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Sinopse:
O presente estudo analisou as respostas fisioldgicas e 0 comportamento da respiracdo

superficial aquatica (RSA) em uma espécie de arraia de agua doce, Potamotrygon
wallacei, exposta as condicdes de normoxia e hipdxia aguda. Os resultados
demonstram que P. wallacei se ajusta a hipoxia aguda com a hiperventilacdo sem
deprimir o metabolismo, ativar a via anaerobica, ou utilizar estoques energéticos para

obter glicose.

Palavras-chave: comportamento respiratério, elasmobranquios de &gua doce,
resposta ventilatdria, eritrograma, hipoxia, metabdlitos plasmaticos.




A compaixado para com 0s animais é das mais nobres virtudes da natureza humana.

Charles Robert Darwin
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Resumo

O presente estudo analisou as respostas fisioldgicas e 0 comportamento da respiracdo
superficial aquatica (RSA) em uma espécie de arraia de agua doce, Potamotrygon
wallacei, exposta as condi¢Ges de normoxia e hipoxia aguda. Para isso, as arraias foram
previamente aclimatadas em laboratério em condi¢cGes normoxicas por 15 dias para
elaboracéo do etograma da RSA e por 30 dias para as analises fisioldgicas. Durante esse
periodo, foram alimentadas diariamente com pedacos de peixe fresco, minhoca e camaréo
vivos até a saciedade. Ao término da aclimatacdo, as arraias foram distribuidas
aleatoriamente em aquarios individuais e submetidos a duas condicGes distintas durante
16 horas consecutivas: i) normdxia, com numero amostral de 4 individuos para
elaboracdo do etograma e 8 individuos para analise de dados fisioldgicos. Nessa condicao,
a concentragéo de oxigénio dissolvido (O2) foi mantida em 74% de saturagéo (~6,0 mg/L)
durante todo o experimento; ii) hipdxia aguda (n = 4 para o etograma e n = 8 para analise
de dados fisiologicos). Nessa condicdo, a concentracdo de Oz diminuiu de valores
normoxicos até pelo menos 18% de saturacao (1,5 mg/L) nas primeiras oito horas (pela
injecdo de nitrogénio gasoso), sendo entdo mantida por mais oito horas consecutivas.
Todos 0s ensaios experimentais realizados em ambos, normdxia e hipoxia aguda, tiveram
inicio as 16:00h e término as 08:00h do dia seguinte, totalizando 16 horas de duracao.
Para o registro da RSA em ambos 0s grupos experimentais, as arraias foram filmadas
durante todo o periodo com cadmeras de visualizacdo noturna (infravermelho) acopladas
a um sistema de gravacdo Digital Video Recorder. Além disso, foram avaliados os
parametros fisiolégicos como a frequéncia dos movimentos espiraculares (FE), o
eritrograma (hematocrito, concentracdo de hemoglobina, nimero de eritrdcitos e indices
hematimétricos), a concentracdo de glicose e lactato no plasma e de corpos cetdnicos (-
hidroxibutirato) no sangue. Para a obtencdo das amostras de sangue, as arraias foram
anestesiadas com eugenol 75 mg/L. As arraias expostas & hipoxia aguda com aclimatacao
de 30 dias ndo manifestaram a RSA. Acredita-se que o longo tempo de aclimatagdo em
condi¢cbes de normoxia, que ndo necessariamente acontecem no ambiente natural,
especialmente durante o periodo noturno no qual situacdes de hipdxia sdo comumente
observadas, podem ter modificado essa resposta comportamental. Por outro lado, arraias
recém-chegadas e mantidas em aclimatacéo por até 15 dias, realizaram a RSA. Em relacdo

aos parametros fisioldgicos, houve um aumento na FE em resposta ao tempo de exposi¢do
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a hipoxia aguda (de 38 para 89 beats/min), quando comparados com aqueles mantidos em
normoxia, que se manteve estavel (entre 40 e 60 beats/min) até o final do experimento.
Por outro lado, ndo foram observadas alteragdes no eritrograma, bem como nas
concentracdes de glicose, lactato e de corpos cetdnicos no grupo de arraias expostas a
hipdxia aguda, quando comparadas com aquelas mantidas em normoxia. Nosso estudo
demonstra que P. wallacei se ajusta a hipoxia aguda com a hiperventilagdo sem deprimir

0 metabolismo, ativar a via anaerdbica, ou utilizar estoques energéticos para obter glicose.

Palavras-chave: comportamento respiratério, elasmobranquios de agua doce, resposta

ventilatoria, eritrograma, hipoxia, metabolitos plasmaticos.
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Abstract

The present study analyzed the physiological responses and the behavior of aquatic
surface respiration (ASR) in a species of freshwater stingray, Potamotrygon wallacei,
exposed to conditions of normoxia and acute hypoxia. For this, the stingrays were
previously acclimatized in the laboratory under normoxic conditions for 15 days for the
elaboration of the ASR ethogram and for 30 days for the physiological analyses. During
this period, they were fed daily with pieces of fresh fish, live worms and shrimp until
satiation. At the end of acclimatization, the stingrays were randomly distributed in
individual aquariums and subjected to two different conditions for 16 consecutive hours:
i) normoxia, with a sample number of 4 individuals for the elaboration of the ethogram
and 8 individuals for the analysis of physiological data. In this condition, the dissolved
oxygen (O2) level was maintained at 74% saturation (~6.0 mg/L) throughout the
experiment; ii) acute hypoxia (n = 4 for the ethogram and n = 8 for the analysis of
physiological data). In this condition, the Oz levels decreased from normoxic values to at
least 18% saturation (1.5 mg/L) in the first eight hours (through the injection of gaseous
nitrogen), and then maintained for more eight consecutive hours. All experimental tests
carried out in both normoxia and acute hypoxia began at 4:00 pm and ended at 8:00 am
the next day, totaling 16 hours of duration. To record the ASR in both experimental
groups, the stingrays were filmed throughout the entire time with night viewing cameras
(infrared) coupled to a Digital Video Recorder recording system. In addition,
physiological parameters such as the frequency of spiracular movements (SF), the
erythrogram (hematocrit, hemoglobin concentration, number of erythrocytes and
hematimetric indices), the concentration of glucose and lactate in the plasma and of
ketone bodies (B- hydroxybutyrate) in the blood. To obtain blood samples, the stingrays
were anesthetized with eugenol 75 mg/L. Stingrays exposed to acute hypoxia with 30
days of acclimatization did not manifest ARS. It is believed that the long acclimatization
time in normoxic conditions, which do not necessarily occur in the natural environment,
especially during the night period in which hypoxia situations are commonly observed,
may have modified this behavioral response. On the other hand, newly arrived stingrays
kept in acclimatization for up to 15 days, performed the ASR. Regarding the physiological
parameters, there was an increase in SF in response to the time of exposure to acute

hypoxia (from 38 to 89 beats/min), when compared to those maintained in normoxia,



which remained stable (between 40 and 60 beats/min) until the end of the experiment. On
the other hand, no changes were observed in the erythrogram, as well as in the
concentrations of glucose, lactate and ketone bodies in the group of stingrays exposed to
acute hypoxia, when compared with those kept in normoxia. Our study demonstrates that
P. wallacei adjusts to acute hypoxia with hyperventilation without depressing
metabolism, activating the anaerobic pathway, or utilizing energy stores to obtain
glucose.

Keywords: respiratory behavior, freshwater elasmobranchs, ventilatory response,

erythrogram, blood count, hypoxia, plasmatic metabolites.
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1. Introducéao

O oxigénio molecular (O2) é fundamental para a vida dos organimos dependentes
da respiracdo aerobia. Essa dependéncia se torna ainda maior em funcao das propriedades
fisicas e quimicas do meio aquético, que possui uma disponibilidade de oxigénio cerca
de 30 vezes menor quando comparada ao ambiente aéreo (Schmidt-Nielsen, 2002). Em
determinadas circunstancias, pode haver uma diminuicdo na quantidade de oxigénio
dissolvido na coluna da agua, condicdo amplamente conhecida e definida como hipoxia.
Nessas condi¢des, as concentracdes de oxigénio dissolvido podem cair abaixo dos niveis
exigidos pela maioria dos animais, que a partir dai, passam a enfrentar situacdes de
hipéxia moderada e profunda e, em condic¢des extremas, sofrer com a completa auséncia
deste gés, que caracteriza uma condi¢do de anoxia (Hochachka e Somero, 2002). Nesse
contexto, um cendrio cada vez mais frequente nos dias atuais € o0 aumento da temperatura
das aguas, que repercute de forma negativa para 0s organismos aquaticos , diminuindo a
disponibilidade e saturacdo de O, especialmente em ambientes tropicais (Esteves, 1998;
Diaz e Breitburg, 2009).

A hipdxia € comum em muitos habitats de &gua doce, especialmente em lagos e
corpos de é&gua presentes nas planicies de inundacdo existentes ao longo da bacia
Amazbnica, como as varzeas (presentes nos sistemas de aguas barrentas) e igap0os
(florestas sazonalmente inundadas com aguas pretas). Durante as cheias, ha pouca
correnteza e circulacdo de agua e estratificacdo da coluna da agua (Sioli, 1984) e, em
aguas rasas, dependendo do equilibrio entre a producéo e a respiragdo, pode ocorrer um
ciclo diario natural de supersaturacao durante o dia que se encaminha para um cenario de
hipbxia ou até mesmo andxia durante a noite (Diaz e Breitburg, 2009). Essas
caracteristicas sdo frequentes e amplamente conhecidas para diferentes ambientes
aquaticos distribuidos ao longo da bacia Amazonica (Val e Almeida-Val, 1995), sendo
por isso, considerados como ambientes naturalmente hipdxicos (Kramer et al., 1987).

Essa variedade de habitats abriga uma ictiofauna altamente diversificada, de modo
que sua distribuicdo e composicéo esta relacionada as suas adaptacdes frente as condi¢des
limnoldgicas vigentes nestes ambientes (Val e Almeida-Val, 1995). A elevacdo do nivel
dos rios amazénicos diminui a concentragdo de oxigénio dissolvido na dgua e a hipdxia
se torna um fator critico em ambientes recém-alagados, como os igap6s (Junk et al., 1989)
pois nestas areas, a baixa profundidade da coluna d’4gua favorece o aumento da

temperatura e a aceleracdo das reacbes metabdlicas dos organismos presentes (Junk,



1997) que aumentam o consumo de O. Além disso, estes corpos d’agua apresentam altas
taxas de decomposicdo do material organico oriundo da vegetacdo (Goulding, 1980) e,
todos estes fatores em conjunto, influenciam nas concentragdes de oxigénio dissolvido
disponiveis para a biota aquatica (Almeida-Val et al., 1993). Com isso, 0S peixes
desenvolveram varios mecanismos evolutivos para garantir a obtencdo de uma maior
quantidade de oxigénio dissolvido nesses ambientes, em situa¢Ges onde a disponibilidade
deste gés € criticamente baixa, i.e., hipoxica (Kramer et al., 1987; Brauner et al., 1995).

A hipdxia forca os peixes a trabalharem mais na extracdo do oxigénio da agua, ou
alternativamente, reduzir as taxas de gasto de energia durante o metabolismo de rotina,
para contrabalancearem com a disponibilidade de oxigénio existente na agua (Thomas et
al., 2018). Por isso, ha uma diversidade de espécies aquaticas tolerantes a hipoxia e grande
variedade de adaptacGes anatdmicas, fisiologicas e comportamentais direcionadas para
enfrentar esse fendmeno ambiental. Essas constatacGes nos trazem a luz a possibilidade
de que, ap6s o grande evento de oxigenacao atmosférica ha cerca de 2,3 bilhdes de anos
(Catling et al., 2001), os ambientes de baixa disponibilidade de oxigénio dissolvido
desempenharam um papel importante na evolucdo de muitas estratégias adaptativas
observadas principalmente entre os peixes neotropicais (Val e Almeida-Val, 1995). Essa
diversidade de estratégias permitem que as espécies de peixes amazodnicas se distribuam
por diferentes habitats, sendo algumas encontradas nos canais principais dos grandes rios,
como as espécies de bagres migradores, enquanto outras ocupam tributarios de tamanho
médio, corregos, canais e lagos permanentes e temporarios (Oliveira et al., 2001). Estes
corpos d"agua que sao geralmente hipdxicos, contém peixes capazes de lidar com valores
abaixo de 2,3 mg/L por semanas e até meses (Kramer, 1978; Soares, 2006).

Com essas adaptacOes, diferentes nichos ambientais podem ser ocupados e
variados tipos de respiracdo observados entre as diversas espécies de peixes, que incluem
além da respiracdo aquatica obrigatoria, a respiracdo bimodal aérea, que ocorre com o
auxilio de estruturas anatdmicas modificadas, até o0 uso de mecanismos comportamentais,
como o “aili”, conhecido entre os indigenas e ribeirinhos como a subida dos peixes para
efetuar a extracdo do Oz na lamina superficial da coluna d’agua (Kramer et al., 1978;
Kramer, 1983; Soares et al., 2006). Quando o0s peixes sdo desafiados em seus
respectivos ambientes, a maneira mais simples para evitarem a hipdxia € mudar de éarea,
buscar zonas mais oxigenadas para suprir suas demandas metabolicas no transcurso de
suas atividades diarias. No entanto, em alguns casos, 0 comportamento de fuga nao €

viavel ou necessério, e 0s peixes respondem empregando uma combinagdo de estratégias
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comportamentais e fisiologicas para manter o fornecimento adequado de oxigénio aos
tecidos. (Kramer, 1987; Jensen et al., 1994).

Além da respiracdo aquatica obrigatoria, a respira¢do aérea e o “ail”, conhecido
tecnicamente como a respiracdo na superficie aquatica (RSA), sdo respostas
comportamentais muito pronunciadas entre os peixes amazo6nicos (Graham, 1997).
Aproximadamente 49 familias de peixes tém representantes que utilizam a respiracao
aérea (Graham, 1997), em muitos casos desenvolvidos de forma concomitante com a
respiracdo aquatica, na qual os peixes conservam as branquias funcionais e engolem o ar
diretamente da atmosfera que, por sua vez, € armazenando em um 6érgéo especializado na
realizacdo das trocas gasosas (Graham, 1997; Chapman e Mckenzi, 2009). Esses peixes
com respiracdo bimodal séo classificados em dois grupos, respiradores facultativos e 0s
respiradores obrigatérios (Graham, 1997). Os respiradores facultativos captam o oxigénio
na superficie (ar atmosférico), mas sobrevivem pela ventilacdo branquial se ndo houver
acesso ao ar. E o caso do mugum (Synbranchus marmoratus) (Bicudo e Johansen, 1979),
que realiza o processo de trocas gasosas no epitélio bucofaringeo e na cdmara branquial
(Moraes et al., 2005). Ja os respiradores obrigatdrios se afogardo se lhes for negado o
acesso a respiracdo aérea, mesmo em agua normaxica, porque eles tém areas de superficie
branquiais reduzidas (Graham, 1997). O exemplo mais conhecido neste grupo é o
pirarucu (Arapaima gigas), que apesar de possuir branquias voltadas mais para a
osmorregulacdo e excrecdo, estas sdo insuficientes para realizar a respiracdo aquatica.
Sua respiracdo depende da bexiga natatoria modificada, que se tornou especializada para
funcionar como pulméo no exercicio da respiracdo aérea (Sawaya, 1946; Salvo-Souza e
Val, 1990).

Mesmo no ambiente amaz6nico, a maioria das espécies de peixes € incapaz de
realizar a respiracao aérea, mesmo que estejam sujeitos a eventos regulares de hipoxia
moderada ou extrema (Kramer et al., 1978). Com isso, uma alternativa para contornar
situacBes rotineiras de hipdxia e, consequentemente, aumentar as chances de
sobrevivéncia, é a adogdo da RSA (Kramer e Mcclure, 1982; Val e Almeida-Val, 1995).
Para acionar esse comportamento, o animal sobe a superficie da coluna d’agua para
ventilar para as branquias com a fina camada de agua da superficie que esta em equilibrio
com o ar atmosférico e, portanto, mais rica em oxigénio dissolvido do que a agua
subjacente. Com isso, a RSA mostra-se como uma alternativa potencial a respiragdo
aérea, visto que esses animais ndo possuem um 6rgdo acessorio especializado para a

realizacdo das trocas gasosas (Kramer e McClure, 1982; Lewis, 1970). Embora muitas
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especies de peixes ndo exibam nenhuma especializacdo morfologica particular para essa
atividade, varios deles apresentam modificagdes temporéarias, como por exemplo, a
extensdo morfoldgica do labio inferior que ocorre em vérias espécies de caracideos como
o tambaqui (Colossoma macropomum), que melhora a eficiéncia da RSA (Kramer e
McClure, 1982; Lewis, 1970; Val e Almeida-Val, 1995). Riscos fisiologicos e ecoldgicos
sdo recorrentes para realizacao da respiracao aérea e da RSA, como gasto energético para
subir para a superficie e aumento significativo da probabilidade de predacdo por outros
organismos (Kramer, 1983). Ha evidéncias que 0s peixes que realizam RSA e respiracdo
aérea possuem padrdes de comportamento significativamente influenciados pelo risco
percebido de predacdo, utilizando como alternativa para contornar a hipdxia, a migracao
sazonal (Kramer, 1987). Por outro lado, o desempenho da RSA parece se constituir em
grande beneficio ecoldgico, pois permite que os peixes colonizem reflgios hipéxicos nos
quais espécies predadoras menos tolerantes ndo podem ocupar com sucesso (Junk et al.,
1983; Chapman et al., 1995; Anjos et al., 2008).

Uma resposta comum a hipdxia demonstrada pelos peixes é a hiperventilacdo. O
aumento no volume de ventilacdo, impulsionados por mudancas na frequéncia ou
amplitude respiratoria, serve para aumentar a extracao do oxigénio dissolvido na agua e,
com isso, incrementar a pressao parcial deste gas no sangue arterial, uma estratégia que
pode atrasar o inicio da transicdo do metabolismo aer6bico para o anaerébico (Graham,
1997) e evitar o acuimulo de metabolitos indesejaveis, como o lactato e os ions de
hidrogénio, que podem interferir no mecanismos 4&cido-base e comprometer a
homeostasia do organismo (Hochachka e Somero, 2002).

O aumento dos movimentos operculares em teledsteos, leva a uma maior
ventilacdo e perfusdo da agua pelas branquias, aumentando a capacidade de oxigenacdo
do sangue nas lamelas branquiais (Hughes 1984). J4, no grupo dos elasmobranquios
caracterizados pelas arraias (Superordem Batoidea), os espiraculos fazem a funcédo
semelhante aos opérculos, pois levam agua as cavidades branquiais e proporcionam a
vazdo da agua apos ter ocorrido a extracdo de O2 pelas lamelas branquiais (Carvalho et
al., 2016a). Essa atividade pode ser medida, pela frequéncia espiracular (FE) e se constitui
em ferramenta Gtil e andloga a frequéncia opercular utilizada em teleGsteos para
quantificacdo da capacidade ventilatoria de um individuo. Valores de FE obtidos em
condi¢gdes normoxicas podem ser comparados com aqueles registrados em animais
submetidos a condi¢Ges de hipoxia. Pastorio (2014) constatou para a arraia cururu

(Potamotrygon wallacei) que a variagéo observada na FE de neonatos e juvenis abrange
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valores encontrados para outros elasmobranguios marinhos mantidos em normaoxia, como
os tubarbes Scyliorhinus canicula (Metcalfe e Butler, 1984), Hemiscyllium ocellatum
(Chapman et al., 2011; Routley et al., 2002), Chiloscyllium punctatum (Chapman et al.,
2011) e Squalus acanthias (Perry e Gilmour, 1996). Estudos dessa natureza Sao raros em
espécies de arraias, contudo, na espécie marinha Raja ocellata, valores de FE = 20
beats/min foram registrados a partir da contagem direta dos movimentos do espiraculo
(Graham et al., 1990). Caso a hiperventilagdo ndo seja suficiente para contornar a hipdxia,
havera a reducdo na frequéncia ventilatoria (e provavelmente dos batimentos e contracao
cardiaca) para diminuir o gasto energético, acarretando uma série de ajustes bioquimicos
e metabolicos que visam melhor a oferta e utilizagdo do oxigénio pelos tecidos
(Hochachka e Somero, 2002).

A resposta fisioldgica em peixes a agentes estressantes, como a hipoxia, pode ser
caracterizada em trés niveis ou etapas sucessivas: primaria, secundaria e terciaria. As
respostas primarias sao geralmente desencadeadas no eixo hipotadlamo-hipéfise-inter-
renal (PHI), na qual neurotransmissores e horménios como as catecolaminas, acionam
respostas em cadeia em outras glandulas e 6rgaos responsaveis pela regulacdo hormonal
(Wendelaar Bonga, 1997). As respostas secundarias, por sua vez, acontecem quando
outros hormdnios, como o cortisol em teledsteos, séo liberados provocando mudancgas no
metabolismo intermediario e envolvendo véarios parametros fisioldgicos (ventilacéo,
hematologia) e bioquimicos (metabodlitos plasmaticos e teciduais). Ja, as respostas
terciarias comprometem o desempenho, alteram o comportamento em longo prazo e
aumentam a suscetibilidade a doencas, além de comprometer a performance reprodutiva
dos representantes de uma dada populagdo (Barton, 1997; Wendelaar Bonga, 1997).

Elasmobranquios, por outro lado, ndo respondem da mesma maneira a diferentes
condicdes de estresse como aquelas observadas em teledsteos. Distintamente deste Gltimo
grupo de peixes que tem o cortisol como o principal hormonio de estresse (Barton, 1997),
0s elasmobrénquios possuem o 1-a-hidroxicorticosterona (ldler & Truscott, 1966;
Anderson, 2012) como candidato a essa funcdo. Entretanto, sua mensuragéo € ainda muito
limitada, em funcdo da auséncia de um protocolo técnico disponivel comercialmente.
Nestes organismos, também ocorre a secre¢do de corticosterona, um horménio anélogo
ao cortisol, que ndo pode ser armazenado intracelularmente, sendo sintetizado e liberado
na circulacdo sob demanda e, portanto, um grande alvo para estudos de estresse (ldler &

Truscott, 1967). Este hormdnio foi sugerido como indicador de estresse com acdo



mineralocorticoide para uma espécie de arraia de agua doce da Amazonia, P. wallacei
(Brinn et al., 2012).

Peixes que ndo sobem até a superficie em busca de oxigénio, devido a sua estrutura
anatdmica inadequada para zona pelagica e/ou risco de predacao, sdo mais dependentes
da supressdao do metabolismo oxidativo e a concomitante ativacdo do metabolismo
glicolitico anaerdbico (Almeida-Val e Hochachka, 1995). Estes processos objetivam o
melhor aproveitamento energético, diminuindo a demanda de oxigénio e, com isso, 0
consumo de ATP. Assim, formas anaerdbicas de producdo deste metabdlito energético
sdo ativadas (Chippari-Gomes et al., 2005), embora obtenham menos energia com esta
estratégia metabdlica (Hochachka e Somero, 2002). A ativacdo do metabolismo
anaerdbico e supressdo do metabolismo oxidativo envolvem a participacdo de enzimas
chaves, na qual suas atividades sdo ajustadas de modo especifico aos diferentes tecidos
nas diferentes espécies (Almeida-Val e Hochachka, 1995; Wendelaar Bonga, 1997). Uma
das enzimas mais estudadas é a lactato-desidrogenase (LDH) que promove a conversao
reversivel de piruvato a lactato, no fim da glicélise anaerdbica, indicando a capacidade
anaerobica dos tecidos mediante maior atividade da enzima, resultando em acimulo de
lactato em peixes teledsteos submetidos a hipdxia extrema, ao inves da usual liberacéo de
CO. provocada pela aerobiose (Almeida-Val e Val, 1993; Muusze et al., 1998; McKenzie
et al., 2000).

Diversas espécies de peixe podem ainda reduzir o metabolismo anaerobico nestes
tecidos como resultado da supressdo geral do seu metabolismo, como no caso do acara
comum (Cichlasoma amazonarum) (Almeida-Val et al., 1995), que implica na depressédo
da taxa metabdlica do organismo abaixo do nivel metabdlico considerado padrdo para a
atividade rotineira do animal (Van Ginneken et al., 1995). Em muitos casos, 0S peixes
amazonicos de respiracdo estritamente aquatica apresentam adaptacdes metabolicas mais
eficientes as condic¢des hipoxicas que 0s peixes de respiracdo aérea, respiragdo superficial
aquatica, ou aqueles com adaptacGes anatdmicas, sendo os ciclideos neotropicais um
otimo exemplo de caso, como a espécie amazdnica acaré-agu, Astronotus ocellatus
(Muusze et al., 1998).

Entre os produtos do metabolismo intermediario sintetizados como resposta
secundaria ao estresse, 0s corpos cetdnicos (como o B-hidroxibutirato) tém um papel
funcional no metabolismo energético dos elasmobranquios marinhos mais importante do
gue em qualquer outro vertebrado, sendo utilizados como fonte de energia extra-hepatica

(Ballantyne et al., 1997). Uma das possiveis causas para essa elevada dependéncia dos
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corpos cetdnicos, pode estar relacionada com a incapacidade de transportar rapidamente
o0 carbono dos lipideos, como os &cidos graxos ndo esterificados (NEFA) para os tecidos
extra-hepéaticos. Nesse grupo, a produgédo dos corpos cetdnicos parece ter uma vinculagéo
com o metabolismo da ureia, que € acumulada nos fluidos corpéreos e tecidos em altas
concentragdes (>500 mM; Schmidt-Nielsen, 2002) como estratégica de regulagédo
osmatica. Entretanto, a presenca destas altas concentracbes de ureia exerce efeitos
negativos no catabolismo extra-hepatico dos lipideos, reduzindo o transporte de acidos
graxos ndo esterificados e aumentando a dependéncia dos corpos cetbnicos para a
producdo de energia com o objetivo de atender a demanda de tecidos como o coracdo e a
musculatura vermelha (Ballantyne, 1997). Entretanto, pouco se conhece sobre a
importancia e utilizacdo destes metabdlitos energéticos em espécies de elasmobranquios
dulcicola. Um dos unicos estudos desenvolvidos nesse sentido demonstrou que as
concentracdes circulantes destes compostos no sangue de juvenis de P. wallacei ndo
variaram em resposta a uma condicao de hipdxia progressiva (Pastorio, 2014).

A hiperglicemia, uma resposta fisiologica secundaria comum em tele4steos, tem
sido amplamente utilizada como medida da intensidade de estresse (Mazeaud e Mazeaud,
1981; Wendelaar Bonga, 1997). Contudo, nos elasmobranquios, a glicose parece ter um
papel secundario na manutencdo do metabolismo desses animais, que habitualmente
exibem baixas concentracfes circulantes no sangue (Ballantyne, 1997), inclusive em
espécies de arraias de dgua doce, como Potamotrygon motoro (Speer-Roesch et al., 2006)
e juvenis de P. wallacei (Pastorio, 2014), que ndo responderam com varia¢fes nas
concentracOes deste metabdlito, quando submetidas a condi¢des de hipdxia. Isso indica
que elasmobranquios de dgua doce podem apresentar outros mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos em resposta a hipoxia ambiental. De fato, o conhecimento existente sobre as
respostas metabdlicas a hipoxia em espécies de elasmobranquios de agua doce é ainda
incipiente e demonstra que mais estudos precisam ser conduzidos com outras espécies e
com individuos em diferentes faixas etarias de uma mesma espécie, para que padrées de
respostas a hipdxia possam ser identificados. Isso se torna ainda mais importante para
espécies como P. wallacei, que parece desenvolver a RSA em situacBes de hipoxia
profunda, como relatado pelos pescadores ribeirinhos de peixes ornamentais que atuam
na bacia do médio Rio Negro e confirmada em campo por Araujo (1998) e em condicGes
experimentais em laboratorio (Barcellos, 1997; Pastdrio, 2014).



1.1. Potamotrygon wallacei

Conhecida popularmente como a arraia cururu, Potamotrygon wallacei Carvalho,
Rosa e Araujo 2016 é uma espécie endémica, sendo a menor em tamanho dentro dos
potamotrigonideos, que habita preferencialmente as areas de floresta inundada (igap6s)
existentes ao longo do Arquipélago do Mariud, que se estendem ao longo da bacia de
drenagem do médio Rio Negro (Carvalho et al., 2016b). Essa espécie € frequentemente
encontrada entre os folhigos ou nas regides arenoso-argilosas das areas de igap0, ou em
torno das ilhas que se formam préximos aos canais principais de afluentes de agua preta,
geralmente hipoxicos ou com concentragdes de oxigénio dissolvido inferiores a 4 mg/L
(Araudjo, 1998; Duncan e Fernandes, 2010; Carvalho et al., 2016b). A arraia cururu se
caracteriza por apresentar nadadeiras pélvicas e aberturas dos espiraculos
proporcionalmente grandes em relagdo ao seu tamanho (Carvalho et al., 2016a), além de
uma grande area de superficie branquial especialmente em neonatos a termo (Duncan et
al., 2015). Essas caracteristicas morfolégicas em conjunto contribuem para que essa
espécie explore ambientes que podem ser considerados inadequados ou inGspitos para

outros potamotrigonideos.

Estudos prévios tém registrado taxas de mortalidade mais baixas em condi¢6es de
hipoxia para peixes dotados da capacidade de realizar a RSA, indicando que essa
estratégia tem valor biol6gico voltado a sobrevivéncia das espécies (Lewis, 1970; Kramer
e McClure, 1982), sendo uma estratégia alternativa para aumentar a captacao de oxigénio
em condic¢des de hipdxia. A eficacia dessa resposta ventilatdria, bem como seus custos e
beneficios fisiologicos ainda ndo foram descritas em elasmobranquios (Chapman e
Mckenzie, 2009), embora Barcellos (1997) tenha relatado em laboratdrio que exemplares
de P. wallacei submetidos a hipdxia apresentavam o habito 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 &gua no disco
para os espiraculos. Pastdrio (2014) em seu trabalho sobre respostas fisiologicas a hipoxia
progressiva em neonatos e juvenis da arraia cururu, registrou que esse animal realiza
respiracdo superficial aquatica como uma das estratégias para enfrentar estas condigdes,
sendo um comportamento mais pronunciado nos neonatos e mais moderado nos juvenis,
provavelmente devido ao risco de predacdo aos quais estes ultimos enfrentam, quando

expostos a hipdxia em seus ambientes naturais.



Como ainda existe uma grande lacuna no conhecimento sobre o comportamento
e fisiologia desta espécie relacionados & RSA, estudos direcionados a esse tema sdo
necessarios para investigar a expressao deste comportamento e os beneficios que esta
estratégia adaptativa pode oferecer para individuos de P. wallacei quando submetidos a
situacOes de hipdxia, sendo essa proposta inédita para espécies de arraias de agua doce.
Além disso, pretende-se ampliar os achados iniciados por Pastorio (2014) a cerca de como
0s metabolitos energéticos presentes no sangue respondem a hipdxia, com a possibilidade

de realizacdo da RSA em condigdes experimentais.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Avaliar como a diminuicdo aguda das concentracfes de oxigénio dissolvido na
agua (hipdxia) afeta o comportamento (acionamento da RSA) e o metabolismo de

Potamotrygon wallacei em condi¢des experimentais.

2.2. Objetivos Especificos
Descrever o comportamento da RSA em P. wallacei durante a exposicao a hipoxia

aguda;
Analisar as mudancas da frequéncia dos movimentos espiraculares de P. wallacei
em reposta a normoxia e hipoxia aguda;
Avaliar o eritrograma de P. wallacei exposta a normoxia e hipoxia aguda;
Analisar como as concentragdes dos metabdlitos do sangue de P. wallacei

respondem as situacdes de normoxia e hipoxia aguda.
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3. Hipdteses

De acordo com o conhecimento existente gerado sobre a fisiologia e o

comportamento de P. wallacei:

1. Espera-se que o0s espécimes de P. wallacei expressem o comportamento de
acionamento da RSA em situacdes de hipdxia aguda, na qual as concentracdes de O

estejam abaixo de 2,0 mg/L;
2. Espera-se, com excecdo da glicose no plasma, que as concentracdes circulantes de

corpos cetbnicos no sangue e lactato no plasma sejam aumentadas em P. wallacei, em

resposta a condi¢do de estresse promovida pela hipoxia aguda.
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4. Material e Métodos

4.1. Coleta das arraias
Neonatos (<12 cm), juvenis (12 a 16 cm) e adultos (> 16 cm) de P. wallacei, com

largura de disco (Figura 1) entre 10 e 20 cm (Araujo, 1998), foram coletados nas areas de
floresta alagdvel (igap0) existentes ao longo do Arquipélago de Mariua (Figura 2),
localizado na bacia do médio Rio Negro proximo ao municipio de Barcelos, Amazonas,
Brasil. O Arquipélago de Mariua é considerado o maior grupo de ilhas de agua doce do
mundo e fornece abrigo para uma rica biodiversidade de peixes ornamentais, incluindo
as espécies da arraia cururu (Oliveira et al., 2017). Este estudo dispde de autorizagao
prévia (Sishio n® 18285-1) do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade
(ICMBI0) para a coleta das arraias no Arquipélago do Mariua, em Barcelos (AM) e foi
conduzido de acordo com as diretrizes do Comité de Etica para o uso de animais em
animais em Pesquisa da Universidade Federal das Amazonas (Protocolo CEUA/UFAM
# 002/2017).

il
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Figura 1. Medicéo da largura do disco de Potamotrygon wallacei
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Figura 2. Mapa da bacia do médio Rio Negro no Estado do Amazonas, destacando a
cidade de Barcelos (circulo vermelho) e o Arquipélago Mariua localizado em frente a

cidade, na margem oposta do rio (Fonte: Google Earth, 2023).

Os espécimes de P. wallacei foram coletados no periodo noturno com auxilio de
lanterna e rede de pucd de mao (Figura 3), por pescadores profissionais que residem na
cidade de Barcelos. Apds a coleta, as arraias foram mantidas em tanques-rede de 1m3
fixados em praias, proximos aos locais de pesca até que 0 nimero necessario de animais

fosse atingido.

Figura 3. Coleta noturna de P. wallacei com auxilio de pu¢a de méo, remo e lanterna de
cabeca, por pescadores nas areas do Arquipélago de Mariua, Barcelos, Amazonas. (Fonte:
Oliveira, 2012).
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Em seguida, todo o plantel coletado foi transportado por via fluvial em recipientes
plasticos (cagapas) contendo 2-3 litros de &gua, sendo mantidos na quantidade de um
(adulto) a dois (neonato e juvenil) animais em cada recipiente (Figura 4), sem aeragéo e
troca de agua durante o trajeto, das areas de pesca para Barcelos. Nesse local as arraias
foram transferidas para novas cagapas contendo o mesmo volume de agua renovada do
proprio Rio Negro e a mesma quantidade de animais por recipiente e, entdo,
transportadas, sem aeracdo e troca de agua para Manaus, em uma viagem de barco com
duracdo de 24 horas. Ap6s a chegada, estes animais foram transportados para o
Laboratorio Experimental de Fisiologia e Comportamento de Animais Aquaticos
(LEFCAQ), na Universidade Federal do Amazonas (UFAM), onde foram mensurados 0s
parametros de qualidade da agua contida nas cagapas, como o pH, as concentracGes de
O2 dissolvido e de amonia total, a condutividade e a temperatura. Os neonatos e juvenis
utilizados em experimento piloto e elaboragdo do etograma foram mantidos em
aclimatacdo por 15 dias, ja as arraias nas fases juvenil e adulta utilizados para obtencéo
dos dados fisioldgicos, foram aclimatados por 30 dias consecutivos.

Figura 4. Juvenis de Potamotrygon wallacei transportados em cacapas de Barcelos até a
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em Manaus, Amazonas.
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Durante o periodo de aclimatacdo, todos os espécimes foram mantidos em piscinas
de lona com capacidade de 400 litros e dimensdes de 33 x 106 x 115 cm (altura, largura
e comprimento), contendo areia proveniente do Rio Negro no fundo para maior conforto
dos animais, na quantidade de quatro a seis individuos em cada piscina (Figura 5). Nesse
periodo, foram mensurados em dias alternados os parametros fisico-quimicos da agua
(Tabela 1). Esses valores foram mantidos proximos aos encontrados no ambiente natural
da arraia cururu, com o oxigénio dissolvido entre 3,7 e 4,6 mg/dL, temperatura entre 26,5
e 29,8 °C, e pH entre 3,7 e 6,4 (Duncan e Fernandes, 2011). As piscinas foram dotadas
com sistemas de filtro bioldgico individuais, com aeracao continua e renovacao diaria da
agua para manutencdo da estabilidade dos parametros fisico-quimicos. Durante esse
periodo as arraias receberam, uma vez ao dia, alimentacdo constituida por pequenos

pedacos de peixe fresco, além de minhocas, e camarao vivos até a saciedade.
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Figura 5. Aclimatacdo de P. wallacei em piscinas de lona providas de aeragdo constante
e filtro biologico (com carvao ativado) para manutencdo da qualidade da agua.
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Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos da agua mensurados nas piscinas contendo

espécimes de Potamotrygon wallacei, durante o periodo de aclimatacéo.

Parametros Média  Desvio Padréo Min. Max.
Condutividade (uS/cm) 30,3 8,7 18,5 48,3
pH (unidades) 6,9 0,5 6,2 7,8
Temperatura (°C) 25,9 1,2 23,9 28,0
Oxigénio (mg/L) 6,0 0,8 5,0 7,7
Amonia total (mg/L) 0,4 0,31 0 1,0

4.2. Protocolo experimental

Vinte e quatro horas antes do experimento, os animais foram transferidos, ao
acaso, das piscinas de aclimatacdo para aquarios de vidro com dimensdes de 45 x 36,5 x
78 cm (altura x largura x comprimento), contendo um volume de 100 litros e nivel da
agua de 35 cm de profundidade, para se ajustarem ao novo ambiente com o intuito de
atenuar o estresse decorrente dessa fase de transicdo. Cada aquario acomodou um animal
durante o experimento. Os aquarios experimentais foram revestidos por plastico azul
opaco em trés lados para evitar contato visual com animais de aquarios vizinhos no
laboratorio. A cor azul foi utilizada porque reduz o estresse em uma espécie de ciclideo,
Oreochromis niloticus (Volpato e Barreto, 2001), sendo a face anterior dividida em trés
linhas horizontais equidistantes a partir da coluna d"agua, que auxiliaram na definicéo do
grau de deslocamento vertical de cada individuo

Decorrido esse periodo, foi feita a troca de 1/3 do volume de agua por sifonacao,
para a retirada de excrementos e outros detritos. Também, foi adicionado um pequeno
saco de fibra contendo carvdo ativado para a adsorcdo e remocdo de compostos
nitrogenados (amonia e nitrito) excretados pelos animais na &gua ao longo do
experimento. Em seguida, a agua foi oxigenada até atingir condi¢cbes normoxicas (O2=6
mg/L) e estabilizada em um volume de 100 litros e uma coluna de agua de 35 cm, que
representa a profundidade mais habitual utilizada por P. wallacei em seu habitat natural
(M.L.G. Araujo, comunicacédo pessoal).

Para a elaboracdo do etograma da RSA, foram utilizados oito especimes na fase

neonatal e juvenil, sendo quatro (n=4) para a normoxia representando o grupo controle, e
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quatro (n=4) para a hipdxia aguda. Os valores referentes a massa e largura do disco desses
animais estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Biometria de neonatos e juvenis de P. wallacei, submetidos a experimento de

normoxia e hipoxia aguda para elaboracdo do etograma da RSA.

Normoxia Hipodxia aguda
(N=4) (N=4)
Parametro Média+DP Min-Max Média+DP  Min - Max
Massa (g) 85,75+2538 66-120 75,75+17,65 50-92
Largura do disco (cm) 12 +1,82 10-14 11,75+ 1,70 10-14

Para a coleta de dados fisioldgicos, juvenis e adultos de P. wallacei foram
distribuidos ao acaso nos mesmos grupos experimentais descritos acima (normoxia e
hipoxia aguda), contendo em cada um deles oito espécimes (n=8). Os valores referentes
a massa e largura do disco desses animais estdo descritos na Tabela 3. A elaboracédo do
etograma foi independente das andlises fisioldgicas, ou seja, para coleta desses dados
experimentais foram utilizados animais diferentes. Por esse motivo, ndo hd a
possibilidade de relacionar as mudancas metabodlicas em hipdxia aguda com o
comportamento da RSA.

Tabela 3. Biometria de juvenis e adultos de P. wallacei submetidos a normoéxia e hipdxia
aguda para a coleta de dados fisioldgicos.

Normoxia Hipoxia aguda
N=8 N=8
Parametro Media+ DP Min-Max Média£DP  Min - Max
Massa (g) 224+48,10 169-316 2165+79,46 139 -364

Largura do disco (cm) 18,25+ 1,38 16 - 20 16,81 + 1,64 15-19
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Os aquérios experimentais foram distribuidos aleatoriamente, entre os dois grupos
experimentais citados acima. A partir do momento em que todos 0s aquarios atingiram as
condig¢des normoxicas (O2 > 5mg/L), o experimento foi iniciado as 16 horas e finalizado
as 8 horas do dia seguinte, totalizando 16 horas de experimento. Todos 0S ensaios
obedeceram estritamente aos horarios de inicio e fim, bem como a duracéo total do
experimento.

Nos aquéarios do grupo normoxia, a aeracao permaneceu ativa durante todo o
transcurso do experimento. Durante esse periodo ndo houve troca de agua, para evitar
oscilacBes nas concentracbes de O2. Nos animais expostos a hipoxia aguda, as bombas de
aeracdo foram desligadas e o decaimento da concentracdo de O> se deu pela injecéo
continua de nitrogénio gasoso, com o borbulhamento desse gas na dgua, que foi feito com
auxilio de manémetro acoplado a um cilindro que continha N2, durante oito horas até que
a concentracao de oxigénio chegasse em torno de 1,5 mg/L (Soares et al., 2006). Quando
essa concentracao foi alcangada, os animais foram mantidos nessa condig&o por mais oito
horas consecutivas (Figura 6), com o intuito de exacerbar as respostas fisioldgicas
relacionadas ao metabolismo energético em uma condicdo de hipoxia profunda, visto que
esses animais sdo resistentes a essas condigoes.

Durante o experimento foi respeitado um fotoperiodo de 12 horas de claro: 12
horas de escuro, e no periodo noturno, foi utilizada lanterna de cabeca com iluminacao
vermelha, para contagem dos batimentos espiraculares, para minimizar o efeito das
variacgdes bruscas da luminosidade sobre as repostas comportamentais dos animais, que
por sua vez, poderiam alterar a frequéncia espiracular, visto que Baerends (1971) em seu
estudo verificou que Astronotus ocellatus, quando mantido em luz vermelha, apresentou
atividades motoras deprimidas em comparacéo a luz branca.

Os parametros fisico-quimicos da agua foram mensurados durante o experimento
e encontram-se descritos na Tabela 4. Os intervalos obtidos nesta fase se mantiveram
semelhantes aos valores mensurados durante o periodo de aclimatagdo e descritos na
Tabela 1.
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Figura 6. Curvas de oxigénio dissolvido na &gua em funcdo do tempo obtidas nos grupos

normdxia e hipoxia aguda. A linha tracejada separa o periodo de decaimento gradual da

concentracdo de oxigénio dissolvido da fase de manutencdo em hipdxia profunda (~1,5

mg/L)

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos mensurados na &gua dos aquérios utilizados

durante o periodo experimental de 16 horas, contendo neonatos, juvenis e adultos de

Potamotrygon wallacei.

Parametro

Normoxia Hipdxia aguda
Média+ DP Min-Max Média+DP Min-Max

Temperatura (°C)
Condutividade (uS/cm)
pH (unidades)

Amonia total (mg/L)

2788+117 26,0-299 27,77+112 26,0-29,9
17,11+8,79 4,4-29,4 1831+751 4,7-29/4
6,76 + 0,22 6,1-70 6,73+0,17 6,2-7,0

0,48 + 0,32 00-10 049+x025 0,25-1,0
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Ao término do experimento, os animais foram anestesiados com eugenol, na
concentragdo de 75 mg/L, conforme as recomendagOes de Lima et al. (2021).
Imediatamente ap6s, uma amostra de sangue total (3 mL) foi retirada para analise, por
meio de puncdo do vaso branquial (Figura 7), com seringas contendo EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético) dissddico 10%, como agente anticoagulante.

Figura 7. Retirada de amostras de sangue por meio de pungdo do vaso branquial de

espéecimes de P. wallacei previamente anestesiados.

4.3. Parametros comportamentais

A descricdo das respostas comportamentais de P. wallacei mantidos em condigoes
normoxicas e de hipoxia aguda foi feita a partir da elaboracdo de um etograma, ja que ndo
ha etograma previamente padronizado para o requisito RSA em elasmobranquios, visto
que nem mesmo ha registro de publicacdes que confirmem esse comportamento no grupo.

O registro do comportamento foi feito por meio de filmagem continua durante
todo o periodo experimental. Para isso, foi utilizado um sistema com cameras de
seguranca (Intelbras) com visualizacdo noturna (infravermelho) acopladas a um sistema
de gravacdo Digital Video Recorder, que ficaram posicionadas perpendicularmente na
face frontal dos aquérios experimentais a 1,5 m de distancia. Ap6s o término dos registros,
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as imagens foram analisadas caso a caso. O metodo de amostragem dos dados
comportamentais foi transcrito em planilhas de registro, posteriormente a elaboragéo do
etograma e a defini¢do das unidades comportamentais.

4.4. Frequéncia espiracular

A frequéncia espiracular (FE, beats/min) foi obtida pela contagem do nimero de
movimentos do espiraculo (abertura e fechamento) realizados durante um minuto, por
meio de observacdo direta (Graham, 1990) a cada 60 minutos. Foi realizada duas
contagens por animal e, quando houve divergéncia de valores, uma terceira contagem foi
realizada para a confirmagéo do dado. Esse mesmo procedimento foi adotado para os dois
tratamentos testados.

4.5. Procedimentos analiticos

4.5.1. Avaliacdo do hemograma
O hematocrito (Ht, %) foi determinado pelo método do micro hematdcrito

(Goldenfarb et al., 1971), com amostras de sangue total contidas em tubos capilares. A
concentracdo de hemoglobina sanguinea (Hb, g/dL) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina (Kampen e Zijlstra, 1964), enquanto a contagem do numero de
eritrocitos (RBC, milhdes/uL) foi determinada por meio de leitura Optica em
hemocitdmetro (Camara de Neubauer) em amostras de sangue fixadas em formol-citrato,
conforme o método utilizado para peixes teledsteos. Os indices hematoldgicos, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram calculados a partir dos parametros
mensurados no sangue, de acordo com as formulas de Wintrobe (1933):

VCM (pg) = Ht x 10/RBC

HCM (fL) = Hb x 10/RBC

CHCM (g/dL) = Hb x 100/Ht

4.5.2. Metabdlitos plasmaticos

Imediatamente apds a coleta das amostras de sangue, uma aliquota foi utilizada
para a determinagdo da concentracdo dos corpos cetdonicos (na forma de
B- hidroxibutirato), que foram mensurados em duplicata, por meio de um medidor

eletronico portéatil FreeStyle Optium Neo (Abbott do Brasil) acoplado a tiras individuais
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para cada determinacdo (Figura 8), conforme as especificacbes estabelecidas pelo

fabricante. As concentragfes de corpos cetdnicos foram expressadas em mmol/L.

KET mmol/L

v VW

Figura 8. Amostras de sangue resfriadas em gelo, imediatamente apos a coleta (A), para
a determinacdo da concentragdo de corpos cetonicos (na forma de B- hidroxibutirato), por

meio do uso de medidor FreeStyle Optium Neo f-Ketone, Abbott do Brasil(B).

O conteudo restante de sangue foi entdo centrifugado para a obtencdo do plasma,
que foi imediatamente armazenado em ultrafreezer a -80°C e conservado nesta condicéo
até o momento das analises de glicose e lactato.

As concentracdes de glicose foram determinadas pelo método enzimaético-
colorimétrico, utilizando a glicose oxidase, que em presenca de oxigénio produz peroxido
de hidrogénio. Ao reagir com o fenol e de 4-aminoantipirina, o peréxido de hidrogénio
sofre acdo da peroxidase produzindo um composto réseo-avermelhado (quinonimina)
com maxima absorcdo em 505 nm. Os valores plasmaticos de glicose foram expressos
em mmol/L.

As concentragBes de lactato foram determinadas pelo metodo enzimaético-
colorimétrico da lactato oxidase, com posterior reacdo com a 4-Aminoantipirina e leitura
do complexo formado (quinonimina) em 540 nm. Os valores foram expressos em

mmol/L.
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Tanto as concentragdes de glicose, como as de lactato no plasma foram
determinados no Laboratério de Fisiologia Animal, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
na Universidade Federal do Amazonas, por meio da utilizacdo de kits comerciais da

marca In Vitro®, especificos para cada constituinte.

4.6. Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua como, pH, temperatura, concentracéo de
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, foram mensurados com multiparamétrico
AK87 (AKSO). As concentragbes (mg/L) de aménia total (NHs + NHs") foram
determinados por meio de kit comercial LabconTest, e a am6nia ndo ionizada (NHs,
mg/L) foi determinada por meio de célculo, de acordo com as tabelas de conversao

baseadas no pH e temperatura fornecidos pelo fabricante.

4.7. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram previamente testados quanto a normalidade e
homoscedasticidade, pelo uso dos testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe,
respectivamente.

Para testar as variacdes da FE em relacdo a concentracdo de O, foi aplicada a
ANOVA de uma via, seguido do teste de Holm-Sidak para comparacdo das demais
concentragdes com a concentracao inicial (5,6 mg/L) deste gas na dgua no inicio.

Para a analise dos dados referentes a FE em cada tempo experimental, ao
eritrograma e a concentracao dos metabdlitos plasmaticos (glicose e lactato), foi utilizado
0 teste paramétrico t de Student para comparacdo das médias entre 0s grupos normoxia e
hipdxia aguda. Nos casos em que a normalidade dos dados ndo foi alcancada, foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para os dados de FE no tempo de 3 horas e da
concentracéo de corpos cetdnicos no sangue, houve violagédo da premissa de igualdade de
variancias. Nesse caso, foram utilizados os resultados do teste de Welch, em substituicéo
ao teste t de Student, para comparacdo das medias referentes aos grupos normoxia e
hipdxia aguda.

Foram consideradas diferengas estatisticamente significativas entre 0os grupos

normoxia e hipdxia quando o nivel de significancia foi superior a 95% (p<0,05).
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5. Resultados

5.1. Comportamento: Etograma
O etograma foi elaborado com animais de ensaios pilotos, visto que os espécimes

utilizados para coleta de dados fisiologicos ndo apresentaram o comportamento da RSA.
Com isso, ndo houve numero suficiente de espécimes para quantificar a RSA e relacionar
este comportamento com mudancas no metabolismo ocasionadas pela hipoxia aguda.
N&o houve comportamento de RSA em quatro espécimes na fase juvenil com
aclimatacao de 30 dias, mas com 16 horas de experimento os dois animais submetidos

hipoxia comecaram a apresentar natacdo errdtica mudando a postura anatdmica com a

parte ventral para cima (Figura 9), e um deles veio a 6bito.

Figura 9. Juvenil de Potamotrygon wallacei apresentando natacdo erratica em 16 horas
de hipdxia aguda, sem realizacdo da RSA.

Dois espécimes na fase de neonato com aclimatacao de 15 dias, acionaram a RSA
quando submetidos a hipoxia, a partir de 4,0 mg/L de Oz na d4gua em 5 horas de
experimento, apresentando natacdo erratica e mudando a postura anatbmica com a parte



ventral para cima em 14 horas. Os outros dois espécimes que representavam 0 grupo
controle (normoxia) ndo acionaram a RSA.

Dois juvenis de P. wallacei aclimatados por 30 dias, que nédo realizaram RSA
foram utilizados para elaboracdo do etograma, para comparar padrdes e mudangas de
comportamento quando submetidos a hipdxia aguda, visto que foram os espécimes mais
proximos em tamanho e massa corporea, quando comparados aos espécimes neonatos
que realizaram RSA.

Quatro juvenis e doze adultos de P. wallacei foram utilizados para coleta de dados
fisioldgicos, visto que por se tratar de um animal de ciclo reprodutivo sazonal (Araujo,
1998; Carvalho et al., 2016b), a pesca ocorreu fora do periodo de coleta de neonatos e de
juvenis na natureza, impossibilitando a continuagdo dos ensaios com animais nesta fase
de vida. Esses 16 espécimes, com aclimatacdo de 30 dias, ndo realizaram RSA durante
16 horas de experimento, nem apresentaram natacdo erratica. Nao foi registrada
mortalidade nesse grupo de animais durante o ensaio.

O etograma elaborado para a RSA esta descrito no Quadro 1. Foram identificadas

12 unidades comportamentais, que podem ser visualizadas nas Figuras 10 a 17.

Quadro 1. Etograma da Respiracdo Superficial Aquatica (RSA) registrado para

Potamotrygon wallacei.

Etograma da Respiracao Superficial Aquatica

Unidade Comportamental Descri¢cdo do Comportamento
Movimentacéao horizontal | O animal posiciona-se de maneira horizontal com a
direcéo frontal e caudal. parte ventral no substrato e movimenta-se na

direcdo frontal e caudal, agitando a agua no

substrato.

Natacdo Vertical em Zigue- | O animal nada a partir do substrato, podendo
Zague L rA 2 x

chegar até a ldamina d’agua ou ndo, e desce em
direcdo ao substrato, com trajeto em zigue-zague

tanto na subida, quanto na descida.
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Natacdo Vertical com angulo 45°

O animal nada a partir de 15 cm de altura, subindo
até a lamina d'4gua. Seu trajeto é obliquo (forma

um angulo de 45°)

Natacéo lamina

d"agua

proximo a

O animal nada em direcdes aleatorias, proximo a
lamina d'agua e mantém olhos, espiraculos e parte

dorsal submersos.

Flutuacdo estativa na lamina
dagua

O animal se mantém no mesmo local de forma
paralela e na [amina d"agua ondulando a nadadeira
discretamente na direcdo frontal para a caudal. Os
olhos, espiraculos e parte mais alta do dorso ficam

€mersos.

Flutuacdo dinamica na lamina
d'agua

O animal movimenta-se de forma paralela por toda
a lamina d"&gua, ondulando a nadadeira na direcéo
frontal para a caudal (direcionamento do fluxo da
agua do disco para os espiraculos). Os olhos,
espiraculos e parte mais alta do dorso ficam

€mersos.

Fechamento dos

espiraculos

abrupto

O animal se mantém no mesmo local de forma
paralela e na lamina d agua ondulando a nadadeira
discretamente na diregéo frontal para a caudal. Os
olhos, espiraculos e parte mais alta do dorso ficam
emersos, onde o0s espirdculos sdo abertos com
maior amplitude e sdo fechados de forma abrupta
fazendo com que a agua passe com maior pressao

pelas brénquias.

Natacdo na lamina dagua com
dobramento das extremidades da
nadadeira na parte frontal e
caudal

O animal se mantém na lamina d"agua e na quina
do aquario de forma curvada para baixo na parte
frontal e caudal, com olhos, espiraculos e ferréo

submersos e a parte mais alta do dorso emersa.

Natacdo na lamina d'agua com

batida frontal para cima

O animal se mantém no mesmo local de forma
paralela e na lamina d a4gua ondulando a nadadeira
indiscretamente na direcdo frontal para a caudal. Os
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olhos, espiraculos e parte mais alta do dorso ficam
emersos. Na parte frontal da nadadeira o animal
entra em contato com o vidro do aquério, fazendo
com que esta parte da nadadeira seja curvada para
cima, exibindo uma pequena parte ventral para

parte de cima.

Direcionamento do fluxo de agua

do disco para os espiraculos

Movimento da nadadeira em formas de ondas
proporcionando movimentacdo da agua proximos
aos espiraculos. Parte dorsal emersa. Olhos e

espiraculos submersos ou emersos

Lancamento de agua para cima

com nadadeira

Agua lancada para cima com a parte frontal da
nadadeira com animal paralelo a lamina d"agua.
Olhos e espiraculos emersos. O ferrdo pode estar

emerso ou submerso.

Repouso

Apenas mantendo a movimentacdo de olhos e

espiraculos, estando o animal no substrato.

Figura 10. Movimentagéo horizontal em direcéo frontal (A) e caudal (B).
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Figura 11. Natacdo vertical em zigue-zague (sequéncia A a D).

Figura 12. Natacdo vertical com &ngulo 45°
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Figura 13. Natagdo préximo a lamina superficial da 4gua (sequéncia A a D).

Figura 14. Flutuacdo estativa na lamina superficial da agua (A); Flutuacdo dindmica na
lamina superficial da &gua (B); Natagdo na lamina superficial da agua com dobramento
das extremidades da nadadeira na parte frontal e caudal (C); Natacéo na ldmina superficial
da agua com batida frontal para cima (D).
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Figura 15. Direcionamento do fluxo de agua do disco para os espiraculos. Visao ventral

(A) e visao ligeiramente abaixo da lamina da agua (B).

Figura 16. Lancamento de &gua para cima com a nadadeira em direcéo aos espiraculos.
Visdo dorsal na linha da lamina da agua (A) e visdo ventral (B).
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Figura 17. Arraia em repouso.

5.2. Frequéncia espiracular (FE)

Os espécimes mantidos em normoxia apresentaram valores de FE entre 40 e 60
beats/min ao longo das 16 horas de experimento. Entretanto, aqueles submetidos a
hipdxia aguda, tiveram aumento estatisticamente significativo da FE quando comparados
ao grupo exposto & normoxia, a partir do momento em que a concentragdo de oxigénio
dissolvido atingiu valores abaixo de 3,0 mg/L (Figura 18), apds 6 horas de experimento
(Figura 19). Nesse grupo, a FE apresentou um valor minimo de 38 beats/min um valor
méaximo de 89 beats/min, mantendo-se elevada até o final do experimento (Figura 19). O
maior valor atingido para a FE nas arraias expostas a hipdxia aguda foi correspondente a
78%, quando comparado a média, dos valores de minima e maxima registrados nas arraias
mantidas em normdxia, num intervalo de tempo de 16 horas consecutivas (Figura 19).
Comparando os valores de minima e méxima da FE dos espécimes mantidos em hipoxia

durante o experimento, houve um aumento de 134%.
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Figura 18. Valores de frequéncia espiracular (FE, beats/min; média + EP) registrados em
P. wallacei (n = 8) em funcdo da concentracdo de O dissolvido na &gua. * indica
diferenca significativa (ANOVA de uma via, seguido de teste de Holm-Sidak; p<0,05)
em relacdo a concentracdo inicial (5,6 mg/L) do mesmo grupo. Para comparacdo, foi
adicionado o valor médio da FE nas arraias expostas & normoxia, com concentracao de
O: igual a 5,8 mg/L. Nao houve diferenca significativa (NS, teste t de Student; p>0,05)

entre os dois grupos experimentais nesse intervalo de concentragéo.
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Figura 19. Valores de frequéncia espiracular (FE, beats/min; média + EP) registrada em

P. wallacei em funcéo do tempo de condugéo do experimento. A linha tracejada separa o

periodo de decaimento gradual da concentracdo de oxigénio dissolvido da fase de

manutencdo em hipdxia profunda (~1,5 mg/L) no grupo submetido a hipdxia aguda até a

finalizagdo do experimento. * indica diferenca significativa (teste t de Student; p<0,05)

em cada tempo de exposi¢do entre 0s grupos normaxia e hipdxia aguda.
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5.3. Eritrograma

N&o houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os animais submetidos a normoxia

e a hipoxia aguda quanto aos valores de hematdcrito, hemoglobina, e na contagem de

eritrécitos. Também ndo houve diferenca no volume corpuscular médio (VCM), na

hemoglobina corpuscular média (HCM) e na concentracdo de hemoglobina corpuscular

média (CHCM) entre os grupos experimentais (Tabela 5).

Tabela 5. Eritrograma de espécimes de Potamotrygon wallacei expostos a normoxia e a

hip6xia aguda ao longo de 16 horas.

Normoxia Hipdxia Aguda
Parametro (N=8) (N=8)

Média = EP Min — Max Média = EP Min - Max
Hematdcrito (%) 22,81+ 1,86 15,6 - 31,7 22,14 + 1,25 16,0 -26,7
Hemoglobina (g/dL) 5,37 £0,25 42-6,4 4,58 £ 0,28 3,4-56
RBC (milhdes/uL) 0,77 £ 0,09 05-13 0,63 £ 0,06 0,4-1,0
VCM (fL) 311,13+31,21 165,9-446,7 364,03+ 26,29 215,7-471.2
HCM (pg) 74,94 +7,80 34,4 -103,5 74,36 £ 3,99 56,1-91,0
CHCM (g/dL) 24,27 + 1,54 16,7 - 30,6 2085+110  17,1-26,0
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5.4. Metabolitos sanguineos

Né&o foram constatadas diferencas estatisticas (p>0,05) entre 0s grupos de arraias

submetidas a normdxia e a hipoxia aguda, quanto as concentracdes de lactato e glicose
no plasma e de corpos cetonicos no sangue (Tabela 6).

Tabela 6. Concentracdo dos metabo6litos (corpos cetbnicos, glicose e lactato) em

espécimes de Potamotrygon wallacei mantidos em normdxia e em hipdxia aguda ao longo
de 16 horas.

Normoxia Hipoxia aguda
Parametro (N=8) (N=8)
Média+EP  Min - Max Média+ EP  Min — Max
Corpos Cetonicos (mmol/L) 0,76 £0,12 0,35-1,40

0,50+0,03 0,35-0,65
Glicose (mmol/L) 1,76 + 0,13 1,18 - 2,29 1,48+0,15 0,78-2,28

Lactato (mmol/L) 0,41 + 0,06 0,15-0,72 0,59 +0,11 0,3-1,18
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6. Discussao
6.1. Comportamento

Embora se saiba previamente que a arraia cururu realiza a RSA, tanto na natureza
quanto em laboratério (Aradjo, 1998, Barcellos, 1997; Pastorio 2014) e, que esse
comportamento ocorre predominantemente em condicdes hipdxicas, 0s animais
aclimatados por 30 dias ndo manifestaram esse comportamento quando submetidos a
hipoxia aguda, o que inviabilizou a quantificacdo da frequéncia e duragdo das unidades
comportamentais identificadas e descritas no etograma. No entanto, pdde ser observado
que esses mesmos animais flutuavam na superficie da agua dentro das cacapas quando
chegaram de Barcelos, nas quais as concentracGes de oxigénio dissolvido na agua
registraram a média de 0,78 mg/L. Porém, nos ultimos dias de aclimatagdo, esses animais
pararam se subir a lamina superficial da &gua e se mantiveram no substrato.

A constatacdo de que 0s animais que permaneceram em aclimatacdo por 30 dias,
independente da fase de vida (juvenis e adultos) ndo expressaram o comportamento da
RSA, enquanto aqueles aclimatados por até 15 dias realizaram tal comportamento, pode
ser um indicativo de que o tempo de aclimatacdo pode modificar o comportamento que
eles exibem de forma rotineira na natureza. Essa influéncia pode ndo ser decorrente do
tempo em si, mas do fato de que durante o periodo de aclimatagdo, as concentracfes de
oxigénio dissolvido na agua terem sido mantidas em valores normoxicos e estaveis (~ 5
mg/L) ao longo de todo o ciclo diario, um cenario que diverge daquele observado
comumente em seu habitat natural, onde ha uma flutuacdo diaria da concentracdo de
oxigénio dissolvido na &gua, que varia de patamares normoxicos durante o dia e decaem
para valores de hipoxia profunda (< 2,0 mg/L) e até mesmo andxia durante a noite. Essa
mudanca imposta em seu ambiente artificial pode ter influenciado os animais a
modularem e modificarem o seu comportamento relacionado a RSA. Embora no ambiente
marinho ocorram eventos de hipdxia ocasionados por diversos fatores, como aumento de
temperatura, eutrofizacdo e estratificacdo (Breitburg et al., 2018), este ambiente é mais
estavel do que os ambientes dulcicolas, quando relacionados a quantidade de oxigénio
(Schmidt-Nielsen, 2002), visto que em ambientes de agua doce ha varios corpos d’agua
Iénticos com limitacGes na entrada de luz (igapos e varzeas) (Kramer, 1983; Chapman e
Liem, 1995). Possivelmente por isso, ainda ndo foi documentado que elasmobranquios

marinhos realizem a RSA (Hughes e Johnston, 1978; Craig et al., 2010).
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Contudo, registros na literatura (Aradjo, 1998, Barcellos, 1997; Pastorio 2014),
além de observagOes diretas em campo, revelam que as arraias amazonicas realizam a
RSA, assim como uma variedade de espécies de peixes teledsteos amazonicos. 1sso nos
mostra que a RSA é uma resposta comportamental comum a diversas espécies de peixes
que habitam ambientes que apresentam flutuac6es diarias nos niveis de oxigénio (Kramer
e McClure, 1982; Kramer, 1983; Soares e Junk, 2000). Soares et al. (2006) verificaram
que, entre 20 espécies estudadas, mais da metade realizaram a RSA em resposta a hipdxia
e anoxia. Nesse sentido, apesar de ser um evento Unico entre os elasmobranquios em
geral, ndo seria surpreendente constatar que especimes de P. wallacei, por viverem quase
que exclusivamente nas florestas de igap6, também utilizam esse comportamento para
sobreviverem e maximizarem a exploracdo desse nicho. Existem registros de espécies de
elasmobranquios marinhos, como a arraia Rhinoptera bonasus, habitando zonas
hipoxicas com concentra¢fes de Oz < 2,0 mg/L em areas da plataforma continental do
Golfo do México. No entanto, ndo ha evidéncias de que esta espécie manifeste o
comportamento da RSA nestas condi¢des (Craig et al., 2010). Da mesma forma, a
aclimatacao de outra espécie marinha, Torpedo marmorata a hipoxia profunda (Hughes
e Johnston, 1978) por mais de cinco horas (também com a injecdo de N2 gasoso no
sistema) ndo desencadeou a RSA como uma resposta comportamental.

Como ja mencionado, a manifestacdo da RSA é ampla entre os peixes amazonicos
e independe de relacdes filogenéticas, ja que diferentes grupos taxondmicos incluindo
elasmobranquios, expressam esse comportamento. Essa ampla manifestacdo pode ser
decorrente de uma convergéncia evolutiva dos peixes em resposta a uma for¢ca comum e
extremamente importante nos ambientes aquaticos amazOnicos, caracterizada pelas
oscilacbes diarias regulares, assim como por variacbes sazonais ciclicas na
disponibilidade de O2 que ocorrem em fun¢do das mudancas na hidrologia da regido e
dos niveis das aguas (Junk et al., 1983). Quando eventos climéaticos em nivel global séo
considerados, por exemplo, existem evidéncias para duas espécies de teledsteos marinhos
que habitam recifes de corais, de que o aumento da temperatura da agua em 3,0 °C
ocasionou a perda da toleréncia a hipoxia, condi¢do ndo revertida com a aclimatacéo
destes animais a altas temperaturas por semanas seguidas (Nilsson et al., 2010),
demonstrando que a tolerancia a hipoxia associada a manifestacdo de comportamentos
como a RSA, é uma importante estratégia de sobrevivéncia em diferentes ambientes

aquaticos tropicais, especialmente na Amazénia.
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6.2. Fisiologia

6.2.1. Frequéncia espiracular (FE)

Os valores de FE obtidos para P. wallacei mantidas em condi¢des normdxicas (40
a 60 beats/min) sdo condizentes com o intervalo obtido por Pastorio (2014) com neonatos
e juvenis da espécie expostos a hipdxia progressiva. Por outro lado, a FE registrada neste
estudo esta acima dos valores encontrados para outros elasmobranquios marinhos
submetidos a condi¢cBes normoxicas e/ou pré-hipdxicas, como os tubarbes Scyliorhinus
canicula com FE = 34 beats/min (Metcalfe & Butler, 1984), Hemisyllium ocellatum, com
médias oscilando entre 30 e 36 beats/min (Chapman et al., 2011; Routley et al., 2002),
Chiloscyllium punctatum com média de 24 beats/min (Chapman et al., 2011) e Raja
ocellata, com 20 beats/min, na qual as medidas deste parametro também foram feitas por
contagem direta dos movimentos do espiraculo (Graham et al., 1990).

Os espécimes submetidos a hipoxia aguda praticamente dobraram a frequéncia
espiracular, a partir do momento em que a concentracdo de oxigénio dissolvido na agua
decaiu para 2,5 mg/L, confirmando os resultados obtidos em estudo anterior realizado
com neonatos e juvenis de P. wallacei submetidos a hipoxia progressiva por 48 e 72 horas,
respectivamente (Pastério, 2014), bem como com outras espécies de elasmobranquios,
como nos tubardes S. canicula, que aumentou a frequéncia branquial apds exposicédo
rapida a hipdxia moderada (~4 mg.L-1; Metcalfe e Butler, 1984) e H. ocellatum, que
atingiu frequéncias médias de 80 beats/min quando a concentracdo de oxigénio atingiu
1,25 mg/L (Routley et al., 2002). Esse aumento da FE observado em espécimes de P.
wallacei foi acompanhado por incrementos importantes na amplitude de abertura de seus
espiraculos, especialmente quando as concentra¢@es de O, decairam para valores abaixo
de 2,0 mg/L. A presenca de um espiradculo proporcionalmente grande em relagdo ao
tamanho corpdreo e a constatacdo de uma ampla area de superficie branquial (Duncan et
al., 2015), podem constituir-se em adaptacOes vantajosas que proporcionem maior
capacidade de trocas gasosas, j& que os ambientes de igapé onde P. wallacei habita
normalmente apresentam baixas concentracfes (<4,0 mg/L) de oxigénio dissolvido na
agua (Duncan e Fernandes, 2010).

Essa resposta indica que P. wallacei aumentou a ventilagdo com o proposito de
incrementar o volume de agua que passa pelas branquias na tentativa de maximizar a

captacdo de oxigénio, sem necessariamente deprimir a taxa metabolica, como acontece
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com algumas espécies marinhas, como o tubardo epaulette H. ocellatum (Routley et al.,
2002). Outra possibilidade é que o tempo de exposi¢do a hipdxia aguda néo foi suficiente
para acionar outras vias para obtencdo de energia, como a ativacdo do metabolismo
anaerdbico, com consequente aumento das concentracdes sanguineas e teciduais de
lactato, resposta observada em espécies de arraias marinhas, como T. marmorata (Hughes
& Johnston, 1978) e Zearaja maugeana (Morash et al., 2020). Neste ensaio, a resposta
apresentada por P. wallacei demonstra que a espécie utiliza a hiperventilagdo como
mecanismo de regulacdo do metabolismo para se contrapor aos eventos ciclicos de
decaimento da concentracdo de oxigénio dissolvido na &gua que ocorrem durante o
periodo noturno nas areas de igapd, permitindo-a explorar ambientes que podem ser
inadequados ou indspitos para outros potamotrigonideos que vivem na bacia do Rio
Negro (Duncan e Fernandes, 2010). Além disso, considerando que a FE se manteve
aumentada até o momento final de exposicdo a hipoxia aguda em relacdo ao grupo
mantido em normoxia, é possivel afirmar que a hiperventilacdo branquial, dentro do
conjunto de variaveis analisadas, pode ser reconhecida como um mecanismo relevante de
ajuste empregado por P. wallacei para lidar com os eventos de hipdxia ambiental que

ocorrem diariamente em seu habitat natural.

6.2.2. Eritrograma
Os valores obtidos para o eritrograma dos espécimes de P. wallacei mantidos em

normoxia e expostos a hipdxia aguda estdo dentro do intervalo de variacao registrado para
animais de vida livre coletados na bacia do médio Rio Negro (Oliveira et al., 2016). Em
peixes teledsteos, a exposicdo a hipoxia € geralmente acompanhada por aumentos
marcantes nas concentracdes circulantes de cortisol, que desencadeiam alteragdes em
diversos parametros do sangue, incluindo o eritrograma (Wendelaar Bonga, 1997). No
entanto, estas respostas nao sdo observadas na mesma frequéncia nas espécies de
elasmobranquios. A constatacdo de auséncia de resposta nos parametros como o
hematocrito, a concentracdo de hemoglobina e o nimero de eritrocitos, bem como dos
indices hematimétricos obtidos em espécimes de P. wallacei expostas a hipdxia aguda
neste ensaio corroboram os resultados prévios registrados para neonatos e juvenis da
espécie submetidos a hipdxia progressiva por 48 e 72 horas, respectivamente (Pastorio,
2014). Essa tendéncia também é observada em diversas espécies marinhas do grupo,
como o tubardo epaulette (H. ocellatum) e a arraia-viola (A. rostrata), que néo

apresentaram mudangas no hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e no CHCM em
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resposta a hipdxia progressiva (Speers-Roesch et al., 2012a). Routley et al. (2002)
também constataram que o tubardo epaulette ndo altera o hematdcrito em resposta a
hipoxia. Speers-Roesch et al. (2012a) afirmam ainda que estudos anteriores com
elasmobranquios, também demonstraram a auséncia de mudancas no hematdcrito e na
concentracdo de hemoglobina em situac6es de hipdxia progressiva.

Quando espécimes de P. wallacei (= Potamotrygon cf. histrix) foram confinados
em cacapas e transportados durante 24 horas em barco na regido de Barcelos, também
ndo foram constatadas alteracdes nos parametros hematologicos (Brinn et al., 2012). Essa
auséncia de mudancas nas variaveis sanguineas em resposta a diferentes estressores pode
indicar que os elasmobranquios ndo respondem da mesma forma a situacGes de estresse,
como observado na maioria dos teleGsteos, que aumentam o0s niveis circulantes de
corticosteroides e catecolaminas, desencadeando eventos de hiperglicemia e aumento de
lactato no sangue, além de distarbios na osmorregulacdo e mudancas nos parametros
hematoldgicos, em especial no hematdcrito, no VCM e nimero de eritrdcitos (Wendelaar
Bonga, 1997). Diante disso, apesar dos parametros do eritrograma estarem relacionados
com a capacidade de transporte de oxigénio no sangue em peixes e nos demais
vertebrados (Schimdt-Nielsen, 2002), o ajuste destas varidveis no sangue em condicdes
de hipoxia aguda, assim como em hipoxia progressiva (Pastorio, 2014), ndo parece ser
uma estratégia relevante para a manutencdo da homeostase de P. wallacei frente as

oscilacdes na disponibilidade de oxigénio que ocorrem no ambiente.

6.2.3. Metabolitos sanguineos

Para a grande maioria das espécies de teledsteos, a exposicdo a determinados
estressores como a hipdxia, levam a aumentos diretos nas concentracGes circulantes de
diversos metabdlitos no sangue, em especial a glicose (Wendelaar Bonga, 1997; Routley
etal., 2002). Essa resposta é consequéncia da acdo direta do fator estressante sobre 0 €ixo
neuroendocrino hipotalamo-pituitaria-interrenal (HP1) que desencadeia aumentos na
concentra¢do do horménio cortisol, responsavel pela quebra das reservas de glicogénio
tecidual (muscular e hepatico), que aumenta a disponibilidade de moléculas livres de
glicose necessarias para manter um metabolismo incrementado, permitindo que o animal

enfrente essa mudanca na atividade metabolica durante a acdo do agente estressor.
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Contudo, no caso dos elasmobranquios o cenério é diferente, ja que as respostas
ao estresse ndo seguem os padrdes gerais documentados para os teledsteos e mamiferos
(Ballantyne, 1997; Speer-Roesch e Ballantyne, 2006; Speers-Roesch e Treberg, 2010;
Skomal e Mandelman, 2012). Para P. wallacei, a auséncia de modificacGes nas
concentracdes de glicose no plasma entre 0s grupos normoxia e hipoxia aguda ja era
esperada, pois neonatos e juvenis da espécie previamente submetidos a hipoxia
progressiva (Pastorio, 2014) também registraram auséncia de respostas glicémicas. Esse
padrdo parece ser comum a outra espécie de arraia de agua doce, P. motoro, também
submetida a uma condicdo de hipoxia (Speer-Roesch et al., 2006), assim como em
representantes marinhos, como a arraia-viola (Speers-Roesch et al., 2012b) e o tubaréo
epaulette (Routley et al., 2002; Speers-Roesch et al., 2012a).

Por outro lado, uma resposta hiperglicémica foi observada em juvenis de P.
wallacei submetidos a transporte de longa duracdo (32 horas, incluindo trecho por via
aérea) sem a adicdo do 6leo essencial de Lippia alba, um agente anestésico que evitou
aumento nas concentracdes de glicose no grupo de arraias transportadas com ele (Ariotti
et al., 2021). No entanto, essa resposta hiperglicémica foi revertida apos 24 horas de
recuperacdo no destino final. Tal estudo demonstra que situagdes mais extremas de
estresse podem acionar o metabolismo dos carboidratos nos elasmobranquios, de maneira
similar ao registrado para os teledsteos, embora sob controle hormonal distinto (1a-

hidroxicorticosterona versus cortisol) nos dois grupos.

Recentemente, a acdo glicocorticoide do 1a-hidroxicorticosterona (1-aHO-B) foi
proposta para uma espécie de tubardo marinho, Scyliorhinus canicula (Ruiz-Jarabo et al.,
2019), que tiveram um quadro hiperglicémico e aumentos proporcionais de 1-aHO-B no
plasma ao serem expostos ao ar (asfixia), como agente estressor. Por outro lado, Brinn et
al. (2012) sugeriram a utilizacdo da corticosterona, outro esteroide produzido pelos
elasmobranquios, como indicador de estresse de acdo mineralocorticoide para juvenis de
P. wallacei em situacdo de estresse provocado pelo transporte fluvial, no qual as
concentragOes deste horménio responderam proporcionalmente a quantidade de amonia
presente na agua em que as arraias foram mantidas. 1sso demonstra que sdo necessarios
ainda muitos estudos para que possamos avancgar no entendimento do papel destes
horménios na regulacdo das concentragdes de glicose e de outros metabolitos que atuam
na manutencao do metabolismo das espécies de elasmobranquios frente a diferentes tipos

de estressores. Nesse sentido, a hipéxia ambiental, fendBmeno comum ndo somente nas
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aguas interiores como na Amazonia, mas também nos oceanos e zonas costeiras
(Breitburg et al., 2018), se apresenta como um dos maiores desafios a serem enfrentados
pelos organismos aquaticos, em fungdo dos eventos de aquecimento global cada vez mais

frequentes nestes ambientes.

Diferentemente da glicose, que parece ter um papel secundario na manutencéo do
metabolismo intermediario, 0s corpos cetdnicos e aminoécidos tém sido apontados como
combustiveis oxidativos preferenciais utilizados nas atividades rotineiras em diversas
especies de elasmobranquios marinhos (Ballantyne, 1997; Speer-Roesch e Ballantyne,
2006; Speers-Roesch e Treberg, 2010). Esses combustiveis energéticos sdo importantes
para os elasmobranquios em condigdes de alimentacdo normal e, ndo somente em
situacdes de inani¢do, como ocorre nos demais vertebrados, especialmente os mamiferos
(Ballantyne, 1997). Elevadas concentracfes de ureia promovem efeitos no catabolismo
extra-hepatico dos lipideos, reduzindo o transporte de acidos graxos nao esterificados e
aumentando a necessidade de dependéncia dos corpos cetonicos para a producdo em
tecidos como os musculos. Contudo, como as espécies de elasmobranquios de dgua doce
ndo acumulam ureia, ja que sdo naturalmente hiperosmaticas, aparentemente nao ha a
interferéncia deste composto no transporte de lipideos para os tecidos extra-hepaticos e,
com isso, a dependéncia por corpos cetdnicos tende a ser menor. Isso nos leva a sugerir
que as arraias amazonicas, em especial P. wallacei que possui baixas concentragdes de
ureia em seu sangue (0,11-0,68 mmol/L; Brinn et al., 2012), dependem em menor grau
deste combustivel oxidativo em comparacdo aos elasmobranquios marinhos.

Além disso, informacgdes disponiveis sobre 0s corpos cetbnicos em
elasmobranquios submetidos a diferentes estressores sdo ainda limitadas. Dentro do
conhecimento existente, ndo ha evidéncias na literatura de mensuracdo de corpos
cetbnicos no sangue de elasmobranquios de agua doce, tendo como Unico registro, o
estudo realizado por Pastério (2014), que submeteu juvenis de P. wallacei a hipoxia
progressiva sem, no entanto, encontrar diferencas nas concentracdes de B-hidroxibutirato
(B-HB) entre estes animais e os mantidos em condi¢fes normoéxicas. De forma
comparativa, as concentracOes de 3-HB registrados para P. wallacei (0,35-1,4 mmol/L)
no presente estudo estdo condizentes com o intervalo observado nos juvenis da mesma
especie (0,6-3,3 mmol/L; Pastorio, 2014), sendo superior aos registrados no tubaréo
epaulette (0,69-0,97 mmol/L) e na arraia-viola (0,12-0,23 mmol/L) em condigdes de pré-

exposicao a hipoxia (Speers-Roesch et al., 2012a,b), bem como na arraia do Atlantico,
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Hypanus sabinus (0.24-0.29 mmol/L) estressada por exposi¢cdo ao ar (Lambert et. al.,
2018). Mais estudos, sobretudo em espécies de dgua doce, sdo necessarios para entender
a importancia e os mecanismos envolvidos na utilizacdo dos corpos cetdnicos como

combustiveis oxidativos em diferentes condicdes estressoras.

Como a exposicao a hipdxia preconiza uma deficiéncia na oferta de oxigénio para
o funcionamento dos tecidos, uma alternativa esperada seria uma possivel mudanca no
metabolismo, com ativacdo da via anaerdbica, visando manter a oferta de ATP aos
tecidos, mesmo que em menor rendimento. Normalmente a via anaerdbica leva a queima
da glicose com formagdo de lactato, ao invés de CO- e agua, como produtos finais. No
entanto, essa possibilidade ndo foi observada no presente estudo, j& que as concentracdes
de lactato plasmético ndo sofreram alteracbes pela exposicdo a hipdxia aguda nos
espécimes de P. wallacei, mesmo com a concentracdo de O atingindo uma condicao de
hipdxia profunda (~1,5 mg/L). Nesse caso, é possivel sugerir que o tempo de exposicao
a hipoxia pode ser um fator determinante para o acionamento dessa resposta. Essa
possibilidade se sustenta no fato de que juvenis da mesma espécie expostos a hipoxia
progressiva por 72 horas apresentaram aumento nas concentracfes de lactato, originado
a partir da mobilizacao das reservas de glicogénio muscular, como produto da ativagédo
do metabolismo anaerdbico, em funcdo dos mesmos possuirem livre mobilidade nos
aquarios experimentais, com acesso a superficie da coluna d"agua (Pastorio, 2014). No
tubardo epaulette também ocorreu 0 aumento na concentracdo de lactato, a partir do
momento em que as concentragdes de O2 na agua decairam para 2,2 e 1,7 mg/L (Routley
et al., 2002; Speers-Roesch et al., 2012a), assim como na arraia-viola, com concentragdes
de O em torno de 3,6 mg/L (Speers-Roesch et al., 2012a). Por outro lado, neonatos de P.
wallacei expostos a hipdxia progressiva (Pastorio, 2014) ndo manifestaram aumento nas
concentracdes de lactato, nem mobilizacdo de glicogénio muscular, indicando o uso de
estratégias diferentes nessa fase inicial de vida para lidar com situagdes diarias de hipoxia
ambiental. Outro fator que pode contribuir para diferencas na concentracdo de lactato no
sangue é a sensibilidade de cada espécie a um determinado agente estressor. Nesse
sentido, Frick et al. (2010) demonstraram para duas espécies de tubarBes, Heterodontus
portusjacksoni e Mustelus antarcticus, que o exercicio intenso causado pela captura com
rede de arrasto provocou aumentos diferenciados nas concentragdes de lactato, em
especial na segunda espécie. Isso demonstra que a resposta do metabolismo frente a um

estressor depende da sensibilidade de cada espécie. No caso de P. wallacei, sendo uma
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especie naturalmente resistente a hipoxia e vivendo nas florestas de igap0, é possivel que
a mesma responda de forma mais branda a esse tipo de estressor ambiental do que outras
espécies de potamotrigonideos.

Do ponto de vista comparativo, as concentracGes de lactato presentes no plasma
dos espécimes adultos de P. wallacei expostos a normdxia e hipoxia aguda estdo dentro
do intervalo de variacdo observada para espécie (Pastorio, 2014; Lima et al., 2021), bem
como para uma variedade de espécies de elasmobranquios marinhos minimamente
estressados (condicdo basal e/ou controle), ou em recuperacdo apos serem submetidos a
uma condicéo aguda por diferentes tipos de estressores (Cliff e Thurman, 1984; Wise et
al., 1998; Frick et al., 2009, 2012; Ruiz-Jarabo et al. 2019; Scarponi et al., 2021). Em
geral, nestas condigdes, as concentracOes de lactato ndo ultrapassam valores acima de 1,0

mmol/L no plasma.

7. Conclusotes

Apesar de ndo ter sido possivel mensurar a participacdo da RSA na capacidade de
obtencdo do oxigénio, pela auséncia de repostas comportamentais nos espécimes
aclimatados por 30 dias e submetidos a hipdxia aguda, o presente estudo demonstrou que
P. wallacei expressa esse comportamento em condi¢Ges hipdxicas. 1sso nos permite
sugerir que essa estratégia deve ser utilizada pelos animais quando expostos a situacdes
transitorias de hipdxia (principalmente no periodo noturno) em seus ambientes naturais.

Potamotrygon wallacei parece se utilizar da hiperventilagdo como o principal
mecanismo fisiol6gico para se ajustar a condicdo de hipoxia aguda estabelecida ao longo
das 16 horas de exposicdo. Por outro lado, a auséncia de respostas no eritrograma (que
reflete a capacidade de transporte de O, no sangue) e no metabolismo, como o uso dos
corpos cetdnicos e de glicose, com formacédo de lactato por via anaerdbica, indica que o
tempo de exposi¢do a hipdxia aguda ndo ter sido suficiente para acionar estes mecanismos
de compensacéo energética.

Sendo uma espécie de arraia que habita um ambiente caracteristicamente hipoxico
e possuindo espiraculos proporcionalmente grandes quando relacionado ao corpo, estes
animais parecem ja estar habituados a responder a situacdes de hipdxia ambiental com a
hiperventilacdo por mais de 12 horas, evitando a utilizagcdo de estoques de energias de

tecidos e ativagdo do metabolismo anaerdbico.
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