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RESUMO

Este estudo teve como objetivo verificar a resposta das propriedades do
sangue e das reservas de glicogénio em tecidos de individuos neonatos e juvenis da
arraia cururu (Potamotrygon cf. histrix) frente a diminuicdo progressiva dos niveis de
oxigénio dissolvido na agua (hipoxia). Para isso, individuos neonatos e juvenis da
espécie foram submetidos a trés tratamentos distintos: grupo de animais mantidos
em normoxia (NO), em concentracbes de O, em torno de 80% de saturacdo (~6,0
mg/L) e dois grupos expostos a hipoxia gradual, nos quais os niveis de O, decairam
(até pelo menos 1 mg/L) pela respiragcdo da propria arraia, sendo hipoxia com
acesso a superficie (HC), onde as arraias tinham acesso livre a toda coluna d’agua,
e hipéxia sem acesso a superficie (HS). Nos aquérios deste Ultimo grupo foram
instaladas telas plasticas 5 cm abaixo da superficie, para impedir que os animais
tivessem acesso a camada mais oxigenada da coluna d"agua. Seis individuos foram
utilizados em cada tratamento, tanto no experimento com neonatos quanto com
juvenis. Foi avaliada a frequéncia espiracular (FE), que aumentou em resposta a
hipéxia em ambos, neonatos (39 para 74 beats/min) e juvenis (50 para 78
beats/min); os parametros hematologicos, que mostraram respostas mais evidentes
nos neonatos, com diminuicdo da contagem de eritrocitos e aumento do HCM no
grupo HS e aumento do VCM em ambos os grupos HC e HS. Quanto os metabdlitos
plasmaticos, houve aumento nos niveis de lactato no grupo HC dos juvenis,
diminuicdo do colesterol total em neonatos e juvenis e, em ambos 0s tratamentos,
além de aumento dos niveis de proteinas totais no grupo HS dos juvenis. Nos
juvenis, foi observado aumento do glicogénio hepatico e mobilizacdo do glicogénio
muscular (mais intenso no grupo HC) em resposta a hipoxia gradual. No entanto,
esse padrdo ndo foi observado nos neonatos, que mostraram diferencas no
glicogénio hepdético entre os grupos expostos a hipdxia, mas ndo em relacdo ao
grupo mantido em normoxia e niveis similares deste aclcar no musculo nos trés
tratamentos. Neonatos e juvenis de Potamotrygon cf. histrix compartilham
caracteristicas observadas em outros peixes tolerantes a hipdxia, como o aumento
da frequéncia branquial/espiracular em resposta a niveis baixos de oxigénio; o fato
de possuirem grandes reservas de glicogénio tecidual (hepatico e muscular); a
capacidade de ajuste de alguns parametros do metabolismo, como a hematologia,
gue no caso da arraia cururu ocorre nas primeiras fases de vida, e aumentos dos
niveis circulantes de lactato, como resultado da ativacdo do metabolismo
anaerobico. Conclui-se entdo que essa espécie de arraia de agua doce esté inserida
no grupo dos animais tolerantes a hipoxia.

Palavras-chave: Hipoxia, Potamotrygon cf. histrix, frequéncia espiracular,
hematologia, metabdlitos.



ABSTRACT

The purpose of this study was identify the response of blood properties and
glycogen content in tissues of neonates and juveniles of cururu stingray
(Potamotrygon cf. histrix) exposed to progressive decay of dissolved oxygen levels in
water (hypoxia). Individuals of cururu stingrays were subjected to three groups:
normoxia (NO) where animals were kept in O, levels up to 80% O, saturation (about
6.0 mg/L) and two groups exposed to progressive hypoxia, where O, levels declined
(until at least 1 mg/L) by own respiration, hypoxia with access to the surface (HC),
where the stingrays had free access to the entire water column, and hypoxia without
access to the surface (HS), where a containment screen was installed 5 cm below
the surface to prevent animals had access to more oxygenated layer of the water
column. Six individuals were used in each treatment, in both experiments with
neonates and juveniles. We evaluated the frequency of spiracular movements (FE),
which increased in response to hypoxia in both neonates (39 to 74 beats/min) and
juveniles (50 to 78 beats/min); hematological parameters, which showed more
pronounced responses in neonates, as decreased erythrocyte count and increased in
MCH in HS group and increased in MCV on both HC and HS groups. Regarding
plasma metabolites, there was an increase in lactate levels in the HC group of
juveniles, decreased total cholesterol in neonates and juveniles, and in both
treatment groups, as well as increased levels of total protein in HS group of juveniles.
In juveniles, increased liver glycogen and muscle glycogen mobilization (more
intense in the HC group) were observed in response to progressive hypoxia.
However, this pattern was not observed in neonates who showed differences in liver
glycogen between groups exposed to hypoxia, but not when compared to normoxic
group. Also, similar levels of this sugar in the muscle were observed in the three
treatment groups. Neonates and juveniles of Potamotrygon cf. histrix share
characteristics observed in other hypoxia-tolerant fish, such as increased
gill/lespiracular frequency in response to low oxygen levels; their large glycogen
reserves (muscle and liver); the ability to adjust some parameters of metabolism,
such as hematology, that in the case of cururu stingray occurs in the early stages of
life, and increases in circulating lactate levels as a result of activation of anaerobic
metabolism. It is concluded that this freshwater stingray species can be inserted in
the group of hypoxia-tolerant animals.

Keywords: Hypoxia, Potamotrygon cf. histrix, spiracular frequency, hematology,
metabolites.
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INTRODUCAO

A maior bacia de drenagem do planeta é a Amazonica. Ela € compartilhada
por Brasil, Bolivia, Peru, Colémbia, Equador, Venezuela e Guianas e possui uma
area estimada de 6.869.000 km2, dos quais 69% estdo situados no Brasil (UNEP,
2004). O Rio Negro é o maior tributario do Rio Amazonas e a sua bacia tem cerca de
715.000 km?. As principais areas de captura de potamotrigonideos e outros peixes
ornamentais se encontram nas regides préximas aos municipios de Barcelos e
Santa Isabel no médio Rio Negro (Aradjo et al., 2005).

Além de sua imensa area, a Bacia Amazbnica também se destaca pela
grande variedade de ambientes que a compdem (praias, igarapés, rios, lagos,
varzeas e igap06s), onde ocorrem variacoes fisico-quimicas marcantes (temperatura,
pH, gases dissolvidos, entre outras), o que fez com que os animais que habitam
esse bioma desenvolvessem estratégias fisiolégicas e/ou comportamentais para se
adaptarem a este cendrio continuamente variavel.

O oxigénio (O2) € um dos gases mais importantes na dindmica e na
caracterizacdo de ecossistemas aquaticos. As principais fontes de oxigénio para a
agua sao a fotossintese, realizada por plantas aquéticas e algas, e a atmosfera. Por
outro lado, as perdas de oxigénio se dao pelo consumo na decomposicdo de matéria
organica (oxidacdo), perdas para a atmosfera, oxidacdo de ions metélicos como o
ferro e 0 manganés e pela respiracdo de organismos aquaticos. Nos ambientes
aquaticos tropicais, essas fontes de perdas de oxigénio associadas a altas
temperaturas (24-32°C) causam uma drastica queda nos niveis de oxigénio
dissolvido, uma condicdo ambiental conhecida como hipdxia, que ocorre
principalmente no periodo noturno quando ndo ha a contribuicdo da producédo de
oxigénio pela fase luminosa da fotossintese (Esteves, 1998).

Diaz e Breitburg (2009) colocam que sdo considerados hipdxicas
concentracbes de O, abaixo de 2-3 mg/L em ambientes marinhos e estuarinos e
abaixo de 5-6 mg/L em ambientes de agua doce. Wedemeyer (1997), por sua vez,
visando garantir a saude dos peixes em ambientes de criacdo, recomenda limites
para diversos parametros quimicos da agua e ressalta que o limite de concentragéo
do oxigénio € de no minimo 6,0 mg/L para aguas frias e de no minimo 4,0 mg/L para

aguas quentes (tropicais).



Mudangcas na concentracdo de oxigénio ambiental podem ocasionar
profundos efeitos na fisiologia, comportamento e na distribuicdo de peixes (Muusze,
et al.,, 1998; Parsons e Carlson, 1998; Soares, et al., 2006; Anjos, et al., 2008).
Organismos aerobios necessitam de O, para produzir energia e, por esta razéo, a
privacdo desse gas provoca estresse significativo em células vivas, e também esta
ligada ao acumulo inadequado de radicais livres, que causam estresse adicional nas
proteinas e no DNA destas células (Majmundar et al., 2010). De um modo geral, a
maioria dos vertebrados € incapaz de tolerar mais do que alguns minutos de
privacdo de oxigénio. Entretanto, diversas espécies de peixes podem sobreviver a
hipdxia extrema, como o tubardo Hemiscyllium ocellatum (Routley, et al. 2002), e até
a anodxia, como é o caso do ciclideo amaz6nico Astronotus ocellatus, que suporta
mais de 3 horas em completa auséncia de oxigénio (Muusze, et al. 1998).

Os peixes amazonicos desenvolveram muitas maneiras para lidar com as
baixas tensdes de oxigénio em altas temperaturas, tais como ajustes fisiolégicos,
bioguimicos, teciduais (Muusze et al.,, 1998) e estratégias comportamentais
(Soares, et al., 2006). Existem evidéncias de que a decisao de ficar em habitats com
pouco oxigénio ou se mudar para outro com maior disponibilidade, depende dos
custos relativos dessas alternativas (Rossi et al., 2007; Anjos, et al., 2008). Ajustes
nas frequéncias cardiaca e respiratoria para maximizar a transferéncia de oxigénio
para os tecidos (Leite et al., 2007), bem como respostas bioquimicas que incluem a
depressao metabdlica (Muusze et al., 1988), sdo exemplos de ajustes fisioldgicos
realizados por peixes em resposta a hipoxia.

Na maioria dos teledsteos a hipéxia causa um aumento no hematécrito e nos
niveis de glicose circulante no sangue, porém isso parece nao ocorrer com
elasmobranquios marinhos (Routley et al., 2002). Ao contrario dos teleésteos,
informacdes disponiveis na literatura que relacionam o0s niveis dos principais
metabdlitos do plasma com respostas a condi¢cées hipéxicas em elasmobranquios
sdo escassas e incompletas. Alguns autores citam apenas valores de referéncia
para determinados metabdlitos, como por exemplo, proteinas totais, glicose, ureia e
eletrdlitos (sodio, potassio e cloreto) no tubardo martelo (Sphyrna tiburo) (Harms et
al., 2002).

Os poucos estudos que abordam os efeitos da hipoxia em elasmobranquios

sao realizados com animais marinhos, principalmente tubarbes, como o trabalho de



Routley et al. (2002), que relata para o tubardo epaulette (Hemiscyllium ocellatum), o
perfil do lactato e glicose plasméticos e do hematécrito em individuos pré-
condicionados a hipoxia e controles. Estudos mais recentes, também com o tubardo
epaulette e com uma arraia-viola (Aptychotrema rostrata) relatam os valores de
hematdécrito, concentracdo de hemoglobina, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, glicose e B-hidroxibutirato plasmaticos, os quais ndo sofreram
alteracdes significativas em resposta a uma exposicdo progressiva a hipoxia
(Speers-Roesch et al., 2012a).

Em outro trabalho paralelo, onde esses mesmos animais foram expostos a
hipdxia por 2 a 4 horas a niveis fixos de O, dissolvido (Speers-Roesch et al., 2012b),
foram avaliados os niveis de glicose e -hidroxibutirato plasméticos e a
concentracdo de glicogénio nos tecidos (cardiaco, hepatico e muscular), onde da
mesma forma os niveis de glicose no sangue nao foram alterados, bem como o
glicogénio no coracdo e no musculo em ambas espécies e glicogénio hepético no
tubardo, sendo que na arraia houve uma diminui¢cdo nas reservas do mesmo. Ja em
relacdo ao B-hidroxibutirato plasmatico, ndo houve mudancas nos niveis da arraia-
viola, enquanto que no tubar&o epaulette houve uma reducéo, em 2 e 4 horas de
exposicao a 2,0 kPa (~1,0 mg/L) de oxigénio em relacdo ao controle.

Valores de referéncia para os metabdlitos plasmaticos em arraias de agua
doce sdo também restritos (Oliveira, 2008; Oliveira, 2013). Wood et al. (2002) citam
dados para alguns parametros incluindo o hematécrito e osmolaridade, mas limitam
sua discussao ao relatar que estes se assemelham mais aos teledsteos de agua
doce, do que aos elasmobranquios marinhos. O estudo de Oliveira (2008) com a
arraia cururu (Potamotrygon cf. histrix) determinou o perfil hematol6gico desta
espécie em diferentes fases do nivel do rio além de verificar possiveis influéncias
nas diferentes fases do desenvolvimento, do dimorfismo sexual e do estado de
prenhez sobre os parametros analisados. Considerando o estabelecido por Speers-
Roesch e Treberg (2010), aliada a caréncia de informagfes sobre o tema, torna-se
interessante investigar como 0s metabdlitos plasmaticos se comportam em reposta a
uma situacao de hipoxia gradual e progressiva.

Do ponto de vista comportamental, segundo Kramer (1987), as principais
categorias de resposta a diminuicdo na disponibilidade de oxigénio dissolvido

incluem mudancas na atividade natatoria e variagbes horizontais e verticais do



habitat, 0 aumento do uso da respiracdo aérea em espécies que possuem esta
adaptacdo, bem como o aumento da respiragdo superficial aquatica (RSA), uma
estratégia comum entre os caraciformes amazbnicos. A respiracdo aérea €
observada em varias familias de peixes, nas quais varias estruturas morfolégicas
foram “transformadas” em o6rgaos respiratorios facultativos ou obrigatérios, como a
bexiga natatoria (Arapaima gigas), estdbmago e intestino (varias espécies de
Loricarridae, Doradidae, Callicthiidae, entre outros) e cavidade bucal (mucum,
Symbranchus marmoratus; poraqué, Electrophorus sp.), entre outros. Apesar da
respiracado aérea e na coluna superficial da agua ocorrerem em peixes marinhos de
zonas intertidais e arrecifes de corais (Nilsson et al., 2007), sem duvida nenhuma, a
maior frequéncia desses eventos é observada entre 0s peixes Amazdnicos (Kramer
e McClure, 1982; Soares et al., 2006).

A respiracao na superficie aquética (RSA) se caracteriza pela subida do peixe
a superficie da coluna d"agua e pelo posicionamento da boca na interface ar/agua
rica em oxigénio, devido a difusdo equilibrada desse gas entre os dois meios (Saint-
Paul e Soares, 1988; Kramer e McClure, 1982). De acordo com Rantin e Kalinin
(1996) em funcédo da continuidade da ventilacdo branquial durante estes eventos, a
RSA pode ser eficiente para prevenir a asfixia e os efeitos prolongados da hipdxia,
apesar dos riscos de predacao aérea, por aves e mamiferos aquaticos, e do relativo
alto custo energético, quando comparada com a respiracao aérea.

Contudo, em nenhum momento esse tipo de adaptacdo foi evidenciado e
descrito na literatura para elasmobranquios. No ambiente marinho, tubarbes e
arraias, normalmente sdo aptos a realizarem deslocamentos diarios (forrageio) ou
sazonais (migratérios) em seus ambientes que permitam a escolha de locais mais
adequados em relacdo a oferta de oxigénio na agua. Entretanto, Barcellos (1997)
relatou em laboratério que exemplares de Potamotrygon cf. histrix submetidos a
hipoxia apresentavam o hébito de nadar para a superficie e flutuar na mesma linha
da coluna d"agua dobrando as extremidades das nadadeiras laterais para explorar a
camada mais oxigenada, direcionando o fluxo de agua no disco para os espiraculos.
Isso da indicios de que esse animal realiza RSA como uma das estratégias para
enfrentar condi¢cdes de hipdxia em seu ambiente natural.

Potamotrygon cf. histrix, conhecida popularmente como arraia cururu, € uma

espécie pertencente a Familia Potamotrygonidae, endémica das florestas alagaveis



de 4gua preta (igap0) do Arquipélago de Mariud, bacia do médio Rio Negro, nas
proximidades do municipio de Barcelos (Araujo, 1998; Carvalho et al., 2003). Ela &
uma das menores espécies de arraias de agua doce, com uma medida do disco de
no maximo 50 cm, possui corpo oval com coloracdo marrom e linhas escuras e
descontinuas no seu dorso, tendo o padrdo de policromatismo mais acentuado nos
individuos neonatos (Araujo, 1998; Araujo et al., 2004).

Ocupa o topo de cadeia alimentar dos seus habitats, tendo uma dieta
heterogénea com participacdo de crustaceos, insetos aquaticos e pequenos peixes
(Shibuya et al., 2009). Esta espécie alcanca sua maturidade sexual mais ou menos
aos dois anos de idade (Araujo, 1998; Charvet-Almeida et al., 2005), é vivipara
matrotréfica e apresenta um ciclo reprodutivo anual regulado pelo nivel do Rio
Negro, com copula na vazante e parto na seca (Aradjo, 1998). Os ambientes onde
esta espécie ocorre possuem, predominantemente, agua com temperatura elevada e
valores baixos de oxigénio dissolvido, pH e condutividade elétrica (Oliveira, 2008;
Duncan e Fernandes, 2011).

A arraia cururu tem grande valor no mercado de ornamentais e, 0 que confere
a esta espécie este destaque, além do alto policromatismo e aparéncia exética, é a
facilidade de captura em fungcdo da grande abundancia e o comportamento
sedentario, bem como o tamanho apropriado como peixe ornamental e maior
resisténcia durante o transporte em comparacdo as demais espécies de
Potamotrygon (Aradjo, 1998; Aradjo et al., 2005). Ainda assim, segundo Brinn et al.
(2012) a espécie Potamotrygon cf. histrix apresentou sinais de estresse ao longo de
24 horas de transporte, aumentando os niveis de corticosterona e diminuindo os
niveis de cloreto plasmatico e, consequentemente, a osmolaridade do plasma.

Tanto em seu habitat natural (igapdés) quanto nas etapas de captura e
confinamento em cacapas no campo e no transporte por barco, os niveis de oxigénio
dissolvido na agua podem sofrer deplecdo, havendo assim necessidade de entender
melhor como a arraia cururu responde e se adapta a essa situacdo ao nivel
fisiol6gico e comportamental. Apesar dos individuos desta espécie, viverem em
ambientes onde a exposi¢ao a hipoxia € um fendbmeno comum, pouco se sabe sobre
seus ajustes fisioldgicos diante a essa situagao.

Sendo assim, este trabalho pode contribuir para melhor entender os efeitos

que a hipoxia gradual exerce sobre a fisiologia da espécie Potamotrygon cf. histrix,



bem como pode auxiliar a definir técnicas de manejo mais adequadas para este

animal dentro da cadeia produtiva de peixes ornamentais.

OBJETIVOS

Geral:

Verificar a resposta das propriedades do sangue e das reservas de glicogénio
em tecidos de individuos neonatos e juvenis da arraia cururu (Potamotrygon cf.

histrix) frente a diminui¢céo progressiva dos niveis de oxigénio dissolvido na agua.

Especificos:

Estimar a frequéncia de movimentos espiraculares exibidos pelos neonatos e

juvenis da arraia cururu ao longo da exposic¢ao a hipoxia gradual;
Avaliar a resposta das variaveis hematoldgicas frente a hipdxia gradual;

Quantificar os principais metabdlitos plasmaticos, (lactato, glicose, proteinas
totais, corpos cetonicos, triglicerideos, colesterol total, ambnia e ureia) e suas
eventuais alteracdes em animais submetidos a hipoxia gradual, em relacdo ao

controle (normoxia);

Quantificar os niveis de glicogénio hepatico e muscular em relacdo a

exposicao a hipoxia gradual;

Estimar de forma indireta a contribuicio do acesso a superficie na

manutencao das condi¢des fisioldgicas da arraia cururu durante a hipdxia.



MATERIAIS E METODOS

Area de Estudo e Captura:

As arraias desse estudo foram capturadas nas areas de floresta alagavel
(igapd) do Arquipélago de Mariu4, que € composto por um sistema de ilhas
formadas por depoésito de areia durante o periodo Quaternario, onde zonas mais
profundas se intercalam com bancos de areia, além de igarapés e areas de igapo
que margeiam o canal principal (Aradjo, 1998). Esse arquipélago é considerado o
maior conjunto de ilhas de &gua doce do mundo, com mais de 1600 ilhas que
abrigam uma diversidade consideravel de pequenos peixes ornamentais, além de
varias espécies da familia Potamotrygonidae, incluindo P. cf. histrix (Oliveira, 2008).

A captura das arraias foi realizada no periodo noturno com auxilio de lanterna
e rede de méo (rapiché) (Figura 1). Apds a captura elas foram mantidas em tanques-
rede de 1m?®fixados em praias, & sombra, proximos aos locais de pesca (Figura 2).
Em seguida, as arraias foram transportadas por via fluvial em bacias (cacapas) das
areas de pesca para Barcelos e, de la para Manaus (AM) em trés viagens distintas
(29/01/2013, 05/11/2013 e 03/12/2013), com duracdo média de 24 horas. Apés a
chegada, estes animais foram transportados para o Laboratério Umido de
Organismos Agquaticos na Universidade Federal do Amazonas e mantidos em
recuperacdo por 15 dias, em tanques de PVC circulares de 500L, com um sistema
de filtro biol6gico (feito com tubos de PVC, cascalho e areia), aeracdo continua,
renovacdo da &agua periddica e alimentacdo regular até a realizacdo dos

experimentos (Figura 3).
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Figura 2. Tanques-rede.

Figura 3. Tanques de armazenamento.

Protocolo experimental:

As arraias foram transferidas aleatoriamente do tanque de armazenamento
para os aquarios, 24 horas antes do inicio do experimento para aclimatacdo ao novo
ambiente, sendo que cada aquario recebeu apenas uma arraia. Apds esse periodo,
cerca de ¥ (um quarto) da agua dos aquarios foi retirada por sifonacdo de modo
delicado para ndo estressar a arraia, a fim de aspirar excrementos depositados no
fundo do aquério, produzidos pelo animal no periodo de aclimatacdo. Logo apdés,



adgua previamente oxigenada e estabilizada foi adicionada lentamente para repor o
volume total utilizado no experimento.

Os aquarios tiveram as faces laterais e posteriores revestidas com papel
branco para minimizar perturbacdes externas e receberam um saco contendo carvao
ativado para promover a adsor¢ao e retirada de compostos toxicos excretados pelas
arraias na agua ao longo do experimento, principalmente a aménia. Esses aquérios
foram distribuidos, através de sorteio, entre trés tratamentos; Hipdxia gradual com
acesso a superficie (HC); Hipoxia gradual sem acesso a superficie (HS) e; Normoxia
(NO) sendo esse Ultimo o grupo controle.

Os animais submetidos a niveis normais de oxigénio dissolvido na agua
(NO) foram mantidos com aeracdo continua em niveis de oxigénio dissolvido
préximos aos 80% da saturacdo do ar (cerca de 6,0 mg/L) durante todo o transcurso
do experimento. Esse valor de saturacao foi escolhido como referéncia em funcao
de ser mais realista para representar a saturacdo do oxigénio em aguas amazénicas
com temperaturas normalmente elevadas (Muusze et al., 1998).

Os animais submetidos a hipoxia gradual com acesso a superficie (HC)
tiveram a possibilidade de movimentacao livre pela coluna d"agua, inclusive para
explorar a camada mais superficial da mesma, onde ocorre a respiragao superficial
aguatica (RSA) (Saint-Paul e Soares, 1988; Kramer e McClure, 1982; Rantin et al.,
1998; Barcellos, 1997). Ja no grupo submetido a hipéxia sem acesso a superficie
(HS), foi instalada uma estrutura com tela de PVC cinco centimetros abaixo da
superficie da 4gua (Figura 4), impedindo que o animal explorasse a camada de agua
mais oxigenada pela troca gasosa com a atmosfera, consequentemente, impedindo
que realizasse a RSA (Figura 5). Nos tratamentos HC e HS, o oxigénio decaiu
gradualmente pelo consumo na respiracdo da propria arraia, até que 0s niveis
atingiram entre 1,0 e 0,5 mg/L (Soares et al., 2006), quando esse nivel foi
alcancado, os animais ainda permaneceram nesse ambiente de extrema hipoxia por
mais 60 minutos.

Durante o experimento foi respeitado um fotoperiodo de 12 horas de claro: 12
horas de escuro, sendo que no periodo noturno, foi usada luz vermelha para
iluminacdo a fim de evitar o efeito da Iluminosidade sobre as repostas
comportamentais das arraias, que poderia alterar a frequéncia espiracular das

mesmas.



by

Dada a possibilidade de captura em campo de individuos em diferentes
estagios de desenvolvimento (neonatos e juvenis), foi possivel realizar dois

experimentos similares, cujo detalhamento € apresentado a seguir.

Figura 5. Potamotrygon cf. histrix realizando RSA.

Experimento 1:

Esse experimento foi realizado com neonatos da arraia cururu com largura
do disco <12 cm (Araujo, 1998) em trés rodadas distintas, com duracéo de 48 horas.
Cada rodada foi realizada com uma réplica por tratamento, totalizando seis (6)
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aquarios por rodada e um numero amostral final de seis (N=6) individuos por
tratamento.

Para tanto, foram utilizados aquarios com dimensfes de 68,5 x 30 x 39 cm
(comprimento x largura x altura) preenchidos com agua proveniente de poco
artesiano com 62 L de volume e 30 cm de coluna d’agua, em um delineamento
experimental inteiramente casualizado. A profundidade adotada se aproxima
daquela em que as arraias estdo em maior densidade em seus ambientes de
floresta inundada e ao redor de ilhas (Araujo et al., 2004), na qual elas preferem as
margens.

Ao final do periodo de exposi¢cdo a hipoxia, as arraias foram retiradas do
aguario e anestesiadas com Eugenol na proporcdo de 1 mL diluido em 2 mL de
alcool comercial para cada litro de 4gua (Oliveira et al., 2012). Em seguida, foi feita a
imobilizacdo do ferrdo (com pinga) para evitar acidentes e uma amostra de sangue
foi retirada para andlise, através de puncdo do vaso branquial com seringas
contendo EDTA (10%).

Experimento 2:

Juvenis da arraia cururu, com largura do disco até 14 cm (Araujo, 1998),
foram selecionados em funcdo dos mesmos apresentarem tamanho comercial
dentro do intervalo permitido pelo IBAMA (IN - 204/2008) para fins de ornamentagao
e exportagao.

Para tanto, foram utilizados aquéarios com dimensoées de 78,5 x 36,5 x 45 cm
(comprimento x largura x altura) com 100 L de volume e 33,8 cm de coluna d’agua,
contendo um animal por aquario em um delineamento experimental inteiramente
casualizado. Esse experimento foi realizado em duas rodadas, com duragao de 72
horas cada rodada, com duas réplicas por tratamento totalizando nove (9) aquarios
por rodada e um numero amostral de seis (N=6) individuos por tratamento.

Para equiparar o decaimento de oxigénio nos aquarios dos dois grupos
expostos a hipéxia onde o decaimento do oxigénio acontecia de maneira mais lenta
no grupo HC em relagdo aos aquarios do grupo HS, foi feito o uso de Sulfito de

Sadio (Na;SO3) nos aquarios do grupo hipéxia com acesso, de acordo com a
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necessidade, chegando a um total de no maximo 2,7 g em 100 L de &gua ao longo
de 72 horas. Os animais jovens também foram anestesiados com Eugenol, mas na
proporcao de 1 mL diluido em 5 mL de alcool comercial para cada 1 litro e meio de
agua (Oliveira et al., 2012). Em seguida, uma amostra de sangue foi retirada para

andlise, através de puncao do vaso branquial com seringas contendo EDTA (10%).

PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Registro da frequéncia espiracular (Fe):

A frequéncia espiracular (FE) foi obtida pela contagem do numero de
movimentos do espirdculo (abertura e fechamento) por minuto, por meio de
observacéo direta a cada 60 minutos (beats/min). Foram realizadas duas contagens
por animal por rodada para maior exatiddo dos dados. Quando houve divergéncia de
valores, uma terceira contagem foi realizada para a confirmacdo do dado. Esse

mesmo procedimento foi adotado para os dois experimentos.

Avaliacdo dos Parametros hematoldgicos:

Nos dois experimentos o hematdcrito (Ht, %) foi determinado pelo método do
microhematdécrito (Goldenfarb et al., 1971), utilizando-se amostras de sangue
contidas em tubos capilares com EDTA 10%, enquanto que a concentracdo de
hemoglobina sanguinea (Hb, g/dL) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina (Kampen e Zijlstra, 1964). A contagem de eritrécitos (RBC,
milhdes/uL sangue) foi determinada por meio de leitura 6ptica em camara de
Neubauer em amostras de sangue fixadas em formol-citrato, conforme o método
habitual utilizado para peixes. Os indices hematoldgicos, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM), foram calculados de acordo com Wintrobe (1933).
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Metabdlitos plasmaticos:

Apoés a coleta das amostras, 0 sangue foi centrifugado para a obtencdo do
plasma, que foi imediatamente armazenado em ultra freezer a -80°C, e conservado
até o momento das andlises laboratoriais.

Os niveis de glicose foram determinados pelo método da enzima Glicose
Oxidase, que em presenca de oxigénio produz peréxido de hidrogénio que em
presenca de fenol e de 4-aminoantipirina, sofre a acdo da peroxidase produzindo um
composto réseo-avermelhado (quinonimina) com méaximo de absor¢cdo em 505 nm.

Os niveis de triglicerideos foram hidrolisados pela lipase lipoproteica
produzindo glicerol livre que é fosforilado pela glicerol quinase cujo produto sofreu a
acao da glicerol-P-oxidase a qual, em presenca de oxigénio, produziu peréxido de
hidrogénio. Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de p-clorofenol e 4-
aminoantipirina, produziu um composto réseo-avermelhado (quinonimina), com
maximo de absor¢cdo em 500 nm.

Os niveis de coleterol total foram mesurados por reacdo com as enzimas
Colesterol Esterase, Colesterol Oxidase e Peroxidase, também seguidas de reacéo
com a 4-Aminoantipirina e leituta do complexo formado em 500 nm.

As proteinas do soro formaram complexos corados com 0s ions cupricos em
meio alcalino contido no reagente de biureto, através de suas ligacdes peptidicas.
Os complexos resultantes apresentaram maximo de absor¢cdo em 545 nm e a
intensidade de cor formada foi proporcional & concentracao de proteinas no meio.

A ureia foi quantificada pelo método enzimético da urease, onde a ureia é
hidrolisada a ions aménio e CO,. Os ions reagiram em pH alcalino com salicilato e
hipoclorito de sédio, sob a acédo catalisadora do nitroprussiato de sodio para formar
azul de indofenol. A intensidade da cor formada foi proporcional a quantidade de
ureia na amostra e a leitura foi feita em espectrofotometro em 600 nm.

Os niveis de lactato foram determinados pelo método da Lactato Oxidase com
posterior reagcdo com a 4-Aminoantipirina e leituta do complexo formado
(quinonimina) em 540 nm. Os valores foram expressos em mmol/L.

Todos os metabdlitos mencionados acima foram determinados no Laboratério
de Atividade Biologica na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, por meio

da utilizagdo de kits enzimatico-colorimétricos (Katal®) especificos para cada
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constituinte e expressos em mg/dL, com excecao da ureia, na qual foi utilizado kit
Labtest® e os niveis expressos em mmol/L assim como o lactato.

Para a determinacdo dos niveis de amonia total no plasma foi utilizado o
método de nesslerizacdo (Gentzkon e Masen, 1942), onde 100 pL de plasma foi
desproteinizado com a adi¢cdo de 900 pL de TCA 20%. Logo apds, esse extrato
acido foi centrifugado por 2 min a 3000 rpm e 300 pL do sobrenadante foi usado
para 0 ensaio, ao qual foi adicionado 1700 puL de agua destilada e 500 pL de
reagente de Nessler. Apos 20 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 420 nm, com padréo recém-preparado de
amonia (1,0 mM).

Os corpos cetbnicos foram mensurados apenas no plasma dos juvenis
(experimento 2), por meio do uso de medidor Optium Xceed (Abbot®) e tiras
individuais, conforme as especificacdes do fabricante. Os niveis sdo expressos em

mmol/mL.

Glicogénio Hepético e Muscular:

As determinacdes de glicogénio foram realizadas conforme técnica descrita
por Bidinotto, et al. (1997), onde amostras de figado e musculo foram transferidas
para um tubo de ensaio na proporcéo de 100 e 200 mg de tecido, respectivamente,
para 1,0 ml de Hidroxido de Potassio 6,0N (KOH) e incubado por 5 minutos em
banho-maria a 100°C. Apds a dissolucdo dos tecidos, 250 pl deste extrato foram
transferidos para outro tubo onde foram adicionados 3 ml de etanol-agua 95%, e 100
ul de Sulfato de Potassio 10 % (K,SO,4) seguidos de agitacdo. Logo apd6s, a amostra
foi centrifugada por 1 minuto a 12000 rpm, e entdo o sobrenadante foi descartado
por inversdo e o precipitado ressuspendido em 2,5 ml de agua destilada. Feito isso,
uma aliquota de 200 pl foi utilizada para determinacdo de glicose pelo método de
Dubois et al. (1956). Esta andlise consiste na adicdo de 300 puL de Fenol 3 %, a
amostra, e 2,5 mL de &cido sulfdrico concentrado. Os tubos de reacdo foram
colocados em banho-maria fervente por 2 minutos, e apos o resfriamento, a leitura
optica foi realizada em 480 nm com um padrdao de glicose de 100 umoles/L. O

conteudo de glicogénio esta expresso em pmoles de glicosil-glicose/mg de tecido.
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Parametros fisico-quimicos da agua:

Os parametros da agua como, pH, temperatura, concentracdo de oxigénio
dissolvido e condutividade foram mensurados com um aparelho multiparamétrico
Thermo Orion Five Star (USA). Os niveis (mg/L) de amonia total (NHz + NH,") foram
determinados por meio de kit comercial LabconTest, e o teor de NH3 (mg/L) foi

determinado de acordo com as instrucdes do fabricante.

Anélise estatistica:

Os resultados estabelecidos para cada grupo foram testados por analise de
variancia (ANOVA) e teste a posteriori de Tukey. Diferencas entre os grupos foram
consideradas quando o nivel de significancia foi de 95% (p<0,05).

No experimento 1 com os neonatos, os valores de hematécrito e de CHCM
foram log transformados para serem submetidos ao teste paramétrico. No
experimento 2 com 0s juvenis somente os valores de glicose plasmatica foram log
transformados.

Foi usado teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do método de Dunn,
para os dados que ndo apresentaram uma distribuicdo normal, mesmo apds serem
transformados, sendo no experimento 1 a ureia e amoénia plasmaticas e o glicogénio
hepatico. No experimento 2, as variaveis submetidas ao teste ndo paramétrico foram

a glicose, corpos cetbnicos, ureia e amonia plasmaticas.

15



RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicdes experimentais

As arraias neonatos utilizadas neste experimento apresentaram peso
variando entre 35 e 65 gramas. O comprimento total apresentou intervalo de 17 a 21
cm, esses valores foram condizentes com a largura do disco que apresentou valores
entre 9 e 11 cm (Tabela 1). Nado houve diferenca estatistica na biometria dos
neonatos entre os tratamentos. As arraias juvenis utilizadas para esse estudo
também nado apresentaram diferencas estatisticas quanto ao peso, comprimento
total e largura do disco, cujos valores estdo apresentados na Tabela 2.

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua dos aquérios estdo
apresentados na Tabela 3 para neonatos e na Tabela 4 para juvenis. O aumento no
valor médio da condutividade no grupo HC do experimento com juvenis se deu pela
adicdo de sulfito de sédio (Na,SO3) amplamente usado para auxiliar no decaimento
dos niveis de oxigénio (Kramer e McClure, 1982; Melnychuck e Chapman, 2002)
para que nao houvesse diferenca temporal em relacdo ao grupo HS.

Os valores médios de oxigénio dissolvido estdo apresentados na Figura 6 em
funcdo do tempo nos trés tratamentos (48 horas) para neonatos e na Figura 7 para
juvenis (72 horas). Foi possivel observar que os niveis de O, ficam abaixo de 4,0
mg/L apds cerca de 10 horas de experimento com 0s neonatos, sendo assim, esses
animais ficaram expostos a hipdéxia cerca de 36 horas. Nos juvenis o O, fica abaixo
de 4,0 mg/L apbs cerca de 25 a 30 horas, sendo que o tempo de exposicdo a
hipoxia foi de cerca de 47 horas.
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Tabela 1. Biometria dos individuos neonatos da arraia cururu (P. cf. histrix), submetidos a hipoxia gradual.

Normédxia HipOxia com acesso Hipdxia sem acesso
(N=6) (N=6) (N=6)
Parametro Média + DP Min-Max Média + DP Min-Max Média £ DP Min-Max
Peso (g) 42,58 + 3,88 37,50 — 48,50 4425 +3,67 41,50 -51,00 46,58 +9,97 35,00 — 65,00
Comprimento Total (cm) 18,22 + 0,63 17,20 - 19,00 19,18 + 0,73 18,20 -20,40 18,92 +1,08 18,00 - 21,00
Largura do Disco (cm) 9,83+ 0,27 9,50 -10,10 10,18 £ 0,31 9,90 -10,70 9,97 £0,71 9,00 -11,20

Tabela 2: Biometria de individuos juvenis da arraia cururu (P. cf. histrix), submetidos a hipoxia gradual.

Normédxia HipOoxia com acesso HipOxia sem acesso
(N=6) (N=6) (N=6)
Parametro Média + DP Min-Max Média £ DP Min-Max Média £ DP Min-Max
105,00 + 20,74 90,00 — 140,00 114,17 +33,53 65,00 — 160,00

Peso (9) 117,83 £13,04 100,00 — 135,00

Comprimento Total (cm) 25,07 £1,31 23,30 - 26,70
Largura do Disco (cm) 13,45 £ 0,67 12,70 — 14,30 13,10 £ 0,76

24,07 £ 2,14 21,00 - 27,40 23,98 + 2,51 20,50 - 27,80
12,20 — 14,40 13,12 + 1,45 11,00 -15,00

17



Tabela 3. Parametros fisico-quimicos dos aquarios contendo os neonatos da arraia cururu ao final de 48 horas de experimento.

Normoxia Hipdxia com acesso Hip6xia sem acesso
(N=6) (N=6) (N=6)

Parametro Média £ DP Min-Max Média £ DP Min-Max Média + DP Min-Max
Temperatura (°C) 26,06 + 0,54 25,10 - 27,20 26,43 + 0,53 25,40 - 27,70 26,63 £ 0,33 26,00 — 27,50
Condutividade (uS/cm) 19,77 £ 1,37 17,34 - 22,90 19,33+ 1,84 15,88 — 23,20 19,97 £ 2,19 15,86 — 24,90
pH 5,95+ 0,25 5,53-6,70 5,96 £ 0,23 5,54 — 6,66 5,81 +0,15 5,41 -6,11

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos dos aquarios ao longo de 72 horas de experimento com individuos juvenis de arraia cururu.

Normoxia HipOxia com acesso Hipoxia sem acesso
(N=6) (N=6) (N=6)

Parametro Média + DP Min-Max Média + DP Min-Max Média + DP Min-Max
Temperatura (°C) 27,11 £ 0,76 26,00 — 28,9 27,31 £0,85 26,10 — 28,90 27,22 £0,78 26,10 — 28,60
Condutividade (uS/cm) 15,40 + 3,04 10,11 - 25,41 36,87 + 13,76 9,77 - 87,90 18,10 + 3,08 11,39 - 54,20
pH 6,69 + 0,15 6,34 — 7,03 6,56 + 0,15 6,20 — 6,99 6,53 + 0,20 6,02 - 7,33
Amonia Total (mg/L) 0,50 + 0,32 0,25-1,00 0,73+0,54 0,25-2,00 0,75+ 0,52 0,25-2,00
NH3; (mg/L) 0,002 + 0,001 0,001 - 0,003 0,002 £+ 0,002 0,001 — 0,006 0,002 £ 0,001 0,001 - 0,006
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Figura 6. Média de decaimento da concentracao de oxigénio dissolvido (mg/L) na dgua dos
aquérios (N=6 para cada tratamento) dos neonatos ao longo das 48 horas de exposicéo
gradual a hipoéxia.
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Figura 7. Média de decaimento da concentracao de oxigénio dissolvido (mg/L) na agua dos
aquérios (N=6 para cada tratamento) dos juvenis da arraia cururu ao longo das 72 horas de
exposicao gradual a hipoxia.
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Com excecdo dos niveis de oxigénio, houve pouca variagdo nos parametros
mensurados nos aquarios de cada tratamento e entre os tratamentos em ambos 0s
experimentos. A amplitude de variacdo destes parametros esta de acordo com o
observado em ambiente natural (oxigénio dissolvido (mg/dL): 3,7 — 4,6; temperatura
(°C): 26,5 — 29,8; pH: 3,7 — 6,4) para a arraia cururu, com excec¢ao da condutividade
principalmente do grupo HC do experimento com juvenis, que foi maior (devido a
adicao de sulfito de sodio) do que a observada nas aguas do Rio Negro e afluentes
(7,7 — 35,4 uS/cm), nos quais a arraia cururu € encontrada (Oliveira, 2008; Duncan e
Fernandes, 2011). Isso indica que as respostas apresentadas pelas arraias
(frequéncia espiracular, varidveis hematoldgicas e metabdlitos estudados) séo
resultado do efeito direto da exposicao a hipdxia progressiva nestes animais.

Em decorréncia da oscilacao do nivel dos rios amazénicos, as concentracdes
de oxigénio dissolvido na &gua se tornam fatores criticos, principalmente nos
ambientes recém-alagados de varzea e igap6, quando os rios atingem seus niveis
maximos (Junk et al., 1989). Muitos corpos d’agua amazonicos sao conhecidos
como ambientes hipoxicos, pois apresentam quantidades limitantes de oxigénio
dissolvido (Schimidt, 1973; Kramer et al., 1987).

As variacBes limnoldgicas nos ambientes hipdxicos favoreceram o
desenvolvimento de mecanismos adaptativos eficientes que permitem que os peixes
sobrevivam em condi¢cdes ambientais extremas (Almeida-Val e Hochachka, 1995). O
espectro de respostas apresentadas, principalmente pelas espécies tropicais, sugere
que a eficiéncia dos mecanismos de tolerancia a hipdxia seja uma caracteristica
comum aos peixes da Amazénia (Val, 1993; Almeida-Val et al., 1995). No entanto,
estas adaptacBes sdo pouco conhecidas entre os elasmobranquios de agua doce
(Barcellos, 1997).

Frequéncia Espiracular:

Os dados da frequéncia espiracular (FE) dos neonatos estdo apresentados na
Figura 8. Nos animais mantidos em NO a FE oscilou entre 26 e 55 beats/min ao
longo das 48 horas de experimento. No grupo HC a FE variou de 35 a 55 beats/min,

até os niveis de O, atingirem 3,0 mg/L. Abaixo desse nivel de oxigenacdo a FE
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aumentou significativamente e a variacao ficou entre 40 e 86 beats/min. Nos animais
do grupo HS a FE variou de 29 a 56 beats/min, até os niveis de O, atingirem 2,0
mg/L. Abaixo desse nivel de oxigenacéo até 1,0 mg/L a FE aumentou, com variacao
entre 34 e 86 beats/min, e voltou a subir quando os niveis de O, cairam abaixo de
1,0 mg/L, variando entre 51 €108 beats/min.

Quanto a frequéncia espiracular dos animais juvenis mantidos em normoéxia
oscilou entre 34 e 70 beats/min ao longo das 72 horas de experimento, porém
percebe-se uma maior concentracdo de dados entre 40 e 60 beats/min. Nos animais
do grupo hipoxia com acesso a FE variou de 37 a 59 beats/min até os niveis de
oxigénio atingirem 5,0 mg/L e entdo, houve um aumento até atingir 3,0 mg/L, com
valores entre 40 e 94 beats/min. Abaixo desse nivel de oxigenacdo a FE voltou a
subir, variando de 40 a 107 beats/min. No grupo hipdéxia sem acesso houve um
incremento na FE quando os niveis de O, dissolvido estavam entre 4,0 e 2,0 mg/L
(FE = 40 a 95 beats/min) em relacdo a FE até 7,0 mg/L (FE = 38 a 62 beats/min).
Abaixo de 2,0 mg/L a FE voltou a subir, alcancando valores entre 56 e 107
beats/min. Os dados das frequéncias espiraculares dos animais submetidos aos trés

tratamentos estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 8. Frequéncia espiracular de neonatos de arraia cururu em fungdo da concentracdo de O..
Cada simbolo corresponde a um animal. Foi utilizada andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis com
teste a posteriori de Dunn. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p< 0,05). Os
circulos agrupam os dados estatisticamente iguais.
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Figura 9. Frequéncia espiracular de juvenis da arraia cururu em funcédo da concentragdo de O,. Cada
simbolo corresponde a um animal. Foi utilizada andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis com teste a
posteriori de Dunn. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p< 0,05). Os circulos
agrupam os dados estatisticamente iguais. Os animais (V) do grupo HC e (V) do grupo HS néo
foram incluidos nas andlises estatisticas.
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Foi observada variabilidade nas respostas da frequéncia espiracular (FE)
entre os individuos, o que fica bem evidente nos grupos HC e HS no experimento
com o0s juvenis, onde em cada tratamento houve um animal que mostrou
comportamento ventilatorio evidentemente diferente dos demais. A respeito da FE
em condi¢cBes normoxicas, a variacdo observada para neonatos e juvenis da arraia
cururu abrange valores encontrados para outros elasmobranquios em normoéxia,
como os tubardes Scyliorhinus canicula com frequéncia ventilatéria igual a 34
beats/min (Metcalfe e Butler, 1984), Hemisyllium ocellatum, com médias oscilando
entre 29,9 e 36,4 beats/min (Chapman et al.,, 2011; Routley et al., 2002),
Chiloscyllium punctatum com média de 24,4 beats/min (Chapman et al.,, 2011) e
Squalus acanthias com frequéncias variando entre 27 e 31 beats/min no periodo
prévio a exposicdo aos hormonios (Perry e Gilmour, 1996) e uma espécie de arraia
marinha, Raja ocellata, com cerca de 20 beats/min, na qual as medidas da FE
também foram feitas por contagem direta dos movimentos do espiraculo (Graham et
al., 1990).

Quando as concentracfes de oxigénio caem abaixo de 3,0 mg/L nos
neonatos e de 5,0 mg/L nos juvenis, no grupo HC e abaixo de 2,0 mg/L no grupo HS
dos neonatos e de 4,0 mg/L nos juvenis, se observa um aumento das frequéncias
espiraculares, a exemplo do reportado para Scyliorhinus canicula, que demonstrou
um aumento de sua frequéncia basal (34 beats/min) para 50,5 beats/min, apés
inducao rapida (1 hora) a uma condicdo de hip6xia moderada (~4 mg/L; Metcalfe e
Butler, 1984), para o tubardo epaulette com média de 74 beats/min quando exposto
a hipéxia com concentracdes de oxigénio de 2,16 + 0,10 mg/L e de 79,5 beats/min
quando com 1,25 mg/L de oxigénio dissolvido (Routley et al., 2002). De forma
diferente, Mustelus norrisi apresentou uma diminui¢cdo da frequéncia respiratoria de
em média 61 beats/min em 4,0 mg/L para 55 beats/min em 3,0 mg/L (Carlson e
Parsons, 2001).

A exemplo do trabalho de Metcalfe e Butler (1984), apesar de ndo havermos
mensurado o volume de ventilagdo, se observa claramente um aumento na
amplitude da abertura dos espiraculos em ambos neonatos e juvenis submetidos a
hipoxia severa (< 3,0 mg/L).

Peixes tolerantes a hipdxia enfrentam condigbes de baixa disponibilidade de

oxigénio muitas vezes alterando seu comportamento, como por exemplo, realizando
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a respiracdo na superficie aquatica (RSA) (Rantin e Kalinin, 1996; Soares et al.,
2006). No presente trabalho foi possivel confirmar as observagfes comportamentais
registradas por Barcellos (1997), na qual a mesma espécie, a arraia cururu, tem a
capacidade de realizar a RSA, Entretanto, mesmo nao tendo sido quantificada, foi
possivel perceber que este comportamento foi realizado por poucos individuos
expostos a hipoxia, em uma frequéncia baixa, na maioria das vezes, manifestado
guando os niveis de O, estavam abaixo de 1,0 mg/L. Porém, as arraias expostas a
hipéxia com acesso a superficie procuravam frequentemente nadar proximas a
superficie da dgua, e muitas delas apresentavam um movimento vertical, do fundo
até a superficie, rentes as paredes dos aquérios, ndo sendo esses movimentos
similares ao padrdo descrito por Barcellos (1997) para a mesma espécie. Mesmo
assim, pode ser um modo alternativo para explorar a camada mais oxigenada em
contato direto com a atmosfera. Outro aspecto interessante foi o fato da respiracao
na superficie aquética ter sido mais comum aos neonatos, sugerindo que, em seu
ambiente natural, os juvenis “aprenderam” a lidar com eventos sucessivos de
exposicao a hipoxia, tanto em intervalos diarios, quanto sazonais vinculados ao nivel

das aguas.

Hematologia:

Os neonatos da arraia cururu quando expostos a hip6xia, ajustam algumas
propriedades do sangue para lidar com essa situacao, fato que ndo se observa nos
juvenis. O hematdcrito foi significativamente maior nos animais do grupo HC em
relacdo aos do grupo HS, no entanto, ndo houve diferenga entre os tratamentos HC
e HS em relacdo a norméxia. Nao houve diferencas significativas nos valores de
hemoglobina entre os tratamentos. Entretanto, a contagem de eritrocitos foi
significativamente maior no grupo NO em relagao ao grupo HS, mas ndo apresentou
diferenca em relagcéo ao grupo HC o qual também nao diferiu de HS (Tabela 5).

Quanto aos indices hematologicos, o volume corpuscular médio (VCM) se
mostrou menor no grupo normoxia, em relacdo a ambos HC e HS. Por outro lado,

estes ndo diferiram entre si. Os valores de hemoglobina corpuscular média (HCM)
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foram maiores no grupo hipéxia sem acesso em relacdo aos tratamentos normodxia e
hipoxia com acesso, que ndo apresentaram diferencas entre si. Em relagdo a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), ndo houve diferencas
entre os tratamentos (Tabela 5).

Ao contrario dos neonatos, os valores de hematécrito, hemoglobina, VCM,
HCM e CHCM das arraias juvenis ndo apresentaram diferencas estatisticas nos
seus valores entre os tratamentos. Quanto ao numero de eritrécitos, ndo se observa
diferencas do grupo NO em relacdo aos tratamentos HC e HS, porém HS se
apresentou estatisticamente menor do que HC (Tabela 6).

O tubardo epaulette e a arraia-viola (Aptychotrema rostrata) também néo
apresentaram mudancas no hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e no CHCM
em resposta a hipoxia progressiva (Speers-Roesch et al., 2012a). No trabalho de
Routley et al. (2002) o mesmo tubardo epaulette ndo alterou seu hematdcrito em
resposta a hipoxia. A falta de uma mudanga no hematdcrito ou concentragdo de
hemoglobina durante a hipdxia progressiva € consistente com estudos anteriores
com outros elasmobranquios podendo assim, 0s ajustes destes parametros terem
um papel minimo na melhoria do transporte de O, em elasmobranquios expostos a
hipoxia (Speers-Roesch et al., 2012a).

Também ndo foram observadas mudancas no hematdcrito, contagem de
eritrécitos e VCM da propria arraia cururu (Potamotrygon cf. histrix) submetida ao
estresse pelo transporte em 24 horas, no estudo de Brinn et al. (2012). Segundo
esses mesmos autores, a auséncia de mudancas significativas nas variaveis
sanguineas em resposta ao transporte poderia indicar que arraias de agua doce,
bem como outras espécies de elasmobranquios, ndo respondem da mesma forma a
sindrome do estresse geral observada em varios teledsteos de agua doce, com
aumento de corticosteroides e catecolaminas, seguido de aumento da glicemia,
elevacdo dos niveis plasmaticos de lactato, distarbios osmorregulatorios e
mudancas nos parametros hematoldgicos, em especial do hematdcrito (por edema
celular) e do numero de eritrocitos (por contragdo esplénica decorrente da

estimulacdo adrenérgica).
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Tabela 5. Respostas hematoldgicas de neonatos da arraia cururu apos exposicao gradual a hipoxia ao longo de 48 horas. Letras

diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos.

Normoxia Hip6xia com acesso Hipoxia sem acesso
(N=6) (N=6) (N=6)

Parametro Média + DP Min-Max Média + DP Min-Max Média + DP Min-Max
Hematocrito (%) 20,60+4,31a 15,39 - 26,47 29,93+£6,784a,b 24,62 — 42,86 19,72+ 7,754, c 11,11 -31,43
Hemoglobina (g/dL) 2,32+£0,66 a 1,72 - 3,56 3,56+214a 1,66 — 7,02 3,01+£1,23a 1,53 - 4,56
Eritrocitos (milhées/uL) 0,55+0,14 a 0,31-0,71 0,39+0,144a,b 0,29 - 0,65 0,24+£0,07b 0,15-0,35
VCM (fL) 420,60 + 234,89 a 243,12-867,87 817,12+170,69b 493,18 -952,44 847,95+ 334,18b 376,61 —1372,00
HCM (pg) 45,39+ 18,35 a 24,44 - 70,85 75,11+2195a* 49,68 — 108,88 122,65+ 33,35b 90,57 - 176,14
CHCM (g/dL) 11,43+2,83 a 8,16 — 15,14 12,01+ 7,27 a 6,14 — 22,08 16,04 + 5,57 a 7,45 — 24,05

* N=5 para o grupo HC.
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Tabela 6. Parametros e indices hematoldgicos de juvenis da arraia cururu ao longo 72 horas de exposicdo gradual a hipoxia.
Letras diferentes representam diferencas entre os grupos (p<0,05).

Normoéxia Hip6xia com acesso Hipoxia sem acesso
(N=6) (N=6) (N=6)

Parametro Média = DP Min-Max Média = DP Min-Max Média = DP Min-Max
Hematocrito (%) 19,57, £231a 15,79 - 21,62 25,40+6,89a 16,22 - 35,14 26,50+6,72a 18,42 - 35,14
Hemoglobina (g/dl) 3,33+0,68 a 2,35-4,34 3,61+0,37 a 3,17-4,13 3,46 +0,44 a 2,86 —4,13
Eritrocitos (milhdes/pL) 0,28 £ 0,06 a* 0,22 -0,37 0,33+0,034a,b 0,29 - 0,38 0,26 £ 0,03 a, c 0,23-0,31
VCM (fL) 669,61 + 140,19 a 517,70-823,27 817,55+290,30a 470,14 —1313,81 1054,46 +£338,12a 594,19 — 1464,78
HCM (pQg) 112,79 £ 23,12 a 77,07 — 131,96 110,87 £ 11,24 a 97,33 — 126,69 135,98 £ 23,93 a 105,03 — 159,97
CHCM (g/dL) 1691+192a 14,89 — 20,06 15,10+ 5,90 a 8,40 — 25,47 13,65+3,21a 9,27 - 17,68

* N=5 para o namero eritrécitos no grupo Normoxia.
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Dada a diversidade dos niveis de atividade e padrdes de historia de vida dos
elasmobranquios, uma resposta “tipica” ao estresse para o grupo € improvavel. Ha
indicios, em alguns estudos realizados at¢é o momento (Manire et al., 2001,
Mandelman e Skomal, 2009), que as respostas fisiolégicas ao estresse para

experimentos padronizados é altamente variavel entre espécies estreitamente

relacionadas de elasmobranquios (Skomal e Mandelman, 2012).

Metabdlitos Plasmaticos:

Aparentemente, a maioria dos teledsteos aumenta seus niveis de glicose no
sangue em resposta a condicfes estressantes, como a exposicdo a hipoxia
(McDonald e Milligan,1992; Routley et al., 2002), porém isso ndo vem sendo
observado em elasmobranquios, como no tubardo epaulette (Routley et al., 2002;
Speers-Roesch et al., 2012a), na arraia-viola (Speers-Roesch et al., 2012a), nem t&o
pouco na arraia cururu submetida ao estresse de 24 horas de transporte (Brinn et
al., 2012), o que se repetiu nas arraias juvenis desse estudo que mantiveram seus
niveis de glicose plasmética constantes e nos neonatos, onde na verdade o que
ocorreu foi uma gqueda nos niveis de glicose no grupo HS (Figura 10), provavelmente
essa glicose tenha sido utilizada ao longo da exposicéao.

Routley et al. (2012) sugerem que apesar do tubardo epaulette manter um
nivel de glicose constante no plasma, poderia estar liberando glicose adicional
(provavelmente a partir de estoques de glicogénio no figado), a fim de equilibrar um
aumento da utilizacdo de glicose pelos tecidos sem realmente aumentar os niveis
circulantes no sangue. Isso explicaria em parte o fato dos juvenis da arraia cururu
ndo alterarem seus niveis de glicose no plasma, mesmo com a deplecao expressiva

dos estoques de glicogénio presentes no musculo destes animais (Figura 19).
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Figura 10. Niveis plasmaticos de glicose em arraias cururu neonatos (Neo) e juvenis (Juv)
apos 48 e 72 horas de exposigdo aos tratamentos. Os resultados estdo apresentados como
médias e erro padrdo. N = 6 para todos (exceto para o grupo HS do experimento 1; N = 5).

Letras diferentes representam diferengas estatisticas entre os tratamentos (p< 0,05).

Speers-Roesch e Treberg (2010) descrevem que elasmobranquios
aparentemente usam com frequéncia corpos cetbnicos e aminoacidos como
combustiveis oxidativos em condi¢cdes rotineiras, o que também explicaria a
manutencdo dos niveis estaveis de glicose no plasma dos individuos juvenis de P.
cf. histrisx. Ainda assim, os niveis de corpos cetbnicos (quantificados como [-
hidroxibutirato), desses animais nao sofreram alteragcbes em decorréncia da

exposicéo a hipdxia gradual (Figura 11).
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Figura 11. Niveis plasmaticos de corpos cetbnicos (B-hidroxibutirato) em juvenis de
arraia cururu (n = 6) apdés 72 horas de exposicdo a hipoxia. Os resultados estdo
apresentados como médias e erro padrdo. Foi utilizado teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis, com teste a posteriori de Dunn (p<0,05).

Essa auséncia de resposta, em relagao as concentragdes de B-hidroxibutirato
(B-HB) a hipéxia também foi observada no tubardo epaulette e na arraia-viola
expostos a hipoxia gradual (Speers-Roesch et al., 2012a). Porém, quando o tubarao
epaulette foi exposto por 2 e 4 horas a 2,0 kPa (~1,0 mg/L) e por 2 horas a 1,0 kPa
(~0,5 mg/L) de oxigénio, houve uma queda nos niveis de B-HB em relacdo ao
controle em normoxia. Por outro lado, a arraia-viola continuou mantendo estaveis o0s
seus niveis de B-HB quando exposta por 2 e 4 horas em 3,1 kPa (~1,55 mg/L) de
oxigénio dissolvido (Speers-Roesch et al., 2012b).

Os niveis plasmaticos de B-HB nos elasmobranquios parecem variar bastante
entre as espécies e até mesmo entre individuos da mesma espécie. Nesse estudo
foram encontrados valores de 0,60 a 3,30 mmol/L para os juvenis de arraia cururu.
No tubardo Squalus acanthias os niveis variaram de 2,97 a 5,73 umol/mL (=
mmol/L), respectivamente logo apds a cirurgia para a colocagcdo de uma canula na
aorta dorsal e cinco dias ap6s. E quando a solugéo salina foi injetada uma Unica vez,
como controle da injecéo de insulina (50, 100 e 250 unidades), a variagao de (3-HB

foi de 4,5 pmol/mL imediatamente e 8,5 umol/mL apdés nove dias (deRoos et al.,
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1985). No tubardo epaulette exposto a hipdxia os valores pré-exposicao variaram de
0,69 a 0,97 mmol/L e, na arraia-viola, de 0,12 a 0,23 mmol/L (Speers-Roesch et al.,
2012a; Speers-Roesch et al., 2012b).

Os niveis de lactato dos individuos neonatos nao sofreram alteracdes pela
exposi¢do a hipdxia. Ja nos juvenis houve um aumento dos niveis no grupo HC em

relacdo aos demais, mas néo houve diferencas entre NO e HS (Figura 12).
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Figura 12. Niveis plasmaticos de lactato em arraias cururu neonatos (Neo) e juvenis (Juv)
apos 48 e 72 horas de exposi¢do aos tratamentos. Os resultados estdo apresentados como
médias e erro padrdo. N = 6 para todos (exceto para o grupo HC do experimento 2, com N =

5). Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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Assim como ocorreu no grupo HC dos juvenis, também foi observado
aumento nos niveis de lactato no tubardo epaulette, a partir do momento em que 0s
niveis de oxigénio na agua atingiram a concentracao critica para esse animal (entre
2,2 e 1,7 mg/L; Routley et al., 2002; Speers-Roesch et al., 2012a). J4 a arraia-viola
aumentou seus niveis de lactato em concentracdes abaixo de sua concentracdo
critica de oxigénio (~3,6 mg/L; Speers-Roesch et al., 2012a). A auséncia de aumento
nos niveis de lactato nos neonatos € interessante e parece indicar que nas fases
iniciais de vida a arraia cururu ndo investe suas estratégias na mobilizacdo de
glicogénio, via metabolismo anaerdbico, mesmo com uma reserva de glicogénio
expressiva no figado e musculo (Figura 18). Por outro lado, 0s juvenis ja acionam
esta estratégia, principalmente quando os mesmos possuem mobilidade livre e
acesso a superficie da coluna d"agua. Nesse sentido, € importante ressaltar que 0s
niveis de lactato encontrados nos juvenis da arraia cururu ainda em condi¢cdes
normoéxicas sdo pelo menos 2,5 vezes maiores do que os encontrados nos
individuos neonatos nas mesmas condi¢des, o que poderia indicar que os individuos
juvenis, talvez por ja terem sido expostos a condi¢cdes de baixa disponibilidade de
oxigénio no seu ambiente natural, possuam um melhor ajuste do seu metabolismo
anaerébico. Por outro lado, ndo pode ser descartada a possibilidade de este
aumento ser decorrente do maior tempo de exposicéo (72 horas) ao qual os juvenis
foram submetidos.

A guantidade de proteinas totais encontrada no plasma das arraias desse
estudo esta de acordo com o que j& foi determinado para a espécie por Oliveira
(2008) e nao sofreram variagdes nos neonatos pela exposicao a hipéxia gradual em
48 horas. Entretanto, houve um aumento significativo nos niveis de proteinas totais
dos juvenis no grupo HS em relacdo aos demais (Figura 13).

O aumento das proteinas totais observado nos juvenis do grupo HS parece
nao se dar em funcdo de um desequilibrio osmético no plasma, tendo em vista que o
volume celular (VCM) nao foi alterado. Nem tampouco podemos afirmar que essas
proteinas estdo sendo produzidas para serem catabolizadas e os aminoacidos
mobilizados para atuarem como combustiveis oxidativos (Speers-Roesch e Treberg,
2010), pois nao houve aumento concomitante nos niveis de ureia e amonia

plasmaticas (Figuras 14 e 15).
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Figura 13. Niveis plasmaticos de proteinas totais em neonatos (Neo) e juvenis (Juv) de
arraia cururu (N = 6) apdés 48 e 72 horas de exposicdo a hipdxia. Os resultados estdo
apresentados como médias e erro padréo.

Uma possivel explicacdo estaria no aumento da producéo de proteinas de
defesa, como as globulinas, tendo em vista que o animal estd sendo exposto a uma
condicdo progressiva de estresse, como por exemplo, ocorrido com individuos de

Oreochromis niloticus, que tiveram aumento no percentual de a+p-globulinas e, ao
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mesmo tempo, uma diminuicdo na proporcdo de y-globulinas, durante uma
exposicdo crénica a hipoxia (0O,=1,5 mg/L, por 18 dias), indicando rearranjos na
distribuicdo destas globulinas (Melo et al., 2009).
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Figura 14. Niveis plasméticos de ureia (A) e aménia total (B) em individuos neonatos (N=6)
da arraia cururu, expostos a hipdxia gradual. Os resultados estdo apresentados como
médias e erro padrdo. Letras diferentes entre os tratamentos representam diferencas
estatisticas. Foi utilizada andlise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de teste de

Dunn (p< 0,05) para ambas as variaveis.
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Figura 15. Niveis de ureia (A) e amonia total (B) presentes no plasma de juvenis da arraia
cururu, expostos a hipoxia gradual. Os resultados estdo apresentados como médias e erro
padrdo. N = 6 para todos. Letras diferentes entre os tratamentos representam diferencas

estatisticas. Foi utilizado teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para ambos.

Os niveis de colesterol total e triglicerideos estdo proximos aos valores
descritos anteriormente para Potamotrygon cf. histrix por Oliveira (2008). A queda
nos niveis de colesterol total nos grupos expostos a hipéxia dos dois experimentos
(Figura 16) poderia indicar uma diminuicdo da sintese para diminuir o gasto de ATP

frente a queda dos niveis de oxigénio ambiental.
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Figura 16. Niveis plasmaticos de colesterol total de neonatos (Neo) e juvenis (Juv) da arraia
cururu expostos a hipdxia gradual. Os resultados estdo apresentados como médias e erro
padrdo. N = 5 para todos (exceto para NO do exp. 1, e HC do exp.2 com N = 6). Letras

diferentes representam diferencas estatisticas (p< 0,05).

Como os elasmobranquios néo possuem tecido adiposo, os lipideos incluindo
os triglicerideos sdo armazenados no figado. Estes, por sua vez, podem ser
mobilizados para a utilizagdo nos tecidos periféricos, ou seguir para a B-oxidacao
hepatica e cetogénese, com formacdo dos corpos cetbnicos que, como ja
mencionado anteriormente, sdo utilizados como combustiveis oxidativos alternativos
(Ballantyne, 1997; Speers-Roesch e Treberg, 2010). Porém, em nosso estudo nao
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houve mudancas, tanto nos niveis de triglicerideos (Figura 17) como nos de B-
hidroxibutirato plasmaticos (Figura 11), indicando que ndo parece ter havido
cetogénese em resposta a exposicao a hipoxia gradual.
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Figura 17. Niveis plasmaticos de triglicerideos de neonatos (Neo) e juvenis (Juv) da arraia
cururu expostos a hipdxia gradual. Os resultados estdo apresentados como médias e erro

padrao. N = 6 para todos. Letras diferentes representam diferencas estatisticas.
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Glicogénio Hepético e Muscular:

Em relacdo aos niveis de glicogénio hepatico e muscular, foi possivel
observar que neonatos e juvenis apresentaram respostas distintas quando expostos
a hipéxia. Enquanto nos neonatos os niveis de glicogénio hepatico e muscular se
mantiveram estaveis (Figural8), nos juvenis o aumento do glicogénio hepético nos
animais submetidos a hipdxia (Figura 19) indica que houve gliconeogénese. De
forma similar, o perfil metabdlico de Gymnotus carapo sugere gliconeogénese
hepatica por protedlise em resposta a hipoxia (Moraes et al., 2002), o que nao foi o
caso da arraia cururu, tendo em vista que os niveis de proteinas foram mantidos e
até aumentados nos juvenis do grupo HS. Dentro dos elasmobranquios, a arraia-
viola mobilizou glicogénio hepatico em resposta a hipOxia, entretanto, estas
respostas ndo foram confirmadas no tubardo epaullete exposto a hipoxia (Speers-
Roesch et al., 2012b). Isso indica que espécies diferentes ou uma mesma espécie
(neonatos e juvenis) podem apresentar respostas distintas na manutencdo ou
mobilizacdo de suas respectivas reservas de glicogénio tecidual, que podem ser
influenciadas pelo protocolo experimental e pelo tempo de exposicdo a hipdxia
gradual. Os efeitos deste Ultimo fator ndo podem ser descartados quando
consideradas as distintas respostas observadas entre 0s neonatos e juvenis
avaliados no presente estudo.

A mobilizacdo do glicogénio muscular nos juvenis, que foi mais intensa no
grupo exposto a hipéxia com acesso (Figura 20), acompanhado pelo aumento do
lactato plasmatico (Figural3), pode indicar que essa diferenca provavelmente se
deve a maior movimentacdo das arraias do grupo HC (por consequéncia, maior
gasto energético) em relacdo as arraias do grupo HS, as quais por terem livre
acesso podiam realizar deslocamentos verticais e horizontais até a superficie e por
toda coluna d"agua. Ja as arraias do grupo HS procuraram subir na coluna d"agua
assim que os niveis de O, comecaram a decair, mas logo apresentavam
comportamento de ficarem mais paradas ao fundo do aquario. No estudo de Speers-
Roesch et al. (2012b) a exposicdo a hipoxia ndo causou nenhuma mudanca nas

concentracdes de glicogénio muscular na arraia-viola e no tubaréo epaulette.

39



700

650

600

550 f

Ho

500

450

Glicogénio Hepatico (umoles glicosil-glicose/g)

400 T

240

210

180

150

120 ¢

Glicogénio Muscular (umoles glicosil-glicose/g)

NO HC HS

Tratamentos

Figura 18. Glicogénio hepatico (A) e muscular (B) em neonatos (n = 6) da arraia cururu
apos exposicdo a hipoxia progressiva. Valores expressos como pmoles de glicosil-glicose/g
de tecido fresco. Os resultados estdo apresentados como médias e erro padrdo. Letras
diferentes representam diferencas estatisticas. Foi utilizado teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, com teste a posteriori de Dunn nos dados de glicogénio hepatico. Para o

glicogénio muscular, utilizou-se one way ANOVA, com teste a posteriori de Tukey (p<0,05).
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Figura 19. Glicogénio hepético (A) e muscular (B) em juvenis (N=6) da arraia cururu apés 72
horas de experimento. Valores expressos em pmoles de glicosil-glicose/g de tecido fresco. Os
resultados estdo apresentados como médias e erro padrdo. Letras diferentes representam

diferencas estatisticas.

Hochachka e Somero (1984) consideram que os valores de glicogénio
hepatico podem ser indices para apontar a resisténcia a hipéxia nos animais.
Tendo em vista os valores de glicogénio hepatico determinados para arraia
cururu (média de 515 e 466 umoles de glicosil-glicose/g de tecido em neonatos
e juvenis, respectivamente) e comparando estes valores com o que foi
encontrado para o tubardo epaulette (média de 75 pumoles de glicosil-glicose/g
de tecido) considerado tolerante a hipdxia, e para a arraia-viola (média de 21

pumoles de glicosil-glicose/g de tecido), considerada uma espécie nao tolerante
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a hipdxia (Speers-Roesch et al., 2012b), percebemos valores bem superiores
para a arraia cururu, de pelo menos 6 vezes maiores do que no tubardo
epaulette e no minimo 21 vezes maiores do que a arraia-viola, indicando que a

arraia cururu pode ser considerada uma espécie tolerante a hipoxia.

CONCLUSOES

Diante das evidéncias obtidas nesse trabalho, € possivel concluir que
Potamotrygon cf. histrix responde & hipdxia gradual com algumas diferencas na
estratégia entre neonatos e juvenis, e também em relacéo a ter acesso (grupo
HC) ou nédo (grupo HS) a camada mais oxigenada da coluna d"agua. Apesar de
nao termos quantificado a concentracao critica de oxigénio para a arraia cururu
(por ndo termos feito respirometria), temos evidéncias que colocam essa
espécie de arraia dentro do grupo dos animais tolerantes a hipoxia, por
compartilhar ~ caracteristicas, como o0 aumento da frequéncia
branquial/espiracular em resposta a niveis baixos de oxigénio; o fato de
possuirem grandes reservas de glicogénio tecidual (hepatico e muscular); a
capacidade de ajuste de alguns parametros do metabolismo, como a
hematologia, que no caso da arraia cururu ocorre nas primeiras fases de vida,
e aumentos dos niveis circulantes de lactato, como resultado da ativacdo do
metabolismo anaerobico.

No presente estudo, foi possivel concluir que a mobilizacdo dos corpos
cetbnicos (B-hidroxibutirato) ndo parece ser uma estratégia importante para a
arraia cururu, pelo menos durante sua fase juvenil.

No caso da arraia cururu, pode-se sugerir que a espécie apresenta uma
concentragdo de oxigénio limitante abaixo de 2,0 mg/L, o que sem duvida,
confere a mesma um status de animal tolerante a hipdxia, a exemplo de varias
espécies amazobnicas, como Astronotus ocellatus (Muusze,1998; Scott et al.,
2008) e diversas espécies de caraciformes (Soares et al., 2006), assim como
0s peixes marinhos intertidais, conhecidos por suas habilidades em lidar com
situacdes rotineiras de hipdxia ambiental (Richards, 2010).

Estudos futuros com outras espécies de potamotrigonideos poderdo ser

esclarecedores, no sentido de entender como diferentes espécies respondem a
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um estimulo comum, mas fundamental na distribuicdo e determinacdo dos

padrbes ecoldgicos destes representantes de elasmobranquios de agua doce.
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