquisa. Inicialmente as sequências de genes das opsinas visuais e não visuais no 

transcriptoma de Anableps anableps foram feitas utilizando o tBlastx (ALTSCHUL et al., 

1997) com e-value de e-5 (MENG et al., 2013; ZHANG et al., 2012) e representantes 

ortólogos de zebrafish (Danio rerio) (número de acesso no GenBank: 

KT008391:KT008432[pacc]). Posteriormente as sequências obtidas foram analisadas na 

plataforma TransDecoder 2.1.0 (Find Coding Regions Within Transcripts) e através da 

análise obtiveram-se as regiões codificantes candidatas. 

 

4.5 Confecção dos iniciadores para PCR 

Os iniciadores foram confeccionados com base nas sequências obtidas a partir do 

transcriptoma para as opsinas visuais (lws e rh2-1) e não visuais (opn4x1, opn4x2, opn4m3, 

tmt1b, opn5 e paranopsina). As sequências dos iniciadores usados nos experimentos de PCR 

encontram-se na tabela 3. 

 

Tabela 3: Sequências dos iniciadores usados nos experimentos de PCR. 

Gene alvo Sequência do iniciador (5' - 3') 

Rh2-1-F GCGTGGTTGAACTTGGATCTC 

Rh2-1-R AAAGGTTTTCAGCGGTTCACA 

Lws-F CCAGAAGGCTGAGAGGGAAGT 

Lws-R AGACGCAGTAAGCCAGGATCA 

Parapinopsin2-F GCTTTGTGGGAAGGAGTTGGT 

Parapinopsin2-R GACATAGTCTCCACAGTGGTCGTT 

Opn5/Neuropsin-F CGCCCCACGGAGTTCTTAT 

Opn5/Neuropsin-R GTGAGATGCCTGTTTTCTCTGTTC 

opn4m3-F TAATACGACTCACTATAGGCTCGTCTGAGGTGGTTTTAGG 

opn4m3-R ATTTAGGTGACAC TATAGTGTAGGAGCAGGGTGGAGAAG 

opn4×1 -F TAATACGACTCACTATAGCAAAGAAGGCAAC GATGTAGTGA 

opn4×1 -R ATTTAGGTGACACTA TAGACACGGATTCTATCGGCATGT 

opn4×2-F ACACGGATTCTATCGGCATGT 

opn4×2-R ATTTAGGTGACACTATAGGCGACT TCCTCATGGCTTTC3 

tmt1b-F TAATACGA CTCACTATAGCAGTGGTCGTCCGAAAATGG 

tmt1b-R ATTTAGGTGACACTATAGGCGGTTCAAAGGG ATTACTGT 
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A reação em cadeia da polimerase foi realizada utilizando os iniciadores 

confeccionados para os genes de interesse. Para o restante da solução, foram utilizados 

12.5μl da enzima GoTaq, 1μl do iniciador “forward”, 1μl do iniciador “reverse”, 2 μl do 

cDNA, 8.5 μL de água livre de nucleasse, totalizando 25μl de solução. Para a reação a 

máquina de PCR foi programada para realizar 35 ciclos. 

 
 
4.6 Confecção de sondas para hibridização in situ  

Foram selecionados 8 genes e suas sequências foram sintetizadas em pBlueScript II SK 

(+) por BioCat GmbH (Heidelberg, Alemanha). Com promotores T7 e T3 flanqueando cada 

sequência. Em seguida, foram feitas PCRs com iniciadores M13 (Reverse: 5’-

CAGGAAACAGCTATGAC-3' e Forward: 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3’) para 

amplificação dos insertos. 

Sondas antisense de RNA com sequência complementar aos genes de interesse foram 

então sintetizadas usando RNA polimerase T7 ou T3 e marcadas com DIG (marcador 

digoxigenina-dUTP) (Roche). A síntese de cada sonda de RNA foi feita em volume de 20 μL 

(0.5 μL de inibidor de RNAse, 2 μL de DTT, 2 μL de DIG, 2 μL de 10x tampão, 5 μL de produto 

da PCR, 2 μL da RNA polimerase, e 6.5 μL de água livre de nucleases). As reações foram 

deixadas por 3 horas em banho-maria à 37°C, em seguida foi adicionado 1μL de turbo DNase 

e incubado novamente à 37°C por mais 15 minutos. Depois, 30 μL de água livre de nucleases 

e 30μl de cloreto de lítio foram adicionados e a reação estocada à -20°C por 48 horas. As 

amostras foram posteriormente centrifugadas à 4°C por 30 min e o pellet ressuspendido em 

30μl de água livre de endonucleases. A concentração da sonda foi obtida por nanodrop e 

eletroforese e então mantidas a -80°C até sua utilização na hibridização in situ. 

 

4.7 Hibridização in situ: larvas e juvenil 

Os experimentos de hibridização in situ foram realizados de acordo com protocolo 

padrão (De Lima et al., 2015) com modificações. Brevemente, criosecções da cabeça de A. 

anableps (20 μm) foram acetiladas por 10 min em solução de 0.33% anidrido acético em 

água tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato), lavadas por duas vezes com 2x SSPE e 

desidratadas em 70%, 95% e 100% etanol livre de RNAse. Cada lâmina foi então 

hibridizada com uma solução (32 μl) contendo 50% formamida, 2x SSPE, 1 μg/μl BSA, 1 

μg/μl poly-A em água tratada com DEPC, e 1 μl de sonda marcada com DIG. As lâminas 

foram cobertas com lamínulas, seladas através de imersão em óleo mineral e incubadas até 

o dia seguinte à 65°C. As seções foram lavadas em clorofórmio por três vezes, 2 minutos 
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em cada vez, e brevemente em 2x SSPE para a remoção das lamínulas. Posteriormente, as 

lâminas foram incubadas em série por 1 hr e 10 min à 65°C em 2x SSPE contendo 50% 

formamida, e duas vezes em 0.1x SSPE por 30 min à 65°C. As lâminas foram lavadas 

brevemente em TNT (TN: 100mM Tris, pH 7.5; 150mM NaCl/TNT: TN + 0.3% Triton-X 

100), cada tecido foi contornado usando pap pen (Life-Invitrogen) e tamponado por 30 min 

à temperatura ambiente em 200 μL de tampão TNB (200ul TNB/slide, 1% leite desnatado). 

Em seguida, as lâminas foram incubadas até o dia seguinte em TNB com anticorpo anti-

DIG contendo uma fosfatase alcalina conjugada (TNB + 0,3% leite desnatado + anti-DIG-

AP; 1:600 dil.). Depois, as lâminas foram submetidas a duas lavagens de 15 min cada em 

TMN (100mM Tris, pH 9.5; 150mM NaCl, 0.05M MgCl2), e incubados por 1–3 dias em 

solução de detecção contendo os substratos para fosfatase alcalina: Nitro-Blue Tetrazolium 

Chloride (NBT) e 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-phosphate p-Toluidine Salt (BCIP), em 

solução de TMN com 1:1 proporção cromógena. Por fim, as lâminas foram deixadas de um 

dia para outro em água destilada para remoção dos sais, os tecidos fixados em 4% 

paraformaldeído, lavados duas vezes em água destilada, e cobertos com lamínulas usando 

meio de montagem (Cytoseal). Os cortes foram fotografados usando microscópio Nikon 

SMZ1500, com aproximação de 20x, e as imagens processadas no programa NIS-Elements 

D 4.10.01. 

 

4.8 Experimento de exposição à luz 

Foram usados neste experimento oito peixes juvenis obtidos a partir de coletas 

realizadas em Bragança, Pará, Brasil. Os espécimes foram mantidos em aquários 

individuais de vidro de 45L (com dimensões de 50cm x 30cm x 30cm - comprimento x 

altura x largura) com água limpa e expostos a um ciclo diurno e noturno de 12 horas por 

30 dias seguido de eutanásia, segundo o protocolo previamente modificado de Fuller 

(2011). Os animais foram alimentados com ração de peixe e a troca de água dos aquários 

foi realizada diariamente, alternando a troca parcial (70%) e troca total (100%) em dias 

consecutivos. Os experimentos foram realizados no Laboratório de Evolução e 

Desenvolvimento da Universidade Federal do Pará, Campus Belém-PA, de acordo com as 

normas estabelecidas pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UFPA. 

Para identificar se o padrão de expressão assimétrico de algumas das opsinas visuais 

e não visuais de A. anableps pôde ser alterado após o nascimento, foram realizadas 

hibridizações in situ, seguindo protocolo previamente descrito, para detecção da expressão 
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dos genes rh2-1 e lws (opsinas visuais) e opn4x1, opn4x2, opn4m3 e tmt1b (opsinas não 

visuais). 

 

4.9 Imunofluorescência 

A imunofluorescência foi realizada em secções de olhos de larvas (estágio 2) e 

adultos de A. anableps de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich, cat: 

B8434), com adaptações. 

Para a imunolocalização de pLamina A/C e Gama-cristalina, as secções foram 

lavadas em PBS 1X (0,01 M) por 30 minutos, permeabilizadas em 2N HCl a 37°C por 30 

minutos e lavadas em tampão de borato 0,1 M e em PBS 1X. Após foram incubadas em 

Tripsina 0,1% a 37°C por 20 minutos, seguidas de lavagem em PBS + 0,1% TWEEN 20. 

A marcação inespecífica foi bloqueada com 5% de soro normal de ovelha diluído em 

diluente (PBS 1X contendo 1% BSA e 0,5% TWEEN® 20) durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. As secções então foram incubadas com anticorpo primário (Tabela 

4) em diluente durante a noite à 4°C.  

No dia seguinte, as secções foram lavadas em PBS 1X e incubadas em solução 

contendo o anticorpo secundário anti-coelho conjugado com Alexa 488A (1:200, 

ThermoFisher Scientific, A-11001) diluído em PBS 1X durante 1 hora em temperatura 

ambiente. Foi feita nova lavagem das secções em PBS 1X e então incubadas em solução 

contendo DAPI (1:200) diluído em PBS 1X. Por fim as secções foram lavadas em PBS 1X 

e foram montadas com Fluormount com DAPI (ThermoFisher Scientific). As lâminas 

foram fotografadas em microscópio óptico confocal Zeiss LSM710, software de análise 

Zen Black. 

 
Tabela 4: Anticorpos primários utilizados nas imunofluorescências, Nº. de catálogo e concentração 
utilizada. 
 

Anticorpo Empresa/número de catálago Concentração 

pLamina A/C s382 Abcam Cat. No.  Ab58528 1:100 

Gamma-cristalina Doação 1:50 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A expressão de Lamin A/C participa do desenvolvimento ocular de Anableps anableps 

Para analisar o padrão de expressão de Lamin A/C durante o desenvolvimento ocular de 

A. anableps, utilizamos a técnica de imunofluorescência com anticorpo anti-Lamin A/C em 

cortes histológicos do olho de A. anableps em desenvolvimento (estágio 2). Em verde é possível 

observar a imunoincorporação de Lamin A/C na região perinuclear das células da córnea, 

especificamente no epitélio da córnea e estroma da córnea, já os núcleos celulares são 

mostrados em azul (DAPI) (Figura 35). 

Figura 35: Imunofluorescência para o anticorpo Anti-Lamin A/C em larvas de A. anableps. Corte transversal 
do olho em desenvolvimento de Anableps anableps (estágio 2). Regiões de marcação nuclear e perinuclear de 
células da córnea dorsal (CD) e córnea ventral (CV) mostrada em verde; núcleos celulares mostrados em azul 
(DAPI). Escala: Panorâmicas (a-h) 50 µm. 

 

Descobrimos que o marcador de envelope nuclear, Lamin A/C, está presente em várias 

células do olho em desenvolvimento de A. anableps, principalmente nas células da córnea nas 

regiões do epitélio da córnea e estroma da córnea (Figura 35a, 35c). A expressão dessa proteína 

é regulada pelo desenvolvimento embrionário, pois é considerada essencial em vários processos 

vitais nas células, como migração, homeostase, crescimento e diferenciação (IYER, 2021; 

MARTINO et al., 2018; DONNALOJA et al., 2020).  

A córnea de peixes se desenvolve rapidamente durante a embriogênese, de modo que as 

etapas subsequentes da diferenciação da córnea, como o espessamento do estroma, ocorrem de 

forma relativamente lenta. Nessa etapa, vários polipeptídeos são altamente enriquecidos no 

epitélio ou no estroma da córnea e são excelentes marcadores da diferenciação desse tecido 
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(ZHAO et al., 2006). Assim, nossas descobertas indicam que a expressão de Lamin A/C nessa 

etapa do desenvolvimento de A. anableps possa ter participação direta na proliferação e 

diferenciação celular necessária em todas as etapas da formação do olho, bem como laminas do 

tipo A são expressas durante desenvolvimento embrionário em peixes e xenopus 

(HOFEMEISTER et al., 2002; LOURIM et al., 1996; TSAI et al., 2006). Esses achados 

corroboram com o estudo realizado por Koshimizu e colaboradores (2011) que mostram que a 

Lamin A/C é expressa em múltiplos tecidos durante a desenvolvimento embrionário de 

zebrafish. De modo similar, a expressão dessa proteína também foi observada em células 

diferenciadas como a retina de zebrafish e camundongos em desenvolvimento (YANAKIEVA 

et al., 2019; AMINI et al., 2022; RAZAFSKY et al., 2013). 

 Além de participar do desenvolvimento embrionário, Lamin A/C também é expressa no 

olho Anableps anableps adulto (Figura 36). Nossos achados mostram a imunolocalização de 

Lamin A/C em células da córnea dorsal e ventral, especificamente no epitélio e no estroma da 

córnea (Figura 36a-e). Em verde é possível observar a incorporação de Lamin A/C nas bordas 

nucleares e no nucleoplasma das células do epitélio da córnea e no estroma das córneas ventral 

e dorsal (Figura 36c-g). 

 

Figura 36: Imunofluorescência para o anticorpo Anti-Lamin A/C em Anableps anableps adulto. Foi 
observada a marcação nuclear e perinuclear no epitélio da córnea (Epc) e no estroma da córnea (Esc) das regiões 
da córnea dorsal e ventral. Imunocorporação de Lamin A/C mostrada em verde; núcleos celulares mostrados em 
azul (DAPI). Corte transversal do olho adulto realizados a 20 μm. Quadrados tracejados brancos mostram a região 
em maior aproximação nas figuras de a-e. Escala: Panorâmicas (a-h) 200 µm. 
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O fato de haver marcação de Lamin A/C no nucleoplasma pode ser indício da 

funcionalidade das laminas na participação da manutenção das propriedades mecânicas da 

célula (DECHAT et al., 2008). Apesar de serem distribuídas em menores concentrações, as 

mesmas formam estruturas estáveis dentro do nucleoplasma (MOIR et al., 2000). Outros 

estudos realizados com zebrafish adulto mostram que Lamin A/C também pode ser expressa no 

envelope nuclear (KOSHIMIZU et al., 2011), o que é bastante semelhante ao padrão de 

expressão encontrado nas células das córnea dorsal e ventral de A. anableps. 

Nossos resultados mostram ainda que Lamin A/C também é expressa no epitélio da 

córnea, assim como em outros peixes e vertebrados (JOSEPH et al., 2011), o que indica que 

essas proteínas são altamente conservadas entre as espécies (KOSHIMIZU et al. 2011). 

Adicionalmente, alguns estudos mostram que diferentes tipos de tecidos epiteliais expressam 

níveis elevados de Lamin A/C por conta da proliferação celular e modulação da tensão celular 

decorrente das junções célula-célula (CHENG et al., 2021; IYER, 2021; BUXBOIM, 2017). 

Isso sugere que a expressão de Lamin A/C em células do epitélio da córnea pode ter relação 

com os achados acima, visto que as células dessa região apresentam uma grande taxa 

proliferativa devido a renovação constante deste tecido (SIMMICH et al., 2012; IKKALA et 

al., 2021; SECKER & DANIELS, 2008). Vários processos fisiológicos importantes são 

associados às laminas, como a regulação da estrutura nuclear, sinalização celular, transcrição 

gênica e diferenciação celular (SAEZ et al., 2020).  Porém, para vertebrados não-modelo, como 

o caso de A. anableps, as informações sobre a expressão de Lamin A/C são completamente 

ausentes, necessitando de estudos adicionais para ajudar a compreensão da expressão dessa 

proteína na córnea de peixes para nortear futuros estudos a esse respeito. 

 

As opsinas não visuais parapinopsin e opn5 apresentam expressão gênica simétrica na 

retina de Anableps anableps durante o estágio larval. 

Foram feitas análises de hibridização in situ para os genes parapinopsin e opn5 em olhos 

de larvas (estágio 2) (Figura 37 a-c). Observamos que para parapinopsin o padrão de expressão 

gênico é simétrico entre a retina dorsal e ventral, havendo expressão nas camadas CNE, CNI e 

CCG (Figura 37a-b). Já para o gene opn5, o padrão de expressão também é simétrico ao longo 

da retina, sendo possível identificar células que expressam esse gene nas camadas CNE, CNI e 

CCG (Figura 37c-d).  
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Figura 37- Hibridização in situ para os genes de opsinas não visuais: parapinopsin e opn5, na retina de larvas 
(estágio 2) de A. anableps. EPR (epitélio pigimentar da retina); CNE (camada nuclear externa); CNI (camada 
nuclear interna); CCG (camada das células ganglionares). Fotos: As imagens foram capturadas utilizando 
microscópio óptico com aproximação 20x e escala 0,05 mm. 

 

Nossos resultados mostraram diferenças no padrão de expressão desses genes quando 

comparamos olhos de larvas em relação a olhos de indivíduos adultos (Figuura 37 e-h).  Na 

fase adulta, parapinopsin e opn5 são expressos de forma assimétrica, nas retinas dorsal e 

ventral, exclusivamente nas camadas nucleares externa (CNE) e camadas nucleares interna 

(CNI) (MARILUZ, 2019). Neste estágio, os indivíduos estão em seu habitat natural e interagem 

com os estímulos de luz ambiente, provenientes do ambiente aéreo-aquático, o que caracteriza 

um padrão de regulação dessas opsinas diferente dos encontrados em larvas. 

Em contrapartida, uma análise realizada com Anguilla Japonica foi observada a 

expressão de opn5 na retina, porém não foi especificado em quais camadas da retina esse gene 

foi expresso.  Nesse estudo, os autores sugerem que a expressão de opn5 pode estar realacionada 

com a ação do fotoperíodo e o processo de maturação sexual dessa espécie (BYUN et al., 2020). 

Curiosamente outros estudos realizados com peixes (zebrafish, Oryzias latipes e Lepisosteus 

oculatus) mostraram o perfil de expressão espacial de subtipos de opn5 (opn5m e opn5m2) na 

retina dorsal e ventral, especificamente nas células da CCG, CNI e células horizontais (SATO 

et al., 2016). 

Ainda no mesmo estudo, a expressão de opn5m na retina dorsal e ventral do peixe 

medaka (Oryzias latipes) foram relativamente mais densos em células da camda nuclear interna 

(CNI) e em um pequeno número de células ganglionares (CCG) da região ventral. Além disso, 

os padrões de expressão opn5m e opn5m2 na retina de zebrafish também foi avaliado, sendo 

opn5m expresso apenas na retina ventral com sinais fortes em uma população esparsa da CCG 
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e sinais fracos nas células da CNI. Já Opn5m2 apresentou sinais fortes nas células horizontais 

de ambas as regiões dorsal e ventral (SATO et al., 2016). 

A expressão assimétrica de Opn5m e Opn5m2 foi observado na retina de gar manchado 

(Lepisosteus oculatus), onde a expressão de Opn5m foi detectada somente nas células da CNI 

da retina ventral. Em contraste, a expressão de Opn5m2 foi relativamente forte na retina dorsal, 

especialmente nas células da CNI, que é semelhante ao padrão de expressão de Opn5m2 visto 

na retina de zebrafish (SATO et al., 2016). 

Em resumo, a expressão de Opn5m foi mais proeminente na retina ventral do que na 

retina dorsal desses peixes. Além disso, Opn5m foi distribuído predominantemente na CNI e 

na CCG, o que geralmente é consistente com o padrão de expressão de Opn5m de outros 

vertebrados. A expressão de Opn5m e Opn5m2 nas células retinais deste estudo são similares 

aos encontrados nas retinas dorsal e ventral de A. anableps, bem como a simetria de opn5m2 da 

retina de zebrafish e Oryzias latipes (Tabela 5). 

 
Tabela 5: Comparação do padrão de expressão de parapinopsin e opn5 e seus subtipos nos modelos estudados e 
disponiveis na literatura. 
 

 

Organismo 

 

Fase do 

desenvolvimento 

 

Opn5 

 

Parapinopsin 

Retina dorsal Retina 
ventral 

Retina 
dorsal 

Retina 
ventral 

Zebrafish 
(Sato et al., 2016) 

 

Adulto  opn5m - - 
- CCG, CNI - - 

opn5m2 - - 

Células 
horizontais 

Células 
horizontais 

- - 

Oryzias latipes 
(Sato et al., 2016) 

Juvenis  CNI CNI  - - 

Lepisosteus 
oculatus (Sato et 

al., 2016) 

Adulto  opn5m - - 

- CNI - - 

opn5m2 - - 

CNI - - - 

Anguilla Japonica 
(Byun et al., 

2020) 

Adulto  opn5 - - 
Retina 

(camadas não 
especificadas) 

Retina 
(camadas não 
especificadas) 

A. anableps 
 

Larva  
 

CNE, CNI, 
CCG. 

CNE, CNI, 
CCG. 

CNE, CNI 
e CCG. 

CNE, CNI 
e CCG. 

A. anableps 
(Mariluz, 2019). 

Juvenil/adulto  
 

- CNE, CNI - CNE, CNI 
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Devido a escassez de dados disponíveis na literatura atual sobre a expressão de opn5 e 

paranopisin na retina de peixes a comparação dos resultados atingidos neste trabalho é 

dificultosa, necessitando que mais pesquisas a respeito sejam realizadas para mostrar então um 

desfecho comum a partir dos métodos e modelo utilizados. 

 

Variações na exposição à luz alteram o padrão de expressão gênica de opsinas visuais na 

retina de A. anableps juvenil 

Sabe-se que em A. anableps juvenis encontrados na natureza, o padrão de expressão das 

opsinas visuais Rh2-1 e Lws ocorre exclusivamente nas regiões ventral e dorsal da retina, 

respectivamente (Figura 38 a-d) (PEREZ et al., 2017; OWENS et al., 2012). 

Os resultados desta análise mostraram alterações no padrão de expressão gênica de Rh2-

1 após a manipulação da incidência de luz, alterando a água turva onde o A. anableps é 

normalmente encontrado e substituindo-a por água limpa. A expressão de Rh2.1 tornou-se 

uniformemente expressa em toda a retina, essa simetria permite que o olho de A. anableps 

otimize a absorção de diferentes comprimentos de onda provenientes dos ambientee aéreo e 

aquático (Figura 38e-f). Já expressão de Lws após o mesmo experimento permaneceu inalterada 

e restrita às células fotorreceptoras da retina dorsal (Figura 38g-h).  

 
Figura 38: Padrão de expressão gênica de opsinas visuais em A. anableps após 30 dias de exposição em água 
limpa. Hibridização in situ para genes de opsinas visuais (Rh2-1 e Lws) na retina de indivíduos juvenis de A. 
anableps em ambiente controlado (e-f). EPR (epitélio pigmentar da retina); SI/SE (segmento externo e segmento 
interno dos fotorreceptores). Fotos: As imagens foram capturadas utilizando microscópio óptico com aproximação 
20x e escala 0,05 mm. 
 

A assimetria na expressão de opsinas visuais vista em A. anableps possibilita a esta 

espécie absorver comprimentos de ondas provenientes de estímulos luminosos de dois 

ambientes completamente diferentes ao mesmo tempo. A presença de Lws na retina dorsal de 
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A. anableps é similar ao padrão de expressão observado em guppies e J. onca, espécies que 

pertencem a mesma família de A. anableps, mas que possuem visão estritamente aquática 

(WINDSOR & OWENS, 2009; OWENS et al. 2012). 

Em zebrafish e guppies, os padrões de expressão dos diferentes subtipos de opsinas Rh2 

e Lws variam de acordo com o estágio de desenvolvimento e região da retina. Apesar de ambas 

espécies permanecerem com olhos submersos, zebrafish é ovíparo e tem todo o 

desenvolvimento embrionário fora do corpo da fêmea, já guppies são vivíparos, assim como A. 

anableps, e possuem desenvolvimento embrionário dentro da barriga da fêmea (TAKECHI & 

KAWAMURA, 2005; OWENS et al., 2012). 

Sabe-se que larvas de A. anableps ainda dentro da barriga da fêmea possuem Lws e Rh2-

1 expressas na retina de forma assimétrica (PEREZ et al., 2017). Apesar da assimetria ser 

determinada por fatores genéticos durante o desenvolvimento embrionário, foi possível alterar 

o padrão de expressão de Rh2-1 com variação no estímulo luminoso externo, entretanto o 

mesmo não ocorreu com o gene Lws. Esses achados indicam que a expressão de opsina na retina 

pode mudar em resposta a diferentes estímulos de luz (CHENG & FLAMARIQUE, 2004; 

SHAND., et al., 2008; PEREZ et al., 2017).  

Vários estudos apontam que os níveis de expressão de opsinas estão sujeitos à 

plasticidade fenotípica (FULLER et al., 2005; SHAND et al., 2008; VEEN et al., 2017). A 

exemplo disso, achados de Sakai e colaboradores (2016) avaliaram por qPCR a expressão de 

opsinas visuais em guppies (Poecilia reticulata) em desenvolvimento sob diferentes condições 

de luz, confirmando alterações plásticas na opsina Lws, o que sugeriu que a expressão dessa 

opsina, caracterizadas por sensibilidade a comprimentos de onda longos, pode lhes conferir 

vantagens para aquisição de alimentos e eversão de predadores em ambientes aquáticos. 

Ainda neste quesito, indivíduos que habitam ambientes de baixa predação expressam 

maiores níveis de opsina Lws do que aqueles que habitam ambientes de alta predação 

(SANDKAM et al., 2013). Estudos realizados por qPCR com Lucania goodei e ciclídeos no 

Lago Malawi mostraram que os níveis de expressão de opsinas também podem mudar de acordo 

com as diferentes condições ambientais (FULLER et al., 2005; HOFMANN et al., 2010). O 

mesmo acontece com as espécies Ostorhinchus cyanosoma, Pomacentrus amboinensis e 

Pomacentrus moluccensis, onde a expressão de opsinas pode ser modulada de acordo com 

mudanças espectrais do ambiente (LUEHRMANN et al., 2018).  

Os habitats de organismos marinhos, especialmente peixes, variam em profundidade e 

região, desde áreas de água doce até áreas salobras. As condições de luz desses lugares são 

diferentes em termos de turbidez, cor e brilho (BOWMAKER, 2008). 
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Diferenças na plasticidade fenotípica de opsinas visuais também foram encontradas em 

espécies do gênero Pundamilia que habitam as ilhas Mako e Anchor (águas mais claras) em 

relação das ilhas Python e Kissenda (águas com maior turbidez). Para analisar como diferentes 

mecanismos de ajuste visual contribuem para a adaptação visual, foi quantificado por qPCR o 

perfil de expressão de opsinas visuais em Pundamilia pundamilia e Pundamilia nyererei. 

A expressão de Lws não diferiu entre as espécies P. pundamilia e P. nyererei provenientes das 

ilhas Mako e Anchor (águas mais claras) em relação às ilhas Python e Kissenda (águas com 

maior turbidez) (WRIGHT et al., 2019). Esses resultados seguem o padrão geral de outros 

peixes, onde a alta expressão de Lws tende a ocorrer em ambientes turvos (EHLMAN et al., 

2015; TORRES-DOWDALL et al., 2017).  

 De modo similiar, as mudanças na regulação da expressão de opsinas visuais vistas em 

A. anableps mostram que a luz pode modular a expressão de lws e rh2-1 causando 

deslocamento do domínio de expressão de rh2-1, antes restrito à retina ventral, expandindo-o 

para toda a retina. Esses achados mostram que a variação da expressão de opsinas visuais pode 

contribuir para o ajuste visual da espécie, assim como mostrado em outros peixes que habitam 

águas turvas. 

Experimentos de RT-qPCR com a espécie Lucania goodei foram realizados para 

verificar a expressão das opsinas Sws1, Sws2b, Sws2a, Rh2-1 e Lws após tratamentos de 

iluminação diferentes com água limpa vs água manchada de chá. Após quatro semanas de 

monitoramento foi observado que a expressão de quase todas as opsinas, exceto Sws1, 

aumentou sob a condição turvas provenientes de chá (FULLER & CLARICOATES, 2011). 

No mesmo estudo cogitações que explicassem a mudança das opsinas foram levantadas, 

relacionando a distribuição e variação dos cones, que podem ser alterados de acordo com a 

iluminação ambiente. Outra possibilidade seria que a densidade do fotopigmento pudesse ser 

alterado. Por fim, foi proposto que a expressão da opsina pudesse interferir na dinâmica da 

reciclagem de fotopigmentos com os cones desprendo-se continuamente dos segmentos 

externos e gerando novos fotopigmentos (FULLER & CLARICOATES, 2011). 

 

Variações na exposição à luz alteram o padrão de expressão gênica de opsinas não visuais 

na retina de A. anableps juvenil. 

A análise do padrão de expressão espacial de opsinas não visuais de três tipos de 

subfamília de genes de melanopsina, opn4x1, opn4x2, opn4m3, e um tipo de opsina de tecido 

múltiplo teleósteo, tmt1b, foi realizada através de hibridização in situ após os 30 dias 

submetidos à ambiente controlado com luminosidade dentro e fora d’água. Os resultados 
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mostraram que os genes de opsinas não visuais apresentaram um padrão diferente de expressão 

em relação a indivíduos encontrados na natureza (Figura 39h-p). 

 
Figura 39. Padrão de expressão gênica de opsinas não visuais em A. anableps após o período de exposição à 
luz dentro em ambiente controlado. Hibridização in situ para genes de opsinas não visuais (opn4m3, opn4x1, 
opn4x2 e tmt1b) na retina de indivíduos juvenis de A. anableps sob condições de luminosidade controlado. EPR 
(epitélio pigmentar da retina); SE/SI (segmento externo e segmento interno dos fotorreceptores); CNE (camada 
nuclear externa); CNI (camada nuclear interna); CCG (camada de cúlas ganglionares). Fotos: As imagens foram 
capturadas utilizando microscópio óptico com aproximação 20x e escala 0,05 mm. 
 

Foi observado um padrão de expressão simétrico para opn4x1, tanto na porção ventral 

e dorsal da retina de A. anableps, especificamente nas camadas nucleares externa (CNE) e 

camadas nucleares internas (CNI) (Figura 39h-i). Esses resultados são semelhantes aos 

encontrados em larvas, porém na fase adulta o padrão de expressão de opn4x1 é encontrado 

somente na porção ventral da retina (Figura 39b) (ARAÚJO, 2018).  

Esses achados indicam que A. anableps exibe um grande potencial para modular sua 

visão de acordo com ambiente, indicando um fenômeno de plasticidade fenotípica, 

particularmente durante o desenvolvimento, pois permite que esse organismo ajuste sua visão 

rapidamente a diferentes condições ambientais (PIGLIUCCI et al., 2006). 
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Em contrapartida, não foi detectada por hibridização in situ a expressão de opn4x2 na 

retina desses indivíduos após o tratamento realizado (Figura 39j-l). Diferente do observado em 

indivíduos encontrados na natureza, que expressam opn4x2 somente na retina ventral (Figura 

39d) (ARAÚJO, 2018).  

Em zebrafish, o perfil da expressão gênica das melanopsinas foram identificadas por 

HIS em diferentes regiões da retina (MATOS-CRUZ et al., 2011). Vale ressaltar que algumas 

opsinas desse grupo têm sido associadas à regulação da fototaxia negativa em larvas de 

zebrafish (FERNANDES et al., 2012). No entanto, em peixes e outros vertebrados não 

mamíferos a expressão de melanopsinas em vários tipos de células neuronais pode influenciar 

diretamente na função retiniana de maneira dependente e independente das células ganglionares 

retinais intrinsecamente fotossensíveis (MATOS-CRUZ et al., 2011). Ainda de acordo com o 

mesmo autor, a expressão das melanopsinas pode ocorrer nas células ganglionares, bem como 

em interneurônios das camadas nucleares internas da retina de zebrafish. 

Em peixes teleósteos, opn4x1, opn4x2 e opn4m3 é expresso ao longo de toda retina 

(DAVIES et al., 2011). Em A. anableps após o experimento que manteve os indivíduos em 

água clara, a expressão de opn4m3 foi detectável de forma assimétrica na retina ventral (nas 

camadas nuclear interna e externa) (39m-n), exibindo um padrão semelhante aos de indivíduos 

adultos encontrados na natureza que expressam esse gene na da retina ventral (Figura 39e-f). 

Esses achados divergem na fase larval, onde opn4m3 não é detectável no olho de A. anableps 

(ARAÚJO, 2018).  

Por fim, a expressão simétrica do gene tmt1b também foi observada ao longo de toda a 

retina de A. anableps após o experimento previamente descrito, não havendo diferenças entre 

as regiões dorsal e ventral deste tecido (Figura 39o-p). Em contrapartida, quando comparamos 

a expressão de tmt1b em olhos juvenis de A. anableps encontrados no ambiente natural, a 

expressão desse mesmo gene se mostra assimétrico (MARILUZ, 2019). Esses achados mostram 

que tmt1b é modulado conforme a mudança de luz de ambientes com alta turbidez para 

ambientes com águas claras. 

O perfil de expressão de tmt1b na retina ventral também pode estar relacionada com a 

captação de luz do meio atmosférico ou até mesmo alteração do cromóforo e da sequência 

proteica da opsina (CARLETON, 2009; KOYANAGI et al., 2015; SATO et al., 2016; CHEN 

et al., 2001). A opsina Tmt é expressa em varios tecidos neurais e não neurais, incluindo uma 

linhagem de células embrionárias de zebrafish que está associada com a regulação fótica dos 

relógios periféricos (MOUTSAKI et al., 2003; CAVALLARI et al., 2011). Uma vez que a 

opsina Tmt é distribuída em muitos tecidos, incluindo órgãos internos nos quais se pensa que a 
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luz dificilmente penetre em muitos vertebrados, a opsina Tmt pode, possivelmente, ter funções 

fotorreceptoras e não fotorreceptoras (SAKAI et al., 2015; FISCHER et al., 2013). 

Em medaka (Oryzias latipes), foi investigado por hibridização in situ a expressão da 

opsina opn3/Tmt na retina e no cérebro, sendo que tmt1b foi detectado nas camadas nucleares 

interna da retina ventral e dorsal. O padrão de expressão dessas opsinas sugerem que a detecção 

de luz na retina e no cérebro de peixes pode estar envolvida na integração de entradas visuais, 

função vestibular, somatossensorial e regulação endócrina pituitária (SATO et al., 2021).  

O mesmo autor reporta que a entrada direta de luz no lobo caudal do cerebelo regula a 

integração da visão e as entradas mecanossensoriais através das opsinas Tmt em medaka, em 

contrapartida a expressão de tmt1a, tmt1b e tmt2 na região cerebral pode também estar 

relacionada ao sensor térmico no cérebro (SATO et al., 2021). Além disso foi investigado o 

papel funcional de tmt1b e tmt2, com ambas compartilhando características do padrão de 

expressão e sensibilidade espectral (FISCHER et al., 2013; SATO et al., 2021).  

Nesse sentido, especulamos que as mudanças induzidas pela luz na expressão de opsinas 

não visuais podem ser devido a regulação indireta de opsinas visuais nas células fotorreceptoras 

da retina. Evidências sugerem que a plasticidade da expressão gênica parece ser crucial para a 

adaptação do sistema sensorial às condições ambientais dos organismos (LUEHRMANN et al., 

2018). 

Nosso estudo mostrou que há plasticidade na expressão de opsinas na retina de A. 

anableps podendo esta ser modulada por mudanças espectrais e de intensidade na luz ambiental. 

Tais ajustes de expressão podem permitir uma rápida adaptação do sistema visual em ambientes 

de diferentes profundidade e luminosidade ou variabilidade sazonal. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos nesta tese mostraram que a expressão de Lamin A/C em larvas 

e adultos é similar ao encontrado em outros organismos. Assim, supomos que a expressão 

de Lamin A/C possa ter participação direta na proliferação e diferenciação celular 

necessária em todas as etapas da formação do olho. 

Nossos resultados mostraram também que a expressão de opsinas visuais lws e rh2-

1 é estabelecida sem estímulos de luz ambiente antes do nascimento. No entanto, mudanças 

induzidas pela luz podem modular a expressão de rh2-1 e causar um deslocamento do 

domínio de expressão, antes restrito à retina ventral, para ser expandido para toda a retina. 

Quanto às opsinas não visuais parapinopsin e opn5, observou-se serem expressas de 

forma simétrica na retina de A. anableps, sugerindo que a espécie em questão modula as opsinas 

envolvidas em diferentes funções fisiológicas reguladas pela luz. As opsinas não visuais 

também apresentaram expressão assimétrica na camada nuclear da retina em peixes 

juvenis. Embora estabelecidas apenas após o nascimento, as mudanças na iluminação do 

ambiente provocaram um deslocamento nos domínios de expressão de opn4x1, opn4m3 e 

tmt1b, sugerindo que tanto as opsinas visuais quanto as não visuais podem ser moduladas 

por mudanças na incidência fótica. 

Portanto, o controle regulatório da expressão de opsinas no olho do A. anableps é 

complexo e compartimentalizado nas retinas dorsal e ventral, observando mudanças em 

períodos de 30 dias. Ainda assim nossos resultados não excluem a possibilidade de que 

mudanças no padrão de expressão de genes de opsina possam ocorrer em um período mais 

curto.  

Dados adicionais no futuro devem fornecer novos insights sobre o entendimento da 

base genética da duplicação ocular e os mecanismos regulatórios por trás da sub 

funcionalização da retina no peixe de quatro olhos Anableps anableps. 
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ANEXO 

 
Parte dos resultados preliminares apresentados nesta tese foram publicados em 29/09/2022 na 
revista Frontiers in Neuroscience. 
 
Referência: SALGADO, D.; MARILUZ, B.R.; ARAUJO, M.; LORENA, J.; PEREZ, L.N.; 
RIBEIRO, R.D.L.; SOUSA, J.D.F.; SCHNEIDER, P.N. Light-induced shifts in opsin gene 
expression in the four-eyed fish Anableps anableps. Frontiers in Neuroscience. V. 16, 
p.:995469, 2022. doi: 10.3389/fnins.2022.995469 
 
As próximas páginas contêm o artigo completo. 
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The development of the vertebrate eye is a complex process orchestrated

by several conserved transcriptional and signaling regulators. Aside from

partial or complete loss, examples of exceptional modifications to this

intricate organ are scarce. The unique eye of the four-eyed fish Anableps

anableps is composed of duplicated corneas and pupils, as well as specialized

retina regions associated with simultaneous aerial and aquatic vision. In a

previous transcriptomic study of the A. anableps developing eye we identified

expression of twenty non-visual and eleven visual opsin genes. Here, we

surveyed the expression territories of three non-visual melanopsins genes

(opn4×1, opn4×2, opn4m3), one teleost multiple tissue opsin (tmt1b) and

two visual opsins (lws and rh2-1) in dorsal and ventral retinas. Our data

showed that asymmetry of non-visual opsin expression is only established

after birth. During embryonic development, while inside pregnant females, the

expression of opn4×1, opn4×2, and tmt1b spans the whole retina. In juvenile

fish (post birth), the expression of opn4×1, opn4×2, opn4m3, and tmt1b genes

becomes restricted to the ventral retina, which receives aerial light. Raising

juvenile fish in clear water instead of the murky waters found in its natural

habitat is sufficient to change gene expression territories of opn4×1, opn4×2,

opn4m3, tmt1b, and rh2-1, demonstrating that different lighting conditions

can shift opsin expression and potentially contribute to changes in spectral

sensitivity in the four eyed fish.
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Introduction

Change in environmental light is an important driving force
for the diversity of visual systems in vertebrates. Aquatic animals
occupy a great range of visual environments and have evolved
adaptations to increase sensitivity to the availability of light
(Collin, 2009). Evolutionary and developmental adaptations
to the visual system have ensured success in avoiding
predation, establishing feeding behavior and finding sexual
partners (Jeffery, 2020; Thomas et al., 2020). For example,
cichlid fishes show a versatile visual system with a complex
sensory plasticity that regulates reproductive, feeding, and
social behavior (Butler et al., 2019; Maruska and Butler, 2021).
Substantial changes to the general structure of the vertebrate
eye are rare, and include total or partial loss of the eyes, as
seen in cavefishes, and the specialized retinas of the deep-
water fish (Warrant and Locket, 2004; Biagioni et al., 2016;
Lunghi et al., 2019).

Attempt in eye duplication is a rare event observed in only
a few fish lineages such as Dialommus fuscus and Dialommus
macrocephalus, also known as “Rockskipper,” these fish are
terrestrial predators and have a vertically split cornea that allows
them to remain upright with one cornea in and the other
out of the water. In addition, Bathylychnops exilis, inhabits
depths between 600 and 3,000 ft, and has an auxiliary globe
in addition to the main eyeball directed toward the ocean
floor (Schwab et al., 2001). Species from the genus Anableps
are also a remarkable example of extreme adaptation of the
visual system. With a partially duplicated eye, simultaneous
aerial and aquatic vision, and a single optic nerve, Anableps
consists in a unique model to understand the genetic bases of
eye duplication (Figure 1A; Schwab et al., 2001; Owens et al.,
2012; Perez et al., 2017).

Morphological innovations to the visual system require
molecular changes in photoreception regulation. The
distribution of photoreceptor cells and the composition of
rods and cones play an important role in spectral sensitivity in
teleost fish (Okano et al., 1994; Collin, 2009; Sato et al., 2018).

Membrane proteins known as visual opsins are present in
retina cells and act as light sensors. Coupled with chromophores,
these proteins mediate light detection and the initiation of visual
processing in the photoreceptor cells (Wald, 1968; Yokoyama,
2000). Conversely, non-visual opsins, although expressed in the
inner retina among other tissues in the vertebrate body, do not
participate directly in image formation and instead respond to
light by activating a series of non-visual sensory responses. In
fish, these proteins are present in the pineal complex, epidermal
photoreceptors and in the retina nuclear layers and play an
important role in light detection, neural development and
control of the circadian rhythm (Okano et al., 1994; Kojima and
Fukada, 1999; Van Gelder, 2001; Peirson et al., 2009).

The melanopsins are the most widely studied non-visual
opsins (Peirson et al., 2009; Diaz et al., 2016; Van Gelder

FIGURE 1

The Anableps anableps. (A) Anableps anableps female specimen,
dorsal close-up view of the A. anableps head and part of the
body. (B) Schematic of the A. anableps eye showing the water
line and asymmetric gene expression of lws and rh2-1 genes in
the dorsal and ventral retinas, respectively. Dorsal (D), Di ( Distal),
V (Ventral), and Pr (Proximal).

and Buhr, 2016; Guido et al., 2020). In zebrafish (Danio
rerio), expression of opn4×1a, opn4×1b, and opn4m3 are
detected in horizontal, bipolar and amacrine cells while a
small subgroup of retinal ganglion cells expresses opn4×1
and opn4m3. The expression of opn4m3 was also detected
in the zebrafish retinal pigment epithelial (RPE) (Davies
et al., 2011). In the retina cells of salmon fish (Salmo
salar), five melanopsin genes were observed: opn4×1a and
opn4×1b, opn4m1a1, opn4m1a2, and opn4m2 (Sandbakken
et al., 2012). The non-visual opsin multiple tissue of teleosts
(tmt) is expressed in the eyes, brain, liver, kidneys, and
heart of fugu (Fugu rubripes) and zebrafish and in the brain
and eyes of medaka (Oryzias latipes) (Moutsaki et al., 2003;
Fischer et al., 2013). Previous studies have demonstrated
that tmt1 and tmt2 opsins act as a blue light-sensitive
Gi/Go-coupled receptors but exhibited spectral properties and
photo-convertibility of the active state different from each
other (Diaz et al., 2016; Guido et al., 2020). While non-
visual opsins are expressed in the retina cells of many
fish species, the exact role of these proteins and their
physiological functions remain to be elucidated (Diaz et al.,
2016; Guido et al., 2020).

Asymmetric gene expression of opsin genes is another way
of modulating visual sensitivity, and this mechanism plays
an important role in the diversification of visual pigments
in fish, leading to changes in spectral sensitivity (Hofmann
and Carleton, 2009; Hauser and Chang, 2017). In addition,
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modulation of spectral sensitivity could also occur as part of
a short-term plastic response to environmental changes, as
observed in the eyes of the four eyed fish Anableps anableps.

Anableps are livebearers; female fish give birth to fully
developed progeny, similarly to mammals. Previous work from
our group has shown that the establishment of asymmetric
expression of visual opsins (rh2-1 and lws) occurs prior to
birth and is independent of photic input, suggesting that it is
genetically programmed (Perez et al., 2017). Here, we show
that opn4×1, opn4×2, and tmt1b are expressed symmetrically
in the entire retina of the developing eye of the A. anableps
during larval stages. In the juvenile fish, tmt1b, opn4×1,
opn4×2, and opn4m3 shift the expression domain and become
restricted to the ventral retina. A. anableps inhabit murky
waters of the Amazon River and its tributaries (Supplementary
Video 1). However, when animals were maintained in aquaria
with clear water, we observed loss of opn4×2 expression
in the retina, and a shift in opn4×1, opn4m3, and tmt1b
expression domains, from being restricted to the ventral retina,
to being expanded dorsally and occupying the entire retina,
recapitulating the expression pattern of the developing eye
during larval stages.

Materials and methods

Sample collection

Specimens of A. anableps were collected by seine net in two
locations: Abaetetuba, Pará, Brazil (1◦42′24.9′′S 48◦53′46.4′′W)
and Bragança, Pará, Brazil (0◦53′27.6′′S 46◦39′21.9′′W).
Animals were euthanized using MS-222 (Sigma-Aldrich Corp.,
Milwaukee, WI, USA) followed by decapitation.

Histological analysis

Eyes of wild-caught A. anableps juvenile (up to 15 cm
long) and larvae were collected and flash frozen in Tissue-
Tek R© O.C.T TM embedding medium (Sakura Finetek USA Inc.,
Torrance, CA, USA). Sagittal cryosections (20 µm) of the eyes
were obtained using CM1850 UV cryostat (Leica Biosystems
Nussloch GmbH, Nussloch, BW, Germany) and collected on
ColorFrost Plus microscope slides (Thermo Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, USA), fixed in 3% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) and stored at −80◦C for
further use.

Lighting environment conditions

Eight juvenile fish were kept in a 75 Gallon glass aquarium
with UV filter and standard fluorescent light (40 watts);

FIGURE 2

Non-visual opsin gene expression in the larval retina of Anableps
anableps. In situ hybridizations for opn4×1 (A,B), opn4×2 (C,D),
opn4m3 (E,F), and tmt1b (G, H) were performed in eyes of larvae
collected before birth. Sections of the dorsal retina are on the
left, and ventral retina to the right. ONL, outer nuclear layer; INL,
inner nuclear layer; GCL, ganglion cell layer. Scale bars:
0.05 mm.

fish were kept in dechlorinated tap water at 28◦C with
aeration and biological and mechanical filtration and fed
daily with fish ration. Fish were exposed to a day and
night cycle of 12 h for 30 days followed by euthanasia,
according to Fuller and Claricoates (Fuller and Claricoates,
2011; Supplementary Video 2).

Sagittal sections (20 µm) were obtained using CM1850
UV cryostat (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
BW, Germany), placed on ColorFrost Plus microscope slides
(Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA) and stored at
−80◦C for further use. Eight wild-caught juvenile fish were used
as control for these experiments.

Riboprobe synthesis

To produce riboprobes for in situ hybridization for the
genes opn4m3, opn4×1, opn4×2, and tmt1b, we adapted a PCR-
based technique for the preparation of riboprobe templates
(David and Wedlich, 2001). First, vectors containing target
gene sequences were synthesized in pBlueScript II SK(+) by
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BioCat GmbH (Heidelberg, Germany). Next, these vectors
were used as a template on a PCR reaction. The T7 promoter
sequence was included at the 5′ end of each gene-specific
forward primer, whereas the SP6 promoter sequence was added
to the 5′ end of each gene-specific reverse primer. The resulting
amplicons for each target gene were subsequently used as
template for sense (T7) or antisense (SP6) riboprobe synthesis.
Primers (with promoter sequences underlined) were: opn4m3-
Forward: 5′ TAATACGACTCACTATAGGCTCGTCTGAG
GTGGTTTTAGG 3 and reverse: 5′ ATTTAGGTGACAC
TATAGTGTAGGAGCAGGGTGGAGAAG 3′, opn4×1-
Forward: 5′TAATACGACTCACTATAGCAAAGAAGGCAAC
GATGTAGTGA 3′ and reverse: 5′ ATTTAGGTGACACTA
TAGACACGGATTCTATCGGCATGT 3′, opn4×2-Forward: 5′

TAATACGACTCACTATAGCCATTCCTTGTAGAGGCAGTT
GATA 3′ and reverse: 5′ ATTTAGGTGACACTATAGGCGACT
TCCTCATGGCTTTC3′, tmt1b-Forward: 5′ TAATACGA
CTCACTATAGCAGTGGTCGTCCGAAAATGG 3′ and
reverse: 5′ ATTTAGGTGACACTATAGGCGGTTCAAAGGG
ATTACTGT 3′.

To produce riboprobes for the visual opsins lws and
rh2-1, we used as templates vectors previously described
(Perez et al., 2017). The pCRII-TOPO vector (Thermo Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, USA) containing the target gene
sequence was used as a template in a PCR reaction with M13
forward (5′ TAAAACGACGGCCAG-3′) and M13 reverse
(5′-CAGGAAACAGCTATGAC 3′) primers. The resulting
amplicon contained the sequence of the gene of interest
flanked by an upstream T7 promoter and a downstream SP6
promoter. Sense and antisense probes were produced using T7
and SP6 RNA polymerases, respectively. Riboprobe reaction
was performed using DIG-labeling mix (Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim, BW., GER.) and according
to manufacturer’s protocol (mMESSAGE mMACHINE
Transcription kits, Ambion, Carlsbad, CA, USA).

In situ hybridization

In situ hybridization was performed according to previously
established protocol (Lovell et al., 2013; Carleton et al., 2014;
De Lima et al., 2015). Cryosections from heads A. anableps
specimens were acetylated for 10 min in a solution of 0.33%
acetic anhydride in DEPC-treated water, rinsed with 2× SSPE
buffer (0.02 M EDTA and 2.98 M NaCl in 0.2 M phosphate
buffer) and dehydrated in 70, 95, and 100% RNase-free ethanol.
Each section was then hybridized with a solution (32 µL)
containing 50% formamide, 2× SSPE, 1 µg/µl BSA, 1 µg/µL
poly(A) (Sigma-Aldrich Corp., Milwaukee, WI, USA) in DEPC-
treated water, and 1 µL of the DIG-labeled riboprobe. Slides
were cover slipped, sealed by immersion in mineral oil, and
incubated overnight at 65◦C. Next, sections were rinsed in
chloroform, de-cover slipped in 2× SSPE, and incubated serially

in 2× SSPE/50% formamide, and in 0.1× SSPE at 65◦C.
Sections were then blocked for 30 min at RT in blocking
buffer with 1% skim milk and incubated overnight with an
alkaline phosphatase-conjugated anti-DIG antibody (Roche
Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, BW, Germany)
Slides were washed twice for 15 min in TMN (100 mM
Tris, pH 9.5; 150 mM NaCl, 0.05 M MgCl2), and incubated
in a detection solution containing the alkaline phosphatase
substrates Nitro-Blue Tetrazolium Chloride (NBT) (Roche
Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, BW, Germany).
and 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-phosphate p-Toluidine Salt
(BCIP) (Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim,
BW, Germany) Slides were washed overnight, fixed in 4%
paraformaldehyde (dissolved in PBS) and cover slipped with
Cytoseal (Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). Slides
were imaged using a Nikon SMZ1500 microscope and processed
on NIS-Elements D 4.10.01 program (Nikon Instruments Inc.,
Melville, NY, USA).

Results

Non-visual opsins are expressed
symmetrically in the developing eye of
Anableps anableps prior to birth

Our previous work identified twenty non-visual and eleven
visual opsins expressed during the development of the eye in
the four-eyed fish (Beaudry et al., 2017; Perez et al., 2017).
Here, in situ hybridization was performed to examine the
expression domains of three types of melanopsin subfamily
of genes, opn4×1, opn4×2, opn4m3, and one type of teleost
multiple tissue opsin, tmt1b, in the developing retina of pre-
birth larvae. Our results showed that opn4×1, opn4×2, and
tmt1b are expressed uniformly in the outer nuclear layer (ONL),
inner nuclear layer (INL), and ganglion cell layer (GCL) in
both dorsal and ventral regions of the retina (Figures 2A–
D,G,H). The expression of opn4m3 was not detected by in situ
hybridization at stage 5 (Figures 2E,F).

Expression domains of visual and
non-visual opsins change upon
different lighting conditions in juvenile
Anableps anableps

We have previously shown that in the A. anableps,
asymmetric expression of lws and rh2.1 in the dorsal and ventral
regions of the retina, respectively, is established prior to birth
in photoreceptor cells (Perez et al., 2017). Here, we wanted to
investigate the plasticity of visual and non-visual opsins in the
retina upon changes in environmental lighting. To this end,
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FIGURE 3

Non-visual opsin gene expression in the juvenile retina of Anableps anableps. In situ hybridizations of opn4×1 (A–D), opn4×2 (E–H), opn4m3
(I–L), and tmt1b (M–P) were performed in A. anableps’ eyes from wild-caught juvenile fish under natural light conditions (A,B,E,F,I,J,M,N) and
juveniles that were kept for 30 days in light exposure from above and below the water (C,D,G,H,K,L,O,P). The panel shows sections of the dorsal
retina and ventral retina. ONL, outer nuclear layer; INL, inner nuclear layer; GCL, ganglion cell layer; IS, photoreceptor inner segments; OS,
photoreceptor outer segments. Scale bars: 0.05 mm.

juvenile fish were maintained in clear water for 30 days and
surveyed for visual and non-visual opsin gene expression using
RNA in situ hybridization.

In wild-caught juvenile A. anableps found in murky river
water, the expression of opn4×1 (Figures 3A,B) and opn4×2
(Figures 3E,F) is restricted to the ONL and INL of the ventral
retina while opn4m3 and tmt1b are expressed in the INL,
ONL and GCL of the ventral retina (Figures 3I,J,M,N). We
next used a 30-day light-induced cycle and assayed opsin gene
expression. Our results showed that expression of opn4×1 and
tmt1b, restricted to the ONL and INL in the ventral retina in
wild-caught fish, expands to the ONL, INL and GCL in the
dorsal retina (Figures 3C,D,O,P); opn4×2 expression is lost
in the entire retina (Figures 3G,H) while opn4m3 expression
becomes sparse in the ONL, INL and GCL of the ventral retina
(Figures 3K,L).

We next assayed the lws and rh2-1 visual opsins, which show
expression domains restricted to the dorsal and ventral retinas,
respectively (Perez et al., 2017). Upon light-induced exposure,
in situ hybridization showed that lws expression remained in
the photoreceptor layer of the dorsal retina, however, rh2-1
expression expanded to the photoreceptor layer of ventral and
dorsal retina territories (Figures 1B, 4A–D for reference).

Altogether, our results show that lws and rh2-1 visual
opsin expression is established without environmental light
stimuli, prior to birth. However, changes in light input can
modulate the expression of rh2-1 and cause a shift the expression

FIGURE 4

Gene expression of visual opsins in the retina of juvenile A.
anableps under light stimuli for 30 days. In situ hybridizations of
rh2-1 (A,B) and lws (C,D) in dorsal and ventral retinas from
juveniles of A. anableps. Scale bars: 0.05 mm.

domain, from being restricted to the ventral retina, to being
expanded to the entire retina. Non-visual opsins also show
asymmetric expression in the nuclear layer of the retina in
juvenile fish. Although established only after birth, changes
in the environmental lighting caused a shift in the expression
domains of opn4×1, opn4m3, and tmt1b, suggesting that both
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visual and non-visual opsins can be modulated by changes in
the photic input.

Discussion

In this work, we surveyed the expression of three
melanopsins opn4×1, opn4×2, opn4m3, and one tmt1b in the
nuclear layers of the A. anableps retina. The spatial pattern
observed pre-birth diverges from that seen in free-swimming
juvenile individuals, which express opn4×1 and opn4×2 in the
ONL and INL of the ventral retina while opn4m3 and tmt1b are
expressed in the INL, ONL and GCL of the ventral retina.

In zebrafish, melanopsin genes are expressed in different
regions of the retina and have been associated with the
regulation of negative phototaxis (Matos-Cruz et al., 2011;
Fernandes et al., 2012). In teleost fish, the expression of
melanopsin in various types of neuronal cells can directly
influence retinal function in a dependent and/or independent
way from intrinsically photosensitive retinal ganglion cells
(Matos-Cruz et al., 2011). In other vertebrates, including teleost
fish, tmt expression is distributed across many tissues including
internal organs where light can hardly penetrate, suggesting that
tmt opsin may have both photosensitive and non-photosensitive
functions (Fischer et al., 2013; Sakai et al., 2015). In our work,
we speculate that light-induced changes in non-visual opsins
expression could be due to the indirect regulation of visual
opsins in the photoreceptor cells of the retina.

Previous studies from our group and others have shown
asymmetric expression of lws and rh2.1 in the photoreceptor
cells in the dorsal and ventral domains of the developing retina,
respectively, with the establishment of asymmetric expression
of lws and rh2.1 occurring before birth, suggesting that it
is genetically programmed and independent of light stimuli
(Owens et al., 2012; Perez et al., 2017). This asymmetry allows
the partial duplicated eye of the A. anableps to optimize the
absorption of different wavelengths coming simultaneously
from the aerial and aquatic environment. In this work, we
manipulated light input by changing the turbid water where the
A. anableps is normally found and replacing it with clear water.
We tested the plasticity of lws and rh2.1 in the photoreceptor
cells in the retina of juvenile fish after a 30 day period and
our results showed that, despite being established before light
stimuli reach the retina (Perez et al., 2017), the expression of
rh2.1 (normally expressed in the ventral retina) shifted and
became uniformly expressed in the entire retina, while the
expression of lws remained unchanged and restricted to the
photoreceptor cells in the dorsal retina. While in captivity,
animals were maintained in tanks with average temperature of
28◦C, which closely mirrors that of their natural environment.
The commercial diet provided for the animals in captivity,
however, differs from their diet in natural settings. In the wild,
the stomach content of A. anableps ranges from micro and
macroalgae, insects, crustaceans, molluscs, fishes, to mud and

detritus (Figueiredo et al., 2019). While we cannot rule out
a potential feeding behavior of food content impact on opsin
gene expression, we have no knowledge of a documented link
between the former and the latter.

In zebrafish and guppies, the expression patterns of different
subtypes of rh2 and lws vary according to the developmental
stage and region of the retina (Takechi and Kawamura, 2005;
Owens et al., 2012). Several studies have demonstrated that
opsin expression is subject to phenotypic plasticity (Fuller et al.,
2005; Shand et al., 2008; Veen et al., 2017). Several teleost
species placed under altered light conditions, such as damsel and
cardinal fish (Luehrmann et al., 2018), African cichlids (Wright
et al., 2019), guppies (Kranz et al., 2018), and Senegalese sole
(Frau et al., 2020) can alter the expression of opsin genes to adapt
to the environmental changes. Here we show that shift in opsin
expression happens in the dorsal and ventral domains of the
retina in A. anableps within a 30-day period, our results do not
exclude the possibility that the change in the expression pattern
of opsin genes occurs in a shorter period. Here, we show that
after a 30-day period of exposure to clear water, opsin expression
changes in the dorsal and ventral retinas, given that, this shift
happens in portions of the retina for both visual and non-visual
opsin genes, our results suggest that the regulatory control of the
expression of opsins in the eye of the A. anableps is complex and
compartmentalized in the dorsal and ventral retinas.

Conclusion

Our study shows that the expression of visual opsins in
the retina of A. anableps can be modulated by spectral and
intensity changes in ambient light. These adjustments allow
for a quick adaptation of the visual system to different water
turbidity and environmental luminosity. Our findings indicate
that the A. anableps exhibits great potential to modulate its
vision according to the environment, allowing this organism to
adjust its vision to different photic conditions. Furthermore, our
findings suggest that the expression of non-visual opsins can
also be altered upon changes in environmental light, suggesting
a regulatory correlation between visual and non-visual opsin
regulation of physiological functions responsive to light.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1

In situ hybridization showing the sense control riboprobes for the
non-visual opsins: opn4×1, opn4×2, opn4m3, tmt1b.

SUPPLEMENTARY FIGURE 2

In situ hybridization showing the sense control riboprobes for the visual
opsins lws and rh2-1.

SUPPLEMENTARY VIDEO 1

A group of five Anableps anableps specimens in the wild. Movie was
recorded in the estuarine region of Bragança, Pará, Brazil (0◦53′27.6′ ′S
46◦39′21.9′ ′W).

SUPPLEMENTARY VIDEO 2

A fish tank with Anableps anableps specimens during the 30-day light
induced experiments.
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