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RESUMO: A determinacdo do perfil hematoldgico e bioquimico plasmatico bem como a
avaliacdo hemoparasitaria podem facilitar o diagndstico do estado de saude dos animais e
contribuir para a producdo animal, 0 manejo e a conservacao de populagdes naturais. O objetivo
geral deste estudo foi determinar o perfil hematologico, leucocitario e bioquimico plasmatico,
bem como caracterizar morfolégica e morfometricamente as células sanguineas e 0s
hemoparasitos de duas espécies de arraias de agua doce, Potamotrygon motoro e Potamotrygon
orbignyi, provenientes da regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil. No
capitulo 1 foi avaliado o perfil sanguineo de 141 arraias (92 P. motoro e 49 P. orbignyi), onde
ndo foi observado efeito do sexo sobre os parametros hematoldgicos das arraias, em
contrapartida, os neonatos de P. motoro apresentaram um perfil hematoldgico basal em
comparacdo aos juvenis. Este capitulo culminou no estabelecimento de intervalos
hematoldgicos de referéncia para P. motoro e P. orbignyi em ambientes de dgua branca. No
capitulo 2 foi realizada a caracterizacdo morfolégica e morfométrica das células sanguineas
das arraias, sendo caracterizados os eritrocitos, eritroblastos, trombdcitos, linfocitos,
mondcitos, heterdfilos, eosindfilos e basdfilos. Nao foram encontrados indicios de anomalias
eritrocitarias e as caracteristicas morfoldgicas das células sanguineas foram semelhantes as
observadas em outras espécies de arraias de dgua doce. No entanto, o tamanho dos eritrdcitos,
mondcitos e heterofilos foram significativamente distintos entre as espécies de arraias
analisadas. No capitulo 3 foi realizada a caracterizagdo morfolégica e morfométrica dos
hemoparasitos presentes no sangue das arraias. Foram encontrados trofozoitos, pré-gamontes,
macrogamontes e microgamontes de Cyrilia sp. infectando majoritariamente os eritrocitos,
embora formas parasitarias também tenham sido encontradas livres no sangue circulante. A
prevaléncia geral foi de 49,2 %, enquanto a parasitemia foi baixa, variando de 0 a 1,9 %.
Hipertrofia eritrocitica foi observada em eritrocitos infectados com pré-gamontes,
macrogamontes e microgamontes em ambas as espécies de arraias. No capitulo 4 foi avaliado
0 impacto da infeccdo hemoparasitaria sobre o perfil hematologico e bioquimico plasmatico
das arraias. Ndo foi observado efeito da espécie e do sexo na prevaléncia e parasitemia
hemoparasitaria, assim como nos parametros sanguineos analisados. Em contrapartida, as
correlagbes negativas significativas da parasitemia com alguns pardmetros sanguineos em
ambas as arraias ressaltaram o potencial danoso que os hemoparasitos podem ocasionar em
situacOGes com elevada carga parasitaria. Os resultados obtidos neste estudo s@o pioneiros para
essas espécies amazonicas em ambientes de dgua branca e servirdo de base para a avaliacdo do
estado de salde de arraias selvagens, podendo ser utilizados para a identificacdo de distdrbios

hematoldgicos e para o acompanhamento das infeccGes hemoparasitarias.



ABSTRACT: The determination of the hematological and biochemical plasma profile and the
hemoparasitic evaluation can facilitate the diagnosis of the health status of animals and
contribute to animal production, management, and conservation of natural populations. The
general objective of this thesis was to determine the hematological, leukocyte and plasma
biochemical profiles, as well as to characterize the blood cells and the hemoparasites
morphologically and morphometrically of two species of freshwater stingrays, Potamotrygon
motoro and Potamotrygon orbignyi, from the lower Solimbes River, Amazonas, Brazil. In
chapter 1, the blood profile of 141 stingrays (92 P. motoro and 49 P. orbignyi) was evaluated,
where no effect of sex was observed on the hematological parameters of the stingrays, on the
other hand, the neonates of P. motoro presented a baseline hematological profile compared to
juveniles. This chapter culminated in the establishment of reference hematological intervals for
P. motoro and P. orbignyi in whitewater environments. In chapter 2, the morphological and
morphometric characterization of the blood cells of the stingrays was performed, characterizing
erythrocytes, erythroblasts, thrombocytes, lymphocytes, monocytes, heterophils, eosinophils
and basophils. No evidence of erythrocyte abnormalities was found, and the morphological
characteristics of the blood cells were similar to those observed in other species of freshwater
stingrays. However, the size of erythrocytes, monocytes and heterophiles were significantly
different among the stingray species analyzed. In chapter 3, the morphological and
morphometric characterization of the hemoparasites present in the blood of the stingrays was
performed. Trophozoites, pregamonts, macrogamonts and microgamonts of Cyrilia sp. were
found infecting mostly erythrocytes, although parasitic forms have also been found free in
circulating blood. The overall prevalence was 49.2 %, while parasitemia was low, ranging from
0 to 1.9 %. Erythrocytic hypertrophy was observed in erythrocytes infected with pregamonts,
macrogamonts and microgamonts in both stingray species. In chapter 4, the impact of
hemoparasitic infection on the hematological and plasma biochemical profile of stingrays was
evaluated. There was no effect of species and sex on the prevalence and hemoparasitic
parasitemia, as well as no effect on the blood parameters analyzed. On the other hand, the
significant negative correlations of parasitemia with some blood parameters in both stingrays
highlighted the harmful potential that hemoparasites can cause in situations with high parasite
load. The results obtained in this thesis are pioneers for these Amazonian species in whitewater
environments and will serve as a basis for the evaluation of the health status of wild stingrays
and can be used for the identification of hematological disorders and for the monitoring of

hemoparasitic infections.
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1. INTRODUCAO GERAL

A subfamilia Potamotrygoninae é constituida por espécies de elasmobranquios com
ferrdo localizado na cauda, sendo este o Unico tdxon dentro da Classe Chondrichthyes composto
por representantes exclusivamente dulciaquicolas e restritos a América do Sul (Carvalho,
2016a; Carvalho et al., 2016). Em funcdo da sua elevada biodiversidade e dos complexos
padrdes de policromatismo, as arraias de agua doce tém apresentado um elevado potencial para
a aquariofilia, podendo ser exportadas anualmente, em sistemas de quotas, até
20.600 espécimes pelos estados do Amazonas e Pard (IBAMA, 2008). Apesar dos
potamotrigonineos apresentarem importancia ecoldgica e econémica para a regido amazonica,
as arraias de agua doce ainda sdo pouco conhecidas sob o ponto de vista cientifico, sendo
escassos 0s estudos que fortalecem o entendimento de seus aspectos fisiol6gicos no seu habitat
natural (Wood et al., 2002; Duncan et al., 2009; Duncan e Fernandes, 2010; Duncan et al.,
2010a; Brinn et al., 2012; Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2016a; Oliveira et al., 2016b).

Dentre as analises fisioldgicas, a hematologia destaca-se por ser uma ferramenta valiosa
para o diagnostico do estado de saude dos animais, tanto em ambiente natural como em cativeiro
(Tavares-Dias e Moraes, 2004). O eritrograma pode ser usado para diagnosticar diferentes tipos
de anemia, dentre outras doencas, e para caracterizar a demanda metabolica por oxigénio
(Clauss et al., 2008), além de ser o principal indicador das adaptacGes fisioldgicas decorrentes
das variacbes ambientais que ocorrem rotineiramente nos rios da regido amazonica (Wood et
al., 2002). O leucograma possibilita o diagnostico de leucopenia ou leucocitose, fornecendo
indicios sobre o estado imunolégico dos elasmobranquios (Arnold, 2005), enquanto o perfil
bioquimico plasmatico € uma importante ferramenta biologica para avaliar condi¢Ges de
estresse, influéncia da dieta e equilibrio osmorregulatorio (Cain et al., 2004).

De modo complementar aos valores do eritrograma, leucograma e bioguimica
plasmatica, outra analise que pode fornecer informacGes sobre o estado de saude das arraias é
a identificacdo, caracterizacao e quantificagdo dos hemoparasitos. Os protozoarios sanguineos
utilizam o sangue do hospedeiro para crescimento e reproducao, podendo ser encontrados livres
no sangue circulante ou no interior das células sanguineas (Valkiunas, 2005). Em ambiente
natural, as infecgdes hemoparasitarias raramente sao fatais devido ao equilibrio na relacéo
parasito, hospedeiro e ambiente (Pavanelli et al., 2008). No entanto, alteracdes no estado
fisiologico e nutricional dos elasmobranquios e as mudancas ambientais, como as sazonais,
podem interferir nesta relagdo e favorecer a reproducéo destes hemopatogenos, elevando os

indices parasitarios e tornando os hospedeiros mais suscetiveis aos predadores (Kadlec et al.,
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2003). Em situagBes com elevada parasitemia, 0s parasitos sanguineos podem ocasionar anemia
e leucopenia, além de modificar a morfologia, morfometria e a capacidade carreadora de
oxigénio dos eritrécitos, afetando diretamente o aporte energético e a saide dos animais (Davies
e Johnston, 2000; Smit et al., 2006).

Os hemoparasitos também podem afetar o comércio desses elasmobranquios
ornamentais, pois as arraias capturadas na natureza raramente séo submetidas a0 manejo
sanitario adequado durante o confinamento (Prang, 2008). A auséncia de um rigido controle
parasitologico, associada aos fatores estressantes do manejo, podem comprometer o sistema
imunolégico das arraias, agravando o quadro infeccioso hemoparasitario e resultando na
reducdo da qualidade do animal comercializado e, eventualmente, na morte do hospedeiro
(Ungari et al., 2018).

O interesse da comunidade cientifica e 0 niUmero de pesquisas com elasmobranquios
cresceram significativamente na Ultima década, gerando informacgdes fundamentais para a
compreensdo da biologia destes animais. Entretanto, as arraias de agua doce ainda sdo pouco
estudadas quando comparadas aos teledsteos e aos elasmobranquios marinhos. No estado do
Amazonas, as coletas de arraias vém ocorrendo predominantemente na regido do médio Rio
Negro, 0 que se justifica pela elevada biodiversidade da localidade. No entanto, pouco se
conhece sobre o perfil hematoldgico e sobre os hemoparasitos das arraias de agua doce de
outros locais do estado do Amazonas, principalmente dos rios e lagos de &gua branca proximos
a regido metropolitana de Manaus, que por serem mais proximos da capital do estado, podem
exercer maior pressdo sobre a homeostase e a parasitemia dos potamotrigonineos.

Este estudo inédito estabeleceu valores hematoldgicos de referéncia para duas espécies
de arraias em ambientes de agua branca (Potamotrygon motoro Muller & Henle, 1841 e
Potamotrygon orbignyi Castelnau, 1855), bem como caracterizou as células sanguineas e 0s
hemoparasitos presentes no sangue circulante destas espécies de arraias. Os resultados do
presente estudo ampliam o conhecimento sobre a hematologia e o estado de satde das arraias
de &gua doce da regido amazobnica, gerando informacgdes relevantes para a elaboracdo de
estratégias de conservagdo de manejo para os potamotrigonineos na natureza. Além disso,
também sdo Uteis para o desenvolvimento de estratégias de criacdo destas espécies em cativeiro,
onde o sucesso produtivo depende do conhecimento dos aspectos bioldgicos destes animais em

ambiente natural.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Investigar as caracteristicas hematoldgicas bem como a morfologia e morfometria das

células sanguineas e os hemoparasitos de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi da

regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar e comparar o eritrograma, leucograma e bioquimica plasmatica entre machos e

fémeas e entre as fases de desenvolvimento de P. motoro e P. orbignyi;

o Estabelecer o intervalo hematol6gico de referéncia para P. motoro e P. orbignyi;

e Caracterizar morfoldgica e morfometricamente as células sanguineas de P. motoro e P.

orbignyi;

e Caracterizar morfolégica e morfometricamente os estagios evolutivos dos hemoparasitos

presentes no sangue de P. motoro e P. orbignyi;

e Auvaliar as alteracdes morfométricas eritrocitarias induzidas pelos hemoparasitos no sangue

de P. motoro e P. orbignyi;

e Auvaliar o efeito da hemoparasitose sobre os parametros sanguineos de P. motoro e P.

orbignyi.
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3. HIPOTESES

Hi: O perfil sanguineo é diferente entre machos e fémeas e entre as fases de
desenvolvimento de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi;

H2: As caracteristicas morfologicas e morfométricas das células sanguineas sdo

diferentes entre Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi;

Hs: As caracteristicas morfométricas dos eritrocitos de Potamotrygon motoro e

Potamotrygon orbignyi sdo alteradas pelos hemoparasitos;

Ha: As arraias Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi provenientes da regido

do baixo Rio Solimdes apresentam hemoparasitos no sangue circulante;

Hs: Os hemoparasitos sdo morfolégica e morfometricamente distintos em

Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi;

He: Os pardmetros sanguineos de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi sdo

influenciados pelos hemoparasitos.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. AS ARRAIAS DE AGUA DOCE

Durante anos, as arraias da familia Potamotrygonidae foram classificadas como
elasmobranquios de vida livre exclusivos de ambientes de agua doce dos sistemas fluviais da
Ameérica do Sul (Carvalho et al., 2003). Recentemente, este taxon foi dividido em duas
subfamilias: Styracurinae, composta por duas espécies marinhas com distribuicdo anfi-
americana (Carvalho et al.,, 2016a), e Potamotrygoninae, subfamilia exclusivamente
dulciaquicola, com 38 espécies validas distribuidas nos géneros Heliotrygon, Paratrygon,
Plesiotrygon e Potamotrygon (Carvalho, 2016b; Carvalho, 2016c; Fontenelle e Carvalho, 2017,
Silva e Loboda, 2019; Loboda et al., 2021). Os taxons Heliotrygon e Plesiotrygon sao
constituidos por duas espécies cada (Rosa et al., 1987; Carvalho e Lovejoy, 2011; Carvalho e
Ragno, 2011), Paratrygon é composto por 3 espécies, sendo duas destas recentemente descritas
(Loboda et al., 2021), enquanto o género Potamotrygon destaca-se por ser o mais diversificado,
com 31 espécies validas, incluindo a nova espécie Potamotrygon marquesi (Silva e Loboda,
2019).

Os potamotrigonineos podem ocorrer naturalmente em todos os paises da América do
Sul, com excecéo do Chile, sendo que o Brasil se destaca por apresentar a maior riqueza, com
29 espécies validas (Lasso et al., 2016; Fontenelle e Carvalho, 2017; Silva e Loboda, 2019).
Algumas espécies apresentam ampla distribuicdo como por exemplo, Paratrygon aiereba, P.
motoro e P. orbignyi, e outras tem distribuicdo restrita como por exemplo, Potamotrygon
wallacei, Potamotrygon jabuti, Potamotrygon leopoldi e Potamotrygon henlei que sao espécies
endémicas das bacias dos rios Negro, Tapajos, Xingu e Tocantins, respectivamente (Carvalho
et al., 2003; Araujo, 2004; Carvalho, 2016b; Carvalho et al., 2016b). Podem viver em habitats
Iénticos, como lagos e igapds, e l6ticos, incluindo fortes correntezas (Almeida et al., 2009), e
nos mais diversos tipos de substrato, como fundos rochosos, arenosos, barrentos ou de folhigo
(Rosa et al., 2010).

As arraias de agua doce possuem caracteristicas bioldgicas semelhantes aos
elasmobranquios marinhos, como baixa fecundidade, crescimento lento, grande longevidade,
padrdes complexos de reproducdo e maturagéo sexual tardia (Carrier et al., 2004; Lameiras et
al., 2013). Estes aspectos resultam em baixas taxas de renovacdo populacional e,
consequentemente, maior vulnerabilidade aos impactos provenientes da exploracdo pesqueira
desordenada. Devido a esta vulnerabilidade, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) proibiu, por meio da Instrucdo Normativa 118/06, a
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pesca de arraias de 4gua doce em territorio nacional (IBAMA, 2006). A proibicéo perdurou por
dois anos até a publicacdo da Instrucdo Normativa 204/08 que liberou novamente o comércio
de arraias, em sistema de cotas, para fins de ornamentacdo e aquariofilia pelos estados do
Amazonas e Pard (IBAMA, 2008).

A captura das arraias de agua doce nao € restrita apenas a pesca ornamental, pois 0s
animais também sdo sujeitos a pesca comercial, havendo nos ultimos anos um aumento
significativo no consumo destes animais como alimento (Andrade et al., 2024). Além disso, 0s
constantes acidentes e ferimentos dos pescadores e da comunidade ribeirinha envolvendo os
ferrGes das arraias tém impulsionado a préatica da pesca negativa, que consiste na captura dos
animais para fins de mutilacéo, por meio da retirada da cauda, ou sacrificio do mesmo (Oliveira
et al., 2015a). Analises de estimativas espaciais da pressao da pesca sobre as arraias de agua
doce indicaram o declinio populacional de algumas espécies, como por exemplo, as da Bacia
do Rio Parana (Lucifora et al., 2017). Recentemente, as espécies P. aiereba, Potamotrygon
constellata, Potamotrygon magdalenae, P. motoro, P. orbignyi, Potamotrygon schroederi,
Potamotrygon scobina e Potamotrygon yepezi provenientes da Colémbia foram adicionadas ao
Apéndice Il da Convencdo sobre o Comércio Internacional das Espécies da Fauna e da Flora
Selvagens Ameacadas de Extingdo (CITES), que indica as espécies cuja exploracdo necessita
ser restrita ou impedida (CITES, 2023). Paratrygon aiereba também foi recentemente
classificada como criticamente ameacada de extincdo, tendo a sua captura e comercializagao
proibida no Brasil (MMA, 2022). Estes dados tém evidenciado a vulnerabilidade destes
elasmobranquios e o impacto negativo da sobreexplotacdo sobre o equilibrio populacional
destas espécies.

Em relacédo ao nivel trofico, os potamotrigonineos sdo considerados mesopredadores na
regido Neotropical (Shibuya, 2022), apresentando uma dieta variada que inclui peixes,
crustaceos e insetos. As espécies P. motoro, P. orbignyi e P. aiereba apresentam preferéncia
alimentar por crustaceos, insetos e teledsteos, respectivamente, enquanto P. wallacei e P.
scobina possuem uma dieta mais generalista sem demonstrar uma nitida preferéncia alimentar
(Shibuya et al., 2009; Gama e Rosa, 2015). De modo geral, as arraias podem apresentar
preferéncias alimentares, mas tem plasticidade para consumirem 0s itens mais abundantes no
ambiente e acompanhar a disponibilidade dos mesmos (Gama e Rosa, 2015).

Algumas caracteristicas biologicas das arraias sdo mais proximas as observadas em
mamiferos que em peixes 0sseos. Possuem fecundacéao interna e viviparidade matotrofica, no
entanto, sdo aplacentarias e com desenvolvimento de trofonema e secre¢do lipidica para a

nutricdo dos embrides (Garrone Neto, 2010). A gestacdo pode variar de 3 a 9 meses e apresenta



25

cuidado parental com a prole por até 30 dias apds o parto (Aradjo, 1998). Em contrapartida,
assim como observado em teledsteos, apresenta dimorfismo sexual, sendo as fémeas geralmente
maiores que 0s machos, e a reproducdo parece estar relacionada ao ciclo hidrolégico (Araujo et
al., 2004; Garrone Neto, 2010). Por serem exclusivamente dulciaquicolas, sdo estenoalinas e
hiperosmaticas em relacdo ao ambiente (Treberg et al., 2006) e apresentam mecanismos
osmorregulatérios para reduzir a perda de sais para o ambiente, como a auséncia de excre¢ao
de sal pela glandula retal, sistema de reabsorcéo de eletrolitos pelos rins e transporte ativo de
sais das branquias para a corrente sanguinea (Thorson et al., 1978; Duncan, 2016). As variacdes
nas caracteristicas fisiolégicas dos potamotrigonineos, ora parecidas com os elasmobranquios
marinhos, ora com os teledsteos de agua doce, estendem-se aos parametros hematolégicos,

sendo observadas diversas mudancas interespecificas em arraias.

4.1.1. Potamotrygon motoro

A arraia Potamotrygon motoro (Muller & Henle, 1841) (Figura 1A) é a espécie com
maior distribuicdo dentro da subfamilia Potamotrygoninae, presente desde o Rio Orinoco, na
Venezuela, até o Rio La Plata, no Uruguai (Lasso et al., 2013). No Brasil, ocorre em toda a
bacia amazonica e na bacia Parana-Paraguai, podendo ser encontrada em diferentes tipos de
substrato (Rosa et al., 2010). E policromatica, sendo caracterizada pela presenca de ocelos de
tamanhos variados e tricolores, com mancha central amarela, anel intermediério laranja e anel
externo preto (Loboda e Carvalho, 2013). Sdo consideradas de grande porte, podendo
ultrapassar 60 cm de largura de disco e pesar até 20 kg (Lasso et al., 2013). Apresentam um
amplo espectro alimentar, incluindo insetos, moluscos, crustaceos, anelideos e peixes, sendo 0s
crustaceos decapodes e 0s peixes os itens de maior importancia (Almeida et al., 2010). A
reproducéo esta relacionada ao ciclo hidrologico do rio, com a fecundacgéo ocorrendo durante a
estacdo seca, uma gestacdo de aproximadamente seis meses e a temporada de nascimento
durante o periodo chuvoso, apresentando uma fecundidade média de sete embrides (Charvet-
Almeida et al., 2005). E uma espécie economicamente importante para o estado do Amazonas,
sendo utilizada para fins ornamentais e de consumo alimentar (Duncan et al., 2010b). De acordo
com a legislacdo brasileira, podem ser comercializados para a aquariofilia, por meio de sistema
de cotas, até 5.200 individuos por ano, sendo 4.000 pelo estado do Amazonas e 1.200 pelo Para
(IBAMA, 2006).
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4.1.2. Potamotrygon orbignyi

A arraia Potamotrygon orbignyi (Castelnau, 1855) (Figura 1B) é uma espécie
amplamente distribuida no norte da América do Sul, ocorrendo desde a bacia do Orinoco, na
Venezuela e Colémbia, nas Guianas, na bacia Amazonica brasileira, colombiana e peruana e na
bacia do Tocantins-Araguaia, no Brasil (Lasso et al., 2016). E considerada uma espécie de
habitat generalista, podendo ser encontrada em ambientes 16ticos e Iénticos e nos trés tipos de
agua (preta, branca e clara) (Rosa et al., 2010). Pode atingir até 46 cm de largura de disco e 6,4
kg de peso corporal, tornando-a alvo da pesca comercial para fins de consumo alimentar (Lasso
etal., 2016).

A superficie dorsal destes organismos apresenta alto grau de policromatismo, com tons
de marrom e padr6es reticulados escuros e/ou manchas irregulares de diferentes tamanhos, o
que dificulta a sua identificacdo (Rincon-Filho, 2006). E considerada carnivora: entoméfaga-
carcinofaga, alimentando-se preferencialmente de insetos da ordem Ephemeroptera (Shibuya
et al., 2009; Moro et al., 2011). Possuem um periodo de gestacdo proximo a 11 meses e
fecundidade embrionaria média de dois embrides, com a copula ocorrendo durante a estacéo
das cheias, a gestacdo durante a estacdo de aguas baixas e 0 parto durante a estacdo das cheias
do proximo ciclo hidrolégico (Charvet-Almeida et al., 2005). Esta arraia é capturada
majoritariamente para fins de ornamentacdo e aquariofilia, podendo ser comercializados até
2.400 individuos por ano, respeitando a largura de disco maxima de 30 cm (IBAMA, 2006),
demonstrando a importancia econémica desta espécie para a cadeia da pesca ornamental do

estado do Amazonas.

Figura 1. Arraias Potamotrygon motoro (A) e Potamotrygon orbignyi (B).
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4.2. O PERFIL HEMATOLOGICO DAS ARRAIAS DE AGUA DOCE

Os potamotrigonineos constituem uma por¢do pouco conhecida da fauna de agua doce
guando comparados a outros grupos de vertebrados aquéticos (Lameiras et al., 2013). Fatores
como a dificuldade de captura e os riscos envolvendo o manuseio das arraias contribuem para
a escassez de estudos sobre a biologia e fisiologia destes animais, principalmente em relagéo
aos parametros hematoldgicos, que sdo muito reduzidos em comparagdo aos elasmobranquios
marinhos e principalmente aos teledsteos (Oliveira et al., 2016a).

A hematologia é uma ferramenta tradicionalmente utilizada para monitorar a higidez de
um animal, mas também pode ser Gtil para avaliar o estado de satde de populacdes de peixes,
pois desequilibrios ambientais geralmente resultam em alteracBes sanguineas que podem ser
detectaveis (Tavares-Dias e Moraes, 2004). O eritrograma possibilita a deteccdo de policitemia
e anemia, assim como a identificacdo dos tipos de alteracbes em processos relacionados ao
tamanho dos eritrocitos (microcitica, normocitica ou macrocitica) ou a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (hipocrémica ou normocrdmica) e na perda de células
sanguineas (hemolitica ou hemorragica) (Clauss et al., 2008). A quantificacdo das populacdes
leucocitarias fornece indicios sobre o estado imunolégico dos animais (Oliveira et al., 2016a).
A granulocitose atua como um indicador de processo inflamatério, enquanto a monocitose
representa a intensificacdo da atividade fagocitaria (Clauss et al., 2008). Alteracdes nos
linfocitos podem indicar imunossupressdo, em casos de linfopenia, e infeccbes recentes, em
caso de linfocitose (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Arnold, 2005). Os trombdcitos, os quais sdo
indicadores do equilibrio hemostatico, em peixes também podem apresentar atividade
fagocitéaria (Tavares-Dias e Moraes, 2007; Tavares-Dias e Oliveira, 2009). A bioquimica
plasmatica apresenta alta sensibilidade quanto as interferéncias de fatores endogenos e
exogenos sobre o equilibrio homeostatico, sendo um indicador do metabolismo energético e
dos ajustes fisioldgicos, principalmente osmorregulatérios e hormonais, de animais selvagens
e em cativeiro (Cain et al., 2004).

Apesar da importancia, a interpretacdo das analises sanguineas dos elasmobranquios é
complexa devido ao reduzido nimero de informacdes, pois ha variagéo intra e interespecifica e
influéncia de diversos fatores no eritrograma, leucograma e bioquimica plasmatica (Greene et
al., 2018). Entre os fatores endogenos, 0s mais importantes sao a variagcdo genética, sexo, idade,
fase de vida e estado fisioldgico, enquanto entre os exdgenos destacam-se temperatura, habitat,
alteragOes sazonais, poluicdo e habito alimentar (Wilhelm-Filho et al., 1992; Brito et al., 2015;
Oliveira et al., 2016a,b; Phillips et al., 2016).
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Os estudos hematoldgicos presentes na literatura constataram que os elasmobranquios
possuem um menor numero de eritrécitos circulantes no sangue, em contrapartida, o tamanho
celular é de duas a trés vezes maior que o observado em teledsteos e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média é superior, resultando em um sangue com baixa viscosidade.
Estas caracteristicas eritrocitarias apontam as arraias como organismos com baixa demanda por
oxigénio e baixa taxa metabdlica sendo, portanto, mais sedentarias que os tubarfes e 0s
teledsteos (Wilhelm-Filho et al., 1992).

As arraias de agua doce apresentam, em geral, baixos indices hematimétricos e
reduzidos nimeros de eritrocitos e de leucdcitos totais quando comparado aos elasmobranquios
marinhos (Brito, 2012). Os resultados obtidos por Oliveira (2008) corroboram as afirmagdes
sobre 0 modo de vida sedentario das arraias dulcicolas, pois o eritrograma de P. wallacei
também apresentou valores inferiores aos observados em arraias marinhas. Em contrapartida,
0s parametros bioquimicos plasmaticos assemelharam-se mais aos dos teledsteos de dgua doce
do que aos de seus relativos marinhos. Em relacdo aos leucdcitos, foi relatada a presenca de
neutréfilos e eosindfilos no sangue de potamotrigonineos (Griffith et al., 1973), sendo o
neutrofilo o tipo leucocitario mais abundante em Potamotrygon falkneri, P. motoro e P.
orbignyi (Brito, 2012). Entretanto, resultados divergentes foram obtidos por Oliveira et al.
(2016a), que ndo encontraram neutrofilos e eosinofilos no sangue de P. motoro, P. wallacei e
P. aiereba, e identificaram, por meio de analises citoquimicas, apenas eritrécitos, trombacitos,
linfocitos, mondcitos, heterdfilos e basofilos, todas células com caracteristicas morfométricas
semelhantes as observadas em tubarfes e arraias marinhas. Tais discrepancias podem estar
relacionadas a dificuldade no método de coloracdo das extens@es sanguineas e/ou classificacéo
erronea dos diferentes tipos leucocitarios, fato comum em se tratando da identificacdo de
leucdcitos de peixes (Tavares-Dias e Moraes, 2004) ou, por exemplo, arraias.

Os trabalhos visando o estabelecimento do perfil hematoldgico de arraias de agua doce
estdo reunidos nas Tabelas 1-4, com destaque para os estudos desenvolvidos por Brito et al.
(2015), Oliveira et al. (2015b) e Oliveira et al. (2016a) que, juntos, determinaram o perfil
sanguineo de sete diferentes espécies de potamotrigonineos. As espécies P. falkneri e P.
motoro, provenientes do Rio Parana (PR), e P. orbignyi e P. scobina coletadas no Rio Piririm
(AP) ndo apresentaram diferencas hematologicas significativas entre as arraias capturadas no
mesmo rio. Porém, os indices lipidicos e glicémicos diferiram entre as arraias dessas diferentes
bacias hidrogréficas, provavelmente em decorréncia das alteragdes na composi¢do da dieta
(Brito et al., 2015). As espécies P. motoro e P. aiereba provenientes da regido do médio Rio

Negro (AM) apresentaram um padrdo conservador, pois 0s parametros sanguineos ndo foram
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influenciados pelo sexo, fase de desenvolvimento e estado de prenhez. Em contrapartida, P.
wallacei, da mesma localidade, apresentou influéncia da fase de desenvolvimento sobre o
eritrograma e niveis plasmaticos de glicose, triglicerideos e proteinas totais (Oliveira et al.,
2016a). Oliveira (2008) encontrou influéncia da sazonalidade do rio no perfil hematolégico de
P. wallacei, com aumento da concentracdo de hemoglobina, volume corpuscular médio,
concentracdo de hemoglobina corpuscular media, provavelmente como uma tentativa de
maximizar a captacao de oxigénio e a producdo energética. Efeito do rio também foi observado
na composicdo dos principais osmdlitos plasmaticos de 15 espécies de potamotrigonineos
provenientes de diferentes sistemas hidrograficos brasileiros, sendo constatado que as arraias
ajustam os seus mecanismos osmorregulatorios de acordo com o ambiente em que vivem, com
animais de rios de aguas negras e claras apresentando niveis mais baixos de osmolitos que os
encontrados nos rios de aguas brancas (Duncan et al., 2021), indicando que as caracteristicas
fisioldgicas dos potamotrigonineos podem estar diretamente associadas a fatores relacionados
ao tipo de agua onde habitam.

A grande variacao intra e interespecifica e a forte interferéncia das variaveis ambientais
nos parametros hematoldgicos das arraias, dificultam a extrapolacdo dos dados presentes na
literatura para as demais espécies de potamotrigonineos. As informacdes disponiveis ainda séo
fragmentadas e majoritariamente direcionadas para as espécies provenientes de ambientes de
aguas pretas da regido amaz6nica, ndo havendo, até 0 momento, estudos sobre a caracterizacdo
do perfil hematoldgico e o estabelecimento de intervalos referenciais destes parametros para as

arraias em ambientes de agua branca.



Tabela 1. Parametros eritrocitarios de diferentes espécies de arraias da subfamilia Potamotrygoninae. Valores expressam média + DP.
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Local de captura Espécie LD Ht Hb RBC VEM CHCM Referéncias
(cm) (%) (gdL™) (10%pL) (fL) (gdL)
o P. orbignyi 50,2+ 1,6 23,1+39 49+0,8 09+0,1 267,0 £ 49,2 219+41
Rio Piririm (AP) -
P. scobina 50,8 + 3,6 22,0146 52+1,1 1,4+0,4 171,0+£ 32,5 23,7+22 ]
- Brito et al. (2015)
) P. falkneri 32,0+1,7 21,3+0,8 43+0,2 0,8+0,1 288,0 £ 33,4 208+1,1
Rio Parana (PR)
P. motoro 30,3+1,2 19,6 + 1,6 42+0/4 0,7+0,1 325,0 £ 59,4 222+19
P. orbignyi NI 23,3+35 38+09 0,4+0,1 663,9 £ 226,8 16,2+ 2,0 o
. Oliveira et al. (2015b)
P. schroederi NI 23911 3,7+0,9 0,3+0,1 892,2 + 670,0 15,6 +9,7
129+1,6 18,0+0,0 26+05 03+05 709,1 £ 94,5 145+2,6
239148 21,3+2,0 39+0,7 0,4+0,1 484,9 + 98,2 18,6 +2,8
P. motoro
38,0+1,7 20,0+5,3 37+15 03+0,3 569,7 + 179,6 179+38
48,3+2,8 212+42 35+1,0 03+0,3 757,5+£179,6 16,4+ 3,6
Rio Negro (AM) 8,1+0,8 14,6 +3,7 22+0,7 0,3+0,1 420,4 +83,1 154 +43
b wallacei 11,2+0,7 29,0+1,9 4,0+0,9 04+0,1 501,0 £197,5 21,1+95 Oliveira et al. (2016a)
. wallacei
144+0,9 23,7+5,3 43+0,8 04+£0,1 552,1 £ 153,7 184+4,1
195+25 232+52 45+1,0 0,4+0,1 573,6 £170,9 19,6 + 4,6
19,2+2,3 230+44 45+1,9 0,4+0,1 642,8 £ 93,2 19,4+6,3
P. aiereba 26,0+23 27,4+ 3,1 38+0,8 0,4+0,1 753,0 £ 193,3 14,3+ 3,0
35,7+54 25,7+49 38+0,6 0,4+0,1 734,5+167,1 14,0+ 2,6
Cativeiro P. magdalenae 20,3+1,3 195+28 48+0,6 0,3+0,1 781,3 +£148,7 245+22 Péres-Rojas et al. (2022)

DP: desvio padrédo; LD: largura de disco; Ht: hematdcrito; Hb: concentracdo de hemoglobina; RBC: nimero de eritrocitos; VCM: volume corpuscular médio;
CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; AP: Amapa; PR: Parana; AM: Amazonas; NI: ndo informado.
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Tabela 2. Trombograma e leucograma de diferentes espécies de arraias da subfamilia Potamotrygoninae. Valores expressdo média + DP.

Local de Espécie LD Tromb Leu Het Eos Lin Mon Neu Bas Referéncias
captura (cm) (ML) (ML) (ML) (ML) (ML) (uL) (uL) (uL)
Rio Piririm P. orbignyi 502+16 1232244 2555+447 782+154  8+6  403+113 150443 19854265 4315
(AP) P. scobina 50,8+36 1736+583 2299+581 851+301 00  594+169 7332  737+172 43%28
Brito et al. (2015)
Rio Parana P falkneri 320+17 1255+263 3618+399 232+34 30+13 1123+411 337+50 18924195 95
(PR) P. motoro 30,3+12 1077+492 25204501 147+35 20+14 718+189  234+76 13934357 85
P. orbignyi NI 1090+210 2790+280 903 + 29 NI 1301+299 880+ 221 NI 99 + 62 Oliveira et al.
P. schroederi NI 1132 +114 2900 +430 851 + 302 NI 1282480 690 + 120 NI 123+78 (2015b)
129+16 940 3055 611 NI 1527 855 NI 61
239+48 816+621 2008+617 860 + 416 NI 1700+1262 1367 +872 NI 181 + 178
P motoro 380+17 850+1202 8140+8923 891+ 33 NI 457 2251+2537 NI 325 + 450
483+28 800+507 2520+499 742 +128 NI 1078+399 649+ 224 NI 98 + 143
?Ai?w';'egro 81+0,8 564+288 2763+526 761 +152 NI 1240+425 748 +221 NI 136 + 131 I
o wallace 112+0,7 1406+60 3112+231 656 + 15 NI 1386+358 89414 NI 114 + 17 IE/;(;;.aGZ) al.
144+09 791+637 5925+3515 1028+516 NI  2342+1662 1882+1163 NI 244 £ 216
195+25 822+669 3459+1630 688 + 363 NI 1688+0985 12054 847 NI 111 +117
192+23 636+280 2970+479 652439 NI 1447+138  878+39 NI 159 + 141
P. aiereba 260+23 610+367 2696+545 899+ 1 NI 12284482 733243 NI 190 + 147
357+54 700+461 2859+765 760 +212 NI 1220+442 789 + 287 NI 177 £ 179
Cativeiro  P.magdalenae 20313 6981+2894 6810+2966 25501952 18431 40982684 15281 NI N PeresRojasetal.

(2022)

DP: desvio padrédo; LD: largura de disco; Tromb: contagem de trombdcitos; Leu: contagem de leucécitos totais; Het: heterdfilos; Eos: eosinofilos; Lin: linfdcitos;
Mon: mondcitos; Neu: neutréfilos; Bas: basofilos; AP: Amapd; PR: Parand; AM: Amazonas; NI: ndo informado.
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Tabela 3. Parametros bioquimicos plasmaticos de diferentes espécies de arraias da subfamilia Potamotrygoninae. Valores expressam média + DP.

Local de captura Espécie LD pT;s%(z:i?Zs Glicose Colesterol - Triglicerideos Ureia Referéncias
(cm) (g dLY) (mgdL?)  (mgdL") (mgdL*) (mg dL*)
o P. orbignyi 50,2+ 1,6 20+£02* 44,0+8,0 34,6 £6,5 38,8+17,6 38,3+17,6
Rio Piririm (AP) -
P. scobina 50,8 + 3,6 20+£02* 39,0+£6,5 218+6,6 375+27 241+46 )
- Brito et al. (2015)
) P. falkneri 32,0+1,7 30+£0,1* 66,9 £ 3,7 88,7+ 6,4 66,7+ 4,4 29,0+3,1
Rio Parana (PR)
P. motoro 30,3+1,2 30+£02* 61,8+6,7 74,2+88 524+7,1 30,1+3,1
P. orbignyi NI 1,0£0,2 39,6+18 579+116 70,0 + 26,2 16,8+ 3,6 o
- Oliveira et al. (2015b)
P. schroederi NI 1,5+£0,9 21,6+108 69,6+11,6 70,0+£525 16,2+ 12,6
129+1,6 0804 31,9+16,2 69,8+ 6,3 58,7+48 40,2+ 10,2
239+48 1,0£0,3 34696 51,6 +23,5 60,8 £ 20,7 9,6 +3,0
P. motoro
38017 0,7+1,0 32,0+10.1 37,8156 82,0+ 37,0 6,0+ 3,0
48,3+28 1,3+04 289+10,2 69,0+404 81,4+20,5 12,6 £3,6
Rio Negro (AM) 8,1+0,8 0,8+0,3 41,2+9,0 76,6 + 22,8 62,0+211 9,6 +3,6
b wallacei 11,2+0,7 1,0£0,1 20,4+54 32,6+6,6 30,8+134 186+1,2 Oliveira et al. (2016a)
. wallacei
14,4409 1,0£0,3 32,4+96 50,9+21,6 56,8 + 17,0 8,4+4.2
195+25 1,2+0,3 31,7+98 57,4+235 60,5+ 19,9 78+24
192+23 1,4+0,6 13,0+ 3,7 72,6 +344 87,5+438 28,8+15,0
P. aiereba 26,0+23 1,3£0,2 17,2+6,5 63,6 £ 15,8 105,4 £ 57,6 258+174
35,7+54 15+0,1 176 +3,7 56,7 £ 21,5 104,9 £ 45,8 25,8+19,8
Cativei P. magdalenae 20,3+1,3 19+£0,3 250+4,4 498+ 127 53,6 £21,8 51272 Péres-Rojas et al. (2022)
ativeiro
P. motoro NI 25+£05 252+216 20,8 +33 NI 0,6+0,4 Pronina et al. (2022)

*Proteina sérica

DP: desvio padrdo; LD: largura de disco; AP: Amap4; PR: Parana; AM: Amazonas; NI: ndo informado.



Tabela 4. Eletrolitos e enzimas plasmaticas de diferentes espécies de arraias da subfamilia Potamotrygoninae. Valores expressam média = DP.
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Local de captura Espécie LD Cloreto Sédio Potassio AST ALT ALP CK Referéncias
(cm) (mmol L) (mmol LY (mmol LY (uLh (uL?h (uL?h (uL?h
Rio Piririm (AP) P. orbignyi 502+16 1549+98 1647196 60x11 68+13  13%2 77+11 7248 2755
P. scobina 50,8+3,6 1509+326 156,1+316  80%37 79+20 19+8 32+6 1670+ 778  Britoetal.
Rio Parand (PR) P. falkneri 320+17 157,7+17,9 1747207 149+131 119+11 18+2  116+17 3593 +1132 (2015)
P. motoro 30,3+12 159,0+145 1735+164 101+116 111+36 25+5 124+16 904 +363
129+1,6 1222+130 126,1+223 11,6 NI NI NI NI
B motoro 239+48 119,1+£10,7 1373+172 96%16 NI NI NI NI
380+17 124302  1340%77 9,9+0,9 NI NI NI NI
483+28 1137+40  1414+70 8,5+0,9 NI NI NI NI
) 81+08 1255+10,6 1357+142 88+14 NI NI NI NI o
Rio Negro (AM) _ 112+07 139,6+25  1376+93  7,8+02 NI NI NI NI Oliveira et al.
P. wallacei (2016a)
144+09 1266+203 1399+168 101+12 NI NI NI NI
19525 1244+196 1431+198 94272 NI NI NI NI
19,2423 1242+100 1351+141 87#172 NI NI NI NI
P. aiereba 26,0+23 1224+07  1443+29 92+17 NI NI NI NI
357+54 1145+156 1364163 96%15 NI NI NI NI
P. constellata NI 98,7+22,6 1834+209 54+08 NI NI NI NI
Rio Manacapuru (AM) P. motoro NI 1045+145 1904+337 6407 NI NI NI NI
P. orbignyi NI 989+89  1854+157  48%05 NI NI NI NI
Rio Branco (AC) P. Adamastor NI 955+254  1955+114 5712 NI NI NI NI
P. motoro NI 102,8+20,8 213,7+30,8 7521 NI NI NI NI Duncan et al.
Rio Jutai (AM) P. orbignyi NI 973+169 261,0+263  6,1+08 NI NI NI NI (2021)
P. aiereba NI 972+11,7 2580%242 61+15 NI NI NI NI
Rio Nhamundé (AM)  P. humerosa NI 975+6,7  209,5+564 75%10 NI NI NI NI
. - P. motoro NI 108,4+9,8 2304+114  65+05 NI NI NI NI
Rio Solimdes (AM) -
P. iwamae NI 99,8+134 280,8+455  7,7+0,9 NI NI NI NI

DP: desvio padrdo; LD: largura de disco; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; ALP: fosfatase alcalina; CK: creatina quinase; AP:

Amapa; PR: Parand; AM: Amazonas; AC: Acre NI: ndo informado.
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4.3. HEMOPARASITOS DE PEIXES

A parasitologia ¢ uma area em expansdo por ser de interesse econdémico para a
piscicultura, seja ela comercial ou ornamental. Em ambiente natural, os estudos parasitologicos
sdo de grande importancia, pois 0s parasitos podem afetar varios processos ecolégicos, como a
selecdo sexual, migragéo, competicéo, predacéo, especiacdo e extingdo, moldando a dindmica
populacional de diferentes espécies de animais hospedeiros com interacdo direta ou indireta
(Buck, 2019). Os peixes naturalmente abrigam uma variedade de parasitos que raramente sao
fatais quando s&o bem controlados pelo sistema imunolégico dos hospedeiros (Tavares-Dias et
al., 2009). Contudo, o delicado equilibrio existente entre o parasito, hospedeiro e ambiente pode
ser facilmente alterado por diversos fatores enddgenos e exdgenos, tornando 0s peixes mais
susceptiveis as infeccdes parasitarias (Pavanelli et al., 2008).

Apesar da importancia dos hemoparasitos, sdo poucos os estudos sobre os indices
parasitoldgicos de potamotrigonineos (Gama, 2016; Souza et al., 2020), e sdo ainda mais
escassas as informacdes sobre 0s parasitos sanguineos presentes nas arraias de agua doce (Brito,
2012; Magro et al., 2016; Oliveiraet al., 2017). Os hematozoarios sdo protozoarios que utilizam
o0 sangue do hospedeiro como habitat e incluem, entre outros, os filarideos, que vivem nos
tecidos de seus hospedeiros e liberam microfilarias na circulacdo, os protozoarios flagelados,
que circulam no sangue periférico, bem como 0s esporozoarios intracelulares, que completam
parte do seu ciclo de vida dentro de células sanguineas (Valkiunas, 2005).

Dentre os hematozoarios mais comumente encontrados em peixes destacam-se as
hemogregarinas, termo utilizado para agrupar os parasitos vermiformes e largos encontrados
no interior de eritrocitos e, eventualmente, em leucocitos (Davies, 1995). A classificacdo
taxonémica das hemogregarinas pertencentes ao Filo Apicomplexa esta apresentada na Tabela
5, com destague para a Subordem Adeleorina, que abriga os hemoparasitos presentes em peixes.
Esta subordem e heterogénea e polifilética, sendo constituida por quatro familias:
Haemogregarinidae, Hepatozoidae, Karyolysidae e Dactylosomatidae (Ungari et al., 2020).
Historicamente, 0s parasitos sanguineos foram incluidos no género Haemogregarina, devido a
similaridade morfolégica dos gametdcitos. Porém, a grande diversidade de hospedeiros
justificou a separacdo do grupo e a criagdo de distintas familias dentro desta subordem (Davies
e Johnston, 2000). A familia Haemogregarinidae é atualmente constituida por trés géneros,
Haemogregarina, Cyrilia e Desseria, sendo os dois Gltimos descritos unicamente em peixes,
enguanto as espécies de Haemogregarina também podem ser encontradas em anfibios e répteis
(Davies et al., 2004; Hayes e Smit, 2019).
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Tabela 5. Esquema taxonémico do Filo Apicomplexa, Subordem Adeleorina.

Filo Apicomplexa Levine, 1970
Classe Sporozoa Leuckart, 1879
Subclasse Coccidia Leuckart, 1879
Ordem Eucoccidiorida Léger & Duboscq, 1910
Subordem Adeleorina Léger, 1911

Familia Haemogregarinidae Léger, 1911
Género Haemogregarina Danilewsky, 1885
Género Cyrilia Lainson, 1981
Género Desseria Siddall, 1995

Familia Hepatozoidae Wenyon,1926
Género Hepatozoon Miller, 1908

Familia Karyolysidae Wenyon, 1926
Género Karyolysus Labbé, 1894
Género Hemolivia Petit, Landau, Baccam & Lainson, 1990

Familia Dactylosomatidae Jakowska & Negrelli, 1955
Género Dactylosoma Labbé, 1894
Género Babesiosoma Jakowska & Nigrelli, 1956

Os parasitos do filo Apicomplexa possuem um conjunto de organelas no apice da célula,
chamado complexo apical, além de um grupo de organelas citoplasmaticas, como 0s
microtUbulos, micronemas e roptrias, responsaveis pelo processo de invasdo nas células
hospedeiras (Figura 2) (Siddall, 1995). Apresentam ciclo heteroxénico, tendo peixes, anfibios
e répteis como hospedeiros intermediarios, e isOpodes gnatideos e sanguessugas como
hospedeiros definitivos (Davies et al., 2004). Nos invertebrados, as hemogregarinas sao
encontradas na hemocele, no intestino e no trato reprodutivo (Desser, 1993), e sdo transmitidas
aos vertebrados durante a suc¢do do sangue pelo hospedeiro invertebrado ou penetram no
organismo via sistema gastrointestinal, em casos de ingestdo do invertebrado contaminado
(Goertz, 2004). Nos vertebrados, os eritrocitos maduros sao as principais células parasitadas e,
no seu interior, os parasitos podem atingir um tamanho suficiente para deslocar e desintegrar o
nacleo, além de romperem a membrana celular (Wozniak et al., 1994), ocasionando um

processo de anemia hemolitica (Davies, 1995).
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Figura 2. Estrutura geral tipica de uma hemogregarina. Apicoplasto (AP), alvéolos corticais
(AC), conoide (CO), granulos densos (GD), reticulo endoplasmatico rugoso (RE), aparelho de
Golgi (AG), micronemas (MN), microporo (MP), mitocondria (MT), nucleo (NU), anéis pré-
conoidais (PC), anel polar (PO), roptrias (RP), microtibulos subpeliculares (MS). Fonte:
adaptado de Votypka et al. (2017).

Em relacdo a reproducdo, as hemogregarinas possuem um ciclo de vida complexo,
podendo apresentar trés estagios de desenvolvimento, sendo duas fases assexuadas, chamadas
de merogonia e esporogonia, e uma sexuada, conhecida como gametogonia (Siddall, 1995). Os
estagios de merogonia e a gametogonia ocorrem em peixes, enquanto a esporogonia ocorre nos
hospedeiros invertebrados (Davies e Smit, 2001). Nos vertebrados, a fase de merogonia origina
0s merontes eritrociticos, com a formacdo de multiplos merozoitos, que irdo infectar outros
eritrocitos, formando novos merontes ou gamontes (gametogonia). Os gamontes sdo 0S
responsaveis pela formacdo dos gametas masculinos e femininos, entretanto, a maturacéo dos
gametas e a subsequente recombinacdo através da fertilizacdo geralmente ocorre nos
invertebrados, por isso estes sdo considerados os hospedeiros definitivos (Smith et al., 2002;
O'Donoghue, 2017).

Durante o repasto sanguineo, 0s gamontes intraeritrocitarios sdo ingeridos pelos
hospedeiros hematéfagos, onde formam um complexo reprodutivo (singamia com sizigia).
Através da gametogénese o microgamonte produz de um a quatro microgametas (gametas
masculinos), onde cada um fecunda um macrogameta (gameta feminino). O zigoto formado se
divide, produzindo oocistos nas microvilosidades da parede intestinal do hospedeiro. Os
oocistos maduros produzem multiplos esporozoitos (esporogonia), que migram para 0 somito

anterior do invertebrado e originam 0s merontes primarios, contendo 0s merozoitos. Estes
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merozoitos se locomovem para a probdscide do vetor ondem permanecem até a inoculagdo no
hospedeiro vertebrado. A formagdo de oocisto, a quantidade de esporozoitos formados e o local
de formacdo dos merontes variam de acordo com a especie parasitaria e os hospedeiros
envolvidos (Desser, 1993; Siddall, 1995; Davies e Smit, 2001).

A identificacdo dos hemoparasitos é controversa, pois apenas hemogregarinas que
infectam quelonios (Reptilia, Testudines) poderiam ser consideradas como Haemogregarina
sensu stricto (Siddall, 1995), enquanto as encontradas em peixes deveriam ser classificadas
como Desseria ou Cyrilia, ou ainda como Haemogregarina sensu lato (Davies e Smit, 2001).
Para outros hospedeiros vertebrados, esses parasitos deveriam ser relatados como Hepatozoon
(Familia Hepatozoidae) (O'Donoghue, 2017). Como ndo existe um consenso na literatura,
muitas espécies tém sido sujeitas a modificacdes e reclassificacbes (Lainson, 1981; Lainson,
1992; Sidall, 1995; Morsy et al., 2013; Cook et al., 2014).

No Brasil, existem poucos registros da ocorréncia de hemogregarinas em peixes
teledsteos, incluindo a presenca de Desseria mugili em tainhas (Mugil liza), Haemogregarina
platessae em linguado (Paralichthys orbignyanus) e Cyrilia lignieresi em mugum
(Synbranchus marmoratus) (Siddall, 1995; Davies et al., 2008; Eiras et al.,, 2012).
Recentemente, foi realizada a descricdo de Haemogregarina daviesensis isolada a partir da
piramboia (Lepidosiren paradoxa) proveniente do Rio Igarapé Fortaleza, no estado do Amapa
(Esteves-Silva et al., 2019). Também foi realizado o primeiro relato da ocorréncia de
Hepatozoon em peixes de vida livre, ndo sendo encontrado em estagios sanguineos, porém
cistos contendo cistozoitos foram observados no figado de trairdes (Hoplias aimara),
apresentando 98,7% de identidade com Hepatozoon caimani detectado em jacaré-do-pantanal
(Caiman yacare) (Cardoso et al., 2022).

Em relacéo as arraias de dgua doce, foram encontrados hemoparasitos do género Cyrilia
sp. nos estagios de trofozoitos, esquizontes, gamontes imaturos e gamontes nos eritrocitos de
P. aiereba, P. motoro e Potamotrygon cf. histrix da bacia do Rio Negro, AM (Magro, 2013;
Magro et al., 2016). A presenca de Haemogregarina sp. foi relatada em P. orbignyi e P.
scorbina coletadas no Rio Piririm, AP (Brito, 2012). Oliveira et al. (2017) registraram a
ocorréncia de gametdcitos de Cyrilia sp. deslocando lateralmente o nucleo de eritrdcitos de P.
wallacei coletadas na regido do médio Rio Negro e verificaram que a sazonalidade exerceu
influéncia na ocorréncia dos hemoparasitos encontrados, sendo a seca dos rios o periodo de
maior susceptibilidade & infestagdo. Para os elasmobrénquios marinhos foi relatada a presenca
de Haemogregarina delagei no sangue das arraias Raja brachyura, Raja microocellata e Raja

spp. (Aragort et al., 2005), Desseria dasyatis na arraia Dasyatis americana (Siddall, 1995),
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Desseria torpedinis na arraia Torpedo sp. (Siddall, 1995) e Desseria harriottae na quimera
Harriotta raleighana (Davies et al., 2012).

Além dos parasitos da subordem Adeleorina, também foram relatados hemoparasitos
dos géneros Coccidia e Eimeria no tubardo Scyliorhinus canicula (Xavier et al., 2018),
Trypanosoma humboldti no tubardo Schroederichthys chilensis (Valenzuela et al., 2003),
Trypanosoma giganteum nas arraias R. brachyura, R. microocellata e em Raja spp. (Aragort et
al., 2005), Trypanosoma haploblephari nos tubar6es Haploblepharus pictus e Haploblepharus
edwardsii (Yeld e Smit, 2006) e Trypanosoma harriottae na quimera H. raleighana (Davies et
al., 2012).

A escassez de informacdes sobre os hemoparasitos de peixes ndo diz respeito somente
aos estudos de caracterizacdo morfoldgica, morfométrica e molecular destes parasitos. A
avaliacdo dos efeitos fisioldgicos e da severidade das infecgdes causadas por hemogregarinas
em elasmobranquios de agua doce também é escassa. Em ambiente natural, os parasitos
geralmente mantém uma relacdo ndo danosa com seus hospedeiros, mas dependendo do nivel
de infeccdo parasitaria podem ocorrer ajustes fisiolégicos compensatérios (Takemoto et al.,
2004). Nesse sentido, os parametros hematoldgicos podem ser utilizados como ferramenta
complementar as repostas geradas pelo hospedeiro nas infec¢bes parasitarias (Tavares-Dias e
Moraes, 2004; Shah et al., 2009).

Em anfibios, a hemoparasitose desencadeou a eritropoiese, resultando em um aumento
no numero de eritroblastos no sangue periférico (Gonzalez et al., 2021), enquanto a infeccdo
por Trypanosoma sp. elevou a quantidade de eosindfilos e mondcitos, estando os eosinéfilos
associados as infeccbes parasitarias, enquanto 0os mondcitos sao indicadores de inflamacéo
cronica (Delgado et al., 2022). Em queldnios, as hemogregarinas ocasionaram anemia
hemolitica (Apache et al., 2023) e a mobilizagdo do sistema imune, com aumento dos leucécitos
totais, linfdcitos e eosinéfilos (Adetunji e Adeyemo, 2020). Em serpentes, 0s hemoparasitos
Haemogregarina sp. e Hepatozoon sp. afetaram o eritrograma, reduzindo a capacidade
carreadora de oxigénio (Caudell et al., 2002). Por outro lado, as infec¢des causadas por
Hepatozoon spp. ndo afetaram os parametros hematoldgicos dos crocodilianos Crocodylus
niloticus e Caiman latirostris (Leslie et al., 2011; Nébrega et al., 2022) e das serpentes
Ophiophagus hannah e Homalopsis buccata (Salakij et al., 2002a,b). Para as arraias de agua
doce, as respostas fisioldgicas induzidas por infeccdes hemoparasitarias ainda sao
desconhecidas, assim como a avaliagdo hemoparasitaria das arraias em ambientes de agua

branca.



39

5. REFERENCIAS

ADETUNJI, V. E.; ADEYEMO, 0. K. Haematologic and biochemical parameters of
Haemogregarine-infected and non-infected African hinge-Back tortoises in Ibadan, Nigeria.
Sahel. Journal of Veterinary Science, v. 17, n. 4, p. 1-7, 2020.

ALMEIDA, M. P.; BARTHEM, R. B.; VIANA, A. S.; CHARVET-ALMEIDA, P. Factors
affecting the distribution and abundance of freshwater stingrays (Chondrichthyes:
Potamotrygonidae) at Marajo Island, mouth of the Amazon River. Pan-American Journal of
Aquatic Sciences, v. 4, n. 1, p. 1-11, 2009.

ALMEIDA, M. P.; LINS, P. M. O.; CHARVET-ALMEIDA, P.; BARTHEM, R. B. Diet of the
freshwater stingray Potamotrygon motoro (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) on Marajo
Island (Pard, Brazil). Brazilian Journal of Biology, v. 70, n. 1, p. 155-162, 2010.

ANDRADE, J. C.; OLIVEIRA, A. T.; AMAZONAS, M. G. F. M.; GALVAN, D.; TESSARO,
L.; CONTE-JUNIOR, C. A. Fingerprinting based on spectral reflectance and chemometrics —
An analytical approach aimed at combating the illegal trade of stingray meat in the Amazon.
Food Chemistry, v. 436, 137637, 2024.

APACHE, J.; RODRIGUEZ-ALMONACID, C. C.; MORENO-TORRES, C. A.; GAMBOA-
SUAREZ, B. A.; MATTA, N. E. Hemoparasite occurrence and hematological/serum chemistry
variations in Podocnemis vogli turtles: A comparative analysis between wild-residing infected
specimens and captive non-infected counterparts. Veterinary Parasitology: Regional Studies
and Reports, v. 45, p. 100928, 2023.

ARAGORT, W.; ALVAREZ, M.; LEIRO, J.; SANMARTIN, M. Blood protozoans in
elasmobranchs of the family Rajidae from Galicia (NW Spain). Diseases of Aquatic Organisms,
V. 65, p. 63-68, 2005.

ARAUJO, M. L. G. Biologia reprodutiva e pesca de Potamotrygon sp. (Chondrichthyes -
Potamotrygonidae) no médio Rio Negro, Amazonas. 1998. 171 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia de Agua Doce e Pesca Interior). Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia,
Manaus. 1998.

ARAUJO, M. L. G. Resultados do Monitoramento da pesca de arraias de dgua doce utilizadas
como peixe ornamental no Rio Tapajos. Relatorio Técnico N° 01, 2004. 39 p.

ARAUJO, M. L. G.; CHARVET-ALMEIDA, P.; ALMEIDA, M. P.; PEREIRA, H. Freshwater
stingrays (Potamotrygonidae): status, conservation and management challenges. Information
document AC 20, v. 8, p. 1-6, 2004.

ARNOLD, J. E. Hematology of the sandbar shark, Carcharhinus plumbeus: standardization of
complete blood count techniques for elasmobranchs. Veterinary Clinical Pathology, v. 34, p.
115-123, 2005.

BRINN, R. P.; MARCON, J. L.; GOMES, D. M.; ABREU, L. C.; BALDISSEROTO, B. Stress
responses of the endemic freshwater cururu stingray (Potamotrygon cf. histrix) during



40

transportation in the Amazon region of the Rio Negro. Comparative Biochemistry and
Physiology A, v.162, p. 139-145, 2012.

BRITO, F. M. M. Variaveis hematoldgicas, hormonais, bioquimicas séricas e fauna parasitaria
em quatro espécies de raias do género Potamotrygon garman, 1877 (Myliobatiformes,
Potamotrygonidae) de vida livre. 2012. 63 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) -
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, S&o Paulo. 2012.

BRITO, F. M. M.; CLAUDIANO, G. S.; YUNIS, J.; MUNDIM, A. V.; TAVARES-DIAS, M.;
VIADANNA, P. H. O.; MORAES, J. R. E.; MORAES, F. R. Hematology, biochemical profile
and thyroid hormones of four species of freshwater stingrays of the genus Potamotrygon.
Brazilian Journal Veterinary Research and Animal Science, v. 52, p. 249, 2015.

BUCK, J. C. Indirect effects explain the role of parasites in ecosystems. Trends in Parasitology,
v. 35, p. 835-847, 20109.

CAIN, D. K.; HARMS, C. A.; SEGARS, A. Plasma biochemistry reference values of wild
caught southern stingrays (Dasyatis americana). Journal of Zoo and Wildlife Medicine, v. 35,
p. 471-476, 2004.

CARDOSO, W. A.; PERLES, L.; PICELLI, A. M.; CORREA, J. K.C.; ANDRE, M. R;;
VIANA, L. A. Hepatozoon parasites (Apicomplexa: Hepatozoidae) in fish Hoplias aimara
(Characiformes, Erythrinidae) from the Eastern Amazon, Brazil. Parasitology Research, v.
121, p. 1041-1046, 2022.

CARRIER, J. C,; PRATT, H. L.; CASTRO, J. I. Reproductive biology of elasmobranchs. In:
CARRIER, J. C.; MUSICK, J. A.; HEITHAUS, M. R. (Org.). Biology of sharks and their
relatives. Boca Raton: CRC Press, 2004. p. 269-286.

CARVALHO, M. R. Neotropical Stingrays: Family Potamotrygonidae. In: LAST, P. R,
NAYLOR, G. J. P.; SERET, B.; WHITE, W. T.; STEHMANN, M. F. W.; CARVALHO, M.
R. (Org.). Rays of The World. New York: Cornell University Press, 2016a. p. 619-655.

CARVALHO, M. R. Description of two extraordinary new species of freshwater stingrays of
the genus Potamotrygon endemic to the Rio Tapajos basin, Brazil (Chondrichthyes:
Potamotrygonidae), with notes on other Tapajos stingrays. Zootaxa, v. 4167, p. 1-63, 2016b.

CARVALHO, M. R. Potamotrygon rex, a new species of Neotropical freshwater stingray
(Chondrichthyes: Potamotrygonidae) from the middle and upper Rio Tocantins, Brazil, closely
allied to Potamotrygon henlei (Castelnau, 1855). Zootaxa, v. 4150, p. 537-565, 2016c.

CARVALHO, M. R.; LOBODA, T. S.; SILVA, J. P. C. B. A new subfamily, Styracurinae and
new genus, Styracura, for Himantura schmardae (Werner, 1904) and Himantura pacifica
(Beebe & Tee-Van, 1941) (Chondrichthyes: Myliobatiformes). Zootaxa, v. 4175, p. 201-221,
2016a.

CARVALHO, M. R.; LOVEJOY, N. Morphology and phylogenetic relationships of a
remarkable new genus and two new species of Neotropical freshwater stingrays from the
Amazon basin (Chondrichthyes: Potamotrygonidae). Zootaxa, v. 2776, p. 13-48, 2011.



41

CARVALHO, M. R.; LOVEJOY, N. N.; ROSA, R. S. Family Potamotrygonidae (river
stingrays). In: REIS, R. E.; KULLANDER, S. O.; FERRARIS JR., C. J. (Org.). Check List of
the Freshwater Fishes of South and Central América. Porto Alegre: Edipucrs, 2003. p. 22-29.

CARVALHO, M. R.; RAGNO, M. P. An unusual, dwarf new species of Neotropical freshwater
stingray, Plesiotrygon nana sp. nov., from the upper and mid Amazon basin: the second species
of Plesiotrygon (Chondrichthyes: Potamotrygonidae). Papéis Avulsos de Zoologia, v. 51, n. 7,
p. 101-138, 2011.

CARVALHO, M. R.; ROSA, R. S.; ARAUJO, M. L. G. A new species of Neotropical
freshwater stingray (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) from the Rio Negro, Amazonas,
Brazil: the smallest species of Potamotrygon. Zootaxa, v. 4107, n. 4, p. 566-586, 2016b.

CAUDELL, J. N.; WHITTIER, J.; CONOVER, M. R. The effects of haemogregarine- like
parasites on brown tree snakes (Boiga irregularis) and slatey-grey snakes (Stegonotus
cucullatus) in Queensland, Australia. International Biodeterioration and Biodegradation, v. 49,
p. 113-119, 2002.

CHARVET-ALMEIDA, P.; ARAUJO, M.G.; ALMEIDA, M. Reproductive aspects of
freshwater stingrays (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) in the Brazilian Amazon Basin.
Journal Northwest Atlantic Fisheries Science, v. 35, p. 165-171, 2005.

CITES - Convencdo sobre o Comércio Internacional das Espécies Silvestres Ameacadas de
Extingdo. Apéndices I, 11 e 111. 2023.

CLAUSS, T. M.; DOVE, A. D. M.; ARNOLD, J. E. Hematologic Disorders of Fish. Veterinary
Clinics Exotic Animal Practice, v. 11, p. 445-462, 2008.

COOK, C. A; LAWTON, S. P.; DAVIES, A. J.; SMIT, N. J. Reassignment of the land tortoise
haemogregarine Haemogregarina fitzsimonsi Dias 1953 (Adeleorina: Haemogregarinidae) to
the genus Hepatozoon Miller 1908 (Adeleorina: Hepatozoidae) based on parasite morphology,
life cycle and phylogenetic analysis of 18S. Parasitology, v.13, p. 1-10, 2014.

DAVIES, A. J. The biology of fish Haemogregarines. Advances in Parasitology, v. 36, p. 118-
202, 1995.

DAVIES A. J.; AMADO, L. L.; COOK, R.; BIANCHINI, A.; EIRAS, J. C. Potential
environmental and host gender influences on prevalence of Haemogregarina platessae
(Adeleorina: Haemogregarinidae) and suspected Haemohormidium terraenovae (incertae
sedis) in Brazilian flounder from the Patos Lagoon Estuary, Southern Brazil. Folia
Parasitologica, v. 55, p. 161-170, 2008.

DAVIES, A. J.; HOSEIN, S.; MERRETT, N. R. Haemotozoans from deep water fishes trawled
off the Cape Verde Islands and over the Porcupine Seabight, with a revision of species within
the genus Desseria (Adeleiorina: Haemogregarinidae). Folia Parasiyologica, v. 59, p. 1-11,
2012.

DAVIES, A. J.; JOHNSTON, M. R. L. The biology of some intraerythrocytic parasites of
fishes, amphibian and reptiles. Advances in Parasitology, v. 45, p. 2-89, 2000.



42

DAVIES, A. J,; SMIT, N. J. The life cycle of Haemogregarina bigeima (Adeleina:
Haemogregarineidae) in South Afrian hosts. Folia Parasitologica, v.48, p. 169-177, 2001.

DAVIES, A. J; SMIT, N. J; HAYES, P. M.; SEDDON, A. M.; WERTHEIM, D.
Haemogregarina bigemina (Protozoa: Apicomplexa: Adeleorina) — past, present and future.
Folia Parasitologica, v.51, p. 99-108, 2004.

DELGADO, A. B. |.; ZAVALA-NORZAGARAY, A. A.; ESPINOZA-ROMO, B. A;
ORTEGA-ANAYA, J. G.; LEY-QUINONEZ, C. P.; AGUIRRE, A.; RENDON-FRANCO, E.
Hematologic parameters and the effect of hemoparasites of wild anurans in Northern Sinaloa,
Mexico. Veterinary Clinical Pathology, v. 52, p. 386-395, 2023.

DESSER, S. S. The Haemogregarinidae and Lankesterellidae. In: KREIER, J. P. (Ed.).
Parasitic protozoa, New York: Academic Press, p. 247-272. 1993.

DUNCAN, W. P. Ecofisiologia das raias de agua doce (Potamotrygonidae): mecanismos de
interacdo organismo-ambiente. In: LASSO, C. A.; ROSA, R. S.; MORALES-BETANCOURT,
M. A.; GARRONE-NETO, D.; CARVALHO, M. R. (Org.). XV. Rayas de agua dulce
(Potamotrygonidae) de Suramérica. Parte Il: Colombia, Brasil, Perl, Bolivia, Paraguay,
Uruguay y Argentina. Colombia: Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander
von Humboldt, 2016. p. 45-66.

DUNCAN, W. P.; COSTA, O. T. F.; ARAUJO, M. L. G.; FERNANDES, M. N. lonic
regulation and Na+-K+-ATPase activity in gills and kidney of the freshwater Paratrygon
aiereba living in white and blackwaters in the Amazon Basin. Journal of Fish Biology, v. 74,
p. 956-960, 2009.

DUNCAN, W. P.; COSTA, O. T. F.; SAKURAGUI, M. M.; FERNANDES, M. N. Functional
morphology of the Gill in Amazonian freshwater stingrays (Chondrichthyes:
Potamotrygonidae): implications for adaptation to freshwater. Physiological and Biochemistry
Zoology, v. 83, p. 19-32, 2010.

DUNCAN, W. P.; FERNANDES, M. N. Physicochemical characterization of the White, Black,
and clearwater Rivers of the Amazon Basin and its implications on the distribution of freshwater
stingrays (Chondrichthyes, Potamotrygonidae). PanAmerican Journal of Aquatic Sciences, v.
5, p. 454-464, 2010.

DUNCAN, W. P.; INOMATA, S.; FERNANDES, M. N. Comércio de raias de agua doce na
regido do médio Rio Negro, Estado do Amazonas, Brasil. Revista Brasileira de Engenharia de
Pesca, v. 5., p. 13-22, 2010b.

DUNCAN, W. P.; MACHADO, R. N.; FERNANDES, M. N. Environmentally-induced
osmoregulation in Neotropical freshwater stingrays (Myliobatiformes: Potamotrygoninae) after
controlling for phylogeny. Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular &
Integrative Physiology, v. 262, p. 111076, 2021.

EIRAS, J. C.; TAKEMOTO, R. M.; PAVANELLI, G. C.; LUQUE, J. L. Checklist of protozoan
parasites of fishes from Brazil. Zootaxa, v. 3221, p. 1-25, 2012.



43

ESTEVES-SILVA, P. H.; SILVA, M. R. L.; O'DWYER, L. H.; TAVARES-DIAS, M.;
VIANA, L. A. Haemogregarina daviesensis sp. nov. (Apicomplexa: Haemogregarinidae) from
South American lungfish Lepidosiren paradoxa (Sarcopterygii: Lepidosirenidae) in the eastern
Amazon region. Parasitology Research, v. 118, p. 2773-2779, 2019.

FONTENELLE, J. P.; CARVALHO, M. R. Systematic revision of the Potamotrygon scobina
Garman, 1913 species-complex (Chondrichthyes: Myliobatiformes: Potamotrygonidae), with
the description of three new freshwater stingray species from Brazil and comments on their
distribution and biogeography. Zootaxa, v. 4310, n. 1, p. 1-63, 2017.

GAMA, C. S. Parasitas de raias de &gua doce (Potamotrygonidae): estado atual do
conhecimento e lista de espécies. In: LASSO, C. A.; ROSA, R.; MORALES-BETANCOURT,
M. A.; GARRONE-NETO, D.; CARVALHO, M. R. (Org.). XV. Rayas de agua dulce
(Potamotrygonidae) de Suramérica. Parte II: Colombia, Brasil, Perd, Bolivia, Paraguay,
Uruguay y Argentina. Colombia: Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander
von Humboldt, 2016. p.67-82.

GAMA, C. S; ROSA, R. S. Uso de recursos e dieta das raias de agua doce (Chondrichthyes,
Potamotrygonidae) da Reserva Bioldgica do Parazinho, AP. Biota Amazobnia, v. 5, n. 1, p. 90-
98, 2015.

GARRONE NETO, D. Consideracdes sobre a reproducdo de duas espécies de raias
(Myliobatiformes, Potamotrygonidae) na regido do Alto Rio Parand, Sudeste do Brasil. Pan-
American Journal of Aquatic Sciences, v. 5, n. 1, p. 101-111, 2010.

GOERTZ, C. E. C. Protozoal Diseases of Elasmobranchs. In: SMITH, M.; WARMOLTS, D.;
THONEY, D.; HUETER, R. (Org.). The Elasmobranch Husbandry Manual: Captive Care of
Sharks, Rays and their Relatives. Ohio: Special Publication of the Ohio Biological Survey,
2004. p. 417-426.

GONZALEZ, L.P.; VARGAS-LEON, C. M.; FUENTES-RODRIGUEZ, G. A.; CALDERON-
ESPINOSA, M. L.; MATTA, N. E. Do blood parasites increase immature erythrocytes and
mitosis in amphibians? Revista de Biologia Tropical, v. 69, n.2, p. 615-624, 2021.

GREENE, W.; BROOKSHIRE, G.; DELAUNE, A. J. Hematologic and biochemical summary
statistics in aquarium-housed spotted eagle rays (Aetobatus narinari). Journal of Zoo and
Wildlife Medicine, v. 49, n. 4, p. 912-924, 2018.

GRIFFITH, R. W.; PANG, P. K. T.; SRIVASTAVA, A. K.; PICKFORD, G. E. Serum
composition of freshwater stingrays (Potamotrygonidae) adapted to fresh and diluted sea water.
Biology Bulletin, v. 144, p. 304-320, 1973.

HAYES, P. M.; SMIT, N. J. Molecular insights into the identification and phylogenetics of the
cosmopolitan marine fish blood parasite, Haemogregarina bigemina (Adeleorina:
Haemogregarinidae). International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, v. 8, p.
216-220, 2019.

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis. 2006.
Instrucdo Normativa N°. 118/2006.



44

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis. 2008.
Instrucdo Normativa N°. 204/2008.

KADLEC, D.; SIMKOVA, A.; JARKOVSKY, J.; GELNAR, M. Parasite communities of
freshwater fish under flood conditions. Parasitology Research, v. 89, n. 2, p. 272-283, 2003.

LAINSON, R. On Cirilia gomesi (Neiva e Pinto, 1926) gen. nov. (Haemogregarinidae) and
Trypanossoma bourouli Neiva e Pinto, in the fish Synbranchus marmoratus: Simultaneous
transmission by the leech Haementeria lutzi. In: Canning, E.U. Parasitological Topics Special
publication. Society of Protozoologists, p. 150-158, 1981.

LAINSON, R. A protozoologist in Amazonia: neglected parasites, with particular reference to
members of the Coccidia (Protozoa: Apicomplexa). Journal of the Brazilian Association for the
Advancement of Science, v. 44, p. 81-93, 1992.

LAMEIRAS, J. L. V.; COSTA, O. T. F.; DOS-SANTOS, M. C.; DUNCAN, W. L. P. Arraias
de &gua doce (Chondrichthyes — Potamotrygonidae): biologia, veneno e acidentes. Scientia
Amazonia, v. 2, n. 3, p. 11-27, 2013.

LASSO, C. A.; ROSA, R.; SANCHEZ-DUARTE, P.; MORALES-BETANCOURT, M. A;;
AGUDELO-CORDOBA, E. Rayas de agua dulce (Potamotrygonidae) de Suramérica. Parte I.
Colombia, Venezuela, Ecuador, Pert, Brasil, Guyana, Surinam y Guayana Francesa:
diversidad, bioecologia, uso y conservacion. Bogota: Instituto de Investigacion de Recursos
Biologicos Alexander von Humboldt, 2013. 368p.

LASSO, C. A.; ROSA, R.; MORALES-BETANCOURT, M. A.; GARRONE-NETO, D
CARVALHO, M. Rayas de agua dulce (Potamotrygonidae) de Suramérica. Parte 11: Colombia,
Brasil, Perd, Bolivia, Paraguay, Uruguay y Argentina. Bogota: Instituto de Investigacion de
Recursos Biologicos Alexander von Humboldt, 2016. 435p.

LESLIE, A.J.; LOVELY, C.J.; PITTMAN, J. M. A preliminary disease survey in the wild Nile
crocodile (Crocodylus niloticus) population in the Okavango Delta, Botswana. Journal of the
South African Veterinary Association, v. 82, n. 3, p. 155-159, 2011.

LOBODA, T. S.; CARVALHO, M. R. Systematic revision of the Potamotrygon motoro
(Muller & Henle, 1841) species complex in the Parana-Paraguay basin, with description of two
new ocellated species (Chondrichthyes: Myliobatiformes: Potamotrygonidae). Neotropical
Ichthyology, v. 11, n. 4. p. 693-737, 2013.

LOBODA, T. S.; LASSO, C. A,; ROSA, R. S.; CARVALHO, M. R. Two new species of
freshwater stingrays of the genus Paratrygon (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) from the
Orinoco basin, with comments on the taxonomy of Paratrygon aiereba. Neotropical
Ichthyology, v.19, n.2, e200083, 2021.

LUCIFORA, L. O.; BALBONI, L.; SCARABOTTI, P. A.; ALONSO, F. A.; SABADIN, D. E;
SOLARI, A.; VARGAS, F.; BARBINI, S. A.; MABRAGANA, E.; DIAZ, J. M. A. Decline or
stability of obligate freshwater elasmobranchs following high fishing pressure. Biological
Conservation, v. 210, p. 293-298, 2017.



45

MAGRO, N. M. Prevaléncia de Hemogregarina em Arraias de Agua Doce
(Potamotrygonidae) da Regido Norte, com descri¢do de uma nova espécie do Género Cyrilia.
2013. 69 f. Dissertagdo (Mestrado em Biologia de Parasitas e Microorganismos) - Universidade
Estadual Paulista, Botucatu. 2013.

MAGRO, N. M.; OLIVEIRA, A. T.; O’ DWYER, L. H. First report and description of a Cyrilia
sp. (Apicomplexa: Haemogregarinidae) from a freshwater cururu stingray Potamotrygon cf.
histrix (Elasmobranchii: Potamotrygonidae), from the Amazon Region, Brazil. Journal of Fish
Diseases, v. 39, p. 907-911, 2016.

MMA — Ministério do Meio Ambiente. (2022). Portaria N° 148, de 7 de junho de 2022.

MORO, G.; CHARVET, P.; ROSA, R. S. Aspectos da alimentacdo da raia de agua doce
Potamotrygon orbignyi (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) da bacia do rio Parnaiba, nordeste
do Brasil. Revista Nordestina de Biologia, v. 20, p. 47-57, 2011.

MORSY, K.; BASHTAR, A. R.; GHAFFAR, F. A.; AL QURAISHY, S.; AL HASHIMI, S,;
AL GHAMDI, S.; SHAZLY, M. Developmental stages of Hepatozoon seurati (Laveran and
Pettit 1911) comb. nov., a parasite of the corned viper Cerastes cerastes and the mosquito Culex
pipiens from Egypt. Parasitology Research, v.112, p. 2533-2542, 2013.

NOBREGA, Y. C.; MACHADO, Y.; CURBANI, F.; NOSSA, D. N.; ACOSTA, I. C;
FERREIRA, R. B.; SANTOS, M. R. D.; MENEZES, P. Q.; SILVA, T. T.; SRBEK-ARAUJO,
A. C. Prevalence of haemogregarines and their effects on erythrocytic parameters in wild and
captive Caiman latirostris (Crocodylia: Alligatoridae) in southeastern Brazil. Herpetology, v.
15, p. 657-662, 2022.

O'DONOGHUE, P. Haemoprotozoa: making biological sense of molecular phylogenies.
International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, v. 6, p. 241-256, 2017.

OLIVEIRA, A. T. Caracterizacdo hematoldgica de Potamotrygon cf. histrix: subsidios ao
manejo e conservacao da espécie. 2008. 99 f. Dissertacdo (Mestrado em Diversidade Bioldgica)
- Universidade Federal do Amazonas, Manaus. 2008.

OLIVEIRA, A. T.; ARAUJO, M. L. G.; LEMOS, J. R. G.; SANTOS, M. Q. C.; PANTOJA-
LIMA, J.; ARIDE, P. H. R.; TAVARES-DIAS, M.; MARCON, J. L. Ecophysiological
interactions and water-related physicochemical parameters among freshwater stingrays.
Brazilian Journal of Biology, v. 77, p. 616-621, 2016b.

OLIVEIRA, A. T.; ARAUJO, M. L. G.; PANTOJA-LIMA, J.; ARIDE, P. H. R.; TAVARES-
DIAS, M.; BRINN, R. P.; MARCON, J. L. Cyrilia sp. (Apicomplexa: Haemogregarinidae) in
the Amazonian freshwater stingray Potamotrygon wallacei (cururu stingray) in different
hydrological phases of the Rio Negro. Brazilian Journal Of Biology, v. 77, p. 413-416, 2017.

OLIVEIRA, A. T.; LIMA, E. C.; PAES, L. S.; SANTOS, S. M.; ARAUJO, R. L.; PANTOJA-
LIMA, J.; ARIDE, P. H. R. Relacdes entre as populagdes naturais de arraias de dgua doce
(Myliobatiformes: Potamotrygonidae) e pescadores do baixo rio Jurua, Amazonas, Brasil. Biota
Amazobnia, v. 5, n. 3, p. 108-111, 2015a.



46

OLIVEIRA, A. T.; PANTOJA-LIMA, J.; ARIDE, P. H. R.; TAVARES-DIAS, M.; MARCON,
J. L. Fisiologia de arraias de agua doce: subsidios para aplicabilidade na aquicultura. In:
TAVARES-DIAS, M.; MARIANO, W. S. (Eds). Aquicultura no Brasil: novas perspectivas.
Sdo Carlos: Pedro & Jodo, v. 1, 2015b. p. 45-74.

OLIVEIRA, A. T.; SANTOS, M. Q. C,; ARAUJO, M. L. G.; LEMOS, J. R. G.; SALES, R. S.
A.; PANTOJA-LIMA, J.; TAVARES-DIAS, M.; MARCON, J. L. Hematological parameters
of three freshwater stingray species (Chondrichthyes: Potamotrygonidae) in the middle Rio
Negro, Amazonas state. Biochemical Systematics and Ecology, v. 69, p. 33-40, 2016a.

PAVANELLI, G. C.; EIRAS, J. C.; TAKEMOTO, R. M. Doencas de peixes: profilaxia,
diagnostico e tratamento. 3. ed. Maringa: EDUEM, 2008. 311 p.

PEREZ-ROJAS, J. G.; MEJIA-FALLA, P. A.; NAVIA, A. F.; TARAZONA, A. M.; PARDO-
CARRASCO, S. C. Hematology and blood biochemistry profile of the freshwater
stingray Potamotrygon magdalenae as a tool for population assessment in artificial
environments. Brazilian Journal of Biology, v. 82, p. 233780, 2022.

PHILLIPS, B. E.; CHRISTIANSEN, E. F.; STOSKOPF, M. K.; BROADHURST, H,;
GEORGE, R.; HARMS, C. A. Comparison of hematology, plasma biochemistry, and blood gas
variables between 2 venipuncture sites in Southern Stingrays (Dasyatis americana). Veterinary
Clinical Pathology, v. 45, n. 4, p. 627-633, 2016.

PRANG, G. An industry analysis of the freshwater ornamental fishery with particular reference
to the supply of Brazilian freshwater ornamentals to the UK market. Uakari, v. 3, n. 1, p. 7-51,
2008.

PRONINA, G. I.; ORLOV, A. M.; MEINTSER, LV.; MAMYKINA, G. A. Components of
Blood and Blood Cytochemical and Biochemical Characteristics of Three Cartilaginous Fish
Species in Orders Orectolobiformes and Myliobatiformes. Journal of Ichthyology, v. 62, p.
1352-1360, 2022.

RINCON-FILHO, G. 2006. Aspectos taxondmicos, alimentacéo, e reproducao da raia de agua
doce Potamotrygon orbignyi (Castelnau) (Elasmobranchii: Potamotrygonidae) no rio Parana-
Tocantins. 2006. 132 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro. 2006.

ROSA, R. S.; CASTELLO, H. P.; THORSON, T. B. Plesiotrygon iwamae, a new genus and
species of Neotropical freshwater stingray (Chondrichthyes: Potamotrygonidae). Copeia, v. 2,
p. 447-458, 1987.

ROSA, R. S.; CHARVET-ALMEIDA, P.; QUIJADA, C. C. D. Biology of the South American
Potamotrygonid stingray. In: CARRIER, J. C.; MUSICK, J. A.; HEITHAUS, M. R. (Org.).
Biology of shark and their relatives: Biodiversity, adaptive physiology, and conservation. Nova
York: CRC Press, 2010. p. 241-281.

SALAKIJ, C.; SALAKIJ, J.; APIBAL, S.; NARKKONG, N. A.; CHANHOME, L. N. R.
Hematology, morphology, cytochemical staining, and ultrastructural characteristics of blood
cells in king cobras (Ophiophagus hannah). Veterinary Clinical Pathology, v. 31, n. 3, p. 116-
126, 2002a.



47

SALAKIW, C.; SALAKIJ, J.; SUTHUNMAPINUNTA, P.; CHANHOME, L. Hematology,
morphology and ultrastructure of blood cells and blood parasites from Puff-faced watersnakes
(Homalopsis buccata). Kasetsart Journal of Social Sciences, v. 36, n. 1, p. 35-43, 2002b.

SHAH, A. W.; PARVEEN, M.; MIR, S. H.; SARWAR, S. G.; YOUSUF, A. R. Impact of
helminth parasitism on fish hematology of Anchar Lake, Kashmir. Pakistan Journal of
Nutrition, v. 8, p. 42-45, 20009.

SHIBUYA, A. A review of the ecological role of the Neotropical freshwater stingrays
(Chondrichthyes: Potamotrygoninae). Food Webs, v. 32, e00244, 2022.

SHIBUYA, A.; ARAUJO, M. L. G.; ZUANON, J. Analysis of stomach contents of freshwater
stingrays (Elasmobranchii: Potamotrygonidae) from the middle Negro River, Amazonas,
Brazil. Pan-American Journal of Aquatic Sciences, v. 4, n. 4, p. 466- 465, 20009.

SIDDALL, M. E. Phylogeny of adeleid blood parasites with a partial systematic revision of the
haemogregarina complex. Journal of Eukaryotic Microbiology, v. 42, p. 116-125, 1995.

SILVA, J. P. C. B.; LOBODA, T. S. Potamotrygon marquesi, a hew species of neotropical
freshwater stingray (Potamotrygonidae) from the Brazilian Amazon Basin. Journal of Fish
Biology, v. 95, p. 594-612, 2019.

SMIT, N. J.; GRUTTER, A. S.; ADLARD, R. D.; DAVIES, A. J. Hematozoa of teleosts from
Lizard Island, Australia, with some comments on their possible mode of transmission and the
description of a new hemogregarine species. The Journal of Parasitology, v. 92, p. 778-788,
2006.

SMITH, T.G.; WALLIKER, D.; RANFORD-CARTWRIGHT, L. C. Sexual differentiation and
sex determination in the Apicomplexa. Trends in Parasitology, v. 18, p. 315-323, 2002.

SOUZA, A. C. F.; GAMA, C. S.; COSTA, J. F.; COSTA, A. L. P.; VIANA, D. C. Parasitic
indices of Brevimulticaecum sp. (Nematoda: Heterocheilidae) in Potamotrygon motoro
(Chondrichthyes: Potamotrygonidae) captured in the Archipelago of Bailique, Macapa. Ensaios
e Ciéncia, v. 24, p. 511-515, 2020.

TAKEMOTO, R. M.; LIZAMA, M. A. P.; GUIDELLI, G. M.; PAVANELLI, G. C. Parasitas
de peixes de aguas continentais. In: RANZANI-PAIVA, M. J. T.; TAKEMOTO, R. M,
LIZAMA, M. A. P. (Org.). Sanidade de Organismos Aquaticos. Sdo Paulo: Editora Varela,
2004. p. 179-197.

TAVARES-DIAS, M.; LEMOS, J. R. G.; MARTINS, M. L.; JERONIMO, G. T. Metazoan and
protozoan parasites of freshwater ornamental fish from Brazil. In: TAVARES-DIAS, M. (Org.).
Manejo e Sanidade de Peixes em Cultivo. Macapa: Embrapa Amapa, 2009. p. 469-494.

TAVARES-DIAS, M.; MORAES, F. R. Hematologia de peixes teledsteos. Ribeirdo Preto:
Villimpress, 2004. 144 p.



48

TAVARES-DIAS, M.; MORAES, F. R. Leukocyte and thrombocyte reference values for
channel catfish (Ictalurus punctatus Raf), with an assessment of morphologic, cytochemical
and ultrastructural features. Veterinary Clinical Pathology, v. 36, p. 49-54, 2007.

TAVARES-DIAS, M.; OLIVEIRA, S. R. A review of the blood coagulation system of fish.
Brazilian Journal of Biosciences, v. 7, p. 205-224, 2009.

THORSON, T. B.; WOOTON, R. M.; GEORGI, T. A. Rectal gland of freshwater stingrays,
Potamotrygon spp. (Chondrichthyes: Potamotrygonidae). Biology Bulletin, v. 154, p. 508 -516,
1978.

TREBERG, J. R.; SPEERS-ROESCH, B.; PIERMARINI, P. M.; IP, Y. K.; BALLANTYNE,
J. S.; DRIEDZIC, W. R. The accumulation of methylamine counteracting solutes in
elasmobranchs with differing levels of urea: a comparison of marine and freshwater species.
Journal of Experimental Biology, v. 209, n. 5, p. 860-870, 2006.

UNGARI, L. P.; NETHERLANDS, E. C.; QUAGLIATTO SANTOS, A. L.; ALCANTARA,
E. P.; EMMERICH, E.; DA SILVA, R. J.; ODWYER, L. H. A new species, Dactylosoma
piperis n. sp. (Apicomplexa, Dactylosomatidae), from the pepper frog Leptodactylus
labyrinthicus (Anura, Leptodactylidae) from Mato Grosso State, Brazil. Parasite, v. 27, p. 73,
2020.

UNGARL L. P.; SANTOS, A. L.; O'DWYER, L. H.; SILVA, M. R. L.; MELO FAVA, N. N_;
PAIVA, G. C. M.; PINTO, R.; CURY, M. C. Haemogregarina podocnemis sp. nov.:
description of a new species of Haemogregarina Danilewsky 1885 (Adeleina:
Haemogregarinidae) in free-living and captive yellow-spotted river turtles Podocnemis unifilis
(Testudines: Podocnemididae) from Brazil. Parasitology Research, v. 117, p. 1535-1548, 2018.

VALENZUELA, A.; OYARZUN, C.; SILVA, V. Células sanguineas de Schroederichthys
chilensis (Guichenot 1848) (Elasmobranchii, Scyliorhinidae): La serie blanca. Gayana, v. 67,
p. 130-137, 2003.

VALKIUNAS, G. Avian malaria parasites and other haemosporidea. Boca Raton: CRC Press,
2005. 946 p.

VOTYPKA, J.; MODRY, D., OBORNIK, M.; SLAPETA, J.; LUKES, J. Apicomplexa. In:
ARCHIBALD, J. M.; SIMPSON, A. G. B.; SLIVOVITZ, C. H. (Eds). Handbook of the Protists.
Switzerland: Springer, 2017. p. 567-634.

WILHELM-FILHO, D.; EBLE, G. J.; KASSNER, G.; CAPRARIO, F. X.; DAFRET, A. L.;
OHIRA, M. Comparative Hematology in Marine Fish. Comparative Biochemistry and
Physiology, v. 102, p. 311-321, 1992.

WOOD, C. M.; MATSUO, A. Y. O.; GONZALEZ, R. J.; WILSON, R. W.; PATRICK, M. L.;
VAL, A. L. Mechanisms of ion transport in Potamotrygon, a stenohaline freshwater
elasmobranch native to the ion-poor blackwaters of the Rio Negro. The Journal of Experimental
Biology, v. 205, p. 3039-3054, 2002.



49

WOZNIAK, E. J.; MCLAUGHLIN, G. L.; TELFORD, S. R. Description of the vertebrate
stages of a hemogregarine species naturally infecting Mojave Desert Sidewinders (Crotalus
cerastes cerastes). Journal of Zoo and Wildlife Medicine, v. 25, n. 1, p. 103-110, 1994.

XAVIER, R.; SEVERINO, R.; PEREZ-LOSADA, M.; GESTAL, C.; FREITAS, R.; HARRIS,
D.J.; VERISSIMO, A.; ROSADO, D.; CABLE, J. Phylogenetic analysis of apicomplexan
parasites infecting commercially valuable species from the North-East Atlantic reveals high
levels of diversity and insights into the evolution of the group. Parasites & Vectors, v. 11, p. 1-
12, 2018.

YELD, E.; SMIT, N. J. A new species of Trypanosoma (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)
infecting catsharks from South Africa. Journal of the Marine Biological Association of the
United Kingdom, v. 86, p. 829-833, 2006.



50

CAPITULO |

PERFIL HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO PLASMATICO DE DUAS ESPECIES
DE ARRAIAS DE AGUA DOCE (CHONDRICHTHYES: POTAMOTRYGONINAE)
DO BAIXO RIO SOLIMOES, AMAZONAS

Marcio Quara de Carvalho Santos?, Flavia Dayane Felix Farias®, Paulo Henrique Rocha

Aride®, Adriano Teixeira de Oliveiral?

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal e Recursos Pesqueiros (PPG-CARP),
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), AM, Brasil. Avenida Rodrigo Otavio, 6200 —
Coroado, CEP: 69080-900. Manaus, Amazonas.

2Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM), Campus Coari,
AM, Brasil. Estrada Coari Itapéua, s/n — Itamarati, CEP: 69460-000. Coari, Amazonas.
3Laboratdrio de Morfofisiologia Animal, Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
do Amazonas (IFAM), Campus Manaus Centro, AM, Brasil. Avenida Sete de Setembro, 1975
— Centro, CEP: 69020-120. Manaus, Amazonas.

RESUMO: A avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioguimicos plasmaéticos, e o
subsequente estabelecimento de intervalos de referéncia, pode facilitar o diagnostico do estado
de satde dos animais e contribuir para a producdo animal, manejo e conservacao de populacées
naturais. O objetivo deste estudo foi determinar os parametros sanguineos de espécimes
selvagens das arraias Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi provenientes da regido
do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil, estabelecendo valores sanguineos de
referéncia para ambas as espécies. Foram capturadas 141 arraias, sendo 92 de P. motoro e 49
de P. orbignyi, de ambos os sexos e em diferentes fases de desenvolvimento (neonatos e
juvenis). Os parametros hematologicos e bioquimicos plasmaticos foram determinados de
acordo com metodologias preconizadas na literatura. Nao foi observado efeito do sexo sobre 0s
parametros hematolégicos dos animais juvenis para ambas as espécies. Os neonatos de P.
motoro apresentaram parametros hematologicos diferentes dos individuos juvenis, com valores
menores para hematdcrito, hemoglobina, nimero de eritrdcitos, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, namero de mondcitos, niveis de glicose plasmatica, proteinas totais,
albumina e globulina. Em contrapartida, os niveis de colesterol total e ureia foram

significativamente superiores nos neonatos em comparacao aos juvenis da mesma especie. A
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comparacao entre as espécies revelou valores inferiores de triglicerideos e colesterol total em
P. orbignyi de ambos os sexos. Em fungéo da auséncia de efeito do sexo, os dados de machos
e fémeas de cada espécie foram agrupados para o estabelecimento de intervalos hematoldgicos
de referéncia com maior robustez. Estes resultados sdo 0s primeiros para essas espécies
amazOnicas em ambientes de &gua branca e servirdo de base para a avaliacdo do estado de saude
de arraias de ambiente natural, podendo ser utilizados para a identificacdo de distirbios
hematoldgicos e acompanhamento das adaptacgdes fisiologicas desses animais em situacdes de
alteracdes ambientais.

Palavras-chave: elasmobranquios, hemograma, leucograma, ornamentais, satde animal.

1. INTRODUCAO

As arraias da subfamilia Potamotrygoninae representam o Unico taxon dentro da Classe
Chondrichthyes composto por elasmobranquios exclusivamente dulciaquicolas e restritos as
aguas continentais da América do Sul (Carvalho, 2016; Carvalho et al., 2016). Em funcéao da
elevada diversidade e dos padrdes complexos de policromatismo, estes organismos tém
apresentado um elevado potencial para a aquariofilia, sendo de alto interesse por paises como
Estados Unidos, Japdo, Taiwan e Alemanha (Lasso et al., 2016). Além disso, as arraias também
vém sendo utilizadas como fonte alimentar (Duncan et al., 2010), tendo sido realizado
investigacOes sobre a analise de risco de consumo na avaliacdo de mercurio (Oliveira et al.,
2023) e a deteccdo de fraudes na comercializacdo de arraias de agua doce, na qual sdo
tradicionalmente comercializadas como sendo do género Potamotrygon, porém se trata de
Paratrygon aiereba (Andrade et al., 2024), que é uma espécie criticamente ameagada (MMA,
2022).

Dentre as espécies de arraias de agua doce, Potamotrygon motoro (Muller & Henle,
1841) e Potamotrygon orbignyi (Castelnau, 1855) se destacam dos seus congéneres por
apresentar ampla distribuicéo, ocorrendo desde a bacia do Rio Orinoco, na Venezuela, passando
pela bacia Amazbnica, no Brasil, até a bacia do Prata, na Argentina/Uruguai (Lasso et al.,
2016). Os individuos de menor porte (largura de disco < 30 cm) de ambas as espécies possuem
um elevado interesse para fins ornamental, podendo ser exportados pelo Brasil para a
aquariofilia (IBAMA, 2008), enquanto os animais de maior porte sdo utilizados para fins de
consumo alimentar (Duncan et al., 2010; Oliveira et al., 2023; Andrade et al., 2024).

Apesar de serem um importante componente da biodiversidade Amazobnica e de

relevancia econébmica para 0 comércio, as arraias de agua doce ainda sao pouco conhecidas sob
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0s aspectos bioldgicos, sendo escassos 0s estudos que fortalecem o entendimento de seus
aspectos fisiologicos em habitat natural (Oliveira et al., 2015; 2016; 2017). Fatores como a
dificuldade de captura e a presenca de ferrdo na cauda, o qual confere riscos de acidentes
durante o manuseio do animal, contribuem para a escassez de estudos sobre a fisiologia dessas
espécies de arraias, principalmente em relacdo aos pardmetros hematol6gicos, que s&o muito
reduzidos em comparacdo aos elasmobranquios marinhos e, principalmente, aos teledsteos
(Brinn et al., 2012; Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2015; 2016; Santos et al., 2020; Pérez-
Rojas et al., 2022).

A hematologia é uma ferramenta tradicionalmente utilizada para monitorar o estado de
higidez de um individuo ou populagdo, no entanto, também pode ser Util para avaliar o estado
de saude de populacbes de elasmobranquios, pois, modificacbes ambientais geralmente
resultam em alteracBes sanguineas detectaveis (Semeniuk et al., 2009; Oliveira et al., 2016;
Santos et al., 2020). A caracterizacdo do estado de salde é muitas vezes baseada na avaliacdo
dos constituintes sanguineos, utilizando valores de referéncia do hemograma, leucograma e
bioquimica plasmatica, no entanto, existem varias espécies de arraias para as quais esses
intervalos de referéncia sdo escassos ou desconhecidos (Pronina et al., 2022). Séo diversos 0s
fatores que podem interferir nos parametros hematol6gicos tornando dificil o estabelecimento
do intervalo sanguineo de referéncia para uma determinada espécie. Além dos fatores
enddgenos tais como sexo, tamanho e fase de desenvolvimento, e fatores ex6genos tais como
propriedades fisico-quimicas da 4gua, habitat e habito alimentar, também podem influenciar as
propriedades hematoldgicas desses organismos aquaticos (Oliveira et al., 2016; Oliveira et al.,
2017; Oliveira et al., 2015; Pérez-Rojas et al., 2022). A grande variacdo intra e interespecifica
e a interferéncia das variaveis ambientais nos parametros sanguineos das arraias impossibilitam
a extrapolacao dos dados da literatura para as demais espécies da subfamilia Potamotrygoninae
(Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2016).

Além disso, os estudos da literatura com arraias de agua doce em ambiente natural foram
realizados majoritariamente em ambientes de &gua preta na bacia do Rio Negro, estado do
Amazonas (Wood et al., 2002; Duncan et al., 2009; Duncan e Fernandes, 2010; Duncan et al.,
2010; Brinn et al., 2012; Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Oliveira et al., 2017; Lima et
al., 2021; Morales-Gamba et al., 2021), ndo havendo, at¢ o momento, estudos sobre a
determinacéo de intervalos hematoldgicos de referéncia para arraias provenientes de ambientes
de agua branca na bacia hidrografica Amazonica.

Com intuito de aumentar o conhecimento sobre a biologia de espécies da subfamilia

Potamotrygoninae, este estudo teve como objetivo comparar os parametros sanguineos de P.
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motoro e P. orbignyi de ambos os sexos e em diferentes fases do desenvolvimento, bem como
estabelecer intervalos de referéncia para ambas as espécies de ambientes de &dgua branca da

regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Etica animal

As espécies P. motoro e P. orbignyi utilizadas neste estudo ndo estdo listadas no Livro
Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo). Os animais foram coletados sob licenca de captura
de animais silvestres para atividades com finalidades cientificas emitida pelo ICMBio
(Autorizacdo SISBIO/ICMBIo: 41350-6) e todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Amazonas (2019/010.02.0905), de acordo com as diretrizes do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2. Area de estudo e captura dos animais

As arraias P. motoro e P. orbignyi foram coletadas em praias de 4gua branca na regido
do baixo Rio Solimd@es, no entorno dos municipios de Manaquiri, Manacapuru e Iranduba, no
estado do Amazonas, Brasil (Figura 1). As capturas ocorreram durante o periodo de setembro
de 2022 a fevereiro a 2023 nas trés localidades, o que compreende o fim da vazante, seca e
inicio da enchente. Em Manaquiri, foi realizada uma coleta adicional em maio de 2022, o que
compreende o periodo de cheia. No total, foram capturadas 141 arraias, sendo 92 especimes de
P. motoro e 49 espécimes de P. orbignyi, de ambos os sexos e em diferentes fases de
desenvolvimento. Ambas as espécies foram encontradas compartilhando o0 mesmo habitat. As
coletas ocorreram no periodo noturno, sendo os juvenis capturados com auxilio de rede de
arrasto, enquanto os neonatos foram capturados com auxilio de rede de mé&o (rapiché). Foram
usadas redes de arrasto medindo 100x5m e malha de 35mm entre nos opostos. Cada ponto
amostral foi constituido por dois arrastos consecutivos ao longo de praias de areia das trés
localidades. Imediatamente ap0s a captura, as arraias foram anestesiadas com solucdo de
benzocaina (1:20,000) para a obtencdo das amostras sanguineas. A identificacdo das espécies
arraias capturadas foi realizada segundo as recomendacdes de Rosa e Carvalho (2016) e Lasso
et al. (2016).
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Figura 1. Localizacdo geogréafica dos municipios de Manacapuru, Manaquiri e Iranduba, regido
do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil, com indicacdo dos pontos de coleta de

Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi. As imagens das arraias indicam as espécies.

2.3. Coleta sanguinea, biometria e classificacdo dos animais

Os procedimentos de manuseio e coleta sanguinea seguiram as recomendacdes de
Oliveira et al. (2012), sendo a amostra de sangue obtida através da punc¢éo da artéria branquial
utilizando seringas contendo anticoagulante o EDTA 10%. O eritrograma e as extensdes
sanguineas foram realizados em campo, enquanto o plasma foi obtido por centrifugacéo a 2.680
X g por 10 minutos (SciSpin Mini Microfuge, UE) e armazenado em nitrogénio liquido e,
posteriormente, em freezer -80°C até 0 momento da determinacdo dos constituintes biogquimicos
no laboratorio.

Apbs a coleta sanguinea, foi realizada a biometria de todos os animais, sendo mensurado
0 comprimento total (cm), largura de disco (cm) e peso (g). A fase de desenvolvimento foi
determinada a partir das medidas da largura do disco (LD). Para P. motoro (neonatos, LD <
14,0 cm; juvenis, 14,1 <LD < 35,0 cm; subadultos, 35,0 <LD <40,0; e adultos, LD > 40,0 cm)
a classificacdo foi determinada de acordo com Aradjo (1999). Para P. orbignyi (neonatos, LD

< 13,9 cm; juvenis, 14,0 < LD < 26,0 cm; e adultos, LD > 26,1 cm) a classificacdo seguiu as
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recomendacdes de Lasso et al. (2013). A determinacdo sexual foi realizada por observacéao
macroscopica externa do clasper, sendo presente nos machos e ausente nas fémeas. Os animais
foram marcados e, ap0s a recuperacdo da anestesia, foram devolvidos para seus respectivos

locais de captura.

2.4. Analises hematologicas

O hematdcrito (Ht) foi determinado pelo método de microhematocrito, a concentracao
de hemoglobina [Hb] foi determinada pelo método da cianometahemoglobina e a contagem de
eritrécitos (RBC) foi feita em camara de Neubauer, apos a dilui¢cdo do sangue em solucéo de
formol-citrato. A partir dos valores de Ht, Hb e RBC de cada individuo, foram calculados o0s
indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM).

A contagem do numero total de leucdcitos e trombocitos, bem como a contagem
diferencial de leucdcitos, foram realizadas em extensdes sanguineas coradas com uma
combinacdo de May Grunwald-Giemsa-Wright, de acordo com as recomendacdes de Tavares-
Dias e Moraes (2006). Para a identificacdo dos tipos celulares foram atribuidas as
nomenclaturas utilizadas em estudos prévios com potamotrigonineos (Brito et al., 2015;
Oliveira et al., 2016; 2021 e Pérez-Rojas et al., 2022).

Os metabolitos plasmaticos foram determinados com auxilio de Kits comerciais
especificos para cada constituinte (Labtest Diagnostica S.A., Brasil). A concentracdo de
proteinas plasmaticas totais foi determinada pelo método de biureto modificado. O nivel de
albumina foi determinado pelo método de verde de bromocresol. A concentracdo de globulina
foi calculada a partir da subtracdo dos valores de proteinas plasmaticas totais e aloumina, para
posterior determinacdo da relacdo albumina:globulina. A glicose plasmética foi determinada
pelo método da glicose oxidase. Os triglicerideos, colesterol total e acido urico foram
determinados por metodo enzimatico-colorimétrico. A ureia foi determinada pela metodologia
da urease modificada. Os niveis plasmaticos de cloreto, fosforo e magnésio foram determinados
pelos métodos de tiocianato de mercario, fosfomolibdato UV e azul de xilidila,
respectivamente, com auxilio de kits comerciais especificos (In Vitro Diagndstica Ltda, Brasil).
Todas essas analises foram lidas em espectrofotdbmetro com diferentes comprimentos de onda
(Shimadzu Corp., UV-1280, Japao). As concentracdes de sédio e potassio foram determinadas
em fotdbmetro de chama (Digimed DM 61, Brasil). As enzimas plasmaticas Aspartato
Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) e Creatina Quinase Total (CK)

foram determinadas pelo método cinético UV e a Fosfatase Alcalina (ALP) foram determinadas
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pelo método p-Nitrofenilfosfato, com auxilio de kits comerciais especificos (Labtest
Diagndstica S.A., Brasil) e analises em leitor de microplaca (Molecular Devices SpectraMax
Plus 384, EUA).

2.5. Monitoramento da qualidade da agua

Durante as coletas de campo foram mensurados os parametros fisicos e quimicos da
qualidade de agua dos locais de captura das arraias, sendo aferidos os niveis de oxigénio
dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e potencial hidrogeniénico (pH), com auxilio
de um medidor multiparametro (Thermo Fisher Scientific Inc., Orion 5-Star Plus, EUA). As
concentracfes de amonia total e nitrito foram determinadas pelo método espectrofotométrico
segundo Verdouw et al. (1978) e Boyd e Tucker (1992), respectivamente. Alcalinidade e dureza

total foram determinadas pelo método titulométrico, segundo Boyd e Tucker (1992).

2.6. Andlises estatisticas

Todos os resultados quantitativos foram inicialmente analisados quanto aos
pressupostos de homoscedasticidade das variancias, pelo teste de Levene, e de normalidade dos
residuos, pelo teste de Shapiro-Wilk. Os parametros sanguineos foram submetidos a uma
estatistica descritiva para obtencdo de média, desvio padrdo, mediana, minimo e méximo. Os
valores sanguineos de referéncias foram apresentados em 25°-75° percentis e em intervalo de
confianca de 90 % (Friedrichs et al., 2012).

Para as variaveis com distribuicdo normal e homocedastica foi utilizado o teste-t de
Student para a comparacgdo entre 0s parametros sanguineos dos juvenis machos e fémeas de P.
orbignyi, e analise de variancia (ANOVA) para a comparacdo dos parametros sanguineos entre
neonatos, juvenis machos e juvenis fémeas de P. motoro, seguido do teste a posteriori de Tukey,
admitindo o intervalo de confianca de 95%. O teste de ANOVA também foi utilizado para
comparar os parametros de qualidade de &gua das trés localidades, bem como para analisar os
dados biométricos das arraias e 0s parametros sanguineos dos juvenis machos e fémeas entre
as duas espécies analisadas.

Para as variaveis nao paramétricas foram utilizados os testes de Mann-Whitney (U) para
a comparacao entre juvenis machos e fémeas de P. orbignyi, e o teste de Kruskal-Wallis para a
comparacdo entre neonatos, juvenis machos e juvenis fémeas de P. motoro, seguido do teste a
posteriori de Dunn. Todas as analises foram realizadas a 5 % de significancia, com auxilio do
software Statistica, versdao 10.0 (StatSoft, Inc., EUA). A avaliacdo das correlagOes entre as
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variaveis hematologicas foi realizada por meio de uma matriz de correlacdo de Spearman, com

auxilio do Software OriginPro, versdo 2023b (OriginLab Corporation, EUA).

3. RESULTADOS

Os parametros fisicos e quimicos da &gua dos locais de captura das arraias P. motoro e
P. orbignyi estdo apresentados na Tabela 1. Ndo foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) nos parametros de qualidade da agua entre os trés locais de coleta (Manaquiri,

Manacapuru e Iranduba).

Tabela 1. Parametros fisicos e quimicos da agua dos locais de captura das arraias Potamotrygon
motoro e Potamotrygon orbignyi oriundas da regido do baixo Rio Solimdes, estado do
Amazonas, Brasil. Valores expressam média + desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os municipios de acordo com o teste de ANOVA (p<0,05).

Municipios

Parametros

Manaquiri Manacapuru Iranduba
pH 6,29 £ 0,15 6,41 +£ 0,26 6,32+£0,11
Oxigénio dissolvido (mg L'l) 3,90+0,72 4,33+0,41 4,35+ 0,20
Temperatura (°C) 306+19 30,6 +0,7 30,7+0,8
Condutividade elétrica (uS cm™) 87,7+ 10,5 91,1+11,8 96,7+ 7,8
Alcalinidade (mg L'l) 475+9,3 56,2+ 4,8 58,7+ 4,7
Dureza total (mg L'l) 38,8+4,8 46,1+79 453+5,6
Nitrito (mg L'l) 0,019 + 0,008 0,011 + 0,009 0,015 + 0,007
Amonia total (mg L'l) 0,10+ 0,04 0,09 £ 0,05 0,10+ 0,04

O numero amostral e os dados biométricos das arraias estudadas estdo presentes na
Tabela 2. Nenhuma das arraias capturadas apresentou evidéncias fisicas de problemas tais como
deformidades, laceragcfes, descoloragfes e mutilacdo. N&o houve diferencas biométricas
significativas entre os juvenis de ambos 0s sexos e entre as espécies estudadas, sendo apenas
0s neonatos significativamente menores (p<0,05) em todos os parametros corporais mensurados

em comparagédo aos juvenis.
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Tabela 2. Parametros biométricos de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi para
neonatos e juvenis (machos e fémeas) oriundos da regido do baixo Rio Solimdes, estado do
Amazonas, Brasil. Valores expressam média £ DP. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas entre os diferentes estagios de desenvolvimento das arraias usando o
teste de ANOVA (p<0,05).

Largura de Comprimento

Municipios Espécies FD Sexo N disco (cm) total (cm) Peso (g)
Neonatos ND 11 123+1,4° 224+27% 101,8+31,9¢%
Manaquiri P. motoro Juven Macho 8 22,1+7,1° 383+12,7°  683,8+6102°
uvenis
Fémea 12 18,9+4,3° 329+81° 435,8+2075°"
Macho 19 22,2+23° 39,1+34° 572,6 +218,0°
P. motoro  Juvenis
Fémea 12 24,2+22°b 40,3+32° 680,0 +194,7 ®
Manacapuru
Macho 11 221+35° 400+7,1° 647,4+370,1°
P. orbignyi  Juvenis
Fémea 14 23,2+28P° 40,9+65°" 606,4 +212,2°
Macho 13 23,6+24° 40,1+38° 640,8 +145,1 °
P. motoro  Juvenis
Fémea 17 23,1+3,0° 39,8+53° 654,7 +228,9°
Iranduba
o ~ Macho 11  224+24° 395+51°  619,1+219,8°
P. orbignyi  Juvenis
Fémea 13 23,9+25° 40,9+45° 700,0 +173,9°

DP: desvio padréo; FD: Fase de desenvolvimento, N: Nimero amostral, ND: N&o determinado.

N&o foi observada diferenca significativa nos parametros hematoldgicos das arraias
capturadas durante as diferentes fases do ciclo hidrolégico. Os dados sanguineos de neonatos e
dos juvenis machos e fémeas de P. motoro estdo presentes na Tabela 3. Ndo foram observadas
diferencas significativas entre os juvenis machos e fémeas dessa espécie para nenhum dos
parametros analisados. Contudo, os neonatos apresentaram valores significativamente menores
(p<0,05) de Ht, Hb, RBC, CHCM e nimero de mondcitos, assim como nas concentracdes de
glicose plasmatica, proteinas totais, albumina e globulina. Em contrapartida, os niveis
plasmaticos de colesterol total e ureia foram significativamente maiores (p<0,05) neste mesmo
grupo em comparacdo aos demais. Em relacdo a P. orbignyi, ndo foi observado efeito do sexo
sobre os parametros hematologicos dos juvenis da espécie (Tabela 4). A comparacao entre 0s
espécimes machos e fémeas das duas espécies de arraias revelou diferengas significativas
(p<0,05) apenas nos niveis de triglicerideos e colesterol total, sendo inferiores em P. orbignyi,

de ambos os sexos (Figura 2).
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Tabela 3. Hematologia comparativa entre neonatos e juvenis machos e fémeas de
Potamotrygon motoro oriundos da regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de ANOVA
(p<0,05).

Potamotrygon motoro

. Juvenil
Parametros Neonato (n=11) —
Macho (n= 40) Fémea (n=41) p
Média DP Média DP Média DP

Hematdcrito (%) 16,12 3,6 20,6° 45 20,1° 4,1 0,049
Hemoglobina (g dL™?) 2,542 0,78 3,84° 1,02 3,88° 0,93 0,007
RBC (x10° uL?) 0,252 0,06 0,35° 0,08 0,36° 0,08 0,018
VCM (fL) 6384 957 590,7 83,9 556,9 90,2 0,060
CHCM (g dL™) 15,72 2,2 18,6 P 2,7 19,3° 2,9 0,013
Trombdcitos (uL) 927,8 5272 1300,8 552,8 1440,2 720,3 0,170
Leucdcitos (uL) 28218 8733 3604,1 1100,9 3965,8 1258,3 0,066
Linfocitos (uL) 1704,6 763,8 1877,6 811,7 2001,7 700,7 0,599
Linfocitos (%) 58,5 9,7 51,1 9,8 51,2 10,1 0,227
Monécitos (uL) 584,52 99,5 935,9° 329,3 1072,1° 445,8 0,012
Monécitos (%) 21,9 6,0 26,4 6,3 26,8 7,8 0,288
Heterofilos (uL) * 507,1 132,0 723,1 258,7 823,6 419,9 0,185
Heterofilos (%) 18,5 3,5 20,6 6,4 20,1 7,5 0,777
Eosindfilos (uL) 7,9 9,6 26,1 24,0 19,5 24,4 0,160
Eosindfilos (%) 0,33 0,40 0,71 0,66 0,51 0,60 0,210
Basofilos (uL) 17,7 10,7 46,1 41,2 47,8 38,5 0,207
Basofilos (%) 0,75 0,52 1,30 1,16 1,29 1,0 0,479
Glicose (mmol L) 1,842 0,69 2,64° 0,65 2,92° 0,72 <0,001
Proteinas totais (g L™?) 7,32 2,2 11,9° 2,2 11,6° 2,3 <0,001
Albumina (g LY) 1,28 0,7 2,4° 0,8 2,3° 0,8 0,002
Globulina (g L) 6,12 2,2 95Pb 1,7 93" 2,0 <0,001
Relacdo A:G 0,22 0,16 0,25 0,08 0,24 0,09 0,729
Triglicerideos (mmol L) 0,53 0,15 0,56 0,12 0,58 0,12 0,605
Colesterol total (mmol LY) 1,602 0,24 1,27° 0,21 1,28° 0,22 0,001
Acido drico (umol L% 55,3 17,8 84,5 39,8 89,2 47,6 0,153
Ureia (mmol L?) 6,422 1,45 4,35° 1,16 4,83° 1,37 <0,001
Cloreto (mmol L) 122,3 20,8 119,5 14,1 122,2 15,5 0,719
Sodio (mmol L?) 216,1 21,7 241,6 26,4 239,5 30,0 0,085
Potassio (mmol L?) 8,40 0,85 7,85 1,18 7,64 1,15 0,247
Magnésio (mmol L) 2,18 0,29 1,87 0,42 1,92 0,40 0,172
Fésforo (mmol L?) 2,52 0,33 2,46 0,30 2,63 0,34 0,057
AST (ULY 38,2 10,8 39,2 10,7 38,6 12,0 0,968
ALT (ULY) 3,48 1,16 3,85 0,76 3,91 1,05 0,621
ALP(ULY 26,4 55 30,2 11,1 30,8 9,9 0,610
CK(ULY 4440 1446 687,4 340,8 666,7 332,9 0,304

N, nimero amostral; DP, desvio padrdo; RBC, nimero de eritrécitos; VCM, volume corpuscular médio; CHCM,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Relacdo A:G, relacdo albumina/globulina; AST, aspartato
aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; CK, creatina quinase total.

* Parametros ndo atenderam a premissa paramétrica e foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Tabela 4. Hematologia comparativa entre juvenis machos e fémeas de Potamotrygon orbignyi
oriundos da regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil. Ndo foram detectadas

diferencas significativas entre os sexos de acordo com o teste-t de Student (p<0,05).

Potamotrygon orbignyi

Parametros Macho (n=22) Fémea (n=27)
Média DP Média DP P

Hematocrito (%) 20,9 1,8 19,9 2,6 0,15
Hemoglobina (g dL™?) 4,13 0,58 3,81 0,55 0,06
RBC (x108puL™) 0,36 0,04 0,35 0,06 0,49
VCM (fL) 604,8 55,9 578,8 58,4 0,12
CHCM (g dL?) 19,2 1,83 19,0 2,2 0,77
Trombdcitos (L) 1599,3 432,1 1507,8 582,7 0,54
Leucdcitos (uL) 4140,5 11477 42279 1229,8 0,80
Linfdcitos (uL) 2085,3 664,2 2238,8 680,0 0,43
Linfocitos (%) 50,8 11,3 54,1 12,2 0,34
Mondcitos (uL) 946,4 366,5 988,8 492,6 0,74
Mondcitos (%) 22,8 5,8 22,9 7,0 0,97
Heterofilos (uL) 10454 5245 934,7 491,2 0,45
Heterofilos (%) 24,8 9,5 21,4 8,3 0,19
Eosinofilos (uL) 15,2 20,3 22,4 26,4 0,29
Eosindfilos (%) 0,39 0,51 0,54 0,60 0,36
Basdfilos (uL) 48,3 31,5 43,2 27,4 0,55
Basdfilos (%) 1,23 0,86 1,07 0,69 0,49
Glicose (mmol L) 2,54 0,45 2,51 0,68 0,91
Proteinas totais (g L) 11,2 1,6 11,5 2,2 0,70
Albumina (g L) 2,3 0,8 2,6 0,8 0,14
Globulina (g L) 9,0 1,3 8,9 1,7 0,81
Relacdo A:G 0,26 0,10 0,29 0,07 0,15
Triglicerideos (mmol L) 0,44 0,08 0,45 0,07 0,68
Colesterol total (mmol L) 1,12 0,21 1,12 0,20 0,95
Acido drico (umol L) 95,2 33,3 102,9 39,3 0,46
Ureia (mmol L?) 4,78 1,36 4,27 1,21 0,18
Cloreto (mmol L) 1224 13,9 123,0 13,1 0,87
Sodio (mmol L) 232,2 23,1 232,5 31,3 0,98
Potassio (mmol L) * 7,55 1,31 7,67 0,93 0,63
Magnésio (mmol L) 1,80 0,46 1,88 0,38 0,46
Fosforo (mmol L) * 2,55 0,19 2,66 0,32 0,30
AST (U LY 41,6 11,6 40,5 12,1 0,75
ALT (ULY 3,88 0,85 3,88 1,07 0,99
ASP (U LY 34,9 14,5 31,4 13,2 0,39
CKUL?Y 702,8 372,3 684,6 412,9 0,87

N, nimero amostral; DP, desvio padrdo; RBC, nimero de eritrécitos; VCM, volume corpuscular médio; CHCM,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; Relagdo A/G, relacdo albumina:globulina; AST, aspartato
aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; CK, creatina quinase total.

* Parametros ndo atenderam a premissa paramétrica e foram comparados pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 2. Niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol total de juvenis machos e fémeas de
Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi proveniente da regido do baixo Rio Solimdes,
estado do Amazonas, Brasil. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de
ANOVA (p<0,05).

As matrizes de correlacdo entre os parametros hematolégicos de P. motoro e P. orbignyi
estdo presentes na Figura 3. Apesar de algumas relacdes significativas (p<0,05), apenas as
correlagdes entre Ht-Hb, Ht-RBC, Hb-RBC, leucdcitos totais-linfdcitos (uL), leucdcitos totais-
mondcitos (uL), leucdcitos totais-heter6filos (uL), proteina-albumina, proteina-globulina,
albumina-relacéo albumina:globulina apresentaram uma correlacéo positiva forte (P >0,7) para
ambas as espécies. A relacdo fosfatase alcalina-creatina quinase apresentou uma correlacéo
positiva forte (P > 0,7) apenas para P. orbignyi (Figura 3B).

Os resultados deste trabalho culminaram no estabelecimento de intervalos
hematoldgicos de referéncia para a P. motoro (Tabela 5) e P. orbignyi (Tabela 6), sendo este o
primeiro estudo de caracterizacdo hematoldgica de ambas as espécies de arraia de dgua doce na

regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas.
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Figura 03. Matriz de correlagdo de Spearman entre as varidaveis hematoldgicas de (A)
Potamotrygon motoro e (B) Potamotrygon orbignyi do baixo Rio Solimdes, estado do
Amazonas, Brasil. As correlagdes positivas estdo em vermelho e as negativas estdo em azul. O
valor da correlacdo é representado pelo tamanho do circulo. As correlagdes significativas foram
indicadas com * (p < 0,05), ** (p<0,01) e *** (p <0,001). Ht, hematocrito; Hb, hemoglobina;
RBC, numero de eritrocitos; VCM, volume corpuscular medio; HCM, hemoglobina
corpuscular média; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular meédia; TROM,
trombacitos; LEU, leucdcitos totais; LIN, linfocitos (uL); MON, mondcitos (uL); HET,
heterofilos (uL); EOS, eosindfilos (UL); BAS, basofilos (uL); GLI, glicose plasmatica; PROT,
proteinas plasmaticas; ALB, albumina; GLO, globulina; A:G, Relagdo Albumina:Globulina;
TRI, triglicerideos; COL, colesterol total; AC.U, &cido drico; URE, ureia; Cl, cloretos; Na,
sodio; K, potassio; Mg, magnesio; P, fosforo; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; CK, creatina quinase total.
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Tabela 5. Intervalos hematoldgicos de referéncia para Potamotrygon motoro (n = 92)

proveniente da regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil.

Intervalo de
N o . . Percentil confianca
Parametros Média DP Mediana Min Max (90%)
25° 75° L.l L.S.

Hematdcrito (%) 20,0 4,4 20,3 11,0 310 175 235 19,2 20,8
Hemoglobina (g dL™?) 3,76 1,01 380 131 701 311 442 3,58 3,95
RBC (x10° pL™) 0,35 0,08 0,34 0,19 055 0,29 041 0,33 0,36
VCM (fL) 5789 89,6 576,3 380,0 8205 5309 637,0 5625 5954
CHCM (gdL™) 18,7 2,9 18,7 11,0 280 17,2 206 18,2 19,3
Trombdcitos (uL) * 1336,4 6395 1151,3 4875 2960,0 810,0 17875 12189 14539
Leucocitos (uL) 3710,1 1188,7 35850 1301,7 6650,0 28750 42925 3491,7 39285
Linfécitos (uL) * 19209 7554 1764,9 644,3 42444 13438 2249,1 1782,1 2059,7
Linfdocitos (%) * 51,7 10,0 50,3 33,0 750 440 58,5 49,9 53,6
Monacitos (uL) 9716 3951 926,7 287,8 21016 6804 12336 899,0 10442
Mondcitos (%) 26,2 7,0 26,8 105 395 205 315 249 27,5
Heterdfilos (pL) * 752,6 3436 716,3 1129 17164 5182 887,8 6895 8158
Heterdfilos (%) 20,2 6,7 20,0 55 385 155 240 19,0 21,5
Eosindfilos (uL) * 218 238 17,6 0,0 90,3 0,0 378 174 26,2
Eosindfilos (%) * 0,60 0,63 0,50 0,00 2,50 0,00 1,00 048 0,71
Basofilos (uL) * 448 39,0 39,6 0,0 1632 16,0 68,0 37,6 52,0
Basofilos (%) * 1,26 1,07 1,00 0,00 4,00 050 2,00 1,07 1,46
Glicose (mmol L) 2,71 0,74 2,67 1,15 490 2,23 3,19 257 2,84
Proteinas totais (g L™?) 11,4 2,5 11,6 4,4 16,4 9,8 13,0 10,9 11,8
Albumina (g L) 2,2 0,9 2,2 0,5 4,5 1,6 2,9 2,1 2,4
Globulina (g L) 9,2 2,1 9,2 3,6 13,6 7,7 10,5 8,8 9,5
Relacdo A:G 0,25 0,09 0,24 0,05 052 0,17 0,30 0,23 0,26
Triglicerideos (mmol -1L) * 0,57 0,12 0,58 0,30 0,80 0,46 0,69 0,55 0,59
Colesterol total (mmol L1)* 1,31 0,23 1,27 0,96 194 110 1,45 1,26 1,35
Acido arico (umol L) * 845 428 743 172 2076 51,7 1171 767 92,2
Ureia (mmol L) 4,74 1,38 454 196 8,83 3,60 573 4,49 4,99
Cloreto (mmol L?) 1210 152 1234 923 161,1 1099 130,1 1182 1237
Sodio (mmol L) 238,6 28,3 241,3 180,3 301,7 2153 258,4 2335 2436
Potassio (mmol L) * 780 1,15 746 553 10,73 6,96 8,46 7,59 8,00
Magnésio (mmol L) 1,92 0,41 1,93 1,14 2,89 1,61 2,32 1,85 1,99
Fosforo (mmol L) 260 0,33 259 1,9 321 2,30 2,76 2,50 2,62
AST(ULYH* 389 112 359 18,6 64,2 305 46,1 36,8 40,9
ALT (ULY 3,86 0,93 387 1,72 6,30 3,44 443 3,69 4,03
ALP(ULY* 30,6 9,7 26,3 18,7 618 249 325 288 32,4
CKUuLY~* 662,7 330,7 596,3 167,5 14238 4123 911,2 6019 7235

N, nimero amostral; DP, desvio padrdo; Min, minimo; Max, maximo; L.I., limite inferior; L.S., limite superior;
RBC, nimero de eritrdcitos; VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular
média; Relagdo A:G, relacdo albumina/globulina;

AST,
aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; CK, creatina quinase total.

aspartato  aminotransferase;

ALT,

alanina

* Pardmetros que ndo atenderam a premissa de distribuicdo Gaussiana pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).



64

Tabela 6. Intervalos hematoldgicos de referéncia para Potamotrygon orbignyi (n= 49)

proveniente da regido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil.

Intervalo de
. . . . Percentil confianca
Parametros Média DP Mediana Min  Max (90%)
25° 75° L.I. L.S.

Hematocrito (%) * 20,5 2,5 20,0 150 28,0 19,5 22,0 19,9 21,1
Hemoglobina (g dL™?) 3,96 0,58 407 283 559 3,53 4,27 3,82 4,10
RBC (x10° pL?) 0,35 0,05 0,35 0,23 048 0,33 0,37 0,34 0,36
VCM (fL) * 590,5 58,2 579,7 4479 7143 560,7 6316 5766 604,4
CHCM (gdL?) * 19,1 2,0 18,7 15,1 22,6 17,6 20,8 18,6 19,6
Trombdcitos (uL) 15489 5174 1510,0 460,0 2880,0 1190,0 19350 14249 16729
Leucécitos (uL) * 4188,7 1182,2 4083,8 2185,0 6776,7 3460,0 4537,5 39054 44719
Linfécitos (uL) 2126,0 602,3 2116,8 1053,0 3663,0 1793,8 2536,7 1980,1 2271,9
Linfdcitos (%) * 52,7 118 495 330 76,0 43,5 60,0 49,8 55,5
Monocitos (uL) * 939,1 3844 937,6 298,2 20979 618,7 11165 846,0 10322
Monacitos (%) * 22,8 6,4 22,0 10,5 385 18,5 27,0 21,3 24,4
Heterdfilos (uL) 984,4 504,2 9729 148,2 21726 592,3 1258,1 863,6 1105,2
Heterdfilos (%) 22,9 8,9 24,0 6,0 440 15,5 28,5 20,8 25,1
Eosindfilos (uL) * 19,2 23,9 15,7 0,0 86,9 0,0 32,2 13,5 24,9
Eosindfilos (%) * 0,47 0,56 050 0,00 2,00 0,00 1,00 0,33 0,60
Basofilos (uL) * 455 29,1 43,5 0,0 106,3 32,3 65,6 38,5 52,4
Basofilos (%) * 1,14 0,76 1,00 0,00 3,00 0,50 1,50 0,96 1,33
Glicose (mmol L) 253 0,58 2,61 1,27 3,73 2,05 2,98 2,39 2,67
Proteinas totais (g L) 11,4 2,0 11,4 7,1 15,9 10,0 12,6 10,9 1,18
Albumina (g L) 2,4 0,8 2,4 1,0 4,0 2,0 3,0 2,3 2,6
Globulina (g L™?) 8,9 15 8,8 55 11,9 7,7 9,8 8,6 9,3
Relacdo A:G 0,28 0,09 0,28 0,12 049 0,22 0,32 0,25 0,30
Triglicerideos (mmol L) * 045 0,08 044 033 0,63 0,39 0,50 0,43 0,47
Colesterol total (mmol L) 1,12 0,20 1,12 0,80 1,52 0,94 1,28 1,07 1,17
Acido drico (umol L) * 99,3 36,3 98,7 39,3 1743 69,0 130,3 90,4 108,2
Ureia (mmol L?) 450 1,29 446 229 7,58 3,58 5,31 4,19 4,81
Cloreto (mmol L) 122,7 134 1242 942 1494 1129 1315 1195 1259
Sodio (mmol L) 2324 27,7 231,4 1795 2924 2146 2522 2257 239,0
Potassio (mmol L) * 762 111 7,35 6,02 10,35 6,66 8,43 7,35 7,88
Magnésio (mmol L) 1,84 041 1,88 1,23 291 1,56 2,08 1,75 1,94
Fosforo (mmol L?) 2,62 0,27 258 212 3,23 2,39 2,76 2,55 2,68
AST (U LY 410 118 421 21,3 652 30,1 50,5 38,1 43,8
ALT (ULY 3,88 0,97 3,87 1,72 6,44 3,22 4,30 3,65 4,11
ALP(ULYH* 33,0 138 26,9 18,8 732 24,2 39,6 29,7 36,3
CKULY™* 692,8 391,2 546,1 137,4 17353 392,0 964,8 599,0 786,5

N, nimero amostral; DP, desvio padrdo; Min, minimo; Max, maximo; L.I., limite inferior; L.S., limite superior;
RBC, nimero de eritrdcitos; VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular

média; Relagdo A:G, relagdo albumina/globuling;
aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; CK, creatina quinase total.

AST,

aspartato  aminotransferase;

ALT,

alanina

* Parametros que ndo atenderam a premissa de distribuicdo Gaussiana pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

Nos Ultimos anos, embora tenha ocorrido um aumento de pesquisas avaliando as
propriedades hematoldgicas de elasmobranquios, essas informacdes ainda sdo reduzidas para
varias espécies de arraias de dgua doce, principalmente considerando diversidade da subfamilia
Potamotrygoninae, que conta com 38 espécies distribuidas em quatro géneros: Paratrygon,
Heliotrygon, Plesiotrygon e Potamotrygon (Fontenelle et al., 2021), em diversos sistemas
fluviais amazdnicos com caracteristicas limnoldgicas distintas (Sioli, 1984). De acordo com
nosso conhecimento, este é o primeiro estudo fornecendo valores de referéncia para 0s
parametros hematoldgicos e bioquimicos plasmaticos de P. motoro e P. orbignyi provenientes
de ambientes de agua branca da bacia Amazonica.

Os rios da Amazbnia sdo bastante heterogéneos, apresentando coloracdes e
caracteristicas quimicas distintas, sendo classificados em trés categorias: as aguas pretas que
sdo de cor marrom, ricas em matéria organica dissolvida, pH entre 3,8 a 4,9 e pobres em
eletrolitos, as aguas claras que séo transparentes, tém pouco material em suspensdo, pH entre
4,5 a 7,0 e sdo pobres em eletrolitos e aguas brancas que sdo turvas, ricas em material em
suspensdo, tem pH entre 6,2 a 7,2, elevada concentracdo de nutrientes e eletrélitos (Sioli, 1984).
Como consequéncia dessas diferencas, espécies com ampla distribuicao geogréafica, como as do
presente estudo, podem apresentar alta variacdo fisiologica (Duncan e Fernandes, 2010),
resultando em propriedades hematolégicas distintas em funcdo dos mecanismos adaptativos
induzidos pelas caracteristicas da qualidade da agua. No presente estudo, as propriedades fisico-
guimicas da dgua dos trés locais de captura apresentaram valores dentro do esperado para aguas
brancas da regido Amazonica (Queiroz et al., 2009; Duncan et al., 2021). Além disso, a
auséncia de diferencas significativas entre os pontos amostrais demonstram que a dgua ndo foi
um fator que causou diferencas hematoldgicas entre as duas espécies de arraias estudadas.

A auséncia da captura de individuos subadultos e adultos de ambas as espécies
investigadas no presente estudo estdo relacionadas a ocupacdo de diferentes habitats pelas
arraias ao longo da vida e ao apetrecho de pesca utilizado, visto que 0s especimes de menor
porte estdo associados a margem dos rios e lagos, possibilitando a captura por meio de rede de
arrasto, enquanto os animais de maior porte habitam a calha dos rios, sendo capturados com
espinhel (Lasso et al., 2013; Shibuya, 2022). Em estudos hematologicos, o tempo de captura
dos animais € um fator importante a ser considerado, visto que o intervalo de tempo entre a

captura até 0 momento da coleta sanguinea pode causar respostas primarias e secundarias de
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estresse, podendo alterar o hemograma e os parametros bioquimicos plasmaticos (Semeniuk et
al., 2009; Brinn et al., 2012; Skomal e Mandelman, 2012). Considerando que a captura por
meio de espinhel pode envolver a retencao do animal por vérias horas até 0 momento da coleta
sanguinea, comprometendo gravemente o equilibrio fisiologico e até mesmo a sobrevivéncia
(Brito et al., 2015; Rangel et al., 2021; Scarponi et al., 2021), optou-se pela néo utilizagao deste
apetrecho de pesca e excluséo de espécimes de arraias de maior porte do presente estudo. Além
disso, a legislacdo brasileira permite, para fins de ornamentacéo e aquariofilia, a utilizacdo de
espécimes de P. motoro e P. orbignyi com até 30 cm de largura de disco, ficando vetada a
explotacdo de organismos adultos (IBAMA, 2008).

A presenca de neonatos de P. motoro, assim como a predominancia da espécie em uma
das localidades de estudo (Lago Andiroba, Manaquiri, Amazonas) sugere que esta seja uma
area de bercario/crescimento. As arraias de agua doce utilizam preferencialmente regides rasas
do rio e com elevada disponibilidade de alimentos para dar a luz, conferindo maior protecdo
contra os predadores e ocasionando um maior adensamento de neonatos e juvenis de menor
porte nestas regides (Araljo, 1999). Esta estratégia reprodutiva de parto em areas rasas também
é observada nas arraias marinhas Dasyatis crysonota, Dasyatis americana e Dasyatis marianae
(Yokota e Lessa, 2006; 2007). Mais estudos sdo necessarios para a confirmacdo da utilizacdo
da localidade como &rea de parto/bercéario por P. motoro e, consequentemente, para a sua
classificacdo como area prioritaria para a conservacdo da espécie.

No presente estudo, nao foram observadas diferencas nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos plasmaticos entre machos e fémeas de P. motoro e P. orbignyi, resultados
semelhantes aos observados para as arraias dulcicolas Potamotrygon wallacei, Potamotrygon
motoro, Paratrygon aiereba (Oliveira et al., 2016) e Potamotrygon magdalenae (Pérez-Rojas
et al., 2022), bem como para as arraias marinhas Dasyatis americana (Cain et al., 2004),
Rhinoptera bonasus (Ferreira et al., 2010; Cusack et al., 2016) e Raja undulata (Morén-Elorza
et al., 2022a), demonstrando que o sexo ndo foi um fator determinante no perfil hematologico
dessas arraias. Embora o presente estudo tenha analisado apenas individuos sexualmente
imaturos, a auséncia do efeito do sexo na hematologia foi também relatada entre machos e
fémeas adultos de trés espécies da subfamilia Potamotrygoninae (Oliveira et al., 2016).

A fase de desenvolvimento de P. motoro influenciou fortemente os parametros
sanguineos, sendo observado valores inferiores no eritrograma dos neonatos, de modo
semelhante ao observado em P. wallacei (Oliveira et al., 2021). Em contrapartida, ndo foram
encontradas diferencas nos parametros eritrocitarios entre neonatos e juvenis de P. motoro e P.

aiereba provenientes de agua preta da bacia do médio Rio Negro (Oliveira et al., 2016), o que
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foi atribuido ao baixo nimero amostral de P. motoro (n= 3) e ao maior porte dos neonatos de
P. aiereba (19,2 + cm de LD). De modo geral, peixes mais novos sdo mais sedentarios em
comparagdo com organismos mais velhos (Walsh e Luer, 2004; Grant e Campbell, 2020), no
entanto, a medida que o organismo cresce, a atividade metabdlica aumenta, resultando no
incremento da capacidade carreadora de oxigénio, e, consequentemente, na modificagdo do
perfil eritrocitario do animal (Jawad et al., 2004).

O sedentarismo dos neonatos também pode justificar as baixas concentracdes de glicose
plasmatica, proteinas totais, albumina e globulina em comparacdo aos juvenis de P. motoro
deste estudo, visto que quanto mais lento o metabolismo, menor é a mobilizagdo dos substratos
energéticos por meio da ativagdo das vias catabdlicas (Walsh e Luer, 2004). Por outro lado, 0s
niveis de colesterol total foram superiores nos neonatos do presente estudo, assim como
observado em P. wallacei, o que foi atribuido a influéncia do vitelo presente nessa fase de
desenvolvimento dos individuos (Oliveira et al., 2016). A ureia também foi superior nos
neonatos do presente estudo, assim como em neonatos de P. motoro provenientes do Rio Negro
(Oliveira et al., 2016), demonstrando ser uma caracteristica ontogenética da espécie.
Considerando a atrofia da glandula retal dos potamotrigonineos, que resultaram na
incapacidade de acumulo de ureia no sangue (Thorson et al., 1967), esse aumento da ureia pode
estar relacionado a composicdo da dieta (Oliveira et al., 2016), pois 0 consumo de alimentos
ricos em proteina pode elevar as taxas de excre¢do nitrogenada e ocasionar um aumento
temporario nos niveis de ureia (Kajimura et al., 2006; Pérez-Rojas et al., 2022). Os neonatos
de P. motoro do presente estudo apresentaram menor numero de mondcitos, assim como
descrito para P. wallacei (Oliveira et al., 2016). Porém, essa reducdo pode ndo indicar
imunossupressao, visto que os valores encontrados foram semelhantes aos relatados para outras
espécies de arraias de agua doce (Oliveira et al., 2015; 2016).

Considerando a padronizagdo na captura dos animais e que as arraias juvenis nao
apresentaram diferencas biométricas, podemos inferir que 0s menores valores nos niveis
plasmaticos de triglicerideos e colesterol total em P. orbignyi, quando em comparados a P.
motoro, ndo sdo indicadores de estresse ou efeito ontogenético, estando provavelmente
relacionados aos diferentes habitos alimentares dessas espécies. Potamotrygon motoro possuli
uma dieta rica em gorduras, se alimentando de crustaceos e teledsteos, enquanto P. orbignyi
possui uma dieta basicamente insetivora, com predominio de larvas de libélula Gomphidae
(Shibuya et al., 2009; Shibuya, 2022).

Ao comparar os resultados obtidos no presente estudo com as informagGes disponiveis

na literatura, foi possivel verificar que o eritrograma das arraias analisadas apresentou valores
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dentro dos niveis relatados em potamotrigonineos de outras localidades (Brinn et al., 2012;
Oliveira et al., 2015; 2016; Santos et al., 2020; Pérez-Rojas et al., 2022), demonstrando que,
independentemente da localidade, espécie e sexo, 0s valores tipicamente baixos séo
caracteristicos do grupo, sendo evidente a diferenca em comparacdo aos elasmobranquios
marinhos (Ferreira et al., 2010; Persky et al., 2012; Cusack et al., 2016; Grant e Campbell,
2020) e, principalmente, aos peixes teledsteos (Wilhelm Filho et al., 1992; Tavares-Dias e
Moraes, 2006; Aride et al., 2021; Castro et al., 2021). Embora os elasmobranquios apresentem
menor numero de eritrécitos, o tamanho dessa célula é duas a trés vezes maior que o observado
em peixes teledsteos, resultando em um sangue de baixa viscosidade, tipico de animais
sedentérios (Wilhelm Filho et al., 1992). Resultados contrérios foram observados em P. falkneri
e P. motoro, provenientes do Rio Parana (PR), e em P. orbignyi e P. scobina, provenientes do
Rio Piririm (AP), os quais apresentaram tamanho de eritrécitos duas a trés vezes maior,
enquanto o VCM apresentou a metade dos valores relatados para P. orbignyi, P. schroederi, P.
motoro, P. wallacei e P. aiereba do Rio Negro (AM) (Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2015;
2016), indicando possivelmente respostas secundarias de estresse (Semeniuk et al., 2009;
Skomal e Mandelman, 2012), provavelmente devido a utilizacdo de espinhel como apetrecho
de pesca naquele estudo.

O numero de leucdcitos totais e trombdcitos totais encontrados no presente estudo,
assim como a sua elevada variacdo intraespecifica, foram similares aos relatados na literatura
para P. motoro, P. orbignyi, P. wallacei, P. aiereba e P. magdalenae (Oliveira et al., 2015;
2016; Pérez-Rojas et al., 2022). No presente estudo, a contagem diferencial de leucdcitos
evidenciou um predominio de linfécitos, seguido por mondcitos e heteréfilos, indicando a
importancia desses leucdcitos no sistema imune nas espécies de arraias analisadas, o que foi
corroborado pela forte correlagdo positiva encontrada entre os leucocitos totais e essas trés
populacbes de leucocitos. Elevados valores de linfocitos, mondcitos e heterdfilos também
foram relatados para P. wallacei, P. motoro, P. aiereba, P. orbignyi e P. schroederi da bacia
do Rio Negro (Oliveira et al., 2015; 2016). Alem disso, estudos de caracterizacdo citoquimica
de leucdcitos demonstraram que os heterofilos sdo granulécitos de grande importancia na defesa
imunoldgica dos potamotrigonineos amazénicos P. wallacei, P. motoro e P. aiereba (Oliveira
et al., 2021). Os basofilos sdo descritos como raros em elasmobranquios, e quando presentes,
sdo encontrados em baixa quantidade (Dove et al., 2010; Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2015;
Cusack et al., 2016; Oliveira et al., 2016; Grant e Campbell, 2020). No presente estudo foi
registrada a presenca de eosindfilos e a auséncia de neutréfilos no sangue de P. motoro e P.

orbignyi. No entanto, a presenca das populacbes de leucdcitos em arraias de agua doce é
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controversa, sendo ambos encontrados em P. motoro, P. orbignyi e P. falkneri (Brito et al.,
2015) e estando ausentes em P. wallacei, P. motoro, P. schroederi, P. orbignyi e P. aiereba da
regido do médio Rio Negro (Oliveira et al., 2015; 2016). Esses resultados contraditorios em
relacdo aos leucocitos granuldcitos ocorrem devido a falta de uma padronizacdo na
identificacdo e nomenclatura desses tipos celulares para os elasmobrénquios, sendo um entrave
para uma melhor compreensdo das particularidades imunolédgicas de individuos dessa
subfamilia (Arnold, 2005).

Diferentemente do observado em arraias marinhas (Mordn-Erloza et al., 2022a), as
espécies dulcicolas apresentam uma ampla variacdo no perfil bioquimico plasmatica, o que
pode ser reflexo da influéncia de fatores exdgenos, tais como a diversidade de habitats, habitos
alimentares e as propriedades fisico-quimicas da dgua (Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2017).
Os niveis de colesterol e triglicerideos dos potamotrigonineos séo influenciados pela dieta, o
que também foi observado no presente estudo, sendo superiores em espécies com dieta
altamente caldrica (Péres-Rojas et al., 2022).

Baixos valores de glicose sdo comumente observados em arraias e tubarfes saudaveis
(Moron-Erloza et al., 2022a,b), sendo o0 aumento deste um indicador bioquimico de estresse
(Semeniuk et al., 2009; Skomal e Mandelman, 2012; Grant e Campbell, 2020). No entanto, é
importante considerar que o presente estudo, assim como outros realizados com arraias de agua
doce (Brinnetal., 2012; Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2015; 2016; Pérez-Rojas et al., 2022),
ndo utilizaram fluoreto de sodio para a inibicdo da via glicolitica, o que pode ter contribuido
para os baixos valores de glicose nas arraias aqui estudadas.

Os potamotrigonineos amazénicos apresentaram um padrdo conservador para proteinas
totais, albumina, globulina e acido urico (Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2015; 2016). As
concentragdes de cloreto, potassio, magnésio e fésforo de arraias do presente estudo foram
similares as relatadas para varias espécies de arraias de agua doce provenientes de diferentes
sistemas fluviais amazonicos (Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Duncan et al., 2021). Em
contrapartida, os niveis plasmaticos de ureia e sodio foram maiores que os relatados para as
arraias provenientes do Rio Negro (Oliveira et al., 2015; 2016), mas apresentaram valores
similares aos relatados para Heliotrygon gomesi, Plesiotrygon iwamae e P. motoro de ambiente
de &gua branca do Rio Solimdes (Duncan et al., 2021). A arraia P. aiereba proveniente de
ambientes de agua branca também apresentou maiores concentracfes de sddio e ureia em
comparagdo com as de ambientes de agua preta (Duncan et al., 2009). Os padrGes
osmorregulatdrios dos potamotrigonineos estdo ligados as variaveis ambientais (Duncan et al.,

2021), de modo semelhante ao observado em peixes teledsteos dulcicolas (Duncan et al., 2009).
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Diferentemente de vérias espécies de elasmobranquios marinhos, as arraias de agua doce
mantém-se hiperosmaticas em relacdo ao meio, nesse sentido, rios com elevadas concentragdes
de eletrélitos, como os de agua branca do presente estudo, induzem a um maior transporte de
sodio contra um gradiente quimico pela enzima Na*/K*-ATPase, impulsionando a captacdo
ibnica pelas branquias e a reabsorcéo dos ions nos tubulos renais distais, mantendo o equilibrio
osmorregulatério (Duncan et al., 2021).

A avaliacdo de ALT, AST, ALP e CK tem sido pouco explorada em pesquisas com
arraias (Cain et al., 2004; Ferreira et al., 2010; Cusack et al., 2016; Grant e Campbell, 2020;
Mordén-Elorza et al., 2022a), principalmente em arraias de 4gua doce (Brito et al., 2015; Pronina
et al., 2022). Estas enzimas s3o intracelulares, portanto, o aumento significativo destes
componentes no plasma pode ser um indicativo de ruptura celular e potencial necrose (Renshaw
et al., 2012). Neste trabalho, os valores dessas enzimas foram mais proximos aos observados
nas arraias R. undulata (Moron-Elorza et al., 2022a) e R. bonasus (Ferreira et al., 2010)
mantidas em aquarios marinhos, do que aos relatados para as arraias dulcicolas P. falkneri, P.
motoro, P. scobina e P. orbignyi de ambiente natural no estado do Amapa, na Amazonia
brasileira (Brito et al., 2015). Embora diferentes fatores possam causar alteracdes nas
concentragfes enzimaticas, tais como diferenca de espécie, dieta, fase de crescimento e
condicBes fisioldgicas (Otway, 2015), os valores elevados observados nos potamotrigonineos
P. falkneri, P. motoro, P. scobina e P. orbignyi (Brito et al., 2015) provavelmente podem ser
uma consequéncia do apetrecho de pesca utilizado para captura destas arraias (espinhel), visto
que a demora na captura pode causar estresse e, consequentemente, danos teciduais gerados ao
organismo dos animais (Wells et al., 1986; Cusack et al., 2016). Os valores de CK relatados no
presente estudo, assim como a alta variacao intraespecifica, foram superiores aos relatados para
tubarBes (Harms et al., 2002; Dove et al., 2010; Persky et al., 2012), porém sdo semelhantes
aos observados em arraias P. motoro (Pronina et al., 2022) e R. undulata (Morén-Elorza et al.,
2022a) mantidas em aquario. Os valores elevados de CK, bem como a correlagdo fortemente
positiva observada entre CK-ALP de P. orbignyi, podem estar relacionados com o aumento da
fadiga muscular devido a tentativa de fuga do organismo no momento da captura com as redes
de arrasto. Baixos valores plasmaticos de AST, ALT e ALP, como observado no presente
estudo, sdo indicativos de forca e estabilidade das membranas celulares de hepatocitos e
cardiomiocitos (Pronina et al., 2022).

Nos elasmobranquios, sdo escassas as pesquisas visando o estabelecimento de valores
hematologicos de referéncia (Harms et al., 2002; Cain et al., 2004; Otway, 2015; Moro6n-Elorza

et al., 2022a,b). Considerando as dificuldades de captura e os riscos envolvidos durante a
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manipulagdo dos elasmobranquios, os intervalos de referéncia para tubardes e arraias séo
calculados, geralmente, com uma quantidade relativamente pequena de individuos, ou seja,
menos que 30 (Harms et al., 2002; Cain et al., 2004; Otway, 2015). No presente estudo, 0s
intervalos de referéncia foram estabelecidos com base em uma amostragem de 92 individuos
de P. motoro e 49 de P. orbignyi, gerando valores de referéncia mais confiaveis que podem ser
usados para comparacao destas espécies de arraias de d&gua doce também em outros ambientes
naturais.

Para concluir, as informacdes aqui geradas aumentam os dados sobre parametros
hematoldgicos e bioquimico plasmaticos para espécies de elasmobranquios de &gua doce.
Porém, sdo ainda necessarios estudos visando a caracterizacdo de parametros sanguineos de
arraias de maior tamanho da regido do baixo Rio Solimdes, bem como de outras espécies de

potamotrigonineos provenientes de sistemas fluviais amazénicos ainda nao estudados.
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RESUMO: A avaliacdo citomorfolégica do sangue periférico fornece informac6es sobre o
estado de salde dos animais, além de serem indicadores de contaminacdo ambiental. No
entanto, dados relativos ao tamanho e formato das células sanguineas dos elasmobranquios sdo
limitados. O objetivo deste trabalho foi determinar as caracteristicas morfologicas e
morfomeétricas das células sanguineas de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi. As
arraias foram capturadas em ambientes de agua branca na regido do baixo Rio Solimdes, estado
do Amazonas, Brasil, e 0 sangue foi obtido através da puncédo da artéria branquial utilizando
seringas com EDTA 10%. Para as analises morfoldgicas e morfométricas das celulas foram
confeccionadas extensfes sanguineas coradas com May Grunwald-Giemsa-Wright. Foram
identificados eritrdcitos, eritroblastos, trombdcitos, linfocitos, mondcitos, heterofilos,
eosinofilos e basofilos no sangue de ambas as espécies de arraias. Nao foram encontrados
indicios de anormalidades nos eritrocitos e nas caracteristicas morfoldgicas das células
sanguineas, as quais foram similares as descritas para outras espécies de arraias de dgua doce.
Apesar do formato semelhante, o tamanho dos eritrdcitos, mondcitos e heter6filos foram

diferentes entre ambas as espécies de arraias. As informacfes deste estudo auxiliam o
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desenvolvimento de biomarcadores de contaminagdo aquatica, além de servirem para
comparacao destas espécies de arrais de dgua doce em outros ambientes, bem como para outras
espeécies de arraias.

Palavras-chave: arraias, eritrocitos, leucocitos, morfologia, morfometria, trombdcitos

1. INTRODUCAO

A avaliagdo qualitativa e quantitativa das células sanguineas constitui uma das maneiras
mais elementares para avaliar o estado de satde dos animais (Arnold, 2005). Em peixes, a
quantificacdo de eritrocitos e trombacitos, bem como a contagem diferencial de leucdcitos, séo
consideradas praticas rotineiras para o diagnéstico de processos patoldgicos (Tavares-Dias e
Barcellos, 2005; Dove et al., 2010; Brito et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Castro et al., 2021;
Pérez-Rojas et al., 2022). Porém, estudos sobre a caracterizacdo morfolégica e morfométrica
das células sanguineas de arraias de agua doce sdo menos frequentes, resultando em escassez
de informac0es para varias espécies amazonicas (Oliveira et al., 2021).

Além de serem indicadores de distdrbios sanguineos, como por exemplo, processos
anemiantes (Stacy et al., 2011), as alteracdes no tamanho e formato celular, bem como
anormalidades nucleares, também sdo Gteis em pesquisas toxicoldgicas e de monitoramento
ambiental, visto que algumas mudancas morfolégicas sdo bioindicadoras de exposicdo a
poluentes genotoxicos e metais pesados (Witeska et al., 2010; Kumar et al., 2016; Imsonpang
et al., 2024). No entanto, para que tais alteracdes sejam interpretadas corretamente, sao
necessarios estudos de descri¢bes citomorfoldgicas sanguineas de animais saudaveis em seu
habitat natural (Walsh e Luer, 2004).

Em mamiferos, as células do sangue apresentam funcgdes definidas e sdo de facil
identificacdo, pois possuem caracteristicas morfologicas bem estabelecidas (Canfield, 1998;
Stacy et al., 2011). Contudo, em vertebrados ndo mamiferos, o papel funcional e a identificacéo
celular, principalmente das populagdes leucocitarias, ainda séo controversos. A inconsisténcia
na classificagdo das células sanguineas ocorre ndo somente devido & auséncia de uma
padronizacdo nas metodologias e coloragBes utilizadas, mas principalmente, pela falta de
conhecimento sobre as linhagens celulares destes animais (Claver e Quaglia, 2009). Apesar dos
diversos estudos investigando os aspectos morfoldgicos e morfométricos das células sanguineas
de varias espécies (Aragort et al., 2005; Old e Huveneers, 2006; Pistol et al., 2007; Dove et al.,

2010; Gallo et al., 2015; Gutiérrez-Cervantes et al., 2022), essas informacfes sdo escassas
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principalmente para as espécies de arraias da subfamilia Potamotrygoninae (Padua et al., 2010;
Oliveira et al., 2021).

A subfamilia Potamotrygoninae é composta por espécies de arraias adaptadas a vida
exclusivamente em ambientes de agua doce (Duncan et al., 2010), onde exercem papel
ecolégico de mesopredadores com baixo risco de predacdo (Shibuya, 2022). Além de
representarem um importante componente da biodiversidade amazonica, especies como
Potamotrygon motoro (Muller & Henle, 1841) e Potamotrygon orbignyi (Castelnau, 1855)
despertaram o interesse do mercado internacional de elasmobranquios ornamentais,
apresentando elevada importancia socioecondémica para a regido amazonica (Oliveira et al.,
2016).

Este estudo teve como objetivo caracterizar a morfologia e morfometria das células

sanguineas de P. motoro e P. orbignyi do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Etica animal

As arraias P. motoro e P. orbignyi foram coletadas sob licenca de captura de animais
silvestres para atividades com finalidades cientificas emitida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio) (Autorizacdo SISBIO/ICMBIo: 41350-6) e todos 0s
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (2019/010.02.0905), de acordo com

as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.2 Captura dos animais e coleta sanguinea

As arraias P. motoro e P. orbignyi foram capturadas durante o periodo de
novembro/2022 a fevereiro/2023, em praias de agua branca na regido do baixo rio Solimdes,
Amazonas, Brasil (coordenadas geogréaficas: 03°17'38.4"S e 60°34'40.8"W,; 03°33'22.9"S e
60°28'28.8"W; 03°18'48.2"S e 60°11'03.8"W). Os locais de captura apresentaram as seguintes
caracteristicas fisicas e quimicas da dgua (Média + DP): pH: 6,3 £ 0,2, Oz dissolvido: 4,2 £ 0,5
mg L, temperatura: 30,6 + 1,1 °C, condutividade elétrica: 91,8 + 7,4 uS cm™, alcalinidade:
54,2 + 7,9 mg L%, dureza total: 43,4 + 6,6 mg L™, nitrito: 0,02 + 0,01 mg L™ e aménia total:
0,10 + 0,04 mg L.
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Foram capturados 30 espécimes de P. motoro e 30 de P. orbignyi, de ambos 0s sexos,
com seguintes dados biométricos (média + DP): 23,0 + 2,7 cm de largura de disco, 39,4 + 4,5
cm de comprimento total e 628,5 + 186,8 g de peso corporal; 23,1 + 2,7 cm de largura de disco,
40,3 + 5,6 cm de comprimento total e 636,1 + 205,9 g de peso corporal, respectivamente. As
coletas foram realizadas no periodo noturno com auxilio de rede de arrasto, sendo 0s animais
anestesiados com solucdo de benzocaina (1:20,000) imediatamente ap0s a captura. O sangue
foi obtido por puncéo da artéria branquial utilizando seringas contendo EDTA 10% e destinado
a confeccdo de extensdes sanguineas. Os animais foram marcados e, ap0s a recuperacao da

anestesia foram devolvidos aos locais de captura.

2.3 Analises morfométricas e morfoldgicas das células sanguineas

Para as analises morfoldgicas e morfométricas dos eritrocitos, trombdcitos e leucocitos
foram feitas extensGes sanguineas coradas com uma combinacdo de May Grunwald-Giemsa-
Wright (MGGW) (Tavares-Dias e Moraes, 2003). Todas as extensdes sanguineas foram
analisadas em microscépio optico (Bioptika B60) com camera acoplada. Para as analises
morfométricas foram mensuradas a area total da célula (um?), o maior e menor didmetro da
célula e do niicleo (um), bem como a area nuclear (Um?). A area citoplasmatica (um?) foi obtida
pela diferenca entre a area total e a area do nucleo. As medicGes foram determinadas com
auxilio do software de analise de imagens Mosaic 2.2.1 (Tucson Photonics Co., China). Todos
os tipos celulares foram analisados e identificados de acordo com a presenca ou nao de granulos
no citoplasma e outras caracteristicas citoplasmaticas. Os eritrocitos também foram analisados
guanto a ocorréncia de anomalias eritrocitarias. As identificacbes e descricbes morfologicas
foram realizadas com base nos estudos de Arnold (2005), Claver e Quaglia (2009) e Oliveira et
al. (2021).

2.4 Analises estatisticas

Todos os dados morfométricos foram inicialmente submetidos aos testes de
homocedasticidade de Levene e normalidade de Shapiro-Wilk. Como os dados ndo atenderam
as premissas dos testes paramétricos, foi utilizado teste de Mann-Whitney (U) para a
comparacao de cada varidvel morfométrica entre P. motoro e P. orbignyi. A comparacao entre
a area total das células sanguineas de cada espécie de arraia foi feita usando o teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste a posteriori de Dunn. Todas as analises foram realizadas a 5% de

significancia, com auxilio do software Statistica, versdo 10.0 (StatSoft, Inc., EUA).
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3. RESULTADOS

3.1 Analises morfomeétricas das células sanguineas das espécies de arraias

Nas extensfes sanguineas de P. motoro e P. orbignyi foram identificados oito tipos
celulares: eritrocitos, eritroblastos, trombdcitos, linfocitos, mondcitos, heterdfilos, eosindfilos
e basofilos. Os dados morfométricos das células sanguineas de ambas as espécies estdo
apresentados na Tabela 1. Os eritroblastos, trombdcitos, linfocitos, eosindfilos e basofilos
apresentaram tamanhos similares (p>0,05) entre as duas espécies de arraias. Os mondcitos e
heterdfilos de P. orbignyi foram significativamente menores (p<0,05), enquanto os eritrdcitos
apresentaram valores significativamente maiores (p<0,05) de didmetro menor, éarea
citoplasmatica e area celular em comparacéo aos eritrdcitos de P. motoro.

A comparacdo entre a area total dos tipos celulares encontrados no sangue periférico de
P. motoro e P. orbignyi estdo apresentados na Figura 1. Eritrocitos, monadcitos e heterofilos
foram as células de maior tamanho em P. motoro, porém em P. orbignyi, os eritrocitos foram o
tipo celular com maior area total, seguido pelos eritroblastos e eosinofilos. Trombdcitos,

linfdcitos e basofilos foram as menores células em ambas as espécies.
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Figura 1. Comparacio da area celular (um?) entre as células sanguineas de Potamotrygon
motoro e Potamotrygon orbignyi provenientes da regido do baixo Rio Solimdes, Amazonas,
Brasil. Letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os tipos celulares de
cada espécie pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn.
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Tabela 1. Pardmetros biométricos (média + desvio padrdo) das células sanguineas de
Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas,
Brasil. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as espécies para um
mesmo parametro pelo teste de Mann-Whitney.

Célula Ncleo
Ti . " " P Diametro Diamet < AC
'pos Espécies Diametro Diametro  Area total 1ametro DIAMEL0 4 rea do )
Celulares maior (m) menor (um) (um?) maior  menor nticleo (um?) (nm?)
(Hm) (Hm)
Lo P. 19,7+14 139+10°2 2176+205% 7,1+05 49+06 287+27 189,0+19,3?
Eritrocitos  motoro
*
P. . 201+12 151+14° 2392+343% 71+05 48+05 285+27 210,8+324°
orbignyi
. P. 172+13 129+14 1785+30,1 10,0+09 83+0,7 69,0+120 109,4+223
Eritroblastos motoro
**
P. .. 173+15 129+15 181,1+330 10,0%+1,1 83+08 685+153 1125+220
orbignyi
L. P. 186+£26 7,114 82,7+ 16,5 101+£12 5411 457+£11,8 37,0£10,6
Trombdcitos motoro
*
P. .. 171+28 74+10 84,0+138 98+13 57+11 492+147 348%77
orbignyi
.. P. 112+17 94+16  90,8+20,3 90+12 79+15 616+138 29,2+105
Linfécitos  motoro
*
P. . 117+13 100+13 924+164 92+11 7,8+10 609+120 315%7.2
orbignyi
L. P. 19,7+332 142+232 220,1+528?2 ND ND 862+17,72 1339+4182
Mon6citos  motoro
*
P. .. 146+1,2°129+13° 1505+21,0° ND ND 679+119° 826+16,0°
orbignyi
. P. 172+£2,62 148+232 2022+50,4°2 ND ND ND ND
Heterdfilos  motoro
*x P.
.. 136+1,7P 121+14"° 1316+29,8° ND ND ND ND
orbignyi
e P. 156+19 138+14 17121346 ND ND ND ND
Eosinéfilos motoro
*kx P
.. 161+20 142+14 18341346 ND ND ND ND
orbignyi
e P. 130+£16 108+14 108,1+14/4 ND ND ND ND
Basdfilos motoro
*kk P
.. 126+10 104+£10 99,8+149 ND ND ND ND
orbignyi

AC, érea citoplasmatica; ND, ndo determinado.
* indica 100 células mensuradas; ** indica 50 células mensuradas; *** indica 25 células mensuradas.

3.2 Caracteristicas morfologicas das células sanguineas das espécies de arraias

Né&o foram observadas caracteristicas morfoldgicas distintas entre as células sanguineas
de P. motoro e P. orbignyi, ou entre machos e fémeas de cada espécie. Os eritrocitos (Figura 2-
I11, V) maduros apresentaram tamanho, forma e coloracdo homogénea. O formato da célula foi
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tipicamente oval, sendo essa a maior célula no sangue periférico das duas espécies de arraias
(Figura 01). O nucleo apresentou-se posicionado no centro da célula, com formato alongado e
polos arredondados. No interior do nucleo dos eritrécitos foi observada cromatina densa e com
coloracdo basofilica, variando do azul ao roxo escuro. Ndo foram observadas anomalias
eritrocitarias. Eventualmente foram encontrados eritrocitos infectados por gametdcitos de um
hemoparasito intraeritrocitario da familia Haemogregarinidae, com o nucleo deslocado
lateralmente (Figura 2-111). O citoplasma foi abundante e hialino, com coloracao azul claro.

Os eritroblastos foram significativamente menores em comparacao aos eritrocitos para
ambas as espécies (Tabela 1), apresentando formato de oval a circular, com citoplasma menos
abundante e de coloracdo basofilica ou hialina e nicleo com cromatina frouxa localizado no
centro da célula (Figura 2- 111).

Os trombacitos (Figura 2- 1, V) foram as menores células sanguineas em ambas as
espécies, juntamente com os linfdcitos e basofilos (Tabela 1), apresentando formato variando
de eliptico a fusiforme. O citoplasma foi escasso, geralmente restrito aos polos da célula, sem
presenca de granulos e levemente acidofilico com coloracéo hialina ou rosa claro. O nucleo foi
eliptico, acompanhando o formato da célula, de cor basofilica e cromatina densa.

Os linfdcitos (Figura 2- 1, V) apresentaram formato variando de circular a irregular, com
citoplasma escasso e basofilico, variando de azul claro a azul escuro. O nucleo é basofilico,
ocupando a maior parte do citoplasma e acompanhando o formato da célula, com cromatina
frouxa e pequenas areas de cromatina condensada. Eventualmente, foram observadas projecdes
citoplasmaticas e a presenca de vacuolos.

Os mondcitos (Figura 2- I, VI) foram morfometricamente menores em P. orbignyi
(Tabela 1), no entanto, ndo foram observadas distingdes morfoldgicas entre as duas espécies de
arraias. O formato € volumoso, predominantemente ovalado, com citoplasma abundante e
levemente basofilico, com a presenca ocasional de vacuolos citoplasméaticos de tamanhos
variados. O ndcleo é excéntrico, com coloracao roxa, largo e com formato variando de irregular
a reniforme, com a presenca de cromatina frouxa.

Em relacdo aos leucdcitos granulocitos, foram identificados trés tipos celulares:
heterofilos, eosindfilos e baséfilos. Os heteréfilos (Figura 2- 1, 11, 1V) foram células de grande
tamanho, apresentando a mesma area celular que os eritrocitos em P. motoro, mas sendo apenas
0 segundo maior granuldcito em P. orbignyi (Figura 1). O formato da célula foi arredondado,
variando de circular a oval, com citoplasma preenchido por grénulos fusiformes de coloragéo

acidofilica e basofilica. O nucleo, geralmente encoberto pelos granulos, apresentou coloragdo
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variando de azul claro a azul escuro, com disposi¢cdo excéntrica, formato irregular ou
segmentado, e cromatina densa.

Os eosindfilos (Figura 2- 11, VI) apresentaram formato variando de circular a oval. O
citoplasma foi abundante e preenchido por granulos circulares acidofilicos com coloracao
alaranjada. O nucleo, geralmente encoberto pelos granulos citoplasmaticos, apresentou formato
irregular e disposigao excéntrica.

Os basofilos (Figura 2- 11, V) foram os menores granuldcitos para ambas as espécies
(Figura 1). O formato foi predominantemente esférico, com citoplasma abundante e preenchido

com granulos esféricos e coloracdo fortemente basofilica e tamanhos variados. O nucleo foi

circular, excéntrico e encoberto pelos granulos citoplasmaticos, dificultando a visualizag&o.

.WE, 00 ° Pos

Figura 2. Células sanguineas de Potamotrygon motoro (I, 11, 1) e Potamotrygon orbignyi (1V,
V, VI) coradas com May Grunwald-Giemsa-Wright. Eritrdcito (E), Eritroblasto (Er), Eritrocito
parasitado com nucleo deslocado pelo hemoparasito (E.P.), Trombdcito (T), Mondcito (M),
Linfécito (L), Heterdfilo (H), Eosinofilo (Eo), Basdfilo (B). Barra = 10 um.
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4. DISCUSSAO

A avaliacdo citomorfoldgica do sangue periférico pode fornecer informacbes nao
somente sobre a demanda metabdlica de oxigénio, hemostasia e funcionamento do sistema
imunologico de um individuo ou de uma populagédo (Stacy et al., 2011), mas também pode
indicar condi¢Bes ambientais (Ergene et al., 2007). A ocorréncia de anomalias eritrocitarias tais
como ndcleo irregular, vacuolizacgdo, células binucleadas e ndcleos entalhados sao indicadores
da presenca de substancias clastogénicas na agua, podendo revelar ambientes aquaticos
altamente poluidos (Ergene et al., 2007; Strunjak-Perovic et al., 2009; Witeska et al., 2010;
Azevedo et al., 2012; Parrino et al., 2018). No presente estudo, ndo foram observadas tais
anomalias eritrocitarias em P. motoro e P. orbignyi, indicando que a regido do baixo Rio
Solimdes, no estado do Amazonas, ndo apresenta poluentes genotdxicos ou que a capacidade
depurativa da regido é elevada devido a maior diluicdo dos poluentes como resultado do
processo de circulacdo da agua (Almeida et al., 2021).

Em relacdo as analises morfoldgicas das células sanguineas, a auséncia de uma
padronizacdo metodoldgica tem gerado resultados inconsistentes para vertebrados néo
mamiferos (Claver e Quaglia, 2009), incluindo arraias de agua doce. A utilizacao de diferentes
corantes tipo-Romanovisky como Leishman, Wright, May-Grunwald e Giemsa, bem como as
suas diferentes combinagfes, tem ocasionado resultados distintos, podendo levar a erros na
identificacdo de um tipo celular (Oliveira et al., 2021). Outro fator igualmente desafiador,
especialmente para elasmobranquios, é a presenca de células imaturas no sangue periférico,
uma vez que a replicacdo, assim como a maturacdo dos eritrocitos ocorre na circulacdo
sanguinea desses organismos (Walsh e Luer, 2004). Nesse sentido, estagios imaturos dos
eritrocitos como rubricitos, metarubricitos e reticulocitos, alem de eritrocitos exibindo
anisocitose e policromasia, podem ser erroneamente identificados como leucécitos imaturos,
linfécitos ou trombacitos (Satake et al., 2009; Stacy et al., 2011).

Em arraias, os eritrocitos sdo nucleados, assim como nos demais vertebrados néo
mamiferos (Claver e Quaglia, 2009). No presente estudo, os eritrocitos de ambas as espécies de
arraias apresentaram formato similar aos observados em P. motoro de diferentes bacias
hidrograficas (Padua et al., 2010; Oliveira et al., 2021), Potamotrygon wallacei, Paratrygon
aireba (Oliveira et al., 2021) e Potamotrygon magdalenae (Pérez-Rojas et al., 2022).
Alteracbes no tamanho e formato dos eritrocitos geralmente sdo respostas fisiologicas
adaptativas as condi¢cdes ambientais, podendo ser indicadores de anemia, estresse oxidativo e
exposicdo a agentes genotoxicos (Fazio, 2019). Considerando ainda que, além da funcdo

primaria de transporte de oxigénio, os eritrocitos de peixes expressam genes e tém indicios de
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respostas imunolégicas, deformacgdes eritrocitarias em abundancia podem indicar
comprometimento do sistema imunoldgico dos animais (Shen et al., 2018).

As analises morfométricas revelaram que os eritrocitos foram maiores em P. orbignyi
que em P. motoro. Uma vez que o método de captura das arraias do presente estudo foi
padronizado e que ambas as espécies estavam na mesma faixa de tamanho, essa diferenca no
tamanho dos eritrocitos pode estar relacionada a variagdes interespecificas (Stacy et al., 2011).
Porém, os eritrdcitos de P. motoro, P. wallacei e P. aiereba da bacia do médio Rio Negro,
apresentaram caracteristicas morfométricas semelhantes entre si (Oliveira et al., 2021), no
entanto, P. motoro oriunda da bacia do Parang, regido sudeste do Brasil, apresentou os menores
valores de tamanho de eritdcitos relatados na literatura para potamotrigonineos (Padua et al.,
2010). O tamanho relativamente grande dos eritrocitos (19-20 pum de didmetro maior) de arraias
do presente estudo foi consistente com o maior tamanho observado em animais ectotérmicos
(peixes, anfibios e répteis) em comparacdo com animais endotérmicos (aves e mamiferos)
(Lewis, 1996). Sob o aspecto evolutivo, eritrocitos maduros nucleados séo caracteristicos de
vertebrados inferiores, indicando menor demanda de oxigénio (Claver e Quaglia, 2009). Por
outro lado, a perda de nucleo nos eritrocitos em mamiferos possibilita trocas gasosas mais
eficientes e maior capacidade de transporte de oxigénio (Anderson et al., 2018).

Aproximadamente 1% dos eritrcitos circulantes pode ser composto por eritrocitos
imaturos (Campbell, 2012). Neste estudo, os eritroblastos foram menores, com formato mais
arredondado e nicleos maiores em comparacdo aos eritrocitos maduros, corroborando as
informacBes presentes na literatura para elasmobranquios (Old e Huveneers, 2006; Claver e
Quaglia, 2009; Padua et al., 2010; Oliveira et al., 2021). A razdo nucleo/citoplasma € muito
maior nos eritroblastos, mas decresce a medida que as células amadurecem, permitindo o
aumento gradativo da hemoglobina no citoplasma dos eritrécitos (Grant, 2015). O aumento do
namero de eritroblastos no sangue circulante representa um aumento na eritropoiese, podendo
indicar um mecanismo compensatorio mediante um quadro anémico acentuado ou algum
processo patoldgico (Satake et al., 2009).

No presente estudo, foi detectada a presenca de gametdcitos de parasitos intracelulares
em P. orbignyi e P. motoro, alterando, portanto, o tamanho e formato dos eritrdcitos. Resultados
semelhantes foram relatados em P. aiereba, P. motoro e P. wallacei da bacia do Rio Negro,
onde foram encontrados gametdcitos de hemoparasitos do género Cyrilia (Magro et al., 2016),
e em P. orbignyi e P. scorbina no Rio Piririm, no estado do Amapa, com a presenca de
eritrécitos parasitados por Haemogregarina sp. (Brito et al., 2015). Oliveira et al. (2017)

também registraram a ocorréncia de gametocitos de Cyrilia sp. deslocando lateralmente o
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nacleo de eritrécitos de P. wallacei da regido do médio rio Negro e verificaram que a
sazonalidade exerceu influéncia na ocorréncia dos hemoparasitos, sendo a seca do rio o periodo
de maior susceptibilidade a infestacéo.

Os trombdcitos de elasmobranquios atuam no processo de hemostasia, pois possuem
fatores plaquetérios e sistema canalicular conectado a superficie (Daimon e Uchida, 1985; Pica
et al., 1990), sendo considerados analogos as plaquetas dos mamiferos (Walsh e Luer, 2004).
Atividades fagocitarias em peixes também foram atribuidas a este tipo celular (Stokes e Firkin,
1971; Kollner et al., 2004; Passantino et al., 2005; Tavares-Dias e Moraes, 2007; Tavares-Dias
e Oliveira, 2009). Os trombdcitos de P. orbignyi e P. motoro do presente estudo apresentaram
caracteristicas morfoldgicas similares as observadas em P. wallacei, P. motoro, P. aiereba e P.
magdalenae (Padua et al., 2010; Oliveira et al., 2021; Pérez-Rojas et al., 2022) e em
elasmobranquios marinhos (Valenzuela et al., 2003; Old e Huveneers, 2006; Dove et al., 2010;
Morén-Elorza et al., 2022a). H& descricOes na literatura sobre um segundo tipo de trombécito
contendo finos granulos em forma de bastonetes no citoplasma de varias espécies de tubarbes
da ordem Carcharhiniformes (Stokes e Firkin, 1971; Morrow e Pulsford, 1980; Arnold, 2005;
Persky et al., 2012; Moron-Elorza et al., 2022b), no entanto, ainda ndo existem registros deste
tipo celular nas arraias de agua doce. O papel especifico dos trombdcitos granulados em
elasmobranquios permanece desconhecido (Arnold e Delaune, 2022).

De modo semelhante aos eritrdcitos, os leucécitos também apresentam diferentes
estagios de maturacdo no sangue circulante, o que pode dificultar a identificacdo destes tipos
celulares (Walsh e Luer, 2004). Devido as variagdes no tamanho e forma de mondcitos
pequenos e linfocitos grandes, esses podem ser facilmente confundidos (DaMatta et al., 2009).
Pequenos, médios e grandes linfocitos com diferentes graus de maturacdo, podem ser
encontrados no sangue circulante de elasmobranquios (Walsh e Luer, 2004). Além disso, 0s
linfécitos reativos podem apresentar tamanho de 2 a 3 vezes maior que os linfocitos néo
ativados (Clauss et al., 2008), contribuindo para a grande variacdo observada nesta populacéo
de leucocitos. Em geral, linfécitos sdo os leucocitos mais abundantes na circulagéo de espécies
de elasmobranquios saudaveis, pois desempenham papel importante na imunidade mediada por
células e na producéo de anticorpos (Walsh e Luer, 2004; Claver e Quaglia, 2009). No presente
estudo, os linfocitos apresentaram formato variando de circular a irregular e alta relagédo
nucleo/citoplasma, o que também foi observado em outras espécies de arraias de agua doce
(P&dua et al., 2010; Oliveira et al., 2021; Pérez-Rojas et al., 2022; Pronina et al., 2022), assim
como em elasmobranguios marinhos (Valenzuela et al., 2003; Aragort et al., 2005; Arnold,
2005; Old e Huvwneers, 2006; Dove et al., 2010; Moron-Elorza et al., 2022a).
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Nos peixes, 0s mondcitos apresentam a mesma funcdo que nos mamiferos, sendo
considerados leucdcitos de grande importancia na resposta imunoldgica devido a sua
capacidade de fagocitose, producdo de citocinas e por serem as células primarias na
apresentacdo dos antigenos (Hrubec e Smith, 2000). No presente estudo com P. orbignyi e P.
motoro, as caracteristicas morfoldgicas dos mondcitos foram semelhantes a de vertebrados em
geral (Claver e Quaglia, 2009). Porém, foram mais similares a de outros potamotrigonineos
(Padua et al., 2010; Oliveira et al., 2021; Pérez-Rojas et al., 2022). A presenca ocasional de
vacuolos citoplasmaticos relatados na literatura, assim como neste estudo, pode ser um
indicativo de mondcitos reativos e ativados (Hrubec e Smith, 2000). Em relacdo ao tamanho,
0s mondcitos de P. motoro foram similares aos relatados para a mesma espécie em diferentes
bacias hidrograficas brasileiras (Padua et al., 2010; Oliveira et al., 2021). No entanto, P.
orbignyi apresentou células menores, com medidas proximas as observadas nos tubardes O.
ornatos e O. maculatus (Old e Huveneers, 2006) e inferiores as de P. wallacei e P. aiereba
(Oliveira et al., 2021).

A inconsisténcia na identificacdo das células sanguineas de peixes é particularmente
evidente para os leucdcitos, principalmente granulécitos. No presente estudo, foram
identificados trés tipos de granuldcitos: heterofilos, eosinofilos e basoéfilos, no entanto, alguns
autores descreveram dois, trés ou quatro tipos diferentes de granulécitos no sangue periférico
de elasmobranquios (Walsh e Luer, 2004). No sangue do tubardo Carcharhinus pumbleus
foram relatadas seis populacbes de leucdcitos granulécitos (Arnold, 2005). Essa grande
variacdo € um reflexo da falta de padronizacdo na nomenclatura dos leucécitos granuldcitos,
visto que, em geral, a identificacdo destes é feita com critérios baseados em mamiferos, o que
ndo representa a realidade que ocorre em elasmobranquios (Arnold, 2005; Walsh e Luer, 2004;
Stacy et al., 2011). A grande heterogeneidade no tamanho, forma e afinidade tintorial dos
granulos citoplasmaticos dos peixes cartilaginosos também sdo fatores que dificultam a
identificacdo e a denominacdo empregada (Walsh e Luer, 2004).

Em elasmobranquios, a presenca concomitante de heterdfilos e neutrofilos é
controversa, pois alguns autores relatam a presenca de ambos leucdcitos (Sherburne, 1973;
Arnold, 2005; Dove et al., 2010; Padua et al., 2010; Persky et al., 2012; Brito et al., 2015;
Cusack et al., 2016; Moron-Elorza et al., 2022b), enquanto outros relatam apenas a presenca
de heterdfilos (Valenzuela et al., 2003; Semeniuk et al., 2009; Oliveira et al., 2016; Grant e
Campbel, 2020; Oliveira et al., 2021; Mordn-Elorza et al., 2022a; Pérez-Rojas et al., 2022) ou
de neutrdfilos na circulacdo sanguinea de elasmobranquios (Aragort et al., 2005; Old e

Huveneers, 2006; Pronina et al., 2022). Embora essas duas populacbes de leucdcitos
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apresentem caracteristicas morfologicas distintas, sdo consideradas funcionalmente
equivalentes (Hrubec e Smith 2010; Walsh e Luer, 2004), representando uma primeira linha de
defesa da resposta imunoldgica inata contra infecgfes bacterianas, seja por acdo de fagocitose
ou atividade microbicida (Stacy et al., 2022). Para evitar tais controvérsias, alguns autores
(Claver e Quaglia, 2009) propuseram a utilizacdo do termo neutrofilo apenas para mamiferos,
no entanto, nomenclaturas diversas continuam sendo utilizadas (Arnold, 2005). Além disso,
denominacdes como granuldcitos eosinofilicos finos e granuldcitos eosinofilicos grossos tém
sido utilizadas para descrever heterofilos e eosinofilos, respectivamente (Arnold, 2005; Persky
etal., 2012; Cusack et al., 2016; Moron-Elorza et al., 2022a; Stacy et al., 2022), e granuldcitos
do tipo I, tipo Il e tipo 111, para se referir a heterdfilos, neutréfilos e eosinéfilos, respectivamente
(Grant e Campbel, 2020).

No presente estudo, ndo foram encontrados neutréfilos na corrente sanguinea das duas
espécies de arraias, os heterofilos encontrados apresentaram caracteristicas morfolégicas
semelhantes as descritas para outras espécies de arraias de agua doce (Padua et al., 2010;
Oliveira et al., 2021; Pérez-Rojas et al., 2022). O tamanho dos hetero6filos de P. orbignyi deste
estudo foram semelhantes aos relatados para outras espécies de arraias de dgua doce (Padua et
al., 2010; Oliveira et al., 2021) e para o tubardo S. chilensis (Valenzuela et al., 2003), no
entanto, P. motoro apresentou heterdfilos maiores, semelhantes aos relatados para tubarfes
Rhincodon typus (Dove et al., 2010).

Os heterofilos e eosinéfilos podem ser diferenciados pelo formato e coloracdo de seus
diferentes granulos citoplasmaticos, pois os heteréfilos sdo fusiformes de coloracéo basofilica
e acidofilica, enquanto os eosinéfilos sdo arredondados de coloragdo alaranjada (Walsh e Luer,
2004; Arnold, 2005; Stacy et al., 2022). Embora os eosinofilos sejam raramente detectados no
sangue de peixes teledsteos (Walsh e Luer, 2004), em elasmobranquios esta célula é
frequentemente encontrada, mas geralmente em baixo nimero no sangue circulante (Aragort et
al., 2005; Arnold, 2005; Old e Huveneers, 2006; Dove et al., 2010; Padua et al., 2010; Brito et
al., 2015; Cusack et al., 2016; Pérez-Rojas et al., 2022; Pronina et al., 2022). Em contrapartida,
ndo foram encontrados eosindfilos no sangue periférico de P. motoro, P. wallacei e P. orbignyi
da bacia do Rio Negro, Amazonas (Oliveira et al., 2016; Oliveira et al., 2021). A funcéo dos
eosinofilos ainda ndo esta totalmente elucidada, mas eles parecem ser andlogos aos mastocitos
de mamiferos (Secombes e Ellis, 2012), estando associados a estimulos antigénicos e
infestacGes parasitarias (Valenzuela et al., 2003). O tamanho dos eosinofilos deste estudo com
P. motoro e P. orbignyi foram similares aos descritos para outros elasmobranquios, incluindo

arraias de agua doce e tubardes (Valenzuela et al., 2003; Dove et al., 2010; Padua et al., 2010).
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Os basofilos sdo celulas facilmente identificadas devido a presenga dos granulos
basofilicos no citoplasma (Walsh e Luer, 2004). No entanto, essa populacdo celular tem sido
considerada ausente no sangue circulante de varios elasmobranquios (Sherburne, 1973;
Valenzuela et al., 2003; Aragort et al., 2005; Arnold, 2005; Old e Huveneers, 2006; Semeniuk
et al., 2009; Moron-Elorza et al., 2022a,b; Pérez-Rojas et al., 2022) ou podem estar presentes
em numero baixo (Dove et al., 2010; Padua et al., 2010; Brito et al., 2015; Cusack et al., 2016;
Oliveira et al., 2016; Grant e Campbel, 2020; Oliveira et al., 2021; Pronina et al., 2022). Essa
baixa ocorréncia de basofilos relatada para elasmobranquios pode ser uma consequéncia da
utilizacdo de fixadores e corantes tipo-Romanovisky contendo alcool ou metanol, que nédo
preservam corretamente 0s seus granulos (Hrubec e Smith, 2010) ou da utilizacdo do
anticoagulante heparina que pode causar degranulacdo nestes granuldcitos. A funcdo dos
basofilos ainda ndo esta bem esclarecida em elasmobranquios, mas nos mamiferos esta
relacionada aos processos inflamatdrios e reacdes de hipersensibilidade (Secombes e Ellis,
2012). Os basofilos de P motoro e P. orbignyi do presente estudo apresentaram tamanho similar
aos relatados para P. motoro (Padua et al., 2010) e P. wallacei, P. motoro e P. aiereba (Oliveira
etal., 2021).

Em conclusdo, verificou-se que as células sanguineas de P motoro e P. orbignyi
apresentam caracteristicas morfoldgicas e morfométricas similares as de outras espécies de
arraias de agua doce, no entanto, a falta de uma padronizacdo na identificacdo e nomenclatura
dos leucdcitos de elasmobranquios continua sendo um problema para o melhor entendimento
das particularidades dessas células em arraias de agua doce. Além disso, estudos devem ser
direcionados para elucidar a funcdo das diferentes populacbes de leucécitos em
elasmobranquios de 4gua doce. Finalmente, os resultados obtidos podem servir de referéncia

para a comparacao dessas espécies de arraias em outros ambientes.
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RESUMO: As parasitoses ocasionadas por protozoarios sanguineos sdo frequentemente
estudadas em anfibios, répteis e aves, no entanto, para arraias de agua doce essas informacoes
sdo escassas. O objetivo deste estudo foi caracterizar morfoldgica e morfometricamente Cyrilia
sp. no sangue das arraias Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi naturalmente
infectadas e avaliar as alteracdes eritrocitarias induzidas pelos parasitos sanguineos. As arraias
foram coletadas em ambientes de agua branca da regido do baixo Rio Solimdes, estado do
Amazonas, Brasil. Foram capturados 130 espécimes juvenis de ambos 0s sexos (81 P. motoro
e 49 P. orbignyi). As extensdes sanguineas foram coradas com solugdo de Giemsa 10 % e
examinadas usando microscopia éptica para a determinacdo da prevaléncia e parasitemia. Os
hemoparasitos foram majoritariamente intraeritrocitarios, embora formas parasitarias também
tenham sido encontradas livres no sangue circulante. A prevaléncia de hemoparasitos foi de
49,2 % e ndo foram observadas diferencas significativas entre as arraias e entre os locais de
captura. Os animais apresentaram baixa parasitemia, com variacdo total de 0 a 1,9 % de
eritrocitos infectados. As formas hemoparasitarias foram classificadas como trofozoitos, pré-
gamontes, macrogamontes e microgamontes. Hipertrofia eritrocitica foi observada em

eritrocitos infectados com pré-gamontes, macrogamontes e microgamontes em ambas as



99

espécies de arraias. Este € o primeiro estudo sobre Cyrilia sp. em arraias provenientes de
ambientes de 4gua branca da bacia hidrografica amazonica. S&o necessarios estudos futuros
para a identificacdo dos estagios esporogdnicos dos parasitos no hospedeiro definitivo e analises
moleculares para diferenciacdo da espécie desses hemoparasitos.

Palavras-chave: arraias de agua doce, Cyrilia sp., eritrocitos, hemoparasitos.

1. INTRODUCAO

As hemogregarinas (Apicomplexa: Adeleorina) constituem um amplo grupo de
protozoarios sanguineos de interesse médico veterinario, podendo afetar uma vasta gama de
hospedeiros domésticos e silvestres (Davies, 1995). Estes organismos possuem um ciclo de
vida heterdxeno, podendo ocorrer em todas as classes de vertebrados (Davies e Johnston, 2000).
Em ambiente aquatico, os peixes, anfibios e répteis sdo considerados hospedeiros
intermediarios enquanto os isopodes da familia Gnathiidae e os hirudineos das familias
Glossiphoniidae e Piscicolidae atuam como hospedeiros invertebrados definitivos (Lainson,
1981; Siddall e Desser, 1993; Davies e Smit, 2001). Estes protozoarios sdo considerados
parasitos intracelulares, podendo ser encontrados no interior de eritrocitos e, eventualmente, de
leucdcitos (Davies, 1995). A invasdo parasitaria desse grupo se deve a presenca de um
complexo apical que facilita a sua entrada na célula hospedeira (Siddall, 1995).

As infeccBes hemoparasitarias podem impactar a satde animal ao ocasionar patologias
variadas e, dependendo da carga parasitaria, podem provocar a mortalidade dos hospedeiros,
gerando grandes perdas econémicas em todo o mundo (Rojas-Pirela et al., 2021). Mesmo em
infeccbes cronicas e subletais, estes parasitos podem afetar os processos biologicos de seus
hospedeiros, prejudicando os mecanismos reprodutivos, as relagdes ecoldgicas e a dinamica
populacional em ambiente natural (Picelli et al., 2020). Apesar do potencial danoso, a maior
parte dos estudos envolvendo os hemoparasitos concentram-se em aves e mamiferos, e mais
recentemente, em anfibios e répteis (Goes et al., 2018; Ungari et al., 2018; Picelli et al., 2020;
Ungari et al., 2021; Ungari et al., 2022; Ceylan et al., 2023).

Para os peixes, sdo frequentemente relatadas hemogregarinas dos géneros Desseria
Siddall, 1995, Cyrilia Lainson, 1981 e Haemogregarina Danilewsky, 1885, sendo os dois
primeiros géneros descritos unicamente em peixes, enquanto espécies de Haemogregarina
também podem ser encontradas em anfibios e répteis (Davies et al., 2004). No Brasil, foram
relatadas a presenca de Desseria mugili em Mugil liza, Haemogregarina platessae em

Paralichthys orbignyanus, Cyrilia lignieresi em Synbranchus marmoratus e Haemogregarina
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daviesensis em Lepidosiren paradoxa (Siddall, 1995; Davies et al., 2008; Eiras et al., 2012;
Esteves-Silva et al., 2019). Para os elasmobranquios dulciaquicolas foram relatadas a presenca
de Cyrilia sp. em Potamotrygon wallacei da bacia do Rio Negro, estado do Amazonas (Magro
et al., 2016; Oliveira et al., 2017) e Haemogregarina sp. em Potamotrygon orbignyi e
Potamotrygon scobina do Rio Piririm, estado do Amapéa (Brito, 2012). Portanto, os relatos
sobre hemoparasitos em espécies de arraias de dgua doce sdo reduzidos.

As arraias de agua doce do género Potamotrygon (familia Potamotrygonidae, subfamilia
Potamotrygoninae) representam um importante componente da ictiofauna amazonica (Lasso et
al., 2016). Algumas espécies deste género vém sendo capturadas ha décadas em ambiente
natural e exportadas para diversos paises da Europa e Asia para fins de ornamentacio e
aquariofilia (IBAMA, 2008; Lasso et al., 2016), enquanto os animais de maior porte sdo
utilizados para fins de consumo alimentar na Amazoénia (Duncan et al., 2010). Embora a
quantidade de estudos envolvendo estas arraias de agua doce tenha aumentado nos ultimos anos,
as informac0es bioldgicas disponiveis ainda sdo fragmentadas e desproporcionais a relevancia
socioeconémica das espécies para a Amazonia.

Este estudo teve como objetivo caracterizar morfolégica e morfometricamente
hemoparasitos presentes no sangue de arraias Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi
provenientes de ambiente natural, além de avaliar as alteracdes eritrocitarias induzidas por esses

parasitos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

As coletas de P. motoro e P. orbignyi foram realizadas em ambientes de agua branca
daregido do baixo Rio Solimdes, estado do Amazonas, Brasil, nas proximidades dos municipios
de Manaquiri, Manacapuru e Iranduba (coordenadas geograficas: 03°17'38,4"S e
60°34'40,8"W; 03°33'22,9"S e 60°28'28,8"W; 03°18'48,2"S e 60°11'03,8"W). As arraias foram
capturadas durante o periodo de setembro de 2022 a fevereiro de 2023, no periodo noturno,
com auxilio de rede de arrasto. Os locais de captura apresentaram as seguintes caracteristicas
fisicas e quimicas da agua (Média + DP): pH: 6,3 + 0,2, O dissolvido: 4,2 + 0,5 mg L™,
temperatura: 30,6 + 1,1 °C, condutividade elétrica: 91,8 + 7,4 uS cm, alcalinidade: 54,2 + 7,9
mg L%, dureza total: 43,4 + 6,6 mg L%, nitrito: 0,02 + 0,01 mg L™ e aménia total: 0,10 + 0,04
mg L.
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2.2 Captura dos animais e coleta sanguinea

Foram capturadas 130 arraias de ambos 0s sexos, sendo 81 espécimes juvenis de P.
motoro (22,4 + 3,8 cm de largura de disco, 38,6 + 6,4 cm de comprimento total e 607,4 + 302,8
g de peso corporal) e 49 juvenis de P. orbignyi (23,1 £ 3,1 cm de largura de disco, 40,4 £ 5,7
cm de comprimento total e 643,3 + 244,5 g de peso corporal). Apos a captura, as arraias foram
anestesiadas com solucdo de benzocaina (1:20,000) para a obtencdo das amostras sanguineas
por puncdo da artéria branquial com a utilizacdo de seringas contendo EDTA 10% (Oliveira et
al., 2012). O sangue foi destinado a confeccdo, em campo, de extensdes sanguineas fixadas
com metanol absoluto até o0 momento da coloracdo em laboratdrio. Os animais foram marcados
e, apds a recuperacdo da anestesia, devolvidos aos locais de captura.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
Federal do Amazonas (processo n°. 2019/010.02.0905) e coleta das arraias foi autorizada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) (Autorizagédo
SISBIO/ICMBio: 41350-6).

2.3 Analises dos hemoparasitos

As extensdes sanguineas previamente fixadas com metanol absoluto foram coradas por
40 min com solucdo de Giemsa 10 % diluida em agua tamponada (pH 7,2-7,4), seguindo a
metodologia de Motta et al. (2013). As extensbes sanguineas foram examinadas usando
microscopia éptica (Bioptika B60 com camera acoplada) em baixa amplia¢do (x400) por 10 a
15 minutos. Em seguida, 100 campos microscopicos foram examinados usando aumento de
100x. Os hemoparasitos foram analisados quanto & localizacéo (intra ou extracelular), formato
do corpo, presenca de capsula e de pigmentos citoplasmaticos, formato e posi¢do do nuicleo e
tipo de célula hospedeira. As descri¢gdes morfoldgicas foram baseadas nos estudos de Davies e
Johnston (2000), Smit et al. (2002), Smit e Davies (2006), Davies et al. (2012) e Magro et al.
(2016). As analises morfométricas de cada forma parasitaria foram determinadas com auxilio
do software de analise de imagens Mosaic 2.2.1 (Tucson Photonics Co., China), sendo medida
a area (um?), comprimento (um) e largura (um) dos parasitos e do nucleo parasitario. A
parasitemia (%) foi calculada observando o numero de células parasitadas em 1000 células
analisadas (Magro et al., 2016). A taxa de prevaléncia (%) das arraias parasitadas foi
determinada de acordo com Bush et al. (1997). A identificacdo dos hemoparasitos foi realizada

usando analises das caracteristicas morfologicas e morfométricas dos protozoarios baseada em
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estudos prévios (Lainson, 1981; Davies e Johnston, 2000; Smit et al., 2002; Smit e Davies,
2006; Telford, 2009; Davies et al., 2012; Lainson, 2012; Magro et al., 2016).

2.4 Analises morfométricas dos eritrdcitos parasitados e ndo parasitados

Para a avaliagdo das alteracfes morfométricas dos eritrocitos, induzidas pela presenca
dos hemoparasitos, foram mensuradas a area (Um?), comprimento (um) e largura (um) dos
eritrocitos e de seus ndcleos. Foram analisados 100 eritrocitos maduros ndo parasitados e 100
eritrécitos parasitados para cada forma parasitéria ou, alternativamente, o nimero maximo de
parasitos encontrados nas extenses sanguineas. As ldminas coradas foram examinadas em
microscopio optico (Bioptika B60 com camera acoplada) e as medidas foram obtidas através

do software de analise de imagens Mosaic 2.2.1 (Tucson Photonics Co., China).

2.5 Analises estatisticas

Os resultados quantitativos foram submetidos aos testes de homocedasticidade de
Levene e normalidade de Shapiro-Wilk. A parasitemia entre as duas espécies de arraias foi
comparada usando o teste de Mann-Whitney (U). A prevaléncia dos hemoparasitos entre P.
motoro e P. orbignyi e entre os trés locais de captura das arraias foram comparadas pelo teste
qui-quadrado de Pearson. As variaveis morfométricas dos parasitos e dos eritrocitos nédo
parasitados e parasitados com as diferentes formas parasitarias foram comparadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn. Todas as analises foram realizadas a 5
% de significancia, com auxilio do software Statistica, versdo 10.0 (StatSoft, Inc., EUA).

3. RESULTADOS

Foram encontrados 64 espécimes de arraias contendo parasitos sanguineos em
diferentes estdgios de desenvolvimento. Os hemoparasitos foram majoritariamente
intracelulares, embora formas parasitarias também tenham sido observadas livres no sangue
circulante. Apenas os eritrocitos maduros foram infectados pelas diferentes formas parasitarias,
todos com o nucleo deslocado lateralmente, ndo sendo observados parasitos intraleucocitarios.

A prevaléncia total de hemoparasitos foi de 49,2 %, sendo 53,1 % em P. motoro e 42,8
% em P. orbignyi, com auséncia de diferencas significativas entre as espécies e entre 0s trés

locais de captura das arraias (p>0,05). As arraias de ambas as espécies apresentaram baixa
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parasitemia, com variacgdo total de 0 a 1,9 % de eritrocitos infectados, e valores de parasitemia
médios de 0,22 % e 0,18 % para P. motoro e P. orbignyi, respectivamente. N&o foi observada
diferenca na parasitemia entre as espécies de arraias (p>0,05).

As formas parasitarias encontradas no sangue de P. motoro e P. orbignyi foram descritas
morfologicamente e classificadas como trofozoitos, pré-gamontes (ou gamontes imaturos),
macrogamontes (ou gamontes femininos) e microgamontes (ou gamontes masculinos) (Figura
1: A-F). Os hemoparasitos observados nas duas espécies de arraias ndo apresentaram diferencas
morfolégicas ou morfométricas que indicassem a presenca de multiplas espécies
hemoparasitarias. Os parametros morfométricos para cada forma parasitaria estdo presentes na
Tabela 1.

Os nucleos eritrocitarios de P. motoro e P. orbignyi infectados pelas diferentes formas
parasitarias ndo apresentaram alteracfes morfométricas e morfologicas tais como achatamento,
alongamento, cariomegalia, picnose, cariorrexe ou caridlise. No entanto, 0s pré-gamontes,
macrogamontes e microgamontes modificaram o comprimento, largura e area dos eritrocitos
parasitados, causando hipertrofia eritrocitica (Tabela 2).

Os trofozoitos apresentaram corpo pequeno e formato delgado, com cauda afilada,
podendo ser curva. O citoplasma foi levemente basofilico corado em azul claro, podendo
apresentar vacuolos, e o nucleo parasitario foi corado em roxo com localizacdo central ou
deslocado para uma das extremidades. Foram encontrados em 13 espécimes de P. motoro e 6
de P. orbignyi, sendo visualizados fora e dentro dos eritrocitos (Figuras 1A e 1B,
respectivamente). Esta forma parasitaria ndo ocasionou alteracGes morfométricas nos
eritrocitos infectados.

Os pre-gamontes apresentaram formato celular alongado, com uma extremidade
anterior larga e uma extremidade posterior mais estreita, sendo esta ultima arredondada (Figura
1C) ou em formado de cauda curva (Figura 1D). Os pré-gamontes sem cauda foram mais
delgados e apresentaram as extremidades ligeiramente encurvadas. O citoplasma basofilico
apresentou coloracdo azul escura e o nucleo coloracdo roxa, sendo posicionado centralmente
ou anteriormente (menos frequente). Esta foi a forma parasitaria mais abundante, sendo
encontrada no interior dos eritrocitos de 100% dos espécimes de P. motoro e P. orbignyi
infectados. Os pré-gamontes causaram alteracfes morfométricas significativas (p<0,05) nos
eritrocitos parasitados.

Os macrogamontes apresentaram formato ovalado, sendo maiores e mais espessos em
comparacdo as demais formas parasitarias. O citoplasma foi vacuolizado e basofilico, com

coloracgéo azul escuro. O nucleo foi corado em roxo e posicionado no centro do parasito (Figura
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1E). Néo ficou evidente a presenca de vacuolo parasitéforo ou de cauda curva. Esta forma
parasitaria foi observada apenas no interior dos eritrcitos, causando alteracdes morfométricas
celulares (p<0,05). Os macrogamontes foram encontrados em 90,7 % de P. motoro e 81,0 % de
P. orbignyi infectadas.

Os microgamontes também foram visualizados apenas no interior dos eritrocitos e
apresentaram formato ovalado, sendo mais delgados em comparacdo aos macrogamontes. O
citoplasma foi basofilico, corado em azul claro e com a presenca de vacuolos citoplasmaticos.
O nacleo apresentou coloracdo roxa, com disposicdo central e cromatina densa (Figura 1F).
Deslocaram o nucleo eritrocitario para a periferia e ocasionaram alteragdes morfométricas
significativas (p<0,05) nas dimensdes dos eritrocitos infectados. Foram encontrados em 46,5 %
de P. motoro e 38,1 % de P. orbignyi parasitadas.

As caracteristicas morfoldgicas e morfométricas das formas parasitarias observadas no
sangue P. motoro e P. orbignyi, indicaram que os hemoparasitos sao do género Cyrilia sp.

(Apicomplexa: Adeleorina: Haemogregarinidae).

Tabela 1. Parametros morfométricos das formas parasitarias de Cyrilia sp. do sangue circulante
de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi. Valores expressam Média + DP.

Formas parasitarias

Parametros
morfométricos Trofozoito Pré-gamonte Macrogamonte Microgamonte
(n=28) (n=100) (n=74) (n=41)

AP (um?) 499+17¢2 57,1+8,6" 652+53°¢ 61,4+ 4,6
CP (pm) 119+13¢% 148+31° 152+28"° 14,4+£2,0°
LP (um) 22+04¢2 45+0,7° 58+09°¢ 4,7+0,9 b
ANP (um?) 10,3+1,6°2 16,1+2,0° 207+21°¢ 19,2+2,3 "¢
CNP (um) 41+09¢% 4,8+0,9% 56+1,3° 51+18¢%
LNP (um) 20+0,32 40+0,7° 53+1,0° 45+1,1%

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as formas parasitérias para cada
parametro morfométrico pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste a posteriori de Dunn.

DP: desvio padrdo; n: nimero amostral; AP: area do parasito; CP: comprimento do parasito; LP: largura do
parasito; ANP: area do nicleo parasitario; CNP: comprimento do nicleo parasitario; LNP: largura do nicleo
parasitario.
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Figura 1. Formas parasitarias de Cyrilia sp. encontradas no sangue de Potamotrygon motoro
e Potamotrygon orbignyi: A. Trofozoito extracelular penetrando no eritrocito; B. Trofozoito
intraeritrocitario; C. Pré-gamonte; D. Pré-gamonte com cauda curva; E. Macrogamonte; F.

Microgamonte. Barra de escala = 10 pum.

Tabela 2. Morfometria (Média + DP) de eritrdcitos de Potamotrygon motoro e Potamotrygon
orbignyi ndo parasitados e parasitados com diferentes formas de Cyrilia sp.

Status de Eritrocitos Nucleo

Espécies infeccdo/ Formas ) )
parasitarias AE (um?)  CE(um) LE(um) ANE (um? CNE (um) LNE (um)

Néo infectado 2176+205% 19,7+14%2 139+10% 287+27% 71+05% 49+0,6°

Trofozoito 220,7+24,1% 201+18% 140+132 282+21?% 69+06°2 45+0,7°2
P. motoro Pré-gamonte 261,9+278% 235+16° 158+15P 279+312 72+092 500,72
Macrogamonte  263,3+31,2° 221+18° 16,7+14° 275+312 74+0,72 43+0,82
Microgamonte  252,2+194° 227+17"° 152+14° 269+38?2 75+0,82 44+042

Né&o infectado 239,2+3432% 20,1+12?% 151+14?2 285+27% 71+052 48+05?

Trofozoito 251,7+423% 206+15% 157+11?2 270+24% 68+0,72 49+09°?
P. orbignyi Pré-gamonte 2912+48,1P 244+23P 19,1+25P 267+4,12% 74+042% 46+05?
Macrogamonte  289,8+31,5° 24,1+14P 188+15P 281+29?% 75+092 44+0,7°2
Microgamonte  2885+44,2° 232+13P 172+18P 273+32?% 71+052% 44+0,8%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os eritrocitos ndo parasitados
e parasitados com diferentes formas parasitarias pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.

DP: desvio padrdo; AE: area do eritrdcito; CE: comprimento do eritrécito; LE: largura do eritrécito; ANE: area do
nucleo do eritrécito; CNE: comprimento do nucleo do eritrocito; LNE: largura do nucleo do eritrocito.
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4. DISCUSSAO

A hemoparasitologia é uma &rea de estudo em franca expansdo por ser de interesse
econbmico, seja para espécies comerciais ou ornamentais. No entanto, ainda sdo poucos 0s
estudos avaliando a diversidade parasitaria, os indices parasitologicos e 0s impactos dos
hemoparasitos em hospedeiros cartilaginosos (Sachaeffner e Smit, 2019). Muitos relatos
presentes na literatura sobre hemoparasitoses em elasmobranquios sdo resultados de
descobertas acidentais dos estagios sanguineos dos parasitos durante as analises hematoldgicas
rotineiras, gerando informac6es fragmentadas e até mesmo inconsistentes.

Entre os hemoparasitos de elasmobranquios encontram-se Haemogregarina delagei em
tubardo Squalus acanthias (Laird e Bullock, 1969), bem como nas arraias Raja brachyura, Raja
microocellata e Raja sp., com prevaléncias de 38, 2 e 17 %, respectivamente (Aragort et al.,
2005). Estas mesmas arraias apresentaram infeccfes concomitantes de H. delagei e
Trypanosoma giganteum, com maior prevaléncia (12 %) observada em R. brachyura (Aragort
et al., 2005). A espécie Haemogregarina hemiscyllii foi encontrada em baixa prevaléncia (6,7
%) no tubardo Hemiscyllium ocellatum (McKiernan et al., 2005). Também foram relatadas
infecces causadas pelo género Desseria sp., sendo encontradas as espécies Desseria dasyatis
em Dasyatis americana (Siddall, 1995), Desseria torpedinis em Torpedo sp. (Siddall, 1995) e
Desseria harriottae na quimera Harriotta raleighana (Davies et al., 2012). Entre os
protozoarios flagelados, ha relatos de infecgcBes causadas por Trypanosoma humboldti no
tubardo Schroederichthys chilensis (Valenzuela et al., 2003), T. giganteum em R. brachyura,
R. microocellata e Raja sp. (Aragort et al., 2005), Trypanosoma haploblephari nos tubarbes
Haploblepharus pictus e Haploblepharus edwardsii (Yeld e Smit, 2006) e Trypanosoma
harriottae em H. raleighana (Davies et al., 2012).

Para as arraias dulciaquicolas sul-americanas foram relatadas a presenca de Cyrilia sp.
em 100 % de P. wallacei (Magro et al., 2016) e Haemogregarina sp. em 34 % de P. orbignyi e
P. scobina (Brito, 2012). A avaliagdo da prevaléncia de Cyrilia sp. em P. wallacei nas diferentes
fases do ciclo hidrolégico do médio Rio Negro, revelou uma variagdo de 13 % de animais
infectados no periodo de enchente e 47 % durante o periodo de seca (Oliveira et al., 2017),
provavelmente devido ao maior adensamento das arraias durante os meses com baixos niveis
de &gua nos rios amazonicos. Esta maior proximidade entre as arraias durante a seca facilita a
transmissdo hemoparasitaria e justifica as elevadas taxas de prevaléncia observadas nas

espécies de 4gua doce, em comparacdo aos elasmobranquios marinhos.
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A identificacdo dos hemoparasitos encontrados no presente estudo foi baseada na
avaliacdo dos caracteres morfologicos e morfométricos dos diferentes estagios de
desenvolvimento parasitario observados no sangue circulante de ambas as espécies de arraias,
em comparacdo com os dados presentes na literatura para este tdxon. A diferenciacdo entre
Haemogregarina sp. e Cyrilia sp. pode ser determinada por meio da quantificacdo dos
esporozoitos no hospedeiro invertebrado, sendo oito para o primeiro grupo e mais de 18 para o
segundo (Siddall 1995), no entanto, como nao foram encontrados ectoparasitas hematofagos
(is6podes ou hirudineos) nas arraias capturadas, o hospedeiro definitivo permanece
desconhecido.

Os protozoarios do género Haemogregarina e Cyrilia sdo conhecidos por produzirem
merontes intraeritrocitarios, em contrapartida, em Desseria sp. 0s estagios de merozoito séo
encontrados apenas no hospedeiro invertebrado definitivo e em o6rgdos do hospedeiro
intermediéario (Siddall, 1995). A auséncia de merontes no sangue das arraias aqui investigadas
poderia sugerir, possivelmente, que os parasitos encontrados pertencem ao género Desseria, no
entanto, foram identificados nas extenses sanguineas gamontes maduros de dois tipos (macro
e microgamontes), com caracteristicas morfoldgicas semelhantes as descritas para Cyrilia
lignieresi, infectando o teledsteo Synbranchus marmoratus (Lainson, 1981), e em Cyrilia sp.,
parasitando a arraia P. wallacei (Magro et al., 2016). A associacdo da auséncia de merogonia
intraeritrocitaria com o género Desseria deve ser interpretada com parcimdnia, visto que o peixe
pulmonado L. paradoxa também ndo apresentou merontes no sangue circulante, levantando a
hipbtese de infeccdo por Desseria sp., porém a caracterizagcdo molecular resultou na descricdo
de Haemogregarina daviesensis com bootstrap de 99% com Haemogregarina sp. isolada do
queldnio Macrochelys temminckii (Esteves-Silva et al., 2019).

As caracteristicas morfométricas dos gamontes maduros (macrogamontes e
microgamontes) do presente estudo foram similares aos macro (15,9 x 5,7 pum) e
microgamontes (13,7 x 5,0 um) de Cyrilia sp. (Magro et al., 2016), porém superiores aos macro
(11,0 x 5,0 um) e microgamontes (8,8 x 4,7 um) de C. lignieresi (Lainson, 1981), assim como
aos gamontes maduros de D. mugili (10,4 x 3,1 um), D. harriottae (8,7 x 3,2 um), H. delagei
(11 x 2 um) e H. platessae (9,4 x 3,1 um) (Eiras et al., 1995; Siddall, 1995; Aragort et al., 2005;
Davies et al., 2008). Os gametdcitos de Haemogregarina bertonii (15 x 3 pum) e de H.
daviesensis (16 x 6 um) também apresentaram dimensdes similares aos encontrados no presente
estudo (Schouten, 1941; Esteves-Silva et al., 2019).

Os pré-gamontes de P. motoro e P. orbignyi apresentaram caracteristicas morfoldgicas

e morfométricas similares as descritas em C. lignieresi e Cyrilia sp., incluindo a presenca de
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cauda curva, citoplasma basofilico e vacuolizagdo, no entanto, ndo foram visualizados gréanulos
azurofilos nos gamontes imaturos das arraias de dgua doce (Lainson, 1981; Magro et al., 2016).
Os trofozoitos foram as menores formas parasitarias observadas no sangue das arraias P. motoro
e P. orbignyi, corroborando as descricbes de Magro et al. (2016). No presente estudo, 0s
parasitos foram encontrados livres no sangue circulante ou no interior dos eritrocitos, no
entanto, esta forma parasitaria também pode infectar mondcitos e linfécitos, bem como células
esplénicas e hepaticas de algumas espécies de peixes (Davies, 1995).

As células sanguineas hemoparasitadas frequentemente sofrem alteracGes morfoldgicas
e morfométricas (Al-Quraishy et al., 2021), sendo que a hipertrofia eritrocitica pode ser um
resultado direto do volume adicional da forma parasitaria no interior do eritrdcito ou ainda uma
resposta eritrocitaria adaptativa a presenca do parasito (Abdel-Haleem et al., 2018; Abdel-Baki
et al., 2020). No presente estudo, todas as formas parasitarias modificaram a morfologia dos
eritrécitos, com o deslocamento do nucleo. Além disso, 0s gamontes imaturos e maduros
provocaram hipertrofia eritrocitica, de modo semelhante ao relatado para lagarto Ptyodactylus
hasselquistii infectado por Karyolysus sp. (Hussein, 2006), para anfibio Rana catesbeiana
infectado por Hepatozoon catesbianae (Desser et al., 1995) e para serpentes Boa constrictor
amarali, Crotalus durissus terrificus, Philodryas patagoniensis e Hydrodynastes gigas
infectadas por Hepatozoon spp. (Moco et al., 2002). Em contrapartida, os eritrocitos de P.
wallacei, P. motoro e P. aiereba parasitados por Cyrilia sp., ndo apresentaram indicios de
aumento celular (Magro, 2013).

A maioria dos gametocitos dos hemogregarideos ndo invade o nucleo celular, mas
desloca-o para a lateral ou para o polo da célula hospedeira, podendo causar um achatamento
e/ou alongamento nuclear, conforme observado em vaérias espécies de serpentes brasileiras
infectadas por Hepatozoon spp. (Mocgo et al., 2002) e no lagarto Varanus albigularis albigularis
infectado por Karyolysus paradoxa (Cook et al., 2016). Em contrapartida, o parasito Cyrilia sp.
modificou a disposi¢do do nucleo dentro da célula, mas ndo ocasionou alteragdes morfoldgicas
nucleares em P. motoro e P. orbignyi do presente estudo, assim como em P. wallacei, P. motoro
e P. aiereba infectadas por esse mesmo hemoparasito (Magro, 2013). Algumas espécies de
Hepatozoon sp. e Karyolysus sp. podem agir de modo diferenciado no interior dos eritrécitos,
apresentando um efeito cariolitico na célula hospedeira, ocasionando a fragmentacéao destrutiva
do nucleo e distribuicdo da cromatina pelo citoplasma (Cook et al., 2016).

As semelhancas morfoldgicas e morfométricas dos hemoparasitos deste estudo indicam
gue o0s parasitos sanguineos encontrados em P. motoro e P. orbignyi pertencem ao género

Cyrilia. Embora a parasitemia observada tenha sido baixa, os hematozoarios afetaram a
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morfologia e morfometria dos eritrcitos infectados. Estas alteracfes sugerem que, em
situacbes com elevada carga parasitémica, a capacidade carreadora de oxigénio e,
consequentemente, o metabolismo energético das arraias pode ser afetado.

Estudos futuros de caracterizacdo de biologia molecular sdo necessarios para a

identificacdo da espécie de Cyrilia encontrada no presente estudo.
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CAPITULO IV
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BIOQUIMICO PLASMATICO DE Potamotrygon motoro E Potamotrygon orbignyi DE
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RESUMO: As doencas hemoparasitarias sdo consideradas um fator critico na conservagdo de
animais da vida selvagem, podendo ocasionar declinios populacionais e até a extincdo de
espécies. Recentemente, foi registrada a ocorréncia de hemoparasitos no sangue de arraias de
agua doce da regido Amazonica, no entanto, o impacto destes parasitos nos parametros
sanguineos das arraias ainda € desconhecido. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia
de hemoparasitos e seu impacto nos parametros hematoldgicos e bioquimicos plasmaticos em
Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi da regido do baixo rio Solimdes, Amazonas,
Brasil. Foram capturados 130 arraias juvenis, de ambos os sexos, sendo 81 espécimes de P.
motoro e 49 de P. orbignyi. Foram encontrados gametdcitos de Cyrilia sp. infectando eritrocitos
maduros, com parasitemia variando de 0 a 1,9 % de células infectadas. A prevaléncia total de
infeccdo foi de 49,2 %, ndo sendo observada diferenca significativa na prevaléncia e
parasitemia entre as espécies, bem como entre machos e fémeas de ambas as espécies estudadas.
O hemoparasitismo ndo ocasionou alteracdes significativas nos parametros sanguineos dos
animais. Em contrapartida, a parasitemia apresentou significativa correlacdo negativa com o
hematocrito, hemoglobina, nimero de eritrocitos e proteinas plasmaticas em P. motoro, e com

hematocrito e hemoglobina em P. orbignyi. De modo geral, a baixa parasitemia ndo gerou
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alteracOes nas respostas fisiologicas de P. motoro e P. orbignyi, no entanto, as correlacGes
negativas observadas ressaltam o potencial dano que os hemoparasitos podem ocasionar na
demanda energética das arraias em situacdes com elevada carga parasitaria. Este é o primeiro
relato sobre o impacto de infecgdes hemoparasitarias em parametros fisioldgicos de arraias de
agua doce e esses dados podem contribuir para 0 acompanhamento da satde dessas populacbes
selvagens.

Palavras-chave: Amazodnia, conservacao, hematologia, hemoparasitos, arraia de agua doce.

1. INTRODUCAO

As doencas parasitarias podem afetar de forma significativa a biodiversidade,
ocasionando declinios temporarios ou permanentes na abundancia e distribuicdo dos
hospedeiros em ambiente natural (Motta et al., 2013), pois 0s parasitos estdo ecologicamente
envolvidos em importantes mecanismos regulatorios de populacdes de vida selvagem (Picelli
et al., 2020). O sinergismo entre as infeccBes e outros fatores, como a perda de habitat,
mudancas climaticas, sobre-exploracao, introducdo de espécies invasoras e poluicdo ambiental,
tem contribuido para extingdes de varios tdxons em nivel local e global (Daszak et al., 2000;
Castro e Bolker, 2005; Smith et al., 2009).

Apesar dos parasitos serem frequentemente estudados (Chagas et al., 2015; Tavares-
Dias, 2015; Jer6bnimo et al., 2017; Rocha et al., 2018; Jerdbnimo et al., 2022), existe um grupo
relativamente pouco analisado em peixes amazonicos, 0s hemoparasitos. Estes protozoarios sao
caracterizados por utilizarem o sangue do hospedeiro para crescimento e reproducdo, sendo
encontrados livres no sangue circulante ou no interior das células sanguineas (Valkiunas, 2005).
Durante longo periodo, a maioria dos parasitos sanguineos foram considerados inofensivos por
serem normalmente encontrados em animais clinicamente saudaveis (Motta et al., 2013).
Embora as infecgdes hemoparasitarias possam ser silenciosas e ficarem evidentes apenas
mediante uma resposta clinica do hospedeiro a infeccdo (Valkiunas, 2005), estes parasitos
podem impactar negativamente seus hospedeiros, especialmente durante situacGes de estresse
ou de alta demanda energética, afetando o comportamento reprodutivo, o sucesso competitivo,
a eficiéncia bioldgica e as condi¢des corporais (Sabagh et al., 2015; Ola-Fadunsin et al., 2021;
Gonzélez et al., 2021; Apache et al., 2023). Atualmente, 0 hemoparasitismo é considerado um
desafio para a saude, producdo e reproducdo de algumas espécies animais, causando a

destruicdo dos eritrocitos, resultando em anemia, diminuindo o peso corporal dos individuos,
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reduzindo a fecundidade e, dependendo da carga parasitaria, pode levar a morte dos hospedeiros
(Gonzélez et al., 2021; Ola-Fadunsin et al., 2021).

As investigacOes sobre hemoparasitoses concentram-se principalmente na descricdo da
diversidade parasitaria. Porém, os efeitos sanguineos destas infec¢des ainda sao desconhecidos
para varias espécies, como os elasmobranquios de agua doce. Apenas recentemente foram
publicadas as primeiras informacdes cientificas acerca da presenca de hemoparasitos no sangue
circulante das arraias do género Potamotrygon, com a descricdo de uma provavel nova espécie
de Cyrilia sp. (Apicomplexa: Haemogregarinidae) em Potamotrygon wallacei (Magro et al.,
2016) e com a avaliacéo da flutuacéo da prevaléncia dos hemoparasitos em P. wallacei ao longo
do pulso de inundagdo do médio Rio Negro, Amazonas (Oliveira et al., 2017).

As arraias do género Potamotrygon (familia Potamotrygonidae, subfamilia
Potamotrygoninae) sdo exclusivas de ambientes de agua doce, ocorrendo naturalmente nas
aguas continentais da América do Sul (Carvalho et al., 2016). No entanto, existem registros de
populacOes estabelecidas fora da sua area de distribuicdo nativa, como em sistemas fluviais de
Singapura (Ng et al., 2010) e Indonésia (Jerikho et al., 2023). Embora pouco estudadas, quando
comparados aos teledsteos e aos elasmobranquios marinhos, estas arraias representam um
importante componente da fauna neotropical dulciaquicola e possuem elevada importancia
socioecondmica, sendo utilizadas tanto para fins ornamentais (IBAMA, 2008) quanto para fins
de consumo alimentar na Amazonia (Oliveira et al., 2023; Andrade et al., 2024). Apesar de sua
importancia, muitas espécies de Potamotrygon sp. ainda permanecem desprotegidas pela
Convencao sobre o Comeércio Internacional de Espécies da Fauna e Flora Selvagens Ameacadas
de Extincdo (CITES) devido a insuficiéncia de dados bioldgicos, populacionais e comerciais
(Jerikho et al., 2023).

Com intuito de agregar conhecimentos sobre a biologia de espécies do género
Potamotrygon sp. e identificar possiveis fatores de risco para populacdes selvagens, este estudo
teve como objetivo avaliar a ocorréncia de hemoparasitos e o impacto da hemoparasitose em
parametros hematoldgicos e bioquimicos plasmaticos de Potamotrygon motoro e Potamotrygon

orbignyi da bacia Amaz6nica, no Brasil.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Captura dos animais e coleta sanguinea

As coletas de campo ocorreram em ambientes de agua branca na regido do baixo rio

Solimdes, Amazonas, Brasil, nos arredores dos municipios de Manaquiri, Manacapuru e
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Iranduba (coordenadas geograficas: 03°17'38,4"S e 60°34'40,8"W; 03°33'22,9"S e
60°28'28,8"W; 03°18'48,2"S e 60°11'03,8"W). As arraias foram capturadas durante o periodo
de setembro/2022 a fevereiro/2023, no periodo noturno, com auxilio de rede de arrasto. Os
locais de captura apresentaram as seguintes caracteristicas fisicas e quimicas da agua (Média +
DP): pH: 6,3 + 0,2, O, dissolvido: 4,2 + 0,5 mg L, temperatura: 30,6 + 1,1 °C, condutividade
elétrica: 91,8 + 7,4 uS cm?, alcalinidade: 54,2 + 7,9 mg L™, dureza total: 43,4 + 6,6 mg L™,
nitrito: 0,02 + 0,01 mg L e aménia total: 0,10 + 0,04 mg L.

Foram capturadas 130 arraias de ambos os sexos, sendo 81 espécimes juvenis de
Potamotrygon motoro (22,4 + 3,8 cm de largura de disco, 38,6 + 6,4 cm de comprimento total
e 607,4 =+ 302,8 g de peso corporal) e 49 juvenis de Potamotrygon orbignyi (23,1 £ 3,1 cm de
largura de disco, 40,4 £ 5,7 cm de comprimento total e 643,3 £ 244,5 g de peso corporal).
Imediatamente apds a captura, as arraias foram anestesiadas com solucdo de benzocaina
(1:20,000) para a obtencdo das amostras sanguineas por puncdo da artéria branquial com a
utilizacdo de seringas com EDTA 10 % (Oliveira et al., 2012). O eritrograma e 0s esfregacos
sanguineos foram realizados em campo, enquanto o plasma foi obtido por centrifugacédo a 2.680
X g por 10 minutos (SciSpin Mini Microfuge, UE) e armazenado em freezer -80 °C até o
momento da determinacdo dos constituintes bioquimicos. A determinacdo sexual foi realizada
por meio da observacdo macroscopica do clasper. Os animais foram marcados e, ap6s a
recuperacdo da anestesia, devolvidos aos locais de captura.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto
Federal do Amazonas (processo n°. 2019/010.02.0905) e coleta das arraias foi autorizada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIio) (Autorizagédo
SISBIO/ICMBIo: 41350-6).

2.2. Anélises hematologicas

O hematocrito foi determinado pelo método de microhematdcrito, a concentracéo de
hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina e a contagem de eritrécitos (RBC) foi
feita em camara de Neubauer, apds a diluicdo do sangue em solucdo de formol-citrato. O
volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
foram calculadas de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013). As contagens totais de leucécitos
e trombdcitos, bem como a contagem diferencial de leucdcitos, foram realizadas em extensdes
sanguineas coradas com May Grunwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias e Moraes, 2006).

A bioquimica plasmatica foi determinada com auxilio de kits comerciais especificos

para cada constituinte (Labtest Diagnostica S.A., Brasil e In Vitro Diagnostica Ltda, Brasil). A
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concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de biureto modificado. A
albumina pelo método de verde de bromocresol. A globulina foi calculada a partir da subtragéo
dos valores de proteinas plasmaticas totais e aloumina, para posterior determinacédo da relacao
albumina/globulina (A:G). A glicose plasmatica foi determinada pelo método da glicose
oxidase. Os triglicerideos, colesterol total e acido urico pelo método enzimético-colorimétrico.
A ureia pela metodologia da urease modificada. Os niveis plasmaticos de cloreto, fosforo e
magnésio foram determinados pelos métodos de tiocianato de mercurio, fosfomolibdato UV e
azul de xilidila, respectivamente. Todas essas analises foram lidas em espectrofotdmetro com
diferentes comprimentos de onda (Shimadzu Corp., UV-1280, Japdo). As concentracOes de
sodio e potéssio foram determinadas em fotdmetro de chama (Digimed DM 61, Brasil). As
enzimas Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) e Creatina
Quinase Total (CK) foram determinadas pelo método cinético UV e a Fosfatase Alcalina (ALP)
pelo método p-Nitrofenilfosfato, com auxilio de kits comerciais especificos (Labtest
Diagndstica S.A., Brasil) e analises em leitor de microplaca (Molecular Devices SpectraMax
Plus 384, EUA).

2.3 Analises dos hemoparasitos

As extensdes sanguineas foram secas ao ar livre, fixadas em metanol absoluto e coradas
por 40 min com solucdo de Giemsa 10 % diluida em agua tamponada (pH 7,2-7,4) (adaptado
de Motta et al., 2013). As extensbes foram examinadas por meio de microscopia Optica
(Bioptika B60 com camera acoplada) em baixa ampliacdo (x400) por 10 a 15 min. Em seguida,
100 campos microscopicos foram examinados em aumento de 1000x, com a utilizacéo de 6leo
de imersdo. A taxa de prevaléncia (%) das arraias parasitadas foi determinada de acordo com
Bush et al. (1997). A parasitemia (%) foi calculada observando o numero de células parasitadas
em 1000 células analisadas e depois multiplicando por 100 (Magro et al., 2016). A identificacdo
dos hemoparasitos foi realizada por meio da analise das caracteristicas morfologicas dos

protozoérios baseada em estudos prévios (Telford, 2009; Lainson, 2012; Magro et al., 2016).

2.4. Andlises estatisticas

A média e o desvio padrédo de cada parametro hematoldgico e bioquimico plasmatico
foram calculados de acordo com a espécie e com o status de infec¢do (negativo e positivo). Os
dados foram inicialmente analisados pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, em seguida,
submetidos ao teste U de Mann-Whitney para a comparacdo das médias de animais infectados

e ndo-infectados e para a comparagdo da parasitemia entre machos e fémeas. O teste qui-
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quadrado de Pearson foi utilizado para comparar a prevaléncia dos hemoparasitos entre P.
motoro e P. orbignyi e entre machos e fémeas de cada espécie isoladamente. O coeficiente de
correlacdo de Spearman (rs) foi utilizado para determinar as correlagdes entre a parasitemia e
0s parametros sanguineos. Todas as analises foram realizadas a 5% de significancia, com

auxilio do software Statistica, versao 10.0 (StatSoft, Inc., EUA).
3. RESULTADOS

Todas as arraias capturadas apresentaram boas condicdes de higidez durante o seu
exame fisico, ndo sendo observadas les6es no corpo tais como deformidades, laceracbes e
mutilacdo, ou sinais clinicos que evidenciassem algum tipo de doenca. Os indices parasitarios
estdo apresentados na Tabela 1. Das 130 arraias analisadas, 64 espécimes apresentaram
gametocitos de Cyrilia sp. em diferentes estagios de desenvolvimento. Os parasitos foram
encontrados majoritariamente no interior de eritrocitos maduros, deslocando lateralmente o
nucleo (Figura 1, A e B), embora parasitos extracelulares também tenham sido observados.

A prevaléncia geral de infeccdo foi de 49,2 % (53,1 % para P. motoro e 42,8 % para P.
orbignyi), ndo sendo observada diferencas significativas entre as espécies (p= 0,258) e entre
machos e fémeas de P. motoro (p=0,917) e de P. orbignyi (p= 0,804). Quanto a intensidade da
infeccdo, foi encontrada baixa parasitemia para ambas as espécies de arraias, com variacao total
de 0 a 1,9 % de eritrocitos infectados, e valores parasitémicos médios de 0,22 % e 0,18 % para
P. motoro e P. orbignyi, respectivamente. N&o foi observado efeito do sexo na parasitemia total
(p=0,539) e para P. motoro (p=0,438) e P. orbignyi (p=0,991), individualmente.

Tabela 1. indices parasitoldgicos de Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi infectadas

com gametocitos de Cyrilia sp.

Indices parasitoldgicos ~ Potamotrygon motoro Potamotrygon orbignyi Espécies combinadas
Animais analisados (n) 81 (4 40/ 2 41) 49 (822192 27) 130 (&4 62/ Q 68)
Animais parasitados (n) 43 (321192 22) 21(309/212) 64 (3 30/ 2 34)
Prevaléncia (%) 53,1 (& 52,5/ Q 53,6) 42,8 (4 40,9/ Q 44,5) 49,2 (& 48,4/ 2 50,0)
Parasitemia Média 0,22 (4 0,26/ 2 0,18) 0,18 (8 0,15/ 20,20) 0,20 (% 0,22/ 2 0,19)
(%) Min-Max 0-1,9 (3 0-1,9/920-1,2) 0-1,2(30-0,6/90-1,2) 0-1,9(30-1,9/% 0-1,2)
Local de infec¢do Interior dos eritrocitos (majoritariamente). Livres no sangue circulante (raramente).

& machos; Q: fémeas; n: nimero amostral; Min: minimo; Max: maximo.
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Figura 1. Eritrocitos maduros de Potamotrygon motoro (A) e Potamotrygon orbignyi (B)

infectados com gametdcitos de Cyrilia sp.

A auséncia de efeito do sexo na prevaléncia, parasitemia e sobre 0s parametros
hematoldgicos de P. motoro e P. orbignyi (determinado em estudos prévios), possibilitou o
agrupamento de machos e fémeas para cada espécie. Ndo foram observadas diferencas
significativas nos pardmetros sanguineos de P. motoro e P. orbignyi ndo infectados e infectados
com gametocitos de Cyrilia sp. (Tabela 2). No entanto, P. motoro apresentou significativas
correlagcdes negativas entre a parasitemia e os niveis de hematdcrito (rs= -0,356; p= 0,002),
hemoglobina (rs=-0,281; p=0,019), RBC (rs=-0,280; p= 0,019) e proteinas plasmaéticas totais
(rs=-0,285; p=0,017). Em P. orbignyi houve significativas correlaces negativas apenas entre
a parasitemia e os valores de hematdcrito (rs=-0,326; p=0,027) e de hemoglobina (rs= -0,293;
p=0,048).

4. DISCUSSAO

Os hemoparasitos incluem, entre outros, os filarideos, que vivem nos tecidos de seus
hospedeiros e liberam microfilarias na circulagdo. Os protozoarios flagelados, que circulam no
sangue periférico, e os esporozoarios intracelulares, que completam parte do seu ciclo de vida
dentro de células sanguineas (Valkiunas, 2005). Em peixes, sdo frequentemente relatadas
espécies de hemoparasitos do Filo Euglenozoa (Familia Trypanosomatidae) e do Filo
Apicomplexa (Familia Haemogregarinidae) (Siddall, 1995). Os esporozoarios da familia
Haemogregarinidae sdo compostos pelos géneros Haemogregarina, Cyrilia e Desseria, sendo
os dois ultimos descritos unicamente em peixes, enquanto especies de Haemogregarina

também podem ser encontradas em anfibios e répteis (Davies et al., 2004).
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Tabela 2. Hematologia comparativa (Média £ DP) entre juvenis de Potamotrygon motoro e

Potamotrygon orbignyi ndo infectados e infectados com gametécitos de Cyrilia sp.

Potamotrygon motoro Potamotrygon orbignyi

Parametros sanguineos  NAo infectado Infectado Nao infectado Infectado

(n=38) (n=43) (n=28) (n=21)
Hematocrito (%) 20,97 £5,14 19,83+3,44 0,24 20,54 + 2,69 20,00+1,62 043
Hemoglobina (g dL™) 4,02+1,25 3,72 £ 0,66 0,17 4,01 0,58 3,89+£058 0,45
RBC (x108 pL?) 0,37 £ 0,09 0,34+0,07 0,10 0,35+ 0,05 0,36+0,05 0,65

VCM (fL)
CHCM (g dL™)
Trombdcitos (uL)
Leucdcitos (pL)
Linfécitos (uL)

571,48 +84,30 576,61+92,20 0,80

19,07 + 3,17 1891+246 0,80
1357,2+6851 1377,8+608,1 0,89
3874,1+1195,3 3704,2 +1187,8 0,53
1992,7£820,5 1893,8+708,8 0,57

598,75 +59,41 579,50 + 56,02 0,25

19,13+ 2,26 19,01+174 0,84
1549,2 +559,5 1548,4+469,0 0,99
4265,8 + 1227,7 4085,8 +1140,1 0,60
21439 £510,4 2204,4+851,3 0,75

Linfocitos (%) 5096+1111 51,36+890 086 5232+1258 53,10+1092 0,82
Mondcitos (L) 10358+369,7 974,9+4146 050 9963+4729 9343+3915 0,62
Monécitos (%) 2711+711 2611699 052 2266+633  2302+670 0,84
Heterofilos (UL) 776,1+3689 768,7+3346 092 1066,6+6006 8747+3175 0,19
Heterdfilos (%) 2009+7,75  20,61+623 074  2352+951  2212+830 0,59
Eosinéfilos (pL) 248+231 21,2+252 052  189+268 194+19,9 0,94
Eosindfilos (%) 0,65 + 0,56 060+071 072  0,48+0,66 045+042 0,85
Basofilos (UL) 44,6 +39,7 488+399 065  39,9+310 529+251 0,12
Basofilos (%) 1,16 +0,97 142+117 031  1,02+0,84 1,31+062 0,18
Glicose (mmol L) 2,83+0,72 274+068 059  2,49+053 248+065 0,61
Proteinas totais (g L) 11,88+251  11,65+201 065  11,33+209  1142+186 0,86
Albumina (g L) 2,46 +0,91 222+074 019  246+0,77 241+083 0,79
Globulina (g L) 9,42 +2,05 944+166 096  886+1,60 9,02+144 0,72
Relacio A:G 0,26 +0,10 024+008 026  0,28+0,08 027+010 0,62
Triglicerideos (mmol L) 0,60 0,13 055+011 007  0,46+0,08 043+006 0,08
Colesterol total (mmol L) 1,28 +0,19 128+023 095  110+0,21 1,15+0,19 035
Acido drico (umol L) 84,88+4298 8857+44,88 0,71 10333+40,05 94,11+3125 0,38
Ureia (mmol L) 4,52 +1,26 464+132 072  4,28+108 482+144 0,14

118,37 £ 15,13 122,92 + 14,33 0,17
241,51 +30,02 239,74+26,71 0,78

121,83 +£12,98 123,93 +14,07 0,59
230,14 27,19 235,34+28,69 0,52

Cloreto (mmol L)
Sodio (mmol L?)

Potéssio (mmol L) 751+£1,04 794+124 0,09 7,67+1,13 7,55+£1,10 0,71
Magnésio (mmol L1) 1,93+0,34 1,88+0,46 0,50 1,90 + 0,46 1,76+0,32 0,18
Fosforo (mmol L) 2,58 £0,30 255+036 0,76 2,62+0,28 261+£027 093
AST (U LY 38,34+11,02 3939+1162 069 39,42+1045 43,38+13,60 0,25
ALT (ULY) 3,81+£0,83 394+£098 051 3,75+ 0,94 405+1,00 0,28
ALP (U LY 29,33 £9,87 31,45+10,88 0,38 3422+1458 3137+1285 0,48
CK(ULY 6759+346,3 6776+3294 098 723,6+3669 6515+4270 0,52

RBC, nimero de eritrdcitos; VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentracdo de hemoglobina corpuscular
média; Relagdo A:G, relagdo albumina:globulina; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina
aminotransferase; ALP, fosfatase alcalina; CK, creatina quinase total.

A identificacdo dos hemoparasitos no presente estudo foi baseada nos caracteres
morfologicos e morfométricos dos estadgios sanguineos observados nas arraias, e nas suas

similaridades com Cyrilia lignieresi em eritrocitos de Synbranchus marmoratus (Lainson,



122

1981) e com Cyrilia sp. observada em eritrécitos de P. aiereba, P. wallacei e P. motoro (Magro,
2013; Magro et al., 2016; Oliveira et al., 2017). No entanto, como um mesmo hemoparasito
pode apresentar caracteristicas morfologicas distintas (Sloboda et al., 2007), sdo necessarias
analises moleculares dos parasitos juntamente com o C. lignieresi e Cyrilia sp. encontrados por
Magro et al. (2016), para a diferenciacdo ao nivel de espécie.

Em elasmobranquios marinhos foi relatada a presenca de Haemogregarina delagei no
sangue das arraias Raja brachyura, Raja microocellata e em duas espécies ndo identificadas de
Raja sp. (Aragort et al., 2005), Desseria dasyatis em Dasyatis americana (Siddall, 1995),
Desseria torpedinis em espécies ndo identificadas da arraia Torpedo sp. (Siddall, 1995) e
Desseria harriottae na quimera Harriotta raleighana (Davies et al., 2012). Entre os
protozoarios flagelados, ha relatos de infec¢bes por Trypanosoma humboldti no tubardo
Schroederichthys chilensis (Valenzuela et al., 2003), Trypanosoma giganteum em R. brachyura
e R. microocellata (Aragort et al.,, 2005), Trypanosoma haploblephari nos tubardes
Haploblepharus pictus e Haploblepharus edwardsii (Yeld e Smit, 2006) e Trypanosoma
harriottae em H. raleighana (Davies et al., 2012).

N&o ha relatos na literatura sobre Trypanosoma sp. em arraias de agua doce, no entanto,
a presenca de gametocitos da familia Haemogregarinidae no sangue circulante de P. motoro e
P. orbignyi corroboram os relatos na literatura para diferentes espécies da subfamilia
Potamotrygoninae. Os gametocitos também foram observados no interior de eritrocitos das
arraias Paratrygon aiereba, Potamotrygon wallacei e P. motoro oriundas da bacia do Rio
Negro, com taxas de prevaléncia de 73,3, 69,7 e 63,1 %, respectivamente (Magro, 2013; Magro
et al., 2016). Por outro lado, extensBes sanguineas de Potamotrygon scorbina e P. orbignyi
coletadas no Rio Piririm (Amapa, Brasil) revelaram a presenca de Haemogregarina sp. em 33,9
% das arraias (Brito, 2012). A avaliacéo da influéncia do pulso de inundacéo sobre a incidéncia
dos hemoparasitos em P. wallacei da bacia Rio Negro demonstrou que a reducdo dos niveis da
agua do rio resulta em maior susceptibilidade a infeccdo por Cyrilia sp., com prevaléncia
variando de 13 % no periodo de cheia a 47 % durante a seca (Oliveira et al., 2017).

Durante os meses de vazante e seca, 0S protozoarios sanguineos se aproveitam de
flutuacdes da temperatura, reducéo dos niveis de oxigenacdo da 4gua, aumento da competicdo
territorial e do adensamento das arraias para se reproduzir e proliferar no sangue dos
hospedeiros (Oliveira et al., 2017). As mudancas ontogenéticas na dieta do hospedeiro também
podem afetar a prevaléncia hemoparasitaria, visto que a possibilidade de ingestdo de
hospedeiros paraténicos, tais como peixes infectados, aumenta com a idade e podem contribuir

para maiores cargas parasitarias em animais adultos (Nobrega et al., 2022). Considerando que
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no presente estudo as arraias foram capturadas durante o periodo de seca dos rios, as taxas de
prevaléncia dos hemoparasitos aqui observadas representam valores criticos em decorréncia
das condi¢cdes ambientais. Porém, foram capturados apenas individuos de desenvolvimento
juvenil, sendo necessarios mais estudos avaliando o potencial patogénico dos hemoparasitos
em animais de maior porte.

A intensidade dos danos causados pelos parasitos varia de acordo com a espécie
parasitaria, quantidade de parasitos, tipo de tecido parasitado e o estado de saude do hospedeiro
(Tavares-Dias, 2015). Os hemoparasitos sdo considerados bem adaptados e geralmente mantem
uma relagcdo ndo danosa com seus hospedeiros (Davies, 1995), no entanto, fatores como estado
fisioldgico e nutricional dos peixes e alteracbes nas propriedades fisicas e quimicas da agua
podem interferir no delicado equilibrio existente entre parasito, hospedeiro e ambiente,
favorecendo a multiplicacdo dos hemoparasitos e interferindo nos indices parasitarios (Kadlec
et al., 2003). A parasitemia observada no presente estudo foi considerada baixa (<2 %), assim
como observado em P. wallacei infectada com Cyrilia sp. (Magro et al., 2016) e R. brachyura,
R. microocellata e Raja sp. infectadas com H. delagei (Aragort et al., 2005). As baixas taxas
parasitémicas relatadas para diferentes grupos taxonémicos sugerem que a patogenicidade
destes parasitos € subclinica e de baixa intensidade, ndo sendo possivel observar alteracdes nos
parametros sanguineos (Knotkova et al., 2012; Motta et al., 2013; Goes et al., 2018; Gonzalez
et al., 2021; Apache et al., 2023).

Dependendo do nivel de infeccdo parasitaria podem ocorrer mecanismos fisioldgicos de
ajuste e compensacdo, ocasionando alteracdes hematoldgicas e bioquimico plasmaticas (Motta
et al., 2013). Nos hospedeiros vertebrados, os eritrocitos maduros sdo as principais células
parasitadas (Davies, 1995) e, no seu interior, 0s hemoparasitos podem atingir um tamanho
suficiente para deslocar e desintegrar o nucleo, provocando hipertrofia eritrocitica e
desemoglobinizacdo celular (Wozniak et al., 1994). Infec¢des com elevada parasitemia podem
ocasionar um quadro de anemia hemolitica, enfraquecimento da resposta imunoldgica ou um
desequilibrio no metabolismo energético dos hospedeiros, tornando-0s mais suscetiveis aos
predadores e a patdgenos oportunistas (Schmid-Hempel, 2009). As arraias do presente estudo
apresentaram eritrdcitos infectados com o ndcleo deslocado lateralmente, no entanto, nao foram
observadas células com ndcleo desintegrado. Também ndo foram observados indicios de
anemia e alteracOes leucocitarias em decorréncia da infeccdo por Cyrilia sp., provavelmente
devido a baixa parasitemia observada, corroborando com os relatos para R. brachyura, R.
microocellata e Raja sp. infectadas com H. delagei, T. giganteum ou com ambos parasitos
(Aragort et al., 2005).
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Estudos avaliando o efeito da hemoparasitose em pardmetros sanguineos de
elasmobranquios sdo escassos, no entanto, para répteis, anfibios e aves as informac6es sdo mais
constantes. Infec¢Bes causadas por Hepatozoon spp. ndo afetaram os parametros hematoldgicos
dos crocodilianos Crocodylus niloticus e Caiman latirostris (Leslie et al., 2011; Nobrega et al.,
2022), assim como das serpentes Ophiophagus hannah e Homalopsis buccata (Salakij et al.,
2002a,b). Também ndo foram observadas respostas sanguineas adaptativas na ave Aburria
jacutinga infectada por Plasmodium sp. e Haemoproteus sp. (Motta et al., 2013). Em
contrapartida, a hemoparasitose em anfibios desencadeou eritropoiese, resultando em um
aumento no namero de eritroblastos no sangue periférico (Gonzalez et al., 2021). Os quelénios
Kinixys belliana e Kinixys homeana infectados com hemogregarinas ndo identificadas
apresentaram indicios de destruicdo celular, com reducdo nos valores de hematocrito,
hemoglobina e CHCM, além de mobilizacdo do sistema imune, como aumento dos leucdcitos
totais, linfocitos e eosinofilos (Adetunji e Adeyemo, 2020). A espécie Podocnemis vogli
infectada por Haemogregarina sp. e Haemocystidium sp. apresentou aumento nos eritrocitos e
reducdo no VCM, provavelmente uma resposta do sistema hematopoiético em funcdo da
hemolise causada pelos parasitos (Apache et al., 2023).

Embora o presente estudo ndo tenha observado altera¢fes na bioquimica plasmatica das
arraias infectadas, os parasitos podem desencadear estresse e, com isso, mobilizar o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, alterando a concentracdo dos substratos
energéticos no plasma de arraias marinhas (Cain et al., 2004), além de afetar o balanco
hidromineral, promovendo um desequilibrio osmorregulatério em teledsteos (Oba et al., 2009).
Mudancas nas concentracdes plasmaticas das enzimas AST, ALT, ALP e CK também fornecem
indicios de ruptura celular e potencial necrose decorrentes de infecgdes parasitarias graves em
aves (Valkiunas, 2005). Alteracfes bioquimicas foram observadas em quelbnios P. vogli
infectados por Haemogregarina sp. e Haemocystidium sp. com elevagdo nos niveis plasméticos
de glicose, colesterol e AST (Apache et al., 2023) e em K. belliana e K. homeana infectadas
com espécies de hemogregarinas com aumento de AST e ALT, além de hipoproteinemia
(Adetunji e Adeyemo, 2020). Tais alteracBes sdo indicios de mobilizagdo energética mediante
processos infecciosos, enquanto a elevacdo das enzimas intracelulares estd provavelmente
relacionada a hemolise e eritrofagocitose causadas pelo parasito (Kaneko et al., 2008).

As correlacdes negativas significativas encontradas neste estudo, em associa¢do com 0s
dados disponiveis na literatura para diferentes espécies, evidenciam que a magnitude das
alteracfes sanguineas e os efeitos clinicos induzidos pelos hemoparasitos estdo diretamente

relacionados a intensidade da parasitemia (Davies, 1995). Mesmo em casos em que 0S Sinais
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clinicos e as altera¢fes sanguineas decorrentes de hemoparasitoses sejam leves ou ausentes, 0S
efeitos negativos do parasitismo podem ser amplificados quando associados a outros agentes
etioldgicos (Davidar e Morton, 2006), especialmente quando as coinfec¢des envolvem bactérias
ou virus patogénicos (Hananeh et al., 2022).

De modo geral, ndo houve evidéncias de alteracbes hematoldgicas e bioquimicas
plasméticas em P. motoro e P. orbignyi de vida livre devido a infeccdo por Cyrilia sp. No
entanto, foram observados indicios de danos potenciais dos hemoparasitos na capacidade
carreadora de oxigénio nessas arraias em situacdes com elevada carga parasitaria. Assim, o
presente estudo traz o primeiro relato sobre o impacto de infeccGes hemoparasitarias em
parametros sanguineos de duas espécies de arraias de agua doce e os dados gerados podem

contribuir para 0 acompanhamento da satde dessas populacdes naturais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos sdo pioneiros para as duas espécies de arraias dulciaquicolas em
ambientes de agua branca e, de modo geral, contribuiram para o conhecimento sobre a biologia
destas espécies amazonicas, alem de servirem de base para a avaliacdo do estado de saude das
arraias em ambiente natural, possibilitando a deteccéo de disturbios hematolégicos, bem como
a identificacao dos ajustes fisioldgicos adaptativos decorrentes de alteragdes ambientais ou de
infeccdes, tais como as causadas por hemoparasitos.

O sexo ndo exerceu influéncia no eritrograma, leucograma e bioquimica plasmatica de
P. motoro e P. orbignyi, em contrapartida, esses animais neonatos e juvenis apresentaram
caracteristicas hematoldgicas distintas. Os baixos valores do eritrograma corroboraram o modo
de vida sedentario das arraias de agua doce em comparacao aos elasmobranquios marinhos e
aos teledsteos. A bioquimica plasmatica determinada, em comparagdo aos dados da literatura,
demonstrou influéncia de fatores externos, tais como o tipo de alimentacdo e as propriedades
fisicas e quimicas da agua. Portanto, os dados sanguineos de uma espécie nao podem ser
extrapolados para todas as espécies, ressaltando a necessidade de mais estudos com diferentes
espécies de potamotrigonineos em sistemas fluviais diversificados. Em funcdo do elevado
namero amostral, foram estabelecidos intervalos hematoldgicos de referéncia para P. motoro e
P. orbignyi em ambientes de agua branca.

Foram identificados eritrécitos, trombacitos, linfocitos, mondcitos, heterdfilos,
eosinofilos e baséfilos com caracteristicas morfologicas semelhantes as observadas em outras
espécies de arraias de dgua doce, em contrapartida, as caracteristicas morfométricas celulares
ndo apresentaram um padrdo conservador para o taxon. A falta de padronizacédo na identificacéo
e na nomenclatura das células sanguineas dos elasmobranquios demonstrou ser um dos
principais entraves para a compreensdo das particularidades hematol6gicas e imunologicas
destes peixes cartilaginosos.

As arraias apresentaram trofozoitos, pré-gamontes, macrogamontes e microgamontes de
Cyrilia sp., seja no interior dos eritrocitos ou livres no sangue circulante. Embora a prevaléncia
de infeccéo tenha sido elevada, a parasitemia observada foi baixa, no entanto, os hemoparasitos
foram capazes de afetar a morfologia e morfometria celular, causando hipertrofia eritrocitica.
Né&o foi observado efeito da espécie e do sexo na prevaléncia e parasitemia hemoparasitaria.
Foi também registrada a auséncia de alteracbes sanguineas nas arraias infectadas,

provavelmente devido a baixa carga parasitaria. Contudo, as analises de correlagdo entre a



131

parasitemia e 0s pardmetros sanguineos em ambas as espécies de arraias ressaltaram o dano
potencial que os hemoparasitos podem ocasionar em situa¢0es com elevada parasitemia.
Recomendamos a realizacdo de estudos futuros objetivando a determinacédo de valores
hematoldgicos de referéncia para individuos subadultos e adultos das arraias P. motoro e P.
orbignyi em ambientes de agua branca, incluindo ainda a ampliacdo da area de estudo para as
regides do alto e médio Rio Solim@es, bem como a anélise de outras espécies de arraias em
distintos rios da bacia hidrografica amazonica, visando a obtencdo de mais informacdes sobre
as particularidades fisioldgicas das arraias. Considerando ainda a grande lacuna referente a
diversidade e classificacdo taxonémica dos hemoparasitos presentes nos potamotrigonineos,
recomendamos também a realizacdo de estudos de caracterizagdo molecular destes parasitos
sanguineos, resultando provavelmente na descri¢do de novas espécies do filo Apicomplexa. Em
suma, esperamos que este trabalho impulsione o desenvolvimento de novos estudos

hemoparasitol6gicos, uma area ainda muito negligenciada.



