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RESUMO

Com uma historia evolutiva que remonta a cerca de 400 milhdes de anos, os
tubardes e raias devem parte significativa de seu sucesso aos seus sistemas sensoriais
altamente desenvolvidos. Entre suas diversas funcdes, destaca-se a visdo desses
animais, na qual os olhos desempenham um papel fundamental ao captar estimulos
visuais do ambiente, convertendo-os em sinais elétricos que sdo transmitidos ao cérebro
para serem processados e interpretados, resultando na formagao das imagens. O objetivo
principal do presente estudo foi investigar a estrutura e a organiza¢do dos tecidos
oculares de trés espécies de raias, Rioraja agassizii, Dasyatis hypostigma e Pseudobatos
horkelii a fim de fornecer uma compreensdao mais abrangente da anatomia ocular em
elasmobranquios. A pesquisa foi conduzida utilizando uma abordagem histologica, que
envolveu a coleta de amostras de bulbo ocular de trés espécies de raias capturadas pela
pesca acidental no municipio de Saquarema - RJ. As amostras foram processadas e
secOes finas foram preparadas para posterior andlise microscopica. Foi utilizada a
técnica de coloracdo HE para identificar e caracterizar os diferentes componentes
oculares. Os resultados obtidos revelaram a presenca de diversas camadas estruturais no
bulbo ocular das trés raias estudadas. A camada mais externa, denominada cornea,
apresentou-se constituida por um tecido transparente que auxilia na refragcdo da luz. Em
seguida, foi observada a esclera, uma camada formada por tecido conjuntivo que
confere protecao e rigidez ao olho. O cristalino ¢ formado por fibras prismaticas e atua
na focalizagdo da imagem. A cordide, localizada entre a esclera e a retina, mostrou-se
formada por tecido conjuntivo e vasos sanguineos e possuindo uma pigmentacdo
intensa. Todas as estruturas analisadas nas diferentes espécies utilizadas apresentaram
uma alta similaridade, com exce¢do da retina, estrutura que transmite informacdes ao
cérebro, e que foi identificada somente em Rioraja agassizii. Os resultados deste estudo
contribuem para o conhecimento cientifico sobre a histologia visual dessas espécies e
podem servir como base para futuras pesquisas relacionadas a visdo de

elasmobranquios.

Palavras-chave: Elasmobranquios, histologia, bulbo ocular.
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1 Introducio

Tubardes, raias e quimeras sdo vertebrados conhecidos como peixes
cartilaginosos pertencentes a Classe Chondrichthyes. Estes individuos possuem como
principais atributos, seu endoesqueleto formado por cartilagem calcificada,
condrocranio composto por uma unica peca, auséncia de vesicula gasosa, pele formada
por denticulos dérmicos, além da presenga de clasperes nas nadadeiras pélvicas dos
machos. A grande maioria das espécies pertencentes a essa Classe sdo encontrados em
ambientes marinhos e podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas nas
Subclasses Holocephali, que compreende as quimeras ¢ Elasmobranchii, que agrupa os
tubardes e raias (Compagno, 1999a; Wourms et al., 2004; Gomes et al., 2010).

De acordo com Barreiros e Gadig (2011), as principais caracteristicas presentes
nos elasmobranquios que os diferem das quimeras sdo o nimero maior de arcos
branquiais, presentes posteriormente ao cranio e nao recobertos por placa revestida de
pele, a arcada dentaria ndo fundida ao crinio e a auséncia de tenicula. Dentro desta
subclasse sdo encontradas mais de 900 espécies e, entre estas, aproximadamente 550
sdo de raias e 480 de tubardes.

A Subclasse Elasmobranchii, grupo que reune a grande maioria das espécies
presentes na Classe Chondrichthyes (96%), ¢ composta por tubardes e raias que ocupam
desde ambientes rasos e costeiros até as aguas mais profundas dos oceanos (Motta,
2006). Sao classificados como predadores de topo, e por isso exercem uma importante
fun¢do na manutencao do ecossistema marinho, ja que agem diretamente no equilibrio
quantitativo de animais encontrados nos niveis troficos inferiores (Ferretti et al., 2010;
Heithaus et al., 2008).

Com uma origem que data cerca de 400 milhdes de anos, o sucesso evolutivo
dos elasmobranquios deve-se muito aos seus sistemas sensoriais sofisticados que
contam com células especializadas responsdveis pela quimiorrecepgao,
mecanorrecepgdo, eletrorrecepcdo, magnetorecepgdo e visdo desses animais (Hueter et
al., 2004; Collin, 2010; Collin, 2012). Ao longo do tempo, esses sistemas se
especializaram conforme os habitos de cada uma das espécies, e hoje, os
elasmobranquios utilizam da combinagdo de seus sentidos para responder aos estimulos
bioticos e abidticos dentro de seu ambiente, e assim, conseguirem cagar, se localizar e
evitar predadores (Collin, 2012; Hart e Collin, 2015; Poscai, 2016; Collin, 2018).

Os olhos sdo os orgaos sensoriais encarregados de receber estimulos visuais do

meio externo e converté-los em sinais elétricos conduzidos para o cérebro, onde ocorre



o processamento e compreensao das imagens (Vaughan, 2002; Eurell e Frapppier 2012;
Braz et al., 2020). O globo ocular doe vertebrados ¢ constituido por trés tinicas, sendo
elas: camada externa, composta pela esclera e pela cornea, tendo a fungdo de modelar e
proteger o olho; camada média, composta pela cordide, corpo ciliar e iris; e a camada
interna, composta pela retina, responsavel pelas comunicagdes com o cérebro através do
nervo Optico. Além disso, ainda possui estruturas acessérias tais como as palpebras,
conjuntiva, aparelho lacrimal e musculos extraoculares (Dyce et al., 2010; Reece e
Rowe, 2017; Tomita et al., 2020). Os elasmobranquios ndo apresentam as estruturas

acessorias (Hamlett, 1999)

Figura 1 - Desenho esquematico do corte sagital do olho de um elasmobranquio.
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Fonte: Gilbert, 1963; Hart, et al., 2006; Collin, 2018.

Gracas a grande capacidade de tubardes e raias de ocupar diversos habitats
marinhos, além de estudrios e rios, os olhos desses animais passaram a possuir
adaptacdes particulares que variam conforme a profundidade e condigdes do ambiente
em que vivem (Compagno, 1990; Lisney ef al., 2012). Um exemplo disso € o tamanho e
a posicdo dos olhos observados nesses individuos, onde olhos maiores situados
lateralmente a cabeca sdo mais comumente encontrados em espécies pelagicas que
necessitam cagar presas em movimento, enquanto olhos menores posicionados mais
dorsalmente sdo geralmente observados em espécies bentdnicas que costumam se
alimentar de animais sésseis (Gilbert, 1963; Lisney e Collin, 2007; Collin, 2018; Hart,
2020).
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Atualmente, os elasmobranquios vém ocupando uma parte significativa do
recurso pesqueiro, sendo frequentemente capturados por diferentes tipos de pesca em
varias partes do mundo (de Mattos e Pereira, 2003). No Brasil, esses animais estdo
sendo cada vez menos capturados como fauna acompanhante e passando a serem alvos
principais de desembarques pesqueiros em diversos estados do pais (Santos et al.,
2019). Assim como a maioria dos tubardes e raias, Rioraja agassizii, Dasyatis
hypostigma e Pseudobatos horkelii possuem caracteristicas K-estrategista, onde
apresentam maturidade sexual tardia, crescimento lento, vida longa e uma baixa
fecundidade. Esses aspectos apresentados fazem com que estes animais sejam
extremamente suscetiveis as consequéncias da superexploracao pesqueira e desta forma,
possuam um baixo poder de recuperagdo populacional (Hoenig e Gruber, 1990; Cambhi
et al., 1998; Cortés, 2000; King e McFarlane, 2003; Musick, 2004; Vooren e Klippel,
2005; Bornatowski, 2010).

1.1 Rioraja agassizii

Figura 2 - Representagdo da espécie Rioraja agassizii (Miiller e Henle, 1841).

Fonte: Gomes et al., 2019.

O género Rioraja (Whitley, 1929), compreendido na familia Arhynchobatidae, ¢
caracterizado pela auséncia de nadadeira caudal, extremidade ventral do rostro contendo
uma mancha negra, presenca de um aguilhdo interdorsal, superficie ventral do disco de
cor clara com algumas pontuagdes negras, além de apresentar aba nasal falcada (Gomes

et al., 2010; Soares et al., 2021). Trata-se de um género monotipico representado por
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Rioraja agassizii, uma espécie endémica da regido sul do Oceano Atlantico Ocidental,
encontrada em 4guas de temperatura entre 6 a 10,5 °C, na plataforma continental no

Uruguai, nas regides Sul e Sudeste do Brasil e no Norte da Argentina (Figueiredo, 1977;
Menni e Lopez, 1984; Gomes et al., 2019). Embora ndo seja considerado um alvo

pesqueiro, este animal ¢é frequentemente capturado como fauna acompanhante na regiao
entre 34° S ¢ 42° S do sudoeste Atlantico (Massa ef al. 2004; Antunes, 2022).

A raia-santa, Rioraja agassizii, ¢ identificada como uma espécie demersal
ovipara, depositando seus ovos no ambiente, local onde os embrides terminarao seu
desenvolvimento até o momento da eclosio (Motta et al., 2014). E um animal que
atinge sua maturidade sexual por volta dos 40 centimetros de largura de disco em ambos
os sexos, possuindo um dimorfismo sexual bem evidenciado pela presenca de aguilhdes
alares, além de alteracdo morfoldgica nos dentes, boca e cabega observada somente nos

machos (Oddone et al., 2007; Gomes et al., 2019; Antunes, 2022).

1.2 Dasyatis hypostigma
Figura 3 - Representagdo da espécie Dasyatis hypostigma (Santos e Carvalho, 2004).

Fonte: Gomes et al., 2019.

O género Dasyatis (Rafinesque, 1810), pertencente a familia Dasyatidae,
engloba o total de cinco espécies espalhadas pelo mundo, onde apenas uma delas ¢
encontrada em aguas brasileiras, a Dasyatis hypostigma (Santos e Carvalho, 2004).
Trata-se de um animal demersal, com uma alimentacao constituida, principalmente, de

poliquetas e crustaceos, habitando 4guas rasas de até 80 metros de profundidade do
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Estado do Espirito Santo ao Estado do Rio Grande do Sul, podendo ainda ocorrer ao sul
de Mar Del Plata, na Argentina e em regides estuarinas (Gomes et al., 2019). A maneira
como essa espécie encontra-se distribuida representa um grande fator de risco para a sua
populagdo, j& que por habitar aguas costeiras, este animal torna-se vulneravel as
atividades pesqueiras, sendo assim frequentemente capturado por redes de emalhe e por
redes camaroneiras (Araujo, 2023).

Popularmente chamada de raia-manteiga, a Dasyatis hypostigma ¢é caracterizada
pela presenca de um sulco sinuoso localizado na parte ventral do disco em forma de
“W?”, rostro levemente saliente com auséncia de protuberancia, abas caudais quase da
mesma altura, sendo a aba ventral muito mais longa que a dorsal, além da auséncia de
denticulos, espinhos ou tubérculos alargados na superficie dorsal do disco (Gomes et
al., 2010). E uma espécie vivipara aplacentaria com nutri¢io lecitotrofica, tendo como
suporte nutricional os trofonemas, gerando pelo menos dois embrides a cada gestacdo e
alcancando sua maturidade sexual com aproximadamente 48 centimetros de largura de

disco (Santos e Carvalho, 2004; Aratijo, 2023).

1.3 Pseudobatos horkelii

Figura 4 - Representagdo da espécie Pseudobatos horkelii (Miiller e Henle, 1841).
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Fonte: Gomes et al., 2019.

Compreendido na familia Rhinobatidae, o género Pseudobatos (Last, Séret e
Naylor, 2016) é composto por oito espécies (P. percellens, P. horkelii, P. glaucostigmus,
P lentiginosus, P. leucorhynchus, P. planiceps e P. prahli), onde apenas duas delas
ocorrem no Brasil. Pseudobatos horkelii, caracterizado como um animal demersal,
sendo encontrado ao longo do Atlantico Sul ocidental, da Paraiba até a Argentina,
habitando profundidades acima de 20 metros. Durante os meses de verdo e primavera
este animal se aproxima de regides costeiras com finalidade reprodutiva, ja que nessa
época do ano a temperatura da agua e a disponibilidade de recursos alimentares sdao

mais favoraveis, estimulando o acasalamento e a reproducdo da espécie. (Lessa ef al.,
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1986; Martins et al., 2018; Gomes, et al., 2019; Martins et al., 2020; Menni e
Stehmann, 2000). Embora tenha sua captura proibida pela legislagdo do governo
brasileiro, além de estar classificada como Criticamente Ameagada pelos critérios da
IUCN (Uniao Internacional para a Conservagao da Natureza), esta espécie ainda sofre
com capturas acidentais como fauna acompanhante por pescas de emalhe e arrasto
(Haimovici, 1996; Lessa e Vooren, 2000; Lopes, 2002; Costa e Chaves, 2006; Lessa et
al.,2015; Santos et al., 2016).

Conhecida popularmente como raia-viola, Pseudobatos horkelii, possui como
principais atributos: presenca de tubérculos circum-orbitais, coloragdo da superficie do
dorso de cinza ou castanha, uma fileira de tubérculos entre as nadadeiras dorsais, fileira
mediana de poucos tubérculos definidos localizados no dorso, além de dois tubérculos
existentes de cada lado da cintura escapular, sendo eles paralelos a fileira mediana
(Gomes et al., 2019). E uma espécie vivipara lecitotrofica, podendo gerar até doze
embrides a cada gestacdo, com fémeas que alcangam sua maturidade sexual com cerca
de 90 centimetros de comprimento total, enquanto em machos essa maturidade ¢ obtida
com aproximadamente 75 centimetros (Gomes et al, 2019; Rezende et al., 2020;

Chelotti, 2021).

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi de realizar a descri¢ao histologica do bulbo ocular de
diferentes espécies de raias capturados pela pesca artesanal no municipio de Saquarema

- RJ.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar a constitui¢do anatomica do bulbo ocular de trés espécies de raias:
Rioraja agassizii, Dasyatis hypostigma e Pseudobatos horkeli.

e Analisar a histologia dos diferentes componentes do globo ocular de raias
provenientes da pesca artesanal na cidade de Saquarema-RJ.

e Comparar histologicamente os bulbos oculares pertencentes a espécies de

elasmobranquios com diferentes habitos de vida: peldgicos e demersais.
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3 Metodologia

3.1 Coleta de Dados

As amostras de globos oculares de raias utilizadas durante o estudo foram
obtidas a partir de capturas acidentais realizadas por pescadores artesanais com o
desembarque na praia de Itaina - Saquarema, Rio de Janeiro. As coordenadas
geograficas desta regido sdo aproximadamente S 22° 55' 52" - W 42° 29' 47", Os
desembarques ocorreram entre outubro de 2022 e maio de 2023, onde foram obtidas 5
espécimes de Rioraja agassizii, 5 espécimes de Dasyatis hypostigma e 5 espécimes de
Pseudobatos horkelii, todos capturados com redes de emalhe de fundo. Os exemplares
coletados foram fotodocumentados, identificados segundo Gomes et al., (2019) e
encaminhados ao laboratério para a realizacdo das proximas fases do estudo (de Souza,

et al., 2020).

Figura 5 - Exemplar de Rioraja agassizii (Milller & Henle, 1841) utilizado durante a pesquisa.

Fonte: Carlos Eduardo Malavasi Bruno.

15



Figura 6 - Exemplar de Dasyatis hypostigma (Santos e Carvalho, 2004) utilizado durante a pesquisa.

~————————

Fonte: Carlos Eduardo Malavasi Bruno.

Figura 7 - Exemplar de Pseudobatos horkelii (Miiller e Henle, 1841) utilizado durante a

pesquisa.

Fonte: Carlos Eduardo Malavasi Bruno.

3.2 Fixacao e Processamento das Amostras para Microscopia de Luz

O primeiro passo para o preparo das laminas histologicas foi a fixagdo dos
exemplares coletados para imobilizar as substancias constituintes dos tecidos. Para isso,
os bulbos oculares foram colocados em uma solugao fixadora de formalina tamponada a

10%, permanecendo por 24 - 48 horas para completa fixagcdo. Ap0s isso, o material foi
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desidratado em uma série de etandis com concentracoes crescentes, de 70% a 100%, e
em seguida a diafanizado em xilol, com posterior inclusdo em paraplast (Bancroft &
Stevens, 1996). Apds o processo de fixagdo, os tecidos anteriormente emblocados em
parafina foram cortados em microtomo (5 pm), colocados em banho-maria a 30°C, e
logo apos aderidos em laminas de vidro. Adiante, as laminas foram colocadas em uma
estufa a 60° C over night e logo ap6s, submetidas ao protocolo de desparafinizagdo em

xilol, hidratacdo em alcool e 4gua, e em seguida passando pelo processo de coloragao.

3.3 Coloracao por Hematoxilina-Eosina

Para a ultima etapa do processo, optou-se pela utilizagdo da técnica de
Hematoxilina-Eosina, uma combinagdo bicromica amplamente reconhecida como
coloragdo universal em histologia. Essa técnica ¢ empregada em amostras de tecidos
com o intuito de diferenciar areas basofilas por meio da presenga da hematoxilina, que
confere um tom roxo ao nacleo celular. Além disso, areas acidofilas ou eosinofilicas sdo
coradas pela eosina, resultando em uma tonalidade que varia de réseo a vermelho,
evidenciando a afinidade com as proteinas presentes no citoplasma da célula. A
coloragdo por Hematoxilina-Eosina desempenha um papel crucial na analise
morfoldgica detalhada dos tecidos, permitindo a visualizagdo da arquitetura celular e a
organizacdo dos diferentes tipos de células presentes nas amostras. Apds a realizagao da
coloragdo, as amostras foram examinadas e fotografadas, garantindo a documentacao
precisa dos resultados obtidos (Souza Junior, 2010; Aarestrup, 2012; de Souza & Cinsa,

2016).

3.4 Analise dos Resultados

ApO6s a conclusdao do processo de preparagdo das laminas histologicas contendo
os bulbos oculares, procedeu-se a andlise dessas amostras com o auxilio de um
microscopio de luz modelo Zeiss Primo Star. Esse instrumento de precisdo foi
empregado especificamente para a realizacdo do exame histoldgico, permitindo uma

visualiza¢ao ampliada e detalhada das estruturas presentes nas amostras.
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4 Resultados

A partir das analises histologicas, foram observadas as seguintes caracteristicas
presentes nos bulbos oculares de Rioraja agassizii, Dasyatis hipostigma e Pseudobatos

horkelii:

4.1 Rioraja agassizii

A coérnea apresenta-se constituida em sua maior parte pelo estroma, sendo este
formado por multiplas camadas de fibras coldgenas organizadas em cachos paralelos
(Fig. 8A). O epitélio, camada mais externa, ¢ bem delimitado, sendo do tipo
pavimentoso estratificado. A camada de Bowman localiza-se logo abaixo do epitélio
formado por delgadas fibras coldgenas cruzadas. A membrana de Descemet ¢ bem
demarcada, sendo caracterizada como uma estrutura acelular, formada por fibras de
colageno. Também foi possivel observar um endotélio bem definido do tipo

pavimentoso simples (Fig. 8B).

O cristalino ¢ grande, apresentando uma morfologia esférica. Suas fibras
apresentam uma forma prismatica fina e longa, sendo anucleadas e dispostas

longitudinalmente (Fig. 8C).

A esclera ¢ formada em sua maior parte pela cartilagem escleral, uma camada
bem definida e composta por cartilagem hialina. A episclera ¢ a camada mais externa da
esclera formada por tecido conjuntivo denso. O estroma escleral ¢ encontrado logo
abaixo da episclera, sendo constituido por fibras coldgenas. A lamina fusca, camada
responsavel pela unido da esclera a corodide, € facilmente visualizada e constituida por

um tecido conjuntivo frouxo rico em pigmentos (Fig. 8E).

A cordide, camada localizada entre a esclera e a retina, ¢ formada por tecido
conjuntivo e vasos sanguineos. E bem definida e possui facil visualizagdo pela alta

pigmentacdo (Fig. 8D).

A retina ¢ encontrada abaixo da cordide e ndo possui uma organizacdo bem
definida entre suas camadas. O epitélio pigmentar da retina, camada mais externa, ¢
caracterizado como uma estrutura fina constituida por melanocitos. A camada de
fotorreceptores € localizada logo abaixo do epitélio pigmentar da retina formada por
cones ¢ bastonetes. A camada de membrana limitante externa ndo ¢ observada. A

camada nuclear externa ¢ encontrada abaixo da camada de fotorreceptores constituida
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pelos nucleos dos cones e bastonetes. A camada plexiforme externa também ¢
observada. A camada nuclear interna ¢ formada pelos corpos celulares de células
bipolares, células horizontais e amacrinas . Entre a camada nuclear interna e a camada
de células ganglionares, estd a camada plexiforme interna. A camada de células
ganglionares, vista mais internamente na retina, ¢ composta pelos corpos celulares das
células ganglionares. A camada de fibras nervosas e a camada de membrana limitante

interna ndo ¢ observada (Fig. 8F)

Figura 8 - Fotomicrografia de um corte sagital do bulbo ocular de Rioraja agassizii.

A: Cornea em evidéncia (Cor). HE, obj. 4x. B: Estruturas presentes na cornea: epitélio (Epi), a
camada de Bowman (CB), estroma corneal (EC), membrana de Descemet (MD) e endotélio (End). HE,
obj. 40x. C: Fibras do cristalino (FCris). HE, obj. 40x. D: Presenca da esclera (Esc), cartilagem escleral

(CE) e coroide (Cr). HE, obj. 4x. E: Presenca da episclera (Epis), estroma escleral (EE), cartilagem
escleral (CE), lamina fusca (LF) e cor6ide (Cr). HE, obj. 10x. F: Estruturas da retina: epitélio pigmentar
(EP), camada de fotorreceptores (CF), nuclear externa (NE), plexiforme externa (PE), nuclear interna
(NI), plexiforme interna (PI) e camada de células ganglionares (CG). HE, obj. 40x.

19



