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INTRODUCAO GERAL

0OS POTAMOTRIGONIDEOS

A familia Potamotrygonidae (Garman 1877) compreende as espécies de
elasmobranquios pertencentes a ordem Myliobatiformes (arraias com ferrdo), um grupo
bem sucedido e com status de predadores do topo de cadeia na regido Neotropical
(COMPAGNO; COOK, 1995). Os potamotrigonideos sdo o uUnico taxon dentro de
Chondrichthyes que sdo adaptados exclusivamente a vida em agua doce
(COMPAGNO; COOK, 1995). Atualmente, esta familia é composta por 24 a 25
espécies validas distribuidas em quatro géneros, Heliotrygon, Plesiotrygon, Paratrygon
e Potamotrygon (CARVALHO et al., 2003).

Apesar desses avangos 0 status taxondmico e sistematico, bem como os
padrdes biogeograficos sdo ainda confusos e controversos para esta familia, devido a
descricbes antigas e baseadas em poucos exemplares (CASTEX, 1963, 1964, 1967,
ROSA, 1985). Além disso, os complexos padrdes de policromatismo, a sobreposicao de
caracteres morfométricos e de padrbes de cor com outras espécies indicam que 0s
problemas taxonémicos e sistematicos existentes na familia Potamotrygonidae estdo

longe de serem elucidados e esfor¢cos nesse sentido sdo necessarios.

Na regido amazbnica encontra-se a maior diversidade de espécies de
potamotrigonideos, algumas com distribuicio ampla como as arraias Paratrygon
aiereba, Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi, e outras com distribuicdo
restrita como as espécies Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon sp. (arraia
jabuti), Potamotrygon leopoldi e Potamotrygon henlei que sdo endémicas das bacias
dos Rios Negro, Tapajés, Xingu e Tocantins, respectivamente (ROSA, 1985; ARAUJO,
1998; CARVALHO et al., 2003; ARAUJO, 2004). As arraias de agua doce exploram
diversos habitats, que vdo desde praias, pequenas enseadas de fundo rochoso ou
barrento, folhico, lagos até as florestas inundadas (CARVALHO et al., 2003).

No Estado do Amazonas, as arraias de agua doce sado exploradas tanto pela

pesca ornamental, usada como objeto de aquarismo e exportacdo para a Europa,
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Estados Unidos e paises asiaticos, como também pela pesca comercial, servindo de
alimento em varios locais da bacia amaz6nica. As arraias de agua doce sao exploradas
h& mais de duas décadas como peixes ornamentais, sendo que apenas o Estado do
Amazonas exporta aproximadamente 10.000 unidades/ano. Esse nicho de mercado
iniciou-se sem nenhuma legislacdo especifica que norteasse a exploracdo sustentada
OU mesmo que incentivasse a avaliacdo do impacto sobre as populacbes dessas
espécies pela pesca. Em 2005 o IBAMA lancou a IN 027/05 que permitiu a exportacao
de exemplares de Potamotrygon em sistemas de quotas por espécie/ano para o
mercado internacional. Entretanto em 2006, por meio da IN 118/06 a pesca de arraias
de agua doce foi proibida em territorio nacional (IBAMA, 2006), fato que inviabilizou a
continuidade da exportacédo e acabou incentivando a remessa ilegal de arraias para o
mercado internacional. A proibicdo perdurou por dois anos e no inicio de novembro de
2008, por meio da instrucdo normativa 204/08, o comeércio de arraias do género
Potamotrygon foi novamente liberado para fins de aquariofilia para os estados do Para

e Amazonas.

Contrariamente a exploracdo ornamental dos potamotrigonideos no médio
Rio Negro, ao longo do sistema Solimdes-Amazonas existe forte exploracédo pela pesca
comercial, na qual as arraias sdo capturadas acidentalmente em redes malhadeiras
(ARAUJO et al., 2004). Entretanto, as arraias de agua doce ndo sofrem apenas por sua
captura para servir como fonte de subsisténcia ou geracéo de renda, mas também pela
pesca indiscriminada no periodo da seca (janeiro a mar¢o), na qual a reducdo e
isolamento de habitats tornam esses animais mais susceptiveis a captura e predacao.
Nesse periodo, na bacia do Rio Negro, € muito comum a pratica da “limpeza”, isto €, a
remocao de todas as arraias encontradas a fim de prevenir acidentes, com estimativas
de captura de até 21 mil individuos num sé ano (ARAUJO, 2004). Existe grande temor a
esses peixes por parte dos pescadores, pois em suas caudas encontram-se ferrdes
com toxinas que, em caso de acidentes, podem provocar ferimentos graves e bastantes
dolorosos. Segundo Magalhaes et al. (2006), estes acidentes causam dor intensa no
local da ferroada, edema e extensdo variavel de sangramento. Além disso, é muito

comum encontrar esses animais mutilados pela retirada da extremidade da cauda. Isso
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dificulta a natacdo e compromete todas as atividades dependentes deste

comportamento.

Os potamotrigonideos possuem ainda fecundacdo interna com o
desenvolvimento de troponemata (ARAUJO, 1998), além disso, ap0s 0 nascimento as
fémeas exibem cuidado parental sobre a prole, que pode durar até um més apds o
parto (Aradjo, comunicacdo pessoal). Contudo, as arraias de agua doce possuem
algumas caracteristicas comuns a outros elasmobranquios, como crescimento lento e
grande longevidade, padroes complexos de reproducdo e maturacao tardia, aspectos
gue determinam baixas taxas de renovacao populacional e, consequentemente, maior
vulnerabilidade aos impactos oriundos da exploracdo pesqueira a medio e longo prazo
(ARAUJO et al., 2004; CARRIER et al., 2004).

Do total de espécies existentes da familia Potamotrygonidae cinco ocorrem
na regido do médio Rio Negro, nas proximidades do municipio de Barcelos (ARAUJO et
al., 2004), que é o principal centro exportador de peixes ornamentais do Brasil (CHAO
et al., 2001). Dessas, destacam-se a arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu) que € a
principal espécie ornamental e responsavel por aproximadamente 50% das exportacdes
(IBAMA, 2008). Essa arraia apresenta pequeno porte e pode atingir no maximo 45 cm
de largura do disco. E uma espécie ainda em processo de descri¢do cientifica, mas
com sua identificacdo bem definida. Potamotrygon sp. apresenta segregacdo sexual
com ciclo reprodutivo anual e regulado pelo nivel do rio, envolvendo a cépula na
vazante e parto na seca (ARAUJO, 1998). Sua distribuicdo é endémica e restrita ao
médio Rio Negro, ocorrendo em ambientes de liteira, com baixo fluxo de agua e
correnteza, tipicos das areas marginais de igap6 (BARCELLOS, 1997; ARAUJO, 1998).

A segunda espécie de arraia de maior representatividade no mercado
internacional € Potamotrygon motoro, responsavel por 30% das exportacdes (IBAMA,
2008). Com ampla distribuicdo pela bacia Amazoénica (CARVALHO et al., 2003), essa
espécie atinge tamanho de 70 cm e possui segregacdo sexual. A espécie apresenta
ciclo reprodutivo anual com periodo de cépula na seca, gravidez na enchente e parto no

inicio da cheia. Durante esse periodo existe disputa de machos por fémeas adultas
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para a copula (Aradjo, comunicacdo pessoal). Seu habitat compreende areas com
fundo lamacento, onde existe a influéncia mais visivel do fluxo de agua (observacao

pessoal).

Além das espécies do género Potamotrygon outra espécie denominada
Paratrygon aiereba também vem sendo importante comercialmente no estado do
Amazonas. Essa espécie possui grande porte, atingindo até 130 cm de largura do disco
e chegando a pesar mais de 60 Kg. Apresenta segregacdo sexual e segregacao
espacial por tamanhos, na qual jovens e subadultos de ambos os sexos tendem a ficar
agregados na mesma area. Por outro lado, machos e fémeas adultas encontram-se
isolados em diferentes areas (ARAUJO, 1999; CHARVET-ALMEIDA et al, 2005). Esta
espécie apresenta distribuichio ampla ao longo da bacia Amazobnica, sendo
predominantemente explorada pela pesca comercial. Seu habitat preferencial se
constitui de regides de praias, com pouca intensidade de corrente de agua (observacao
pessoal). Na bacia do rio Tapajés vem sendo observada reducdo dos estoques naturais
dessa espécie, devido a exploracdo pesqueira em larga escala para obtencdo de filé
(Araujo, comunicacao pessoal). No estado do Amazonas, alguns frigorificos localizados
no municipio de Iranduba também tém intensificado a compra desses animais para o
processamento e comercializacdo de filés congelados, sem nenhum controle na
exploracéo desse pescado. Esse cenario preocupa e desperta a necessidade de planos
de manejo adequados para a conservacao desse grupo de peixes oriundos da América
do Sul (CARVALHO et al., 2003).

Estas trés espécies de arraias, como mencionado anteriormente, nao diferem
apenas em suas caracteristicas ecoldgicas, padroes de distribuicdo e uso de habitats.
Em um estudo citogenético desenvolvido por Valentim et al. (2006), foi observado que
0s tipos cromossdmicos sdo distintos entre as trés espécies de arraias citadas, mesmo
entre Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi que apresentam o mesmo nlimero
dipléide (2n=66), diferente do que foi encontrado para Paratrygon aiereba (2n=90).
Estes resultados reforcam as diferentes estratégias adaptativas adotadas por estas

espécies em seus ambientes naturais.
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Nas arraias Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro da planicie
alagavel do alto rio Parana foram encontradas diferencas morfométricas relacionadas
ao tamanho relativo dos olhos, boca e a cavidade oro-branquial, possivelmente
associadas a diferencas na obtencao de alimentos (SILVA, 2006) e ao habitat, fatores
que podem se refletir nas propriedades sanguineas, principalmente na bioquimica
plasmatica. Lonardoni et al., (2006) observaram variacdo sazonal na quantidade e
frequéncia de ocorréncia dos recursos alimentares entre o periodo de seca e cheia no
alto rio Paran& para Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro, demonstrando que
o0 ambiente também pode ser um fator determinante nas distintas estratégias adotadas
pelas arraias. De acordo com Almeida et al., (2009) as arraias de agua doce
apresentam preferéncias quanto a ocupacao e uso de habitat associados as condi¢cbes
ambientais, assim como observados em outros elasmobranquios. Apesar da
importancia ecologica e, principalmente econdmica que a Familia Potamotrygonidae
tem dentro da diversidade da ictiofauna amazonica, as arraias de agua doce séo ainda
animais pouco conhecidos sob o aspecto cientifico. As informacdes na literatura sobre
esses elasmobranquios limitam-se aos aspectos relacionados a ecologia, reproducéo,
sistematica, citogenética, alimentacédo, descricdo de habitat de espécie, distribuicdo e
abundancia (ARAUJO, 1998; LONARDONI et al., 2006; RINCON, 2006; VALENTIM et
al., 2006; ALMEIDA et al., 2009). Porém, sdo escassos estudos que fortalecam o
entendimento dos aspectos fisiologicos das arraias de agua doce vinculadas as

variacfes do ambiente.

ASPECTOS FISIOLOGICOS

Um aspecto caracteristico dos peixes é a ampla variacdo hematolégica
interespecifica (PARMA-CROUX, 1994; TAVARES-DIAS et al., 2004; KORI-SIAKPERE
et al., 2005; TAVARES-DIAS; MORAES, 2007a), em geral atribuidas a fatores como
variacdo genética, estado nutricional, sexo, idade, estresse de captura, procedimentos
de manipulacdo e amostragem sangtinea (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; KORI-
SIAKPERE et al., 2005; SVOBODOVA et al., 2008). Embora a hematologia de peixes
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seja uma ferramenta valiosa, 0 progresso no estabelecimento de parametros
hematoldgicos € lento e a literatura é fragmentada e freqientemente incompleta (KORI-
SIAKPERE et al., 2005), principalmente no que se refere aos elasmobranquios de agua
doce, as arraias da América do Sul.

Devido aos poucos estudos sobre a biologia das arraias de &gua doce
amazonicas, os conhecimentos de sua fisiologia, principalmente no que tangue a
hematologia, sdo muito reduzidos e até inexistentes para a maioria das espécies. O
conhecimento dos paradmetros sanguineos €é importante na avaliagdo do estado
fisiolégico dos peixes. Assim, tem sido estudado o quadro hematoldgico de diferentes
espécies de peixes teleosteos de agua doce (TAVARES-DIAS; MATAQUEIRO, 2004;
TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; TAVARES-DIAS; MORAES, 2007a,b; VAZQUEZ;
Guerrero, 2007) e de elasmobranquios marinhos (WILHELM FILHO et al., 1992; LUER
et al.,, 2004; WALSH; LUER, 2004; CAIN et al., 2004; ARNOLD, 2005). Estes
parametros constituem-se em uma importante ferramenta diagndstica na identificacao
do estado de saude em diversas populacbes de peixes (TAVARES-DIAS;
MATAQUEIRO, 2004; WALSH; LUER, 2004; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004;
TAVARES-DIAS et al., 2007), tanto no ambiente natural como em cativeiro e pode ser
também usada para comparacdo de espécies que vivem em condicbes ambientais

distintas ou entre espécies distintas que compartilham do mesmo ambiente.

A literatura tem demonstrado que os elasmobranquios apresentam menor
guantidade de eritrécitos no sangue, porém, o tamanho desse tipo celular € de duas a
trés vezes maior que o observado em peixes teledsteos (SAUNDERS, 1966; LUER et
al.,, 2004; WILHELM FILHO et al.,, 1992). Como consequéncia, 0os elasmobranquios
apresentam mais hemoglobina corpuscular média e menor concentracdo de
hemoglobina que os teledsteos, diferencas que resultam em um sangue com baixa
viscosidade (hemodiluido). Estes fatores coadunados apontam as arraias como animais
com baixa demanda por oxigénio e baixa taxa metabdlica sendo, portanto, peixes mais

sedentarios que os tubardes e os teledsteos (WILHELM FILHO et al., 1992).
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A quantidade de aminoacidos na hemoglobina de elasmobranquios é duas
vezes maior que a encontrada nos peixes teledsteos (NIKINMAA, 1990). Esse aumento
ndo se reflete na quantidade de oxigénio absorvido pelos eritrocitos, pois as arraias
tradicionalmente possuem baixo aporte de energia, que esta relacionado ao modesto
trabalho cardiaco que esse grupo de peixes apresenta (WILHELM FILHO et al., 1992).
Os telebsteos sdo peixes extremamente ativos, mas exibem pouca extracdo de
oxigénio pelas branquias, fato que ndo é observado nos elasmobranquios,
especialmente nas arraias (WILHELM FILHO et al., 1992).

Estudos comparativos do fluxo de sédio (Na*), cloreto (CI), célcio (Ca™) e a
excrecdo de uréia entre duas espécies de arraias do género Potamotrygon (P. aff.
hystrix e P. thorsoni) aclimatadas em agua com elevadas concentragdes de eletrolitos e
carbono orgéanico dissolvido, concluiram que o0s potamotrigonideos possuem
caracteristicas de regulacao i6nica semelhante aos teledsteos de agua doce e diferente
de seus relativos marinhos (WOOD et al., 2002). Independentemente da capacidade
respiratoria e do metabolismo diferenciado entre elasmobranquios e teledsteos, ambos
0S grupos de peixes possuem seus organismos extremamente adaptados aos seus
ambientes e seus respectivos modos de vida. Dentre as caracteristicas em comum que
determinam a inabilidade dos potamotrigonideos em viver em ambiente marinho estao
a reducao da glandula retal e as baixas concentracfes de uréia no sangue (THORSON,
1967). Assim como outras espécies do grupo, Potamotrygon sp. (arraia cururu) néo
possui Orgaos respiratorios acessoOrios e retira o oxigénio da agua através das
branquias. Contudo, quando em ambientes hipdxicos, esses animais nadam para a
superficie e flutuam, dobrando as extremidades das nadadeiras laterais para explorar a
camada mais oxigenada da coluna da agua (BARCELLOS, 1997), uma estratégia

adaptativa ndo observada entre os elasmobranquios marinhos.

Em um estudo multidisciplinar realizado no médio Rio Negro, nosso grupo de
pesquisa investigou o perfil dos horménios esterdides em fémeas gravidas de
Potamotrygon sp. e Potamotrygon motoro, e observou a existéncia de transferéncia

materna dos horménios metabdlicos placentarios T3 e T4 para os embrides (McComb,
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Brinn e Marcon, dados n&o publicados), a exemplo do que ocorre em fémeas do
tubardo martelo (Sphyrna tiburus); (MCCOMB et al., 2004), bem como confirmou a
auséncia completa de cortisol e presenca de corticosterona no sangue de exemplares
de vérios tamanhos de Potamotrygon sp.. Este dltimo horménio, normalmente
associado a reproducdo e desenvolvimento da espécie (DUFTY et al.,, 2002;
HAYWARD; WINGWELD, 2004), mostrou responder fisiologicamente a situacdes de
estresse impostas pelo transporte, fato ainda inédito na literatura para esse grupo de
animais (Brinn, McComb e Marcon, dados nao publicados).

Oliveira (2008) estudando o eritrograma de Potamotrygon sp., concluiu que
tais valores sao inferiores aos observados em arraias marinhas, comprovando o modo
de vida mais sedentéario desta espécie. Por outro lado, o perfil bioquimico plasmatico
desta assemelha-se mais a dos teledsteos de agua doce do que dos seus relativos
marinhos. Outros resultados concludentes dessa mesma espécie revelaram nao existir
diferenca entre individuos machos e fémeas nos parametros hematologicos, entretanto,
variacdes durante o desenvolvimento foram observadas. Os parametros do sangue
desta espécie também demonstraram estreita relacdo com as mudancas no nivel do rio;
os valores do hematocrito e da contagem de eritrécitos foram menores nos periodos de
vazante e seca, provavelmente devido a maior disponibilidade de oxigénio. Entretanto,
nesses periodos, o volume corpuscular médio, a hemoglobina sanguinea, bem como a
hemoglobina corpuscular média e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
mostraram-se elevados, talvez como uma resposta fisioldgica da espécie na tentativa
obter uma troca gasosa mais eficiente, num periodo em que o metabolismo necessita

ser aumentado.

Nos eritrocitos da arraia cururu foi constatada a presenca de um parasita
intraeritrocitario pertencente a familia Hemogregarinidae. Esses hemoparasitas
demonstram uma relacdo inversamente proporcional com o nivel do Rio Negro, que
atua como agente regulador na prevaléncia e na quantidade de hemoparasitas
(OLIVEIRA, 2008). Portanto, conclui-se que o nivel do Rio Negro também influéncia a

incidéncia desse hemoparasita nas arraias cururu.
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Oliveira (2008) analisando as células sanguineas da arraia cururu na
natureza observou a presenca de eritrécitos, trombdcitos, linfécitos, mondcitos,
heteréfilos e baséfilos, com caracteristicas morfologicas semelhantes a outros
elasmobranquios marinhos. Porém os estudos indicaram a necessidade de
conhecimentos sobre 0s aspectos citoquimicos e ultraestruturais para verificar a funcéo
imunolégica desses tipos leucocitarios em arraias de agua doce e confirmar a
verdadeira classificacdo dos diferentes tipos leucocitarios existentes nas arraias de
agua doce, ja que em outro estudo (GRIFFITH et al., 1973) foi relatada a presenca de

neutréfilos e eosindfilos no sangue de potamotrigonideos.

Varios relatos descrevem a importancia dos estudos citoquimicos para
compreensao da funcdo dos trombdcitos e leucocitos no sangue de Oreochromis
niloticus (UEDA et al., 2001), Salminus maxilosus (VEIGA et al., 2002), Hoplosternum
littorale (TAVARES-DIAS; BARCELOQOS, 2005), Aristichthys nobilis, Astronotus ocellatus,
Hoplias malabaricus e Astyanax bimaculatus (TAVARES-DIAS, 2006), Brycon
orbignyanus .(TAVARES-DIAS; MORAES, 2006) e Ictalurus punctactus (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2007a). Esses trabalhos demonstram que as marcac¢des citoquimicas
reagem independentemente da quantificacdo do tipo leucocitario, pois, em algumas
situacbes um tipo leucocitario pode estar presente em baixa quantidade, mas ser a

célula mais importante na defesa imunoldgica.

Devido as variagcdes morfolégicas dos granuldcitos em peixes, uma analise
baseada apenas na morfologia é insuficiente para identificacdo dos distintos tipos
celulares em algumas espécies. Estudos dos diferentes constituintes quimicos dos
leucocitos podem ser de grande valia auxiliando na identificacdo e caracterizacao
morfolégica dessas células, uma vez que 0s constituintes enzimaticos e néo
enzimaticos leucocitarios podem ser demonstrados por métodos citoquimicos (VEIGA
et al., 2002; TAVARES-DIAS, 2006; TAVARES-DIAS; MORAES, 2006). Os leucdcitos
possuem proteinas no nucleo e no citoplasma, entre as proteinas citoplasmaticas, as
enzimas sdo as mais importantes, estando ligadas as granulagbes das células. As

proteinas nado-enzimaticas sdo0 menos importantes, uma vez que ndo sado usadas
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durante a fagocitose e morte dos microorganismos, como ocorre com as enzimas. Os
leucécitos possuem diversas enzimas como a peroxidase e a esterase inespecifica,

além desses constituintes enzimaticos ha também os carboidratos e os lipideos.

Existe um grande nimero de métodos citoquimicos para a localizacdo dessas
substancias e a maioria dos métodos baseia-se na producdo de um precipitado corado.
A presenca de glicogénio e fosfatase alcalina em leucécitos esta associada
principalmente a fagocitose (TAVARES-DIAS, 2006; UEDA et al., 2001). A enzima
lisossbmica peroxidase participa da digestao intracelular e na modulacao da atividade
fagocitica em leucécitos (VALE et al., 2002; AZEVEDO; LUNARDI, 2003), enquanto que
as esterases sao enzimas envolvidas no processo de defesa celular, facilitando a
diapedese (HAYHOE; QUAGLINO, 1994; CASALETTI-ROSA; LUNARDI, 1997). Apesar
da importancia dessas investigacdes imunologicas, nao foi relatada até o momento na
literatura associacdo das marcacdes citoquimicas e ultraestruturais com 0s aspectos

ecofisiolégicos de peixes em geral.

As arraias de agua doce exercem grande importancia ecologica dentro da
ictiofauna amazoénica, pois assumem o papel ecoldgico como predadores do topo de
cadeia, contribuindo para o equilibrio e a dinamica de seus ambientes naturais. Além da
importancia ecologica esses animais sao também valiosos economicamente para o
Estado do Amazonas, devido a sua comercializagdo como peixes ornamentais,
contribuindo desta forma, como um dos mais relevantes recursos pesqueiros para o

municipio de Barcelos (AM).

Das cinco espécies existentes no Médio Rio Negro, Amazonas, trés espécies
foram escolhidas: Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. A
arraia Potamotrygon sp. foi uma das espécies selecionadas para estes estudos por ser
a principal espécie na exportacdo, por apresentar distribuicdo endémica no médio Rio
Negro (AM) e habitar os igap6s, ambientes que possuem sua dinamica ecoldgica com
peculiaridades exclusivas. Potamotrygon motoro foi escolhida por ser a segunda
espécie de maior representatividade na exportacdo, apresentar ampla distribuicédo e seu

habitat ser uma éarea intermediaria entre o igapé e a praia (regides lamacentas) e
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Paratrygon aiereba por também apresentar ampla distribuicdo por habitar as praias,
mas principalmente devido a evidéncia recentes de redugdo de seus estoques naturais
(Araujo, comunicacao pessoal), o que pode colocar em risco a conservacdo dessa

espécie naguela bacia.

A maximizacado de esforgos visando a realizacdo de estudos cientificos entre
diferentes espécies de potamotrigonideos pode contribuir de forma significativa para a
elaboracédo de planos de manejo e estratégias de conservacao, para evitar a exploracao
desordenada das espécies e, conseqlentemente, a reducdo dos seus estoques
naturais. Estes recursos pesqueiros sdo de grande importancia para a manutencao dos
povos ribeirinhos associados a atividade da pesca ornamental e comercial. Essas
acoes poderdo também estimular a permanéncia desses povos em suas areas naturais,
desenvolvendo e desfrutando dessa atividade extrativista mantida a mais de cinquenta
anos na regido do médio Rio Negro (CHAO et al., 2001) e que pode ser mantida de

forma sustentavel.

Assim, os resultados desse trabalho também poderao contribuir para orientar
e nortear as agéncias reguladoras na tomada de decisdes, a exemplo do ocorrido com
a proibicdo durante dois anos do comércio de arraias que foi decretado devido a falta
de informacdes sobre a biologia desses peixes (IN N° 118/06-IBAMA), fato que
prejudicou a utilizacdo desse recurso de forma sustentavel na regido. Entretanto,
apesar da liberacdo do sistema de cotas estabelecido por espécie/ano (IN N° 204/08-
IBAMA) e da crescente preocupacao dos 0rgaos responsaveis pela manutencédo desse
recurso, nao se tem evitado a pesca negativa e a remessa ilegal desses animais para o
mercado internacional, que sdo muitas vezes capturados na Amazoénia brasileira de
forma irregular por paises vizinhos e comercializados, sem nenhum retorno e/ou
beneficio as populacdes ribeirinhas que tradicionalmente utilizam esse importante

recurso natural que compde a biodiversidade Amazonica.
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OBJETIVOS
GERAL

Estudar as caracteristicas hematoldgicas, citoquimicas e ultraestruturais das
células do sangue de trés arraias (Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro e
Potamotrygon sp.) do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

ESPECIFICOS

1. Indicar procedimentos de manuseio e de coletas sanguineas em arraias de

agua doce;

2. Avaliar qual anticoagulante (EDTA, citrato de sodio e heparina) tem menos

alteracoes na determinacédo dos parametros sanguineos;

3. Descrever se o estagio de desenvolvimento, o dimorfismo sexual e o
estado de gravidez provocam alteracdes nos parametros hematoldgicos de arraias de

agua doce;

4. Comparar os valores dos metabdlitos plasmaticos (glicose, triglicerideos,
colesterol total, uréia e proteinas totais) de Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e

Paratrygon aiereba.

5. Comparar as concentracfes dos principais eletrolitos plasmaticos (sédio,

potassio e cloreto) de Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba.

6. Comparar o numero de eritrécitos (RBC), concentracdo de hemoglobina
(Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular
média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) entre as

trés espécies estudadas;

7. Comparar quantitativamente e morfologicamente as células sanguineas

em Potamotrygon sp. , Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba.
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8. Descrever as reagfes citoquimicas de eritrocitos, trombdcitos e leucdcitos

do sangue das trés espécies estudadas;

9. Determinar os parametros fisico-quimicos da agua do local de coleta de
cada espécie de arraia;

10. Avaliar os efeitos das caracteristicas fisicas e quimicas da agua nos

parametros hematol6gicos para cada espécie de arraia.
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HIPOTESES

A) Hi: A principal localidade de retirada de amostras de sangue é a pun¢do do vaso

branquial em arraias do género Potamotrygon;

B) Hi: Anticoagulantes diferentes exercem influéncia no hemograma da arraia

Potamotrygon sp. (arraia cururu);

C) Hi;: Anticoagulantes diferentes exercem influéncia na bioquimica plasmatica da

arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu);

D) Hi: Os aspectos morfologicos das células sanguineas das arraias Potamotrygon

sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, apresentam carater conservador;

E) Hi: As marcacdes citoquimicas das células do sangue das arraias Potamotrygon

sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, sdo diferenciadas;

F) Hi: Os aspectos ultraestruturais das células do sangue das arraias Potamotrygon

sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, sdo diferenciadas;

G) Hi: O estado de gravidez e o dimorfismo sexual exerce influéncia sobre o
hemograma e a bioquimica plasmatica das arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon

motoro e Paratrygon aiereba,;

H) Hi: O estado de gravidez e o dimorfismo sexual exerce influéncia sobre o
trombograma e leucograma das arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e

Paratrygon aiereba;

)] Hi: O estagio de desenvolvimento exerce influéncia sobre o hemograma e a
bioquimica plasmatica das arraias Potamotrygon. sp., Potamotrygon motoro e

Paratrygon aiereba;

J) Hi: O estagio de desenvolvimento exerce influéncia sobre o trombograma e

leucograma das arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba;
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K) Hi: As caracteristicas bioldgicas diferenciadas exercem influéncia no hemograma
e bioquimica plasmética das arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e
Paratrygon aiereba;

L) Hi: As caracteristicas biologicas diferenciadas exercem influéncia no
trombograma e leucograma das arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e
Paratrygon aiereba;

M)  Hi: As propriedades fisicas e quimicas da agua é diferentes nos locais de

ocorréncia nas arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba;

N) Hi: A partir dos parametros hematolégicos é possivel agrupar as arraias

Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba.
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RESUMO

As arraias de agua doce constituem-se em importantes recursos na AmazoOnica
principal sobre os aspectos de aquariofilia, entretanto, algumas espécies também vém
se destacando como peixes comestiveis. O presente trabalho tem por objetivo
estabelecer as caracteristicas hematoldgicas, citoquimicas e ultraestruturais das células
do sangue de trés arraias (Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon
aiereba) com habitats diferenciados em seus ambientes naturais ao longo do Médio Rio
Negro, Amazonas, Brasil. E notério que nos ultimos anos houve um aumento
significativo das informacdes cientificas sobre as arraias de agua doce, entretanto,
sobre 0s aspectos ecofisiologicos as informacdes ainda sdo escassas e/ou ausentes.
Para as amostragens de sangue em arraias de agua doce a punc¢do do vaso branquial
€ a mais viavel, devido a maior seguranca para o manipulador, facilidade, precisédo e
rapidez. Para a determinacdo da glicose plasmatica e do eritrograma o0s
anticoagulantes usados (EDTA e Heparina) nao influenciaram os parametros
analisados, devendo um desses ser empregado em analises hematoldgicas de arraias
de agua doce. Os tipos celulares e as caracteristicas morfologicas e morfométricas das
arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba apresentam um
carater conservador. A composicao citoquimica revelou que os heteréfilos sdo as
células mais importantes do sistema imunologico dos potamotrigonideos, uma vez que
apresentaram glicogénio, lipidios e proteinas basicas, sendo estas diretamente
relacionadas a atividade fagocitica. Os aspectos ultraestruturais revelam que
trombocitos e principalmente os heterdfilos sdo células ricas em organelas, além do
mais existe um padrdo conservador nos aspectos ultraestruturais das ceélulas das
arraias. Na arraia cururu o estagio de desenvolvimento € um fator importante para
diferenciar as propriedades hematol6égicas bem como as propriedades da agua,
portanto, deve-se ter cuidado ao fazer comparacbes com outras espécies. Entretanto
em Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba essa caracteristica biologica ndo exerce
influéncia tanto sobre as caracteristicas hematologicas quanto sobre as propriedades
da agua. Ao confrontar os aspectos hematologicos e as caracteristicas da agua entre
Potamotrygon sp, Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, pode-se observar um
carater conservador entre as espécies, principalmente sobre as caracteristicas do
leucograma e trombograma. Em relacdo as propriedades da agua apenas individuos
subadultos e gravidas possuem diferencas nas propriedades da agua, esses resultados
ressaltam que dentro de uma mesma bacia a hematologia e as propriedades fisicas e
guimicas da agua nado sdo diferenciadas entre as arraias Potamotrygon sp.,
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. Existe uma integracdo entre os aspectos
biologicos, ecoldgicos, hematolégicos e das propriedades das aguas dos locais de
ocorréncia de arraias de dgua doce da Amazénia. Conclui-se que Potamotrygon sp.,
apresenta padrdes diferenciados de Paratrygon aiereba, além do mais Potamotrygon
motoro € mesmo uma espécie que apresenta caracteristicas intermediarias entre as
descritas, o0 qual pode ser considerada uma espécie com distribuicdo mais ampla em
seus aspectos ecofisiologicos, que podem ser empregados em investigacdes que
evidenciem o0 manejo e a conservacao.
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ABSTRACT

The freshwater stingrays are important resources in the Amazon on the main aspects of
aquarium, however, some species have also been highlighted as edible fish. This work
aims to establish hematologic characteristics, cytochemical and ultrastructural blood
cells three stingrays (Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro and Paratrygon aiereba)
with different habitats in their natural environments throughout Middle River Black,
Amazonas, Brazil. It is clear that in recent years there has been a significant increase in
scientific information on freshwater stingrays, however, about the ecophysiological
aspects information is scarce and/or missing. For blood sampling in freshwater stingrays
puncture the vessel gill is the most feasible, due to increased security for the
manipulator, easily, accurately and quickly. For the determination of glucose plasma and
erythrocyte used anticoagulants (EDTA and heparin) did not influence the parameters,
one of these should be used in hematological analysis of freshwater stingrays. The cell
types and morphological and morphometric characteristics of stingrays Potamotrygon
sp., Potamotrygon motoro and Paratrygon aiereba present a conservative character.
The composition cytochemistry revealed that heterophils are the most important cells of
the immune system potamotrigonids, once showed glycogen, lipids and basic proteins,
which are directly related to phagocytic activity. The ultrastructural aspects reveal that
thrombocytes and especially rich in heterophilic cell organelles are furthermore there is
a conservative standard cell ultrastructural aspect of rays. In stingray cururu stage of
development is an important factor to differentiate hematologic properties as well as
properties of water, so you must be careful when making comparisons with other
species. However in Potamotrygon motoro and Paratrygon aiereba this biological trait
has no influence on both hematologic characteristics as on the properties of water.
When we compare the hematological aspects and characteristics of water between
Potamotrygon sp, Potamotrygon motoro and Paratrygon aiereba, one can observe a
conservative character between species, mainly on the characteristics of the leucogram
and thrombogram. Regarding the properties of water only subadult and pregnant
individuals have differences in the properties of water, these findings underscore that
within the same basin hematology and physical and chemical properties of water are not
differentiated between the stingrays Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro and
Paratrygon aiereba, coming from the Middle River Black, Amazonas. There is an
integration of biological, ecological, and hematological properties of the waters of the
local occurrence of freshwater stingrays from the Amazon. This shows that the stingray
Potamotrygon sp. presents different patterns of Paratrygon aiereba furthermore
Potamotrygon motoro is even a species that has characteristics intermediate between
those described above, which can be considered a species with wider distribution in
ecophysiological aspects, which can be used in investigations that demonstrate the
conservation management.

43



ORGANIZACAO GERAL DO TRABALHO

Considerando a grande quantidade de hipoteses elaboradas, esta tese foi
estruturada em um total de capitulos o qual possui as suas estruturas voltadas para
serem submetidos a revistas cientificas. O capitulo 1 trata-se de um artigo de revisdo
literaria o qual todos os artigos disponiveis sobre as arraias de agua doce foram
utilizados para descrever o estado do conhecimento atual sobre os potamotrigonideos.
Nos capitulos 2 e 3, foram realizados experimentos para a padronizacdo dos
procedimentos de manuseio e coleta sanguinea (Capitulo 2), e sobre qual é o
anticoagulante ideal para a utilizacdo durante as analises hematolégicas em arraias de
agua doce (Capitulo 3).

De posse das padronizacdes dos métodos, o capitulo 4 transcreveu-se com
uma abordagem comparativa sobre os tipos celulares sanguineos, caracterizacdo e
aspectos morfométricos das arraias Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon
motoro e Paratrygon aiereba. No capitulo 5 foi feita uma analise comparativa das
marcacdes citoquimicas e das caracteristicas ultraestruturais das células sanguineas

das trés espécies de arraias investigadas.

No capitulo 6 foi realizada uma investigagdo comparativa da hematologia e
das propriedades fisicos e quimicas da agua entre as arraias Potamotrygon sp.,
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, além do mais foi investigado variaveis
biologicas, tais como: o estagio de desenvolvimento, o dimorfismo sexual e o estado de
gravidez. No capitulo 7 foi realizada uma investigacéo o perfil fisiolégico, os parametros
fisicos e quimicos da agua, comparando e correlacionando ecologicamente entre as
arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, por meio de

procedimentos multivariados.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo apresentar as informacdes disponiveis na literatura
sobre 0s varios aspectos das arraias de agua doce. Para a obtencéo desses resultados
foram realizados levantamentos bibliograficos nas varias fontes disponiveis. Os
resultados indicam que houve um aumento significativo das informacdes cientificas nos
tltimos anos. As informacdes de diversidade, ocorréncia e registros sdo confusas mais
vem ocorrendo o registro de novas espécies, incluindo ainda um novo género. A pesca
€ predominantemente para aquariofilia, a pesca negativa é resultado da falta de
educacdo ambiental existente. Ampla variagdo citogenética foi observada, entre todos
0s aspectos bioldgicos investigados os alimentares e a parasitologia sdo os mais
estudados. Os aspectos da biologia reprodutiva sdo complexos e existe uma
semelhanca aos mamiferos do que a peixes teledsteos. As informacdes disponiveis até
0 momento na literatura sdo essenciais para esse grupo de elasmobranquios que
ocorre apenas na América do Sul, servindo para futuras praticas em trabalhos de
pesca, aquicultura, ecologia, genética, evolugdo, manejo e principalmente para
conservacao.

Palavras chave: Potamotrigonideos; Biologia; Diversidade; Pesca; Comércio.

ABSTRACT

This study aimed to present the information available of research on various aspects
from freshwater stingrays. To obtain these results were achieved several bibliographic
sources available. The results indicate that in the recent years there was a significant
increase about the scientific knowledge of this group. Information on the diversity, and
occurrence records are yet confusing, and have been made registration of new species,
including even a new genus. Fishing is predominantly for use in aquarium, fishing
negative result is the lack of existing environmental education. Wide variation was
observed cytogenetic among all biological aspects investigated parasitology and food
are the most studied. Aspects of reproductive biology are complex and there is a
similarity to mammals than teleost fish. The information available so far in the literature
are essential for this group of elasmobranchs occurring naturally only in South America,
serving for future work practices in fisheries, aquaculture, ecology, genetics, evolution,
management and mainly for conservation.

Keywords: Potamotrigonids; Biology; Diversity; Fishing; Trade.

1. INTRODUCAO

Entre os integrantes da fauna aquatica estdo um grupo de peixes
cartilaginosos (Chondrichthyes) que apresentam distribuicdo natural restrita a América
do Sul que séo as arraias de agua doce que pertencem a familia Potamotrygonidae. Na
regido amazonica encontra-se a maior diversidade de espécies de potamotrigonideos,
algumas com ampla distribuicdo (ROSA, 1985; ARAUJO, 1998; CARVALHO et al.,

2003; ARAUJO, 2004) em diversos habitats, onde consumem uma ampla variedade de
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presas (SHIBUYA; ZUANON, 2013). As arraias do género Potamotrygon possuem
grande heterogeneidade de cores e aparéncia exoética, que desperta grande interesse
entre aquariofilistas de diversas partes do mundo.

Dependendo da finalidade, a captura de arraias é geralmente realizada com
diferentes instrumentos de pesca, tais como puca de mao, malhadeiras, espinhel e
arpdo, também conhecido como zagaia (OLIVEIRA et al., 2012). No Brasil, os Estados
do Amazonas e Para possuem maior representatividade na cadeia extrativista de
arraias e juntos capturam cerca de seis espécies. Porém, ndo se sabe exatamente
guando a atividade de extracdo de arraias potamotrigonideos iniciou-se, mas ha relatos
gue as arraias da bacia amazonica sdo capturadas ha mais de 25 anos, usadas como
objeto de aquarismo (RINCON; CHARVET-ALMEIDA, 2006) em paises de alguns
continentes. Porém, na bacia do médio Rio Negro, Estado do Amazonas, o mercado de
peixes ornamentais existe desde 1955 (CHAO et al., 2001), pois € responsavel por
cerca de 60% da renda dos municipios, Barcelos e Santa Isabel, os quais abrigam as

maiores areas de pesca ornamental do Brasil.

O presente estudo o tem o objetivo de concatenar as informacdes existentes
sobre a diversidade das arraias de &agua doce, sua utilizacdo no mercado,
regulamentacdo dos oOrgaos responsaveis pela fiscalizacdo do comeércio, pesca
negativa, os acidentes provocados por esses animais e 0s aspectos bioldgicos, tais
como o0 estudo da genética, habitat, invasdo, forrageio, aspectos alimentares,

reproducao, parasitologia, fisiologia e adaptacao.

2. MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo foram utilizadas pesquisas bibliograficas baseadas
em relatérios, monografias, dissertacbes, teses, livros, capitulos de livros e artigos
disponiveis no Portal Peridédicos Capes, Scielo, Google Académico, Web of Knowledge

e bibliotecas digitais das universidades, todas publicadas no periodo de 1967 a 2013.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Os potamotrigonideos e o comércio

A familia Potamotrygonidae Garman 1877 compreende as espécies de
elasmobranquios pertencentes a ordem Myliobatiformes (arraias com ferrdo), um grupo
bem sucedido e com status de predadores do topo de cadeia alimentar, na regiao
Neotropical (COMPAGNO; COOK, 1995). Os potamotrigonideos sdo 0 Unico taxon
dentro de Chondrichthyes que sdo adaptados exclusivamente a vida em agua doce
(COMPAGNO; COOK, 1995).

Até 2010, os potamotrigonideos eram compostos por 20 espécies validas
distribuidas nos géneros Potamotrygon, Paratrygon e Plesiotrygon (ROSA et al., 2010).
Carvalho e Ragno (2011) descreveram uma nova espécie denominada Plesiotrygon
nana e dessa forma esse género deixou de ser monoespecifico. O género Paratrygon,
gue até 2004 era considerado monoespecifico, vem sendo reconhecido por alguns
especialistas como um complexo de espécies (FREDERICO, 2006; FREDERICO et al.,
2012), enquanto Potamotrygon € constituido atualmente por 21 espécies validas apos a
descricdo de Potamotrygon marinae (DEYNAT, 2006), Potamotrygon boesemani
(ROSA et al., 2008) e Potamotrygon tigrina (CARVALHO et al.,, 2011). Estudos
anteriores ja indicavam pelo surgimento de um quarto género (ISHIHARA; TANIUCHI,
1995; CHARVET-ALMEIDA, 2001), essa tendéncia foi confirmada por Carvalho e
Lovejoy (2011) que descreveram o género Heliotrygon ao qual foram descritas as

espécies Heliotrygon gomesi e Heliotrygon rosai.

Apesar desses avancos O status taxonémico e sistematico, bem como os
padrdes biogeograficos sdo ainda confusos e controversos para esta familia, devido a
descricbes antigas e baseadas em poucos exemplares (CASTEX, 1963, 1964, 1967,
ROSA, 1985; ROSA et al, 2010). Além disso, 0os complexos padrdes de
policromatismo, a sobreposi¢cdo de caracteres morfométricos e de padrdes de cor com
outras espécies indicam que os problemas taxonbmicos e sistematicos existentes na
familia Potamotrygonidae estédo longe de serem elucidados e esforcos nesse sentido

S80 necessarios.

48



Embora a literatura demonstre a ocorréncia de Potamotrygon signata no Rio
Parnaiba, Nordeste brasileiro (MORO et al., 2012) e de Potamotrygon motoro e
Potamotrygon brachyura no baixo rio Uruguai (ODDONE et al., 2012) € na regido
amazonica que encontra-se a maior diversidade de espécies de potamotrigonideos,
algumas com distribuicdo ampla como as arraias Paratrygon aiereba, Potamotrygon
motoro e Potamotrygon orbignyi, e outras com distribuicdo restrita como as espécies
Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon sp. (arraia jabuti), Potamotrygon
leopoldi e Potamotrygon henlei que sdo endémicas das bacias do Rio Negro, Rio
Tapajos, Rio Xingu e Rio Tocantins, respectivamente (ROSA, 1985; ARAUJO, 1998;
CARVALHO et al., 2003; ARAUJO, 2004).

A exploracdo das arraias de agua doce como fonte de alimento ainda néo é
pratica comum na bacia amazoénica. Entretanto, espécies como Paratrygon aiereba e
Potamotrygon motoro devido o seu grande porte tem sido capturadas nas bacias do Rio
Negro e Amazonas e exportadas para mercados consumidores do Sudoeste do pais
(ARAUJO et al., 2005). Duncan et al. (2010a) afirmam que a utilizacdo de arraias de
agua doce para fins de consumo ja vem ocorrendo normalmente na bacia do Rio Negro,
a exemplo do ocorrido em outras areas como na calha do Rio Amazonas, esses
registros ja haviam sido relatados por Araujo et al., na mesma bacia em 2005. Nas
regides do estuario Amazénico (Ilha de Marajo) espécies como Potamotrygon orbignyi e
Potamotrygon scobina vem sendo normalmente comercializadas no mercado municipal
de Colares (Pard), ao preco de R$ 1,00/kg, com estimativa de consumo de mais de 100
toneladas por ano. Devido ao fato dos potamotrigonideos serem classificados como
animais k-estrategistas, se a exploracdo desse recurso como fonte de alimento
continuar a crescer, em um futuro breve as populagdes locais destas espécies poderao

estar vulneraveis ou em perigo de extincdo (DUNCAN et al., 2010a).

O grande mercado de utilizacdo das arraias de agua doce € como animal de
aquariofilia (CHAO et al., 2001; ARAUJO et al., 2005; DUNCAN et al., 2010a), estima-
se gue mais de 60.000 espécimes sao vendidos em varios locais do mundo por ano,

sendo o Brasil responsavel por aproximadamente 47.000 espécimes exportadas
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anualmente (soma do mercado legal e ilegal) (CITES, 2006) e o Peru e Colédmbia
respondem por outros 15.000 espécimes (MOREAU; COOMES, 2007). Outra forma de
exploracdo € a oriunda da producdo em cativeiro que ocorre em paises do sudeste da
Asia que acrescentou mais espécimes ao comércio internacional e contribuiu para a
popularizacdo desse recurso nesse continente, devido a maior acessibilidade a esse
recurso ocasionada pelo baixo valor de mercado, aliado ao hibridismo ocasionado pelos
varios padrbes de coloracdes dorsais (CITES, 2009).

Da exploragcdo e exportacdo das arraias de agua doce como peixe
ornamental pelo Brasil, 96,8% é destinado ao mercado internacional (DUNCAN et al.,
2010a). Os principais paises que importam esse recurso sdo a Alemanha, Estados
Unidos e paises asiaticos, em uma atividade consolidada ha aproximadamente trés
décadas (ARAUJO et al., 2005; RINCON; CHARVET-ALMEIDA, 2006). Duncan et al.,
(2010a) relatam que o custo unitario de cada arraia com fim ornamental nas areas de
pesca € de R$ 1,00, estimativas apontadas pelos mesmos autores revelam que na
tltima década o comeércio dos potamotrigonideos como peixe ornamental gerou
faturamento de aproximadamente US$ 20 milhdes. Entretanto, esse faturamento deve
ser bem maior, visto que muitas arraias sado capturadas no Brasil e exportadas pela
Colébmbia ou Peru, haja vista nesses paises ndo existem qualquer controle sobre a

exploracéo desse recurso (ARAUJO et al., 2004).

Os estados do Pard e Amazonas sdo 0s Unicos que podem comercializar
legalmente os potamotrigonideos como fonte ornamental, a ndo liberagéo por parte dos
orgaos competentes de cotas/ano destinadas a outros estados esta consignada a falta
de avaliacao dos estoques pesqueiros. Atualmente, os estados do Para e o Amazonas
exportam cerca de 20.000 unidades/ano, desse total o0 Amazonas tem uma cota anual
maior do que o estado do Para (12.200 unidades/ano) (IBAMA, 2008). Do total de 4
espécies comercializadas pelo Amazonas (arraia cururu Potamotrygon sp.,
Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon schroederi e Potamotrygon motoro), todas
ocorrem na bacia do médio Rio Negro, Barcelos, localidade conhecida mundialmente

como a capital mundial do peixe ornamental (CHAO et al., 2001). Embora a quantidade
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de arraias de agua doce oriundas da pesca extrativista no médio Rio Negro seja
pequena, menos de 0,1% do total de peixes ornamentais exportados pelo estado do
Amazonas, esse mercado é de grande valia e gera grandes divisas, devido os altos
valores que cada exemplar pode ter no exterior (até US$ 4 mil).Além dessa importancia
econbmica, a pesca de potamotrigonideos também contribui para a manutencédo dos
estoques populacionais de outros peixes ornamentais como Paracheirodon axeroldi o
cardinal. A pesca de arraias ocorre no periodo noturno, enquanto a pesca de piabas
(pequenos peixes) ornamentais ocorre no periodo diurno. Normalmente o pescador se
utiliza de um turno de trabalho (noturno ou diurno), um para pescar e 0 outro para
descansar (ARAUJO et al., 2005).

A regulamentacéo da exploracdo dos potamotrigonideos € bem diferente das
retratadas em peixes teledsteos. Até o ano de 1998 nao existia qualquer controle sobre
a exploracdo das arraias de agua doce, no mesmo ano foi criada a primeira portaria
federal de N° 022/98 (IBAMA, 1998) que determinou um sistema de cotas/ano de
espécies do género Potamotrygon que poderia ser comercializada, subsequentemente
duas novas legislacdes foram regulamentadas para o ordenamento desse recurso.
Apenas em 2005 o IBAMA lancou a IN 027/05 que manteve a exportacdo de
exemplares de Potamotrygon em sistemas de quotas por espécie/ano para o mercado
internacional. Entretanto em 2006, por meio da IN 118/06 a pesca de arraias de agua
doce foi proibida em territorio nacional (IBAMA, 2006), fato que inviabilizou a
continuidade da exportacdo e acabou incentivando a remessa ilegal de arraias para o
mercado internacional, bem como a degradacao da floresta e exploracdo de outros
organismos aquaticos tais como o cardinal, os tucunarés Cichla spp. e a irapuca
Podocnemis erythrocephala. Essa proibicdo perdurou por dois anos e no inicio de
novembro de 2008, por meio da instru¢cdo normativa 204/08 (Tabela 1) que permanece
em vigor, o comércio das arraias de agua doce foi novamente liberado para fins de

aquariofilia para os estados do Pard e Amazonas.
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Tabela 1. Espécies de arraias Potamotrygonidae com permissdo de exploragdo para
fins de ornamentacdo e aquariofilia, cotas anuais por espécie e largura do disco
maxima (LD max) para exploracéo. Fonte: Instru¢cdo Normativa 204/2008 - IBAMA.

Nome Cientifico Nome LD max cotas
comum Amazonas Para  Total

Potamotrygon motoro Motoro 30 cm 4.000 1.200 5.200
Potamotrygon cf. histrix Cururu 14 cm 6.000 - 6.000
Potamotrygon schroederi Schroederi 30 cm 1.000 - 1.000
Potamotrygon orbignyi Orbignyi 30cm 1.200 1.200 2.400
Potamotrygon cf. henlei Henlei 30 cm - 1.000 1.000
Potamotrygon leopoldi Leopoldi 30 cm - 5.000 5.000

Total - - 12.000 8.400 20.600

Do total de aproximadamente 25 espécies existentes da familia
Potamotrygonidae pelo menos cinco ocorrem na regido do médio Rio Negro,
Amazonas, nas proximidades do municipio de Barcelos (ARAUJO et al., 2004). Dessas,
destacam-se a arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu) que € a principal espécie de
arraia de agua doce ornamental e responsavel por aproximadamente 50% das
exportacdes do estado do Amazonas e cerca de 30% das arraias comercializadas
guando considerado Amazonas e Para (IBAMA, 2008). A segunda espécie de arraia de
maior representatividade no mercado internacional €é Potamotrygon motoro,
responsavel por 25% das exportacdes anuais (IBAMA, 2008). Entretanto, Duncan et al.
(2010) retratam que ao se considerar todos 0os anos em que se utiliza o sistema de
cotas/ano a arraia Potamotrygon motoro € a espécie mais comercializada com
aproximadamente 45.000 exemplares comercializados ao longo de 13 anos. Com
ampla distribuicdo pela bacia Amazbénica (CARVALHO et al., 2003), essa espécie

atinge tamanho de até 70 cm, seu habitat preferencial compreende areas com fundo
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lamacento, onde existe a influéncia mais visivel do fluxo de agua quando comparado as
areas de igap6, entretanto, dependendo do nivel do rio esse tipo de arraia pode habitar
também as éareas de igap6 a exemplo do que ocorre com a arraia cururu. Essa
caracteristica normalmente € observada nas épocas de seca, pois, a baixa acentuada
do nivel das aguas, associada a grande quantidade de bancos de areias proporcionam

o confinamento dessas espécies em areas com fundo de folhigo.

Além das espécies do género Potamotrygon a arraia Paratrygon aiereba
também vem sendo importante comercialmente no estado do Amazonas. Essa espécie
possui grande porte, atingindo até 130 cm de largura do disco e chegando a pesar mais
de 100 Kg. Apresenta segregacao sexual e segregacao espacial por tamanhos, na qual
jovens e sub-adultos de ambos os sexos tendem a ficar agregados na mesma area
(ARAUJO, 2011). Por outro lado, machos e fémeas adultas encontram-se isolados em
diferentes areas (ARAUJO, 1999; CHARVET-ALMEIDA et al. 2005a). Esta espécie
apresenta distribuicdo ampla ao longo da bacia Amazoénica, sendo predominantemente
explorada pela pesca comercial. Seu habitat preferencial se constitui de regides de
praias (fundo arenoso), onde normalmente observa-se um fluxo mais evidente da
correnteza. Na bacia do rio Tapajos vem sendo observada reducdo dos estoques
naturais dessa espécie, devido a exploracdo pesqueira em larga escala (DUNCAN,
2008). No estado do Amazonas, alguns frigorificos localizados no municipio de
Iranduba também tém intensificado a compra desses animais para 0 processamento e
comercializacdo de filés congelados, sem nenhum controle na exploracdo desse
pescado (CRUZ, 2009), embora esse procedimento ndo seja pratica comum na bacia
Amazobnica, Batista (2008) estudando a caracterizacéo tecnoldgica e o perfil de acidos
graxos das espécies Paratrygon aiereba e Potamotrygon motoro, concluiu que essas
espécies apresentam um bom rendimento carneo das nadadeiras peitorais, constituidos
por carnes magras (menos de 1% de gordura), principalmente para a espécie

Paratrygon aiereba.

Arraias do género Potamotrygon e Paratrygon vém nos ultimos 5 anos

participando sistematicamente do desembarque pesqueiro na regido Amazonica, tanto
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assim que atualmente frotas pesqueiras estdo equipadas especialmente para efetuar a
captura de arraias (BATISTA, 2008). Esse cenario preocupa e desperta a necessidade
de planos de manejo adequados para a conservagao desse grupo de elasmobranquios
oriundos da América do Sul (CARVALHO et al., 2003). Além do mais, o que vem sendo
observado sobre os potamotrigonideos é que existe ainda uma necessidade de se
investigar a biologia das principais espécies, sendo que, essas informacfes geradas
poderdo prover conhecimentos para o uso racional e defesa dos estoques nativos
desse grupo de elasmobranquios.

3.2. Pesca negativa e acidentes

Os potamotrigonideos nao sofrem apenas por sua captura para servir como
fonte de alimento ou como peixe ornamental, mas também pela pesca indiscriminada
no periodo da seca, na qual a reducéo e isolamento de habitats tornam esses animais
mais susceptiveis a captura e predacédo. Nesse periodo, na bacia do Rio Negro, &€ muito
comum a pratica da “limpeza”, isto €, a remocgao de todas as arraias encontradas a fim
de prevenir acidentes, com estimativas de captura de até 21 mil individuos num s6 ano
(ARAUJO, 2004). O grande temor a esses elasmobranquios ocorre devido & presenca
de um a trés ferrdes em sua cauda que sao recoberto por células epidérmicas que
secretam veneno (PEDROSO et al., 2007) que, em caso de acidentes, pode provocar
ferimentos graves e bastantes dolorosos (GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009). Em
arraias de agua doce existe um namero maior de células secretoras de veneno do que
em arraias marinhas, essa diferenca permite concluir que em potamotrigonideos as
ferroadas sdo mais dolorosas e severas do que as arraias marinhas (PEDROSO et al.,
2007).

A ocorréncia de acidentes retrata apenas um mecanismo de defesa do
animal, que quando tocados dorsalmente reagem por um mecanismo reflexivo de
chicotear sua cauda, causando perfuracdo do membro, provocando dor intensa no
local, edema e eritema, de forma secundaria pode ocorrer infecgbes bacterianas e
necrose cutanea (PEDROSO et al., 2007; ANTONIAZZI et al., 2011). Nesse contexto, &
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muito comum encontrar esses animais mutilados pela retirada da extremidade da
cauda, essa mutilacdo dificulta a natagcdo e compromete todas as atividades
dependentes deste comportamento.

Em um estudo realizado em quatro comunidades da Area de Protegéo
Ambiental do Rio Curiau, Estado do Amapa, foram observados que as pessoas
acidentadas com arraias de agua doce apresentam faixa etaria acima de 15 anos e que
a maioria (86%) foi afligida nos membros inferiores, além os acidentes ocorreram, em
sua maioria, no periodo da tarde e na estacdo de verdo (OLIVEIRA et al., 2011). A
terapéutica mais utilizada pela populacdo vitimada foi a popular com o uso de urina,
ervas e Oleos e fitoterapico especifico, esses resultados reforcam a necessidade das
autoridades publicas atentarem para a subnotificacdo dos acidentes por raias e para a
proposicdo de medidas que estimulem estudos de terapéutica adequada e qualificacao
pertinente dos profissionais de saude (OLIVEIRA et al., 2011).

Forster (2009) investigando os impactos dos potamotrigonideos na populagéao
ribeirinha e demais frequentadores do alto curso do Rio Parana e em alguns afluentes
percebeu que em geral os ribeirinhos possuem relativo conhecimento sobre as arraias e
do risco potencial de ferimento pelo ferrdo, conhecem os lugares de preferéncia de
habitat e comportamento. Recentemente, Oliveira et al., (2012) descreveram
importantes recomendacdes sobre manuseio de arraias durante os procedimentos em

estudos cientificos.

3.2. Genética

Em um estudo citogenético realizado com arraias no médio Rio Negro,
Amazonas, por Valentim et al., (2006), foi observado que os tipos cromossémicos de
Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi possuem o mesmo numero dipléide de
2n=66 cromossomos, engquanto que em Paratrygon aiereba possui 2n=90
cromossomos. Arraias da espécie Potamotrygon motoro e Potamotrygon falkneri

capturadas no alto Rio Parana, Parana, apresentaram 2n=66, fémeas possuem 2n=66
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cromossomos, enquanto machos 2n=65 em ambas as espécies, esse heteromorfismo
cromossémico encontrado € devido a ocorréncia de sistemas cromossomos sexuais do
tipo X1X1X2X2/X1X2Y (CRUZ et al.,, 2011). Em um estudo mais amplo foram
determinados os aspectos citogenéticos de Plesiotrygon iwamae (2n=74, NF=120),
Potamotrygon sp. C (cururu) (2n=673/68%, NF=104/106), com sistema de
determinacdo do sexo XX/X0, Potamotrygon scobina (2n=66, NF=102), Potamotrygon
cf. scobina (2n=66, NF=101), ambas com provavel sistema de determinacdo de sexo
XXIXY, Potamotrygon constellata (2n=66, NF=110), Potamotrygon leopoldi (2n=64,
NF=102), Potamotrygon orbignyi (2n=66, NF=106), confirmando a presenga do sistema
XX/IXY e Potamotrygon motoro de diferentes localidades da bacia amazo6nica central
(VALENTIM, 2012).

Cruz (2009) realizou o mapeamento fisico dos genes ribossomais 5s e 18 s
em Potamotrygon motoro e Potamotrygon falkneri e gerou informacédo para melhor
compreender dos processos evolutivos em arraias do género Potamotrygon. Além do
mais, foi demonstrado a organizacdo molecular e 0 mapeamento gendmico de duas
classes de DNAr 5s em Potamotrygon motoro (CRUZ, 2009). Apesar desses pequenos
avancos citogenéticos sobre as arraias de agua doce, existe ainda uma lacuna sobre

essas informacdes desse grupo de elasmobranquios de vida restrita a gua doce.

Com relacdo a historia evolutiva, Lovejoy et al.(1998), baseados em estudo
de filogenia e relégio molecular, propusessem que o ancestral comum da familia
Potamotrygonidae (Himantura schmardae + Himantura pacifica) tenha invadido aguas
continentais a partir do norte da América do Sul, entre 23 e 15 milhdes de anos atras,
periodo em gque ocorreu grande transgressdo marinha. Marques (2000), baseado em
relégio molecular, encontrou a idade de origem da familia em cerca de 18 milhdes de
anos tras, além do mais foi confirmado que Paratrygon aiereba € a espécie mais basal
da familia (LOVEJQY et al., 1998; MARQUES 2000; TOFFOLI, 2006).

Toffoli (2006) revela que a grande variabilidade de morfotipos (notavelmente
padrdoes de coloragcédo) encontrada nas arraias Potamotrygon motoro, Potamotrygon

orbignyi e Potamotrygon scobina, provavelmente se deve a uma combinagéo de fluxo
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génico restrito entre as populagbes, associado com selecdo natural aos ambientes
locais, esse processo pode ter sido importante na diversificacdo das espécies de
arraias de 4gua doce.

Recentemente Frederico et al., (2012) investigando a estrutura genética de P.
aiereba concluiram que essa pertence ao grupo irmdo dos outros géneros da familia
Potamotrygonidae, além do mais os resultados para o fragmento ATPase mostraram
gue essas populacdes estdo estruturadas dentro dos rios, com fluxo génico restrito, ou
mesmo sem fluxo génico. Também foi retratado para essa espécie segundo as
premissas para barcoding e a distribuicdo alopatrica de trés clados em Paratrygon
aiereba indica que esse grupo pode ser um complexo de espécies (FREDERICO et al.,
2012).

3.3. Habitat e invasao

As arraias de agua doce exploram diversos habitats, que véo desde praias,
pequenas enseadas de fundo rochoso ou barrento, folhico, lagos até as florestas
inundadas (CARVALHO et al.,, 2003). Sua caracteristica comportamental nesses
ambientes é a de enterrar superficialmente a extremidade de seu corpo quando em
repouso ou na busca por alimento (GARRONE NETO; SAZIMA, 2009).

Para Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro, uma analise das formas
de uso do habitat mostrou que ambas as espécies apresentaram comportamento
semelhante, com nitida segregacao espacial dos individuos em funcéo do seu tamanho,
da profundidade e do periodo do dia (GARRONE NETO; UIEDA, 2012).

Assim como observado em outros elasmobranquios, os potamotrigonideos
apresentam preferéncias quanto a ocupacéo e uso de habitat associados as condicdes
ambientais (ALMEIDA et al., 2009), entretanto, Ng et al., (2010) relatam a ocorréncia de
5 espécimes de Potamotrygon motoro, incluindo adultos, prenhas e neonatos, em um
reservatério em Singapura no sudeste asiatico. Ao que tudo indica esses espécimes

parecem ter se adaptado perfeitamente as condigbes desse ambiente, esta descoberta
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representa o primeiro registro confirmado da introducdo estabelecida de
potamotrigonideos fora da regido neotropical, porém, ainda ndo existem informacdes
sobre a interacdo desses organismos dentro desse ecossistema. No Brasil Garrone
Neto et al., (2006) registraram a ocorréncia de duas espécies de arraias de agua doce
no Alto Rio Parana, Sete Quedas de Guaira, Parand, aos quais nao faziam parte da
fauna nativa da regido ha pouco mais de duas décadas, essa invasao ocorreu devido a
construcdo de hidrelétricas naquela localidade, a ocorréncia de potamotrigonideos tem
sido cada vez mais recorrente nessa localidade ampliado as areas de distribuicdo dos
potamotrigonideos aos estados de S&o Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul
(GARRONE NETO; HADDAD JR, 2010).

3.4. Forrageio e aspectos alimentares

O uso das nadadeiras pélvicas durante o forrageamento de Potamotrygon
motoro em cativeiro mostrou-se importante para captura de presas e pode ser
considerado um mecanismo auxiliar para uma maior eficiéncia da captura e
processamento das presas, junto com as nadadeiras peitorais (SHIBUYA, 2009). Foi
observado que quando Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro forrageiam, elas
agitam o substrato que proporcionam a formacéo de nuvens de poeira, que se constitui
num atrativo para quatro espécies de ciclideos. Esses teledsteos se aproximam das
nuvens de poeiras imediatamente apds o forrageio e permanecem nas proximidades
das arraias enquanto durar essa atividade (GARRONE NETO; SAZIMA, 2009),
confirmando que esse comportamento trata-se de uma atividade na busca por
alimentos. Além do mais Garrone Neto e Carvalho (2012) por meio de observacdes sub
e supra-aquaticas também registraram associacdes alimentares do tipo nuclear-
seguidos (comensalismo) entre trés espécies de peixes characiformes e a arraia

Potamotrygon orbignyi

A principio existe uma vantagem ao fato das arraias de agua doce possuir
corpos achatados dorso ventralmente e com formato circular, a vantagem de poder usar

de suas nadadeiras na captura dos alimentos, conforme comentado anteriormente.
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Entretanto, esse formado corpéreo impede a visualizacdo da presa quando esta
encontrasse abaixo de seu corpo, desta forma os potamotrigonideos necessitaram
desenvolver outras adaptagbes para solucionar esse problema. Shibuya et al. (2010)
mostraram que a linha lateral em espécimes de Potamotrygon motoro, Potamotrygon
orbignyi, Potamotrygon sp. (arraia cururu) e Paratrygon aiereba apresentaram padrdes
semelhantes de distribuicdo de canais. No ventre do corpo essa distribuicdo se
concentrou principalmente ao redor da boca e das narinas evidenciando a importancia
tactil dessa estrutura quando a presa encontrasse sob o corpo do animal (SHIBUYA et
al., 2010). Por outro lado os canais dorsais podem ter a funcdo de identificar a
presenca de predadores, como também podem auxiliar na localizagcéo de presas, visto
gue esses elasmobranquios possuem habitos bentdnicos (SHIBUYA et al., 2010) e que
o periodo de atividade alimentar € predominantemente noturno a exemplo das espécies
Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro (GARRONE NETO; UIEDA, 2012).

A tética alimentar de Potamotrygon motoro demonstra que essa espécie
eleva o focinho durante a deteccdo da presa o que facilita a identificacdo de
movimentos na agua produzidos pelas presas, por outro lado, pode existir diferenca
nesse comportamento dependendo do tipo sexual, porém sdo necessarios estudos
adicionais para comprovar essa hipotese (SHIBUYA et al., 2010). Em um estudo sobre
a morfometria das arraias Potamotrygon cf. motoro e Potamotrygon falkneri foi constado
gue nado existem diferencas na largura da boca de ambas as espécies, permitindo
concluir que nao existe diferenca na composicdo da dieta dessas espécies (SILVA,
GOULARD, 2007). Shibuya et al., (2010) estudando a musculatura da boca de
Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi concluiram que de acordo com o item
alimentar preferencial os potamotrigonideos desenvolvem mais a musculatura oro-
branquial, seja para triturar carapacas rigidas (no caso, crustaceos) ou ainda para
ingerir larvas de insetos. Shibuya et al., (2012) investigando em Potamotrygon motoro
0 uso da musculatura orobranquial na captura e processamento de presas durante a
alimentacdo, concluiram que os musculos adutores responsaveis pelo fechamento da
boca apresenta alta biomassa, o qual foi consistente com sua fungéo para apreensao e

manipulagéo de presas.
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O estbmago dos potamotrigonideos apresenta um formato de “J” (CHARVET -
ALMEIDA, 2006), sendo que este pode ser dividido em duas porgOes principais: a
cardiaca e a pilérica (HOLMGREN; NILSSON, 1999). A porcéo cardiaca € mais dilatada
e sua superficie interna apresenta rugosidade granular, enquanto que a porcao pilorica
apresenta pregas longitudinais na superficie interna (MORO et al., 2011).

Em relacdo a andlise dos conteldos estomacais em potamotrigonideos,
Achenbach; Achenbach (1976) relataram mudangas ontogénicas na alimentacéo, pois
guando 0S individuos séo neonatos consomem plancton e
e a medida que crescem passam a alimentar-se de moluscos, crustaceos e larvas de
insetos.  Posteriormente Rosa et al. (1987) analisando o conteudo estomacal de
Plesiotrygon iwamae encontraram teledsteos, restos de insetos e crustaceos.
Subsequentemente Lasso et al. (1996) concluiram que Potamotrygon orbignyi e
Paratrygon aiereba, da bacia do Rio Apure, na Venezuela, sdo insetivoras e piscivoras,
respectivamente. Recentemente Shibuya et al., (2010) analisando as espécies
Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon sp. (arraia cururu) e
Paratrygon aiereba oriundas do médio Rio Negro, Amazonas, demonstraram que essas
espécies possuem habitos alimentares diferenciados, sendo Potamotrygon orbignyi
insetivoras, Potamotrygon motoro carcindfago, Paratrygon aiereba piscivora e
Potamotrygon sp. (arraia cururu) com uma dieta generalista variando de camardes,
caranguejos a larvas de libélulas (SHIBUYA et al., 2009). Foi constatado também um
alto nimero de estdbmagos vazios e com poucos itens alimentares nas espécies
descritas acima, essa observacdo permite concluir que as arraias analisadas nao sao
consumidoras frequentes (SHIBUYA et al.,, 2009). As diferencas alimentares
encontradas entre Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon motoro, Paratrygon aiereba e
Potamotrygon sp. (arraia cururu) podem estar relacionadas a diferencas nos ambientes
em que cada espécie utiliza durante o forrageio, embora habitem o mesmo sistema
aquifero, o Arquipélago de Mariua no estado do Amazonas. Recentemente, Shibuya;
Zuanon (2013) registraram a presenca de peixes Callichthyidae, Cetopsidae, Doradidae
e Loricariidae em estdbmagos de Paratrygon aiereba e Plesiotrygon iwamae do Rio

Solimdes, indica a importancia desse grupo como presa na dieta de potamotrigonideos.
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A dieta de Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro apresentou variagao
sazonal distinta associada a variacdo na disponibilidade dos recursos alimentares,
caracterizando uma flexibilidade tréfica dessas espécies (LONARDONI et al., 2006). No
periodo de cheia Potamotrygon falkneri e Potamotrygon motoro tiveram sobreposi¢ao
trofica, alimentando-se principalmente de moluscos, na época de seca houve dietas
diferenciadas onde Potamotrygon falkneri teve como item alimentar preferencial peixes,
enquanto Potamotrygon motoro alimentou-se principalmente de insetos, esta diferenca
em época de seca constitui-se em uma estratégia para evitar as interagdes competitivas
nesse periodo (LONARDONI et al.,, 2006). Vasconcelos; Oliveira (2011) também
encontraram diferenca sazonal na dieta de Potamotrygon motoro, no periodo de cheia
houve predominancia de moluscos e peixes, enquanto no periodo de seca a
predominancia foi de crustaceos e peixes. Sendo bastasse as diferencas alimentares
encontradas entre espécies distintas e entre periodos sazonais, Almeida et al., (2010)
relatam encontrar diferencas na dieta de Potamotrygon motoro em ambientes diferentes
de uma mesma bacia, ora consumiram preferencialmente crustaceos outra hora peixes,
essas diferencas se confirmam quando se confrontam os itens alimentares preferéncias
de uma mesma espécie (Potamotrygon motoro) oriunda do médio Rio Negro,
Amazonas, nos trabalhos descritos por Shibuya et al. (2009) que relatam como item
preferencial os moluscos, enquanto em época de seca a mesma espécie oriunda do
alto Rio Parana, entre o Parana e Mato Grosso do Sul, teve como item preferencial
insetos. Moro et al. (2012) analisando o contendo estomacal de Potamotrygon signata
concluiram que essa € essencialmente insetivora, entretanto, foram relatadas
diferencas sexuais e ontogenéticas que podem estar relacionadas a diferentes
necessidades nutricionais. De uma maneira geral, € possivel demonstrar de forma
simplificada os itens alimentares preferenciais em varias espécies de arraias de agua
doce, conforme demonstrado na Tabela 2, demonstrando que as arraias de agua doce
apresentam um nivel tréfico intermediario, predominante como consumidores
secundarios (RINCON, 2006).
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Tabela 2. Dieta preferencial das espécies de Potamotrygonidae e locais de captura.

Espécies

Itens preferenciais

Localidades

Referéncias

Plesiotrygon iwamae

Plesiotrygon iwamae
Potamotrygon aiereba

Potamotrygon henlei

Potamotrygon falkneri

Potamotrygon aiereba

Potamotrygon motoro

Potamotrygon falkneri

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro

Peixes, insetos

crustaceos
Peixes
Peixes

Moluscos

Moluscos e insetos

Peixes

Moluscos

Moluscos e peixes

Moluscos e insetos

Insetos

Crustaceos

Peixes, crustaceos,

e Rio Solimbes e Napo no

Brasil
Rio Solimbes

Rio Apure, Venezuela
Rio Cristalino, Mato

Grosso

Alto Rio Parana, entre
Sao Paulo e Mato

Grosso do Sul

Rio Negro, Amazonas

Rio Cristalino, Mato
Grosso

Rio Parana, entre o
Parana e Mato Grosso
do Sul

Rio Parana, entre o
Parana e Mato Grosso
do Sul

Alto rio Parana, entre
Sao Paulo e Mato
Grosso do Sul

Rio Negro, Amazonas

Rio Curiat, Amapa

ROSA et al. (1987)

SHIBUYA & ZUANON
(2013)

LASSO et al. (1996)
PANTANO-NETO
(2001)

SILVA; UIEDA (2007)

SHIBUYA et al. (2009);
SHIBUYA & ZUANON
(2013)
PANTANO-NETO
(2001)

LONARDONI et al.
(2006)

LONARDONI et al.
(2006)

SILVA; UIEDA (2007)

SHIBUYA et al. (2009)
VASCONCELOS;
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Potamotrygon sp.

(cururu)

Potamotrygon orbignyi
Potamotrygon orbignyi
Potamotrygon orbignyi
Potamotrygon orbignyi

Potamotrygon signata

moluscos, insetos,
fragmentos vegetais e
dentritos/sedimentos
Crustaceos e insetos

Insetos
Insetos
Insetos
Insetos

Insetos

Rio Negro, Amazonas

Rio Apure, Venezuela
Rio Paran&, Tocantins
Rio Negro, Amazonas
Rio Parnaiba, Piaui

Rio Parnaiba, Piaui

OLIVEIRA (2011)

SHIBUYA et al. (2009)

LASSO et al. (1996)
RINCON (2006)
SHIBUYA et al. (2009)
MORO et al. (2011)
MORO et al. (2012)

3.4. Aspectos da biologia reprodutiva

O conhecimento das taticas reprodutivas € fundamental para a compreensao
das estratégias do ciclo da vida bem como para nortear medidas de administracao,
manejo e preservacdo frente a impactos, como exaustdo dos estoques naturais
(VAZZOLER; MENEZES, 1992). Os potamotrigonideos sao viviparos, com fecundacao
interna e desenvolvimento de troponemata, apresentam o ciclo reprodutivo regulado
pelo ciclo hidrologico, fecundidade ovariana de 1 a 8 filhos e gravidez de 3 a 9 meses
(CHARVET-ALMEIDA et al.,, 2005b), aspectos mais proximos aos observados em
mamiferos do que ao préprio grupo dos peixes. Além disso, ap0s 0 nascimento as
fémeas exibem cuidado parental sobre a prole, que pode durar até um més apos o
parto (ARAUJO, 1998). A literatura demonstra que a largura do disco € o principal dado
biométrico que permite diferenciar os estagios de desenvolvimento das espécies de
potamotrigonideos. A tabela 3 apresenta os trabalhos realizados sobre aspectos da

biologia reprodutiva das espécies.
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Tabela 3. Aspectos da biologia reprodutiva das espécies de Potamotrygonidae de 4gua

doce.

Espécie

Descricao

Localidade (s)

Autor (es)

Potamotrygon motoro

Potamotrygon brachyura

Cuidado maternal

Médio Rio

Paranda, Parana

ACHENBACH;
ACHENBACH (1976)

Potamotrygon motoro
Potamotrygon constellata

Vivipara aplacentéria

Animais de

cativeiro

THORSON et al. (1983)

Paratrygon aiereba

Potamotrygon motoro

Potamotrygon orbignyi

Semelhangas na
estrutura anatdmica

do clasper

Bacia Amazonica,
Manaus

Santa Fé,
Argentina

Iquitos, Peru

TANIUCHI; ISHIHARA
(1990)

Biologia reprodutiva

Rio Magdalena,

TESHIMA; TAKESHITA

Potamotrygon magdalenae e aspectos o
. Colémbia (1992)
histoldgicos
Paratrygon aiereba Descricdo de Regido das
aspectos da biologia  planicies LASSO et al. (1996)

Potamotrygon orbignyi

reprodutiva

Venezuelanas

Potamotrygon sp. (cururu)

Biologia reprodutiva
e aspectos

histolégicos

Rio Negro,

Amazonas

ARAUJO (1998)

Plesiotrygon iwamae

Biologia reprodutiva

Baia de Marajo,

CHARVET-ALMEIDA

Para (2001)
Potamotrygon motoro
Potamotrygon schroederi .
) Rio Negro,
Paratrygon aiereba . . ) CHARVET-ALMEIDA et
Biologia reprodutiva  Amazonas

Potamotrygon sp. (cururu)
Potamotrygon orbignyi

Potamotrygon scobina

Baia de Marajo,

al. (2005h)
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Plesiotrygon iwamae Para

Potamotrygon orbignyi

o _ _ _ Rio Parana,
Potamotrygon orbignyi Biologia reprodutiva _ RINCON (2006)
Tocantins
_ Apenas relatos sobre Rio Parana, GARRONE NETO et al.

Potamotrygon falkneri . . )

0 periodo do parto Guaira, Parana (2006)
Potamotrygon motoro Rio Parana,

Consideracoes sobre proximidades de  GARRONE NETO
Potamotrygon falkneri a reproducéo Castilho-SP e (2010)

Trés Lagoas-MS

Estrutura testicular e  Rio Negro,

Potamotrygon sp. (cururu) R ZAIDEN et al. (2010)
espermatogénese Amazonas
' . . _ Rio Negro, i
Paratrygon aiereba Biologia reprodutiva ARAUJO (2011)
Amazonas

Os trabalhos descritos sobre a biologia reprodutiva dos integrantes da familia
Potamotrygonidae sdo unanimes em afirmar que as arraias de agua doce possuem
algumas caracteristicas comuns a outros elasmobranquios, como crescimento lento e
grande longevidade, padrdes complexos de reproducdo e maturacao tardia, aspectos
gue determinam baixas taxas de renovacdo populacional e, consequentemente, maior
vulnerabilidade aos impactos oriundos da exploracdo pesqueira a médio e longo prazo
(ARAUJO et al., 2004; CARRIER et al., 2004).

3.6. Aspectos parasitoldgicos

Entre as informacdes biolégicas de potamotrigonideos, a parasitologia tem
sido a area com maior conhecimento disponivel. As informacdes sobre infeccdes
parasitarias estdo concentradas principalmente na descricdo taxondmicas de espécies
(BROOKS; THORSON, 1976; REGO; DIAS, 1976; MAYES et al., 1978; BROOKS;
AMATO, 1992; MORAVEC, 1998; CAMPBELL et al.,, 1999; MARQUES et al., 2003;
MARQUES; BROOKS, 2003; IVANOV, 2004, 2005; CAIRA; HEALY, 2004;
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DOMINGUES et al., 2007; DOMINGUES; MARQUES, 2007; REYDA, 2008; LUCHETTI
et al., 2008; MENORET; IVANOV, 2009; DOMINGUES; MARQUES, 2010a, b), porém,
existem trabalhos que retratam a evolucéo e filogenia (BROOKS et al., 1981; BROOKS,
1992), ocorréncia (PERALTA et al., 1998; LACERDA et al., 2008), ecologia parasitaria
(LACERDA et al., 2009), altera¢gBes ocasionadas pelo ciclo hidrolégico (LEMOS, 2011),
bem como sobre as etapas de transporte e manejo desses elasmobranquios para o
mercado consumidor como objeto de aquariofilia (LEMOS, 2011).

Alvarenga et al. (2009) observou auséncia de metazodrios em branquias de
Potamotrygon falkneri e Brito (2012) também observou auséncia de parasitos nas
branquias, baco, figado, rins e coracdo em Potamotrygon motoro, Potamotrygon
falkneri, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon scobina, fato nada comum em arraias
de &gua doce visto que observa-se grande quantidade de parasitas nesses
elasmobranquios. Entre os inUmeros parasitas descritos em arraias de agua doce, 0s
cestodas e monogenoides sdo 0s mais recorrentes, a tabela 4 apresenta as espécies

de parasitas descritas em arraias da familia Potamotrygonidae.

Além das informacdes sobre as espécies descritas de parasitos em
potamotrigonideos, Lacerda et al. (2009) realizou trabalhos sobre o fator de condigcéo
(Kn) e suas correlagbes com os parasitos, em seus resultados foi demonstrado
correlacdo positiva entre o0 Kn com a abundancia de dois tipos de cestodas (A. regoi e
R. paratrygoni). Queiroz (2011) relatou nas branquias de Potamotrygon cf. histrix
infeccdo por Potamotrygonocotyle eurypotamoxenus, Argulus sp. e Ergasilus sp.
Recentemente Lemos (2011) estudando correlagdes parasitolégicas e hematoldgicas
em Potamotrygon sp. (arraia cururu) concluiu que esta espécie possui flexibilidade de
enfrentar as variagcbes ambientais que ocorrem em seu habitat, incluindo a adocao de
ajustes fisioldgicos em funcdo da abundancia de parasitos ao longo do ciclo hidroldgico.
A presenca de hemoparasita Haemogregarina sp. foi observado nos eritrécitos de
Potamotrygon cf. histrix (OLIVEIRA, 2008), Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon

scobina (BRITO, 2012). Apesar do aumento expressivo de informacgdes biologicas que
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incluem a parasitologia, os estudos ainda sdo reduzidos quando comparados aos

peixes teledsteos.

Tabela 4. Espécies descritas parasitando arraias Potamotrygonidae (LEMOS, 2011).

Espécies de parasitos

Hospedeiros

Cestoda

Acanthobothrium amazonensis
A. peruviense

A quinonesi

A. ramiroi

A. regoi

Anindobothrium lisae
Nandocestus guariticus

Paraoncomegas araya

Potamotrygonocestus amazonensis

P. chaoi Marques

P. fitzgeraldae

P. magdalenensis

Potamotrygon circularis

Potamotrygon motoro

Potamotrygon magdalenae
Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro e Potamotrygon
falkneri

Potamotrygon orbignyi

Paratrygon aiereba

Potamotrygon motoro e Potamotrygon

falkneri

Potamotrygon constellata, Potamotrygon
yepezi, Potamotrygon falkneri,
Potamotrygon motoro, Potamotrygon cf.
histrix, Potamotrygon scobina,
Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon

circularis

Plesiotrygon iwamae

Potamotrygon leopoldi, Potamotrygon
motoro,  Potamotrygon  orbignyi e

Paratrygon aiereba

Potamotrygon magdalenae
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P. marajoara
P. maurae
P. orinocoensis

P. travassosi

Rhinebothrium copianulum
R. paranaensis

R. paratrygoni

Rhinebothroides campbelli

R. circularisi

R. freitasi

R. glandularis

R. mclennanae

R. moralarai

R. scorzai

R. venezuelensis

Plesiotrygon iwamae

Potamotrygon orbignyi

Potamotrygon orbignyi

Potamotrygon constellata, Potamotrygon
motoro, = Potamotrygon orbignyi e

Paratrygon aiereba

Paratrygon aiereba

Potamotrygon falkneri

Potamotrygon falkneri, Potamotrygon
motoro e Paratrygon aiereba
Potamotrygon motoro

Potamotrygon constellata

Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon
constellata, Potamotrygon motoro,
Potamotrygon yepezi, Potamotrygon
falkneri, Potamotrygon henlei,
Potamotrygon leopoldi, Potamotrygon

schroederi e Potamotrygon scobina

Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon
histrix

Potamotrygon motoro

Potamotrygon cf. histrix e Potamotrygon
magdalenae

Potamotrygon motoro, Potamotrygon
orbignyi e Paratrygon aiereba
Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon

yepezi
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Acanthocephala

Quadrigyrus machadoi Fabio, 1983

Megapriapus ungriai Garcia-Rodrigo, 1960

Nematoda

Brvimulticaecum regoi

Camallanus cotti

Cucullanus sp.

Echinocephalus daileyi

Eustrongvlides ignotus
Procamallanu peraccuratus
P. inopinatus

Rhabdochona sp.

Spinitectus sp.

Monogenoidea

Paraheteronchocotyle amazonense

Potamotrygonocotyle aramasae
P. auriculocotyle

P. chisholmae

P. dromedarius

P. eurypotamoxenus

Potamotrygon falkneri e Potamotrygon
motoro

Potamotrygon histrix

Potamotrygon castexi e Potamotrygon
motoro

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro, Potamotrygon
castexi e Paratrygon aiereba
Potamotrygon circularis, Potamotrygon
histrix e Potamotrygon castexi
Paratrygon sp.

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro

Potamotrygon castexi e Paratrygon
aiereba

Potamotrygon falkneri

Potamotrygon constellata e
Potamotrygon orbignyi

Paratrygon aiereba

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro

Potamotrygon motoro, Potamotrygon

castexi, Potamotrygon  falkneri e
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P. quadracotyle
P. rarum

P. rionegrense

P. septemcotyle

P. tatianae

P. tocantinsense

P. umbella

-

. uruguayensis

Branchiura

Argulus juparanaensis

Copepoda

Ergasilus trygonophilus

Potamotrygon histrix

Potamotrygon cf. histrix

Potamotrygon schroederi

Potamotrygon humerosa, Potamotrygon
sp., Potamotrygon motoro e
Potamotrygon cf. motoro

Potamotrygon sp. e Potamotrygon
scobina

Paratrygon sp.

Potamotrygon cf. scobina, Potamotrygon

scobina e Potamotrygon sp.

Potamotrygon cf. histrix

Potamotrygon brachyura

Potamotrygon motoro

Plesiotrygon iwamae

3.7. Fisiologia e adaptacéao

Devido aos poucos estudos sobre a biologia das arraias de agua doce, o

conhecimento de sua fisiologia € muito reduzido, e até inexistentes para a maioria das

espécies. Algumas das caracteristicas fisiolégicas do grupo incluem modificacdes nas

ampolas de Lorenzini para o funcionamento em agua doce (RASCHI; MACKANOS,

1989). Ao contrario do que muito se imaginou as arraias de agua doce possuem uma

glandula retal, entretanto, ela é fortemente atrofiada o que se constituiu em um
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indicativo de uma longa historia evolutiva de adaptagcdo a vida em &gua doce
(THORSON et al.,, 1978). A atrofia da glandula retal determina a inabilidade dos
potamotrigonideos em viver em ambiente marinho e bem como determina que esses
elasmobranquios tenham baixas concentracfes de uréia no sangue e ndo acumulem
uréia em seus tecidos (THORSON, 1967).

Baseado nessa caracteristica alguns trabalhos foram realizados visando
verificar até que ponto os potamotrigonideos podiam suportar ambiente salino. Griffith
et al.,, (1973) descreveram o primeiro registro sobre estudos hematoldgicos e
bioquimicos do plasma em potamotrigonideos submetidos em aguas salinas diluidas.

Estudos comparativos do fluxo de sédio (Na"), cloreto (CI), célcio (Ca™) e a
excregdo de uréia entre duas espécies de arraias do género Potamotrygon (P. aff.
histrix e P. thorsoni) aclimatadas em agua com elevadas concentracdes de eletrdlitos e
carbono orgéanico dissolvido, concluiram que o0s potamotrigonideos possuem
caracteristicas de regulacao i6nica semelhante aos teledsteos de agua doce e diferente
de seus relativos marinhos (WOOD et al., 2002) essa mesma observacao ja havia sido
feito por Thorson (1967) e Thorson (1970). Bitner; Lang (1980) descreveram aspectos
da osmorregulacéo da arraia Potamotrygon histrix e concluiram que o Na* e CI" sdo os
principais ions de osmorregulacdo no soro de Potamotrygon histrix, bem como foi
observado aumento nos valores de hematocrito (Ht) quando arraias foram submetidas a

aguas com salinidades elevadas.

Experimentos realizados submetendo arraias de agua doce em agua
contendo aménia permitiram concluir que a uréia tem a funcdo de osmorregulacéo e
desintoxicacdo da amoénia nesses elasmobranquios (IP et al., 2003). Em Paratrygon
aiereba foi confirmado que essa espécie possui uma marcante habilidade de ajustar as
caracteristicas ibnicas a seus locais de ocorréncia natural (DUNCAN et al., 2009).
Recentemente Duncan et al. (2010b) concluiram que o 4° arco branquial € o principal
arco na manutencao do equilibrio osmorregulatério dos potamotrigonideos. Estudos de
adaptacfes puderam confirmar que as caracteristicas fisicas e quimicas das dguas da

bacia Amazdnica podem agir como barreiras ou filtros hidrolégicos para a dispersdo das
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espécies de arraias de agua doce (DUNCAN; FERNANDES, 2010), bem como a
combinacdo das principais caracteristicas branquiais em potamotrigonideos tornaram-
se favoraveis para habitarem a 4gua doce durante a evolucao e diversificacdo desses
elasmobranquios ao longo da bacia Amazoénica (DUNCAN et al., 2010b).

Brinn et al. (2012) avaliaram parametros sanguineos de Potamotrygon cf.
histrix apos transporte (basal, pré-transporte e apés 3, 12 e 24h) usando dois aditivos
de agua (tetraciclina e probidticos). Houve um aumento significativo nos niveis de
corticosterona gradual em arraias ao longo do tempo de transporte em combinagdo com
distarbios osmorregulatérios, sugerindo a ocorréncia de estresse relacionado devido a
altercbes deste corticosterdide. Também hiuve aumentos significativos na
condutividade da agua, além de perdas de Na*, K e excre¢cdo de amdnia. A glicose,
hematdcrito, contagem de eritrocitos de ureia no sangue alteraram significativamente
durante o experimento. Os niveis de glicose ndo aumentaram de forma significativa

durante o transporte.

Assim como outras espécies do grupo, 0os potamotrigonideos ndo possuem
orgaos respiratérios acessorios e retira 0 oxigénio da agua através das branquias.
Contudo, quando em ambientes hipoxicos, esses animais hadam para a superficie e
flutuam, dobrando as extremidades das nadadeiras laterais para explorar a camada
mais oxigenada da coluna da agua (BARCELLOS, 1997), uma estratégia adaptativa

nao observada entre os elasmobranquios marinhos.

As descricfes das informacdes fisiolégicas ndo estdo concentradas apenas
em trabalhos sobre ajuste i6nico e estratégias adaptativas. Assim como os demais
elasmobranquios os potamotrigonideos dependem do 6rgéo epigonal para realizarem a
sua atividade linfo-mielopoiética, produzir respostas leucocitarias e participar de
processos inflamatorios (ZAPATA et al., 1996; MIRACLE et al., 2001). Em relacdo as
células do sangue de potamotrigonideos, poucos trabalhos tém retratado os tipos e
guantidades de leucdcitos e trombdcitos nesses elasmobranquios (Tabela 5). Pode-se
perceber que ndo existe uma unanimidade sobre os verdadeiros tipos de leucocitos

existentes no sangue de arraias de agua doce, parte dessa inconsisténcia deve-se aos
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diferentes métodos de coloragdes empregados e da falta de um protocolo padréo e das

técnicas de diferenciacdo dos tipos celulares existentes.

Tabela 5. Trombdcitos e leucocitarios do sangue de espécies de Potamotrygonidae.

Espécies Tr Li Mo NE Eo He Ba Referéncias

N&o especificada X X X X X GRIFFITH et al. (1973)
Potamotrygon sp. (cururu) X X X X X OLIVEIRA (2008)
Potamotrygon motoro X X X X X X X PADUAetal (2010)
Potamotrygon motoro X X X X X X X
Potamotrygon falkneri X X X X X X X
Potamotrygon orbignyi X X X X X X X BRITO (2012)
Potamotrygon scobina X X X X X X X

Tr = trombocito; Li = linfocito; Mo = mondcito; Ne = neutréfilo; Eo = eosindfilo; He =

heterdfilo; Ba = basdfilo.

Oliveira (2008) identificando e caracterizando morfologicamente as células do
sangue da arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu) concluiu que essa espécie possui as
caracteristicas morfologicas semelhantes a outros elasmobranquios marinhos. Padua et
al., (2010) em um relato de caso de Potamotrygon motoro (n= 1) concluiram por meio
de algumas reacdes citoquimicas que os neutrofilos e heteroéfilos constituem a primeira
linha de defesa organica visto que marcaram positivamente as reacdes de glicogénio e

de proteinas totais.

Em um estudo que analisou o eritrograma de Potamotrygon sp. (arraia
cururu), Oliveira (2008) concluiu que tais valores séo inferiores aos observados em
arraias marinhas, comprovando o modo de vida mais sedentario desta espécie, por
outro lado o perfil bioquimico plasmatico desta assemelha-se mais a dos teledsteos de
agua doce do que o de seus relativos marinhos, essas mesmas observacdes também
foram observadas por Jezini (2011) quando estudaram Potamotrygon motoro. Brito
(2012) investigando o perfil hematolégico e sérico bioquimico de Potamotrygon motoro
e Potamotrygon falkneri do Rio Parana-Paraguai, Parana, bem como Potamotrygon

orbignyi e Potamotrygon scobina do Rio Piririm, Amapa, observaram que a maioria dos
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parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos dessas arraias foram proximos para
ambos os rios, demonstrando pouca interferéncia do ambiente na fisiologia desses
animais apesar da diversidade geogréfica de origem.

Em relacdo aos horménios foi demonstrado que os corticosterdides podem
ser utilizados com um indicador de estresse na arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu),
além do mais foi demonstrado ndo existir uma relacéo direta com a hiperglicemia, como
normalmente observado em tele6steos (RICHARD et al., 2011). Lemos (2011) concluiu
gue Potamotrygon sp. (arraia cururu) apresenta baixa mortalidade durante e apds o
transporte, bem como refor¢ca a manutencao desses animais nos exportadores em agua
de boa qualidade, fluxo continuo e com o minimo de manuseio, esses fatores séo
necessarios para a recuperacdo do estresse imposto pelo estresse durante o
transporte. Oliveira et al. (2012) descreveram recomendacdes para colheita de sangue
em arraias potamotrigonideos. Contudo, estudos sobre das propriedades fisiolégicas
dos potamotrigonideos sédo reduzidas, apesar da extrema valia dessas propriedades
para determinar o estado de saude dos animais, além de auxiliar nas estratégias de

manejo e conservacao dessas espécies de elasmobranquios.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos houve um avanco significativo no conhecimento sobre as
arraias de agua doce, entretanto, ainda existe uma diversidade por ser descoberta e
descrita na familia Potamotrygonidae. A exploracdo sobre as arraias de agua doce é
mais lucrativa quando estas sdo usadas como animais de aquariofilia, o sistema de
cotas brasileiro € um mecanismo viavel para a manutencdo de populacdes de
potamotrigonideos em ambientes naturais, entretanto, deve ocorrer o aumento da
fiscalizacdo para reduzir ou eliminar a comercializacao ilegal. Existe uma grande
aversao as arraias de agua doce de uma maneira geral, as pessoas ndo sabem de sua
importancia e de como elas podem ser utilizadas para obtencdo de renda. Medidas que
visem o esclarecimento sobre os potamotrigonideos devem ser empregadas nas
cidades que s&o banhadas por bacias onde existe esse recurso. Ampla variacao

citogenética foi observada nos potamotrigonideos, além do mais foi detectado o sistema
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XXIXY nesse grupo de elasmobranquios. Os potamotrigonideos exploram diversos
habitats em sistema natural, vem sendo observado em outro sistema diferente dos
locais de origem natural invasdo por esses organismos. Entre os aspectos biolégicos
estudados até o presente momento 0s aspectos alimentares e a parasitologia sdo 0s
onde existem maior informacdes. Os aspectos alimentares e a parasitologia variam de
acordo com a espécie ou ainda de acordo com a bacia de ocorréncia. Notoriamente 0s
aspectos da biologia reprodutiva sdo complexos e existe uma semelhanca aos
mamiferos do que a peixes teledsteos. Os aspectos fisioldgicos sdo ainda pouco
elucidados, existindo investigacdes principalmente nos ajustes regulatérios, bem como
na caracterizacao e identificacdo de células sanguineas. As informacdes disponiveis
até o momento na literatura sdo essenciais para esse grupo de elasmobranquios que
ocorrem naturalmente apenas na Ameérica do sul, servindo para futuras praticas em
trabalhos de pesca, aquicultura, ecologia, genética, evolucdo, manejo e principalmente

para a conservacao.
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1. INTRODUCAO

As arraias de agua doce pertencem a familia Potamotrygonidae e estdo
inseridas no Unico grupo de elasmobranquios adaptados a vida exclusiva em 4gua doce
(COMPAGNO; COOK, 1995). Esses animais possuem o0 corpo achatado dorso-
ventralmente e cauda com até trés ferrGes retrosserrilhados, que contém toxinas.
Devido a essa caracteristica, os potamotrigonideos causam grande temor aos
banhistas e pescadores, pois podem causar acidentes que provocam ferimentos graves
e bastante dolorosos (GARRONE NETO; HADDAD-JUNIOR, 2009). Assim, durante a
manipulacdo desses animais para colheita de sangue em estudos hematologicos,
acidentes podem ocorrer na manipulacdo e captura realizadas sem instrumentos de
pesca apropriados e sem os devidos cuidados (GARRONE-NETO; HADDAD-JUNIOR,
2010).

Em peixes teledsteos os procedimentos basicos para a colheita de sangue ja
estdo bem estabelecidos (ISHIKAWA et al., 2010; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004),
entretanto, em tubarbes a colheita de sangue € recomendada na regido dorsal,
procedimento conhecido como puncdo caudal (ARNOLD, 2005; RIJN; REINA, 2010;
WALSH; LUER, 2004; WILHELM-FILHO et al., 1992). Para as arraias marinhas a via
mais utilizada para colheita do sangue é a puncéo cardiaca (WALSH; LUER, 2004;
WILHELM-FILHO et al., 1992) e essa mesma via € a recomendada para as arraias de
agua doce (DUNCAN et al., 2009).

Com a finalidade de minimizar acidentes durante procedimentos de
manipulacdo de arraias de agua doce e, principalmente, com a finalidade de reduzir o
manuseio estressante em arraias para a colheita sanguinea adequada e determinacao
de parametros fisioldgicos, evitando assim possiveis alteracfes nessas determinacfes
(ISHIKAWA et al., 2010), o objetivo desse trabalho foi padronizar os procedimentos de

manuseio e colheita sanguinea em arraias de agua doce.
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2. CAPTURA NA NATUREZA

Em ambiente natural, dependendo da finalidade, a captura de arraias é
geralmente realizada com diferentes instrumentos de pesca, tais como: o puca de mao
(Figura 1), também conhecido como rapiché na Amaz6nia central; malhadeiras;
espinhel; e arpdo, também conhecido como zagaia. Entretanto, para a determinacao
dos parametros hematol6gicos em populagéo natural de qualquer espécie de arraias de
agua doce, recomenda-se 0 uso do puca de mao, pois esse instrumento ndo causa
ferimentos nos animais e permite que eles sejam capturados rapidamente, minimizando
o efeito do estresse de captura, indesejavel para os estudos fisiologicos, principalmente

para determinacéo de valores sanguineos basais de qualquer espécie de arraia.

Figura 1. Captura de arraias com o uso de puca de mao.

Na Amazodnia, as arraias coletadas da natureza com puca de mao sao
mantidas em recipientes de caixa plastica (tipo-cacapa) com capacidade de até 30 litros
de agua. Assim, nesses recipientes contendo 2-3 litros de agua elas sdo mantidas e
estocadas na densidade maxima de duas em cada recipiente, dependendo do seu

tamanho.
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3. CONTENCAO E MANUSEIO DE ARRAIAS

Os ferrdes das arraias derivam de formas ancestrais que os utilizavam para
afugentar predadores e néo para a captura de presas, reforcando o conceito de que
arraias ndo sao agressivas, utilizando seus ferrdes apenas quando pisadas
inadvertidamente ou manuseadas sem o devido cuidado (GARRONE-NETO; HADDAD
JUNIOR, 2009).

Diferentemente de peixes teledsteos e algumas espécies de tubarbes e
arraias marinhas, as arraias potamotrigonideos dulciaquicolas possuem ferres com
toxinas em suas caudas que podem provocar Ulceras que tém um periodo de
cicatrizacdo de até trés meses (GARRONE-NETO; HADDAD-JUNIOR, 2009). Esses
acidentes causam dor intensa no local da ferroada, edema e extenséo variavel de
sangramento (MAGALHAES et al., 2006). Desta forma, em arraias de agua doce, as
praticas necessarias ao manuseio de colheita de sangue requerem procedimentos de

seguranca para evitar a ocorréncia desses graves acidentes ao manipulador.

Em alguns casos o uso de anestésicos € indicado, entretanto, sabe-se que
essas substancias podem ocasionar alteracfes hematolégicas como tem sido relatado
para algumas espécies de peixes teledsteos (BOLASINA, 2006; INOUE et al., 2004;
SUDAGARA et al., 2009; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Porém, para 0s
potamotrigonideos nao existe qualquer estudo sobre os possiveis efeitos de
anestésicos em parametros hematologicos. Em arraias dulciaquicolas, o anestésico
MS-222 (0,5 g/L) tem efeito somente depois de cerca de 10-15 minutos, além de ser
uma substancia toxica para 0s animais. Assim, quando ha necessidade da utilizacdo de
anestésicos para contencdo dos animais, recomenda-se o0 uso de eugenol (Tabela 1),
por 3-4 minutos. Em periodos inferiores a trés minutos, 0s animais ainda possuem
reflexos e batimentos do espiraculo bem evidentes. Em periodos superiores a quatro
minutos, os batimentos do espiraculo sdo muito baixos e dificultam a colheita de

sangue, por pun¢ao branquial, em um curto periodo de tempo.
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Tabela 1. Recomendac¢des quanto ao uso de seringas, agulhas e concentragcdo do

anestésico eugenol de acordo com a massa corporal de arraias coletadas para colheita

de sangue.
Peso (g) Seringas Agulhas Eugenol (g/L)
1-50 1M 13 x4 mm 0,2
51-10.000 3 Mi 25 X7 mm 0,2
Acima de 10.000 3 M 1,20 x 40 mm 0,2

Como medida preventiva de acidentes, é recomendado o uso da pinca Foster
para contencdo mecanica dos animais, prendendo somente o ferrdo como mostrado na
Figura 2. Alguns raros individuos de Potamotrygon motoro, uma espécie muito ativa,
mesmo sob letargia da anestesia, podem tentar desferir ferroadas no manipulador, mas
isso pode ser bloqueado pelo proprio peso da pinca Foster, que pode ser usada em
procedimentos de manuseio dessas arraias de qualquer tamanho. Porém, um
procedimento que ndo deve ser realizado é a imobilizacdo da cauda e do ferréo
simultaneamente sem o uso de equipamentos adequados, pois podem ocorrer
ferimentos causados pelo ferrdo, bem como o rompimento da cauda e até mesmo a
perda desse membro, o qual exerce importante funcdo no equilibrio natatoério das
arraias e das atividades dependentes da natacdo, tais como: a caca, a fuga e o

acasalamento.
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Figura 2. Contenc@o mecéanica do ferrdo de arraias com o uso da pinga Foster.

Para manusear as arraias, ap6s a contencdo do ferrdo com pinca Foster,
deve-se também utilizar luvas de couro resistentes, que permitam a mobilidade das
maos. Porém, como as arraias de agua doce liberam muito muco na superficie do
corpo, esse dificulta 0 manuseio desses animais, devido a redugdo da aderéncia entre
as luvas e os animais. Assim, a utilizacdo de um pano umedecido em agua para cobrir
o ferrdo também auxilia bastante nos procedimentos de manuseio correto de arraias
(Figura 3).

Figura 3. Utilizacdo de pinca de forster, pano e luva de couro para manusear arraias

com seguranca para o animal e para o manipulador.

Apoés a contencdo mecanica da arraia, essa deve ser mantida com a regido
ventral para cima e, em seguida, coloca-se um pano umedecido sobre as suas
branquias, para evitar a sua mobilidade e diminuir ao maximo o seu estresse causado

pelo manuseio fora da agua.
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4. COLHEITA DO SANGUE

Nas arraias de agua doce ha trés locais que podem ser usados para colheita
sanguinea: puncdo do vaso caudal, puncdo cardiaca e puncdo do vaso branquial.
Recomenda-se utilizar seringas descartdveis previamente umedecidas em
anticoagulantes como o EDTA 10% ou heparina 5.000 Ul (0,1 mL para cada 1 mL de
sangue), sendo que o tamanho dessas seringas depende da massa corpérea dos
animais coletados. Em arraias de agua doce, para um maior sucesso na colheita de
sangue, é necessario o uso de seringa e agulha com tamanho compativel a massa

corporal dos animais coletados (Tabela 1).

A puncdo do vaso caudal (Figura 4A-B) tem procedimentos dificeis de
executar, devido a natureza rigida do membro e pouca vascularizacdo, o que reduz a
guantidade de sangue circulante na localidade quando comparados aos outros locais
de colheita do sangue. Além disso, esse é o local onde se localiza o ferrdo desse grupo
de elasmobranquios dulciaquicolas, tornando assim esse procedimento de colheita
sanguinea bastante perigoso para o manipulador.

Figura 4. (A) Local de puncédo caudal em arraias de agua doce. (B) Vaso caudal por

onde circula o sangue.

Na colheita de sangue por puncédo cardiaca, a seringa deve estar inclinada

em angulo de aproximadamente 600 em relacdo ao corpo da arraia (Figura 5A-B).
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Nesse método, a confiabilidade da amostragem esta consignada ao enrijecimento
perceptivel apés a perfuracdo do masculo do coracdo, 6rgdo que se localiza entre a
primeira e a segunda fenda branquial. Dentre os trés locais de colheita sanguinea, a
puncdo cardiaca é o procedimento mais invasivo para 0s animais. Assim, como 0
coracdo é o Orgdo vital responsavel pelo bombeamento do sangue, a utilizacdo de
anestésicos (Tabela 1) € necessaria para evitar o sofrimento dos animais. Porém, a
colheita sanguinea deve ser precisa, para que ndo ocorra posteriormente necrose do
miocéardio, que pode ser fatal (ISHIKAWA et al., 2010). Além disso, nessa localidade ha
um maior risco de se retirar outros fluidos (corporais e linfa) e ndo o sangue desejado.
Portanto, devido a todos os fatores anteriormente mencionados, a escolha do local de
colheita sanguinea em arraias de agua doce dependera, principalmente, do uso ou nao

de anestésicos e da habilidade do manipulador.

[ ¥

Figura 5 (A-B). (A) Local e posicionamento correto da seringa para a colheita
sanguinea por puncédo cardiaca em arraia de agua doce. (B) Camara branquial aberta

indicando a posi¢éo do coracéo (seta azul).

A colheita sanguinea por puncédo do vaso branquial deve ocorrer na posicao
da terceira fenda branquial e com a seringa disposta em angulo de 900 (Figura 6). A
perfuracdo com a agulha deve ir até a percepgdo da coluna vertebral, em seguida um

leve retorno com um pequeno aumento da pressdo negativa no émbolo devem ser
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feitos. N&o se deve exercer pressao exagerada, pois pode ocorrer hemolise (ISHIKAWA
et al., 2010). A puncdo do vaso branquial € o método mais eficiente para se colher o
sangue de arraias de agua doce. Esse procedimento é o mais seguro contra as
ferroadas dos animais e, além disso, reduz as chances de colheita de outros fluidos
corporais indesejaveis durante a colheita do sangue. Portanto, esse € o método em que
se obtém sangue com maior rapidez para a analise e proporcionando menor estresse

aos animais.

Figura 6. (A) Colheita do sangue por puncdo do vaso branquial. (B) Detalhe do vaso

branquial em arraias de agua doce, indicando pela agulha da seringa.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Devem ser considerados sempre os procedimentos mais seguros para o
manuseio adequado de arraias de agua doce durante a obtencdo de amostras
bioldgicas, incluindo a colheita de sangue, evitando assim a ocorréncia de acidentes
graves com os ferrdes desses animais aquaticos. Portanto, recomenda-se a colheita de
sangue de arraias de agua doce por puncdo do vaso branquial devido a maior
seguranca para o manipulador, pela facilidade, preciséo e rapidez nesse procedimento.
Além disso, a puncdo do vaso branquial reduz o sofrimento dos animais, causado

geralmente pelo estresse de manuseio e pela contencdo mecanica fora da agua.
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RESUMO

Este estudo avaliou a eficicia de trés anticoagulantes em parametros sanguineos de
arraias cururu Potamotrygon sp. O sangue de dez animais foi coletado e diluido nos
anticoagulantes: EDTA 5% e 10%, heparina 2.500 e 5.000 Ul e citrato de sédio 3,2%,
outra parte do sangue também foi analisada sem anticoagulante. O sangue de 20% e
30% das amostras de sangue que ndo continha anticoagulante e citrato de sdodio
(3,2%), respectivamente, coagularam. Grumos de células foram observados durante a
contagem de eritrocitos em 30% das amostras com EDTA 10%, 40% das amostras com
heparina 2.500 Ul e 60% das amostras com heparina 5.000 Ul. N&o foram observadas
alteragbes no eritrograma da arraia cururu com diferentes anticoagulantes, os valores
da glicose plasmatica foram semelhantes em todos o0s grupos, enquanto os niveis de
proteinas totais foram menores nas amostras coletadas com EDTA 5% e 10%. Em
arraias Potamotrygon sp., para a conservacao de amostras de sangue ndo é
recomendado o uso de citrato de sodio 3.2%, porém, para a determinacdo da glicose
plasmatica e do eritrograma o0s anticoagulantes usados nao influenciaram os
parametros analisados. Portanto, esses resultados indicam que para evitar qualquer
sinal de coagulacédo do sangue deve ser coletada amostras diretamente com qualquer
uma dessas concentracdes de anticoagulantes.

Palavras chave: Potamotrigonideos; Anticoagulantes; Sangue; Hematologia.

ABSTRACT

This study assessed the effectiveness of three anticoagulants in blood parameters of
"cururu” stingrays Potamotrygon sp. Blood of ten animals was collected and diluted with
the anticoagulants EDTA 5% and 10%, heparin 2500 and 5000 Ul and sodium citrate
3.2%. A blood sample without anticoagulant was also evaluated. The blood of samples
without anticoagulant and with sodium citrate 3.2% coagulated in 20% and 30% of the
cases, respectively. Clumps of cells were observed during erythrocyte counting in 30%
of samples with EDTA 10%, 40% of samples with heparin 2500 IU and 60% of samples
with heparin 5000 IU. No alterations were observed on the erythrogram of "cururu”
stingrays with different anticoagulants, the values of plasma glucose were similar in all
groups and total protein levels were lower in the samples with EDTA 5% and 10%. The
use of sodium citrate 3.2% is not recommended for blood sample conservation of
Potamotrygon sp. stingrays, but anticoagulants did not affect the parameters analyzed in
the determination of plasma glucose and erythrogram. Therefore, these results indicate
that to avoid blood coagulation the samples should be collected directly with any of
these concentrations of anticoagulants.

Keywords: Potamotrygonids, Anticoagulants; Blood; Hematology.

1. INTRODUCAO

O sangue é um tecido liquido distribuido para os diversos 6rgaos pelo

sistema circulatério e que transporta nutrientes, horménios, eletrélitos, agua, residuos
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do metabolismo celular, além de diversas outras substancias (VERRASTRO et al.,
1998). O estudo dos paradmetros sanguineos tem sido utilizado como uma importante
ferramenta para avaliagdo do estado de salude em elasmobranquios (WALSH; LUER
2004; STOSKOPF, 2010) e peixes teleésteos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2010).

Para a determinac&o dos parametros sanguineos € essencial obter o sangue,
ainda que tenha sido adicionado um anticoagulante (HATTINGH, 1975). Alguns
anticoagulantes utilizados para coletar sangue de peixes teledsteos podem apresentar
limitacbes durante o0 processamento das amostras, ocasionando alteracbes
principalmente no eritrograma (HATTINGH, 1975; TAVARES-DIAS; SANDRIM, 1998;
WALENCIK; WITESKA, 2007). Entre as principais alteracbes sanguineas ocasionadas
pelo uso de anticoagulantes esta a hemolise (HATTINGH, 1975; WALENCIK;
WITESKA, 2007), a coagulacdo (Hattingh, 1975), o aumento dos volumes dos
eritrocitos (HATTINGH, 1975; MAFUVADZE; ERLWANGER, 2007), alteractes
morfoldgicas das células (WALENCIK; WITESKA, 2007) e leucopenia (MAINWARING;
ROWLEY, 1985).

Na hematologia clinica de teledsteos a heparina € o anticoagulante mais
usado (80%), seguido pelo EDTA (12%), o citrato (4%) e o acido citrato dextrose (ACD)
que é raramente aplicado (4%) (WALENCIK; WITESKA, 2007; PADUA et al., 2010). O
uso do EDTA para a preservacao dos componentes sanguineos por tempo prolongando
tem sido recomendado (BRAXHALL; DAISLEY, 1972). Por outro lado, o uso de
substancias anticoagulantes naturais, como a heparina, tem sido também indicado,
apesar desta ndo preservar por muito tempo os compostos sanguineos (SVOBODOVA
et al., 1991).

Em tubardo Carcharhinus plumbeus a colheita doe sangue tem sido
acompanhada do uso do EDTA (ARNOLD, 2005), a exemplo da arraia de agua doce
Potamotrygon motoro (PADUA et al., 2010). Por outro lado, em arraia marinha Dasyatis
americana (CAIN et al., 2004), no tubardo Heterodontus portusjacksoni (COOPER;
MORRIS, 1998) e na arraia de agua doce Paratrygon aiereba (DUNCAN et al., 2009) o

anticoagulante usando tem sido heparina. Apesar da necessidade da manutencao do
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sangue, ndo existem estudos que evidenciam os efeitos de anticoagulantes nos
parametros do sangue de arraias de agua doce. Desta forma, este trabalho objetivou
verificar qual € o anticoagulante apropriado para a conservagdo do sangue em arraias

Potamotrygon sp., conhecidas popularmente como arraia cururu.

2. MATERIAL E METODOS

As arraias Potamotrygon sp. foram capturadas com pucd de mao (rapiché)
em igapos da comunidade do Daracud, Barcelos, Amazonas, Brasil (Figura 1). Os
animais foram mantidos em tanques-rede e o sangue de 10 espécimes foram coletados
com seringas descartaveis conservadas previamente a 4°C sem o uso de
anticoagulante. Nao foi utilizado anestésico, pois, este tem provocado alteracbes
hematolégicas em peixes teledsteos (INOUE et al. 2005). Em microtubos, parte do
sangue coletado foi homogeneizado e diluido 20 vezes (10 pL de anticoagulante para
200 pL de sangue) com os anticoagulantes: EDTA 5%, EDTA 10%, heparina 2.500 Ul,
heparina 5.000 Ul e citrato de sodio 3,2%. Uma parte do sangue foi conservada sem
anticoagulante, para analise dos parametros sanguineos, o tempo total que inclui a

coleta do sangue e a diluicdo com anticoagulantes ndo excedeu 30 segundos.

O sangue coletado foi divido em duas aliquotas, uma para determinacao do
eritrograma e outra para obtencdo do plasma. A contagem de eritrécitos (RBC) foi
realizada em camara de Neubauer apos diluicdo em solucdo de formol-citrato, o
hematdcrito (Ht) foi mensurado pelo método do microhematdcrito e a concentracdo de
hemoglobina (Hb) pelo método da cianometahemoglobina. A partir desses dados foram
calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina

corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
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Figura 1. Mapa do Arquipélago de Mariua, local da coleta de Potamotrygon sp. no

Médio Rio Negro, estado do Amazonas, Brasil.

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 75 G durante 3 minutos para
obtencao do plasma e determinacdo da concentracdo de glicose e proteinas totais, por
métodos enzimatico-colorimétricos quantificados por kits comerciais (Doles-GO).
Utilizou-se analise de variancia de um fator, seguida do pds-teste de Tukey para avaliar
as diferencas entre as meédias dos resultados obtidos nos grupos analisados (sem
anticoagulante, EDTA 5%, EDTA 10%, heparina 2.500 Ul, heparina 5.000 Ul e citrato
de sbdio 3.2%). O erro alfa menor do que 5% foi aceito para rejeitar a hipétese de

nulidade.
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3. RESULTADOS

Os animais apresentaram as seguintes medidas corporais (média + DP) para
o CT, LD e peso corporeo: 21,1 + 1,6 cm, 10,7 + 3,8 cm e 89,2 + 6,6 g. Apenas 20%
das amostras de sangue que ndo foram coletadas com anticoagulante e 30% das
amostras que continham citrato de sodio (3,2%) coagularam fato que nédo foi observado
em amostras sanguineas coletadas com EDTA 5% e 10% ou heparina 2.500 e 5.000
Ul.

Durante as contagens de eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer foram
observados grumos de células em 30% das amostras coletadas com EDTA 10%, em
40% das amostras coletadas com heparina 2.500 Ul e em 60% das amostras coletadas
com heparina 5.000 Ul. Porém, nas amostras sanguineas coletadas sem
anticoagulante, bem como as que continham EDTA 5% e citrato de sédio, ndo foram
observadas grumos de células durante a contagem de RBC. Apesar desses resultados
microscopicos nao foram observadas diferencas no eritrograma da arraia cururu
guando diferentes anticoagulantes e concentracbes foram usadas para coleta de

sangue (Tabela 1).

Os valores da concentracdo de glicose plasmatica foram semelhantes em
todos 0s grupos, enquanto os niveis de proteinas totais foram menores nas amostras
coletadas com EDTA 5% e 10% (Tabela 2).
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Tabela 1. Valores do eritrograma da arraia cururu Potamotrygon sp. com diferentes anticoagulantes.

Parametros Ht Hb RBC VCM HCM CHCM

Grupos (%) (gdL™) (x 10°pL™) (fL) (gdL™) (p9)

Sem anticoagulante 19.0 + 2.6° 3.9+1.22 0.47 +0.09% 367.1 + 18.8° 72.1+7.3°% 22.3+6.2°
EDTA 5% 17.8 +2.0% 3.5+1.0° 0.47 +0.022 364.7 +29.9% 71.9+17.32 23.9+2.6°
EDTA 10% 17.8 + 2.6 4.7 +1.4° 0.43 +£0.03? 403.1 + 63.52 114.9 +33.9* 30.3+6.7°
Heparina 2.500 Ul 17.8 +2.6% 4.8 +0.2° 0.49 +0.092 376.2 +103.8%* 97.3+18.5° 28.4 +6.0°
Heparina 5.000 Ul 18.7 £5.72 3.9+04° 0.43 +0.10% 376.7 £ 55.2° 89.2 +22.7° 19.9 + 4.8°
Citrato de sédio 3.2% 16.2 +4.1° 3.6+0.7° 0.45 +0.122 346.2 +21.9° 67.4 + 4.4° 19.9 +1.4°

Letras iguais significam que ndo houve diferenca estatistica significativa
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Tabela 2. Valores de glicose e proteinas totais na arraia cururu Potamotrygon sp. com

diferentes anticoagulantes.

Parametros Glicose Proteinas totais

Grupos (mmol L™ (gL

Sem anticoagulante 0.8+0.1% 10.0 + 2.0°
EDTA 5% 0.9+£0.3% 3.0+2.0°
EDTA 10% 1.0+0.4% 4.0 £2.0°
Heparina 2.500 Ul 0.8+0.22 6.5+ 1.0°
Heparina 5.000 Ul 0.9+0.1° 6.5+ 1.0°
Citrato de sodio 3.2% 0.9+0.1% 7.0 +3.0°

Letras diferentes significam que houve diferenca estatistica significativa

4. DISCUSSAO

O processo de coagulacdo nas amostras de sangue de Potamotrygon sp.
sem anticoagulantes apresentou resultados similares aos encontrados com o
anticoagulante citrato de sédio, demonstrando que esse anticoagulante ndo deve ser
utilizado para coleta de sangue em arraias de agua doce. Nos teledsteos Labeo
umbratus e Labeo capensis, concentracdes de EDTA variando de 0,03 a 5,0%
mostraram ser inadequadas para a conservacdo das amostras de sangue, pois houve
coagulacdo em 100% das amostras (HATTINGH, 1975). Em Micropterus salmonides, a
heparina ndo preveniu a coagulacdo do sangue de forma eficiente como o EDTA
(CLARKE et al., 1979). Porém, em Potamotrygon sp. ndo houve coagulacdo sanguinea
guando utilizado EDTA 5% ou 10%, bem como heparina 2.500 Ul ou 5.000 UI. Porém,
ocorréncia de grumos de células foi observada em 30, 40 e 60% das amostras
sanguineas contendo EDTA 10%, heparina 2.500 e 5.000 Ul, respectivamente, pois
somente apOs a coleta € que o sangue foi diluido com estes anticoagulantes. A
presenca de grumos de células também foi relatada em teledsteo Blennius pholis
qguando utilizado heparina 50 Ul (MAINWARING; ROMLEY 1985), devido a diminuicdo
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da atividade anticoagulante dessa substancia diluida para baixa concentracao
(OKUNO; NELSON, 1975).

Em arraias Potamotrygon sp. ndo houve qualquer alteracdo significativa no
eritrograma quando usado EDTA 5% ou 10%, heparina 2.500 ou 5.000 Ul e citrato de
soédio. Resultados similares foram relatados para parametros do eritrograma em
Cyprinus carpio (WALENCIK; WITESKA, 2007) e hematécrito de surubim hibrido
Pseudoplatystoma reticulatum X Pseudoplatystoma corruscans (ISHIKAWA et al.,
2010). Porém, estudos demonstraram alteracdes nos valores hematocrito ocasionado
pelo anticoagulante em Colossoma macropomum (TAVARES-DIAS; SANDRIM, 1998),
Oreochronis aureus (ALLEN, 1993) e Clarias gariepinus (ADEYEMO et al., 2009).

Os efeitos da coleta de sangue em parametros bioquimicos usando diferentes
anticoagulantes tém sido pouco descrito na literatura, tanto para elasmobranquios como
para teledsteos. Os niveis plasmaticos de glicose ndo apresentaram alteracfes
ocasionadas pelos anticoagulantes usado para coleta de sangue em arraia
Potamotrygon sp.. Por outro lado, os niveis de proteinas totais plasmatica foram
menores quando utilizado EDTA 5% e 10%. Além disso, houve uma tendéncia de
elevacao nao significativa nos niveis de proteinas totais, proporcionalmente ao aumento
da concentracdo do anticoagulante EDTA, fato também relatado para surubim hibrido
P. reticulatum x P. corruscans (ISHIKAWA et al., 2010). Tais diminui¢cdes nos niveis de
proteinas totais podem estar associadas ao processo de coagulacdo em que varios
componentes do plasma, designados de fatores de coagulacdo respondem em uma
cascata complexa, que se inicia com a conversacao de trombina no plasma sanguineo,
para fibrinogénio, e entdo a formacdo do coagulo (TAVARES-DIAS; OLIVEIRA, 2009).
O inicio desse processo de coagulacdo pbéde ser observado pela presenca de grumos
durante a contagem de eritrécitos em amostras que continham o anticoagulante EDTA
5% e 10%. Portanto, os niveis de proteinas plasméaticas diminuiram devido a formacao
inicial do coagulo, o qual retém proteinas, levando a uma reducdo nos niveis

plasmaticos totais de proteinas.
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5. CONCLUSAO

Em arraias Potamotrygon sp., para coleta de amostras de sangue néo €
recomendado o uso de citrato de sédio 3.2%, que demonstrou ser um anticoagulante
pouco eficiente. Porém, para a determinagdo da glicose plasmatica e do eritrograma o0s
anticoagulantes usados néo influenciaram os parametros analisados, embora sinais de
coagulacao foram observados em amostras coletadas com EDTA 10%, heparina 2.500
e 5.000 Ul, Para a dosagem de proteinas totais em plasma sanguineo o anticoagulante
ideal é a heparina 2.500 e 5.000 Ul. Portanto, esses resultados indicam que para evitar
qgualquer sinal de coagulacdo do sangue pode ser coletar amostras com quaisquer

concentragdes de EDTA ou heparina.
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ABSTRACT

Morphological and morphometrical characterization of blood cells of three stingrays
Potamotrygon motoro, Potamotrygon sp. and Paratrygon aiereba from middle Rio
Negro, Amazonas state, were carried out. Erythrocytes, erythroblasts, thrombocytes,
lymphocytes, monocytes, heterophils and basophils were identified in the blood of three
stingray species from family Potamotrygonidae. Morphology and measurements of
these cells were similar to the observed in marine elasmobranchs. All these freshwater
stingrays presented four types of leukocytes, such as two granulocytes and two
agranulocytes, and this leucocytes pattern seems to be characteristic of
Potamotrygonidae species.

Keywords: Leucocytes; Blood cells; Measures; Potamotrygonidae.

1. INTRODUCTION

The family Potamotrygonidae is composed exclusively by freshwater stingrays
and distributed along most of the great fluvial systems of South America (LOVEJOY,
1996) that end in the Atlantic Ocean or Caribbean Sea (COMPAGNO; COOK, 1995).
This family is constituted by four genera, Plesiotrygon, Paratrygon, Potamotrygon and
Heliotrygon, the first two monospecific and the last constituted for approximately 20 valid
species (CARVALHO et al., 2003).

Freshwater stingrays are important components of Amazon biodiversity and
have great socioeconomic relevance, especially by its use in aquaria, representing an
alternative source of income for riverine people of the middle Rio Negro, Amazon, Brazil
(CHAO et al., 2001). Four species are found in the middle Rio Negro: Potamotrygon
motoro (Mdiller; Henle, 1841), Potamotrygon orbignyi (Castelnau, 1855), Potamotrygon
schroederi (Fernandez-Yépez, 1958) and Paratrygon aiereba (Muller; Henle, 1841). In
addition, a new species, known as Potamotrygon sp. (cururu stingray), is in process of

identification and scientific description and probably is endemic of central Amazon.

Comparative morphological characterization of blood cells of mammals, fish,
teleosts, amphibians, reptiles and birds was described by Canfield (1998). Some studies
have focused only in marine elasmobranchs species (VALENZUELA et al., 2003; LUER
et al.,, 2004; WALSH; LUER, 2004; CAIN et al., 2004; ARNOLD, 2005; DOVE et al.,

2010), but few are in freshwater elasmobranchs and solely aimed to report the
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presence of erythrocytes, thrombocytes, lymphocytes, monocytes, neutrophils,

eosinophils in freshwater stingrays of Potamotrygonidae family (GRIFFITH et al., 1973).

Studies about leukocytes can indicate peculiar characteristics of the immune
system of different fish species (TAVARES-DIAS; MORAES, 2007; PAVLIDIS et al.,
2007). However, the identification of leucocytes is not routinely done in laboratories of
veterinary clinical hematology (CANFIELD, 1998; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004;
DAMATTA et al., 2009), due to lack of methodological standardization and classification
of these cells (CANFIELD, 1998), especially the granulocytes. Nevertheless, there are
no studies about blood cells of freshwater stingray from the Amazon basin. Thus, this
study was designed to investigate morphological and morphometrical on and
characterizats of blood cells in three freshwater stingray from the middle Rio Negro

(Amazonas state, Brazil), region of central Amazon.

2. MATERIAL AND METODS
2.1. Study area

The middle Rio Negro, Amazonas state, presents a considerable diversity of
small ornamental fish and five stingray species of Potamotrygonidae family (CHAO et
al., 2001). In this study, rays were captured in beaches, lakes, small streams
("igarapés") and flooded forests ("igapos”) of this archipelago, near Barcelos

municipality, AM, Brazil.

2.2. Animals, procedures for blood collection and analysis

For this study, 55 specimens of Potamotrygon motoro, 53 of Potamotrygon sp.
(cururu stingray) and 42 of Paratrygon aiereba were captured among January of 2006 to
October of 2010. All stingray were captured by hand nets ("rapiché") and immediately
anesthetized with eugenol (0.2 g/L), and blood was collected by puncture of the
branchial artery using syringes with EDTA (10%). After these procedures, animals were

recovered and then returned to the local of capture.
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Blood was used for smears preparations, stained with a combination of May
Grunwald-Giemsa-Wright (TAVARES-DIAS; MORAES, 2003) for identification and

morphometrical measurements (um), which were done using optical microscope and

millimeter ruler.

3. RESULTS

Smears of Potamotrygon motoro, Paratrygon aiereba and Potamotrygon sp.

showed mature erythrocytes, erythroblasts, thrombocytes, lymphocytes, monocytes,

heterophils and basophils with similar size. Monocytes were the leukocytes presenting

highest size in these three elasmobranchs (Table 1).

Table 1. Mean diameter (um) £ standard deviation of largest and smallest axis of blood

cells (n= 50) of three freshwater stingray species from middle Rio Negro, Amazon,

Brazil.

Cells/ Species

Potamotrygon motoro

Paratrygon aiereba

Potamotrygon sp.

Erythrocytes
Erythroblasts
Thrombocytes
Lymphocytes
Monocytes
Heterophils

Basophils

20.2+0.8 x 14.1+ 0.7

19.0+0.8 x 14.7+0.5

14.6%£1.5 x 9.5+0.6

147+ 1.7 x12.8+3.1

21.3+1.2 x21.3+1.2

144+ 0.4 x 14.4+0.4

13.4+0.6 x 13.4+0.6

20.0+0.8 x 14.0+ 0.8

19.1+0.7 x 14.8+0.5

14.6%£1.3 x 9.6+£0.4

14.842.1 x 12.7+2.9

21.5+1.0 x 21.5+1.0

14.4+0.5 x 14.4+0.5

13.6+0.6 x 13.6+0.6

20.1+0.7 x 14.1+0.6

19.0+0.9 x 14.8+0.4

14.7+1.4 x 9.6+£0.5

14.4+1.8 x 12.4+2.7

21.4+1.1 x21.4+1.1

14.5+0.5 x 14.5+0.5

13.5+0.5 x 13.5+0.5

In these three freshwater stingray species, mature erythrocytes present

elliptical shape, with abundant and hyaline cytoplasm. In general, nucleus is located in

the central region and follows the cell morphology (Fig. 1-1 and 1-II). Erythroblasts are

generally rounded cells, with hyaline cytoplasm, but present higher nucleus-cytoplasm
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ratio compared to mature erythrocytes (Figure 1-lll). Lymphocytes are irregular cells,
may be elliptical and rarely oval, but with nucleus occupying a large part of the
basophilic cytoplasm. Lymphocytes present cytoplasmic projections without visible
granulations (Fig. 1-Iv and 1-V and), and may present vacuole (Fig. 1-VI).
Thrombocytes are generally fusiform, with hyaline cytoplasm; nucleus occupies almost
the entire cell and follows its format (Fig. 1-VI and VII). Monocytes are predominantly
oval, with nucleus generally decentralized and basophilic cytoplasm, and may have
vacuole. Nucleus is generally eccentric, and occupies most of the cell (Fig. 1-VIII and
IX). Heterophils are cells predominantly oval, with large amount of heterophilic coarse
granules and nucleus is generally eccentric (Fig. 1-X and Xl). Basophils are also
predominantly oval with basophilic granules and nucleus is eccentric and generally
bilobulated (Fig. 1-XII).

4. DISCUSSION

In veterinary clinical hematology, studies regarding blood components are
important to understand the physiological status of mammals and non-mammals
animals (CANFIELD, 1998; WALSH; LUER, 2004; VAZQUEZ; GUERRERO, 2007), as
well as of different marine elasmobranchs species (SAUNDERS, 1966; SHERBURNE,
1972; WILHELM-FILHO et al., 1992; VALENZUELA et al., 2003; LUER et al., 2004;
WALSH; LUER, 2004; CAIN et al., 2004; ARNOLD, 2005; DOVE et al., 2010). However,

these have been little used for freshwater stingray species from Amazon.

In blood of the three freshwater stingray species from Amazon were identified
mature erythrocytes, erythroblasts, thrombocytes, lymphocytes, monocytes, heterophils
and basophils. Most vertebrates have seven blood cell types: erythrocytes,
thrombocytes, lymphocytes, eosinophils, basophils, monocytes and neutrophils
(CANFIELD, 1998; DAVIS et al., 2008). The morphology of each cell type appears to be
similar, except neutrophils that in some cases are replaced by heterophils, which
present the same immunological function (HAWKEY; DENNETT, 1989; JAIN, 1993).

Presence of eosinophils was not reported to Amazon stingrays, demonstrating a great
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importance of heterophils in immune defense of potamotrigonids when compared to

other non-mammalian vertebrates.

—

Figure 1 (I — VI). Blood cells of three stingrays freshwater stained May Grunwald-
Giemsa-Wright. (I) (E) Erythocyte and (Er) erythroblast of Potamotrygon sp.; (ll) (E)
Erythocyte and (Er) erythroblast of Potamotrygon motoro; (Ill) (L) Lymphocyte of
Paratrygon aiereba; (IV) (L) Lymphocyte of Potamotrygon sp..; (V) (T) Thrombocyte of
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Potamotrygon motoro; (VI) (T) Thrombocyte and (M) monocyte of Potamotrygon sp.. Bar

= 8um.

X

Continuation figure 1 (VII - XII). Blood cells of three stingrays freshwater stained May
Grunwald-Giemsa-Wright. (VII) (M) Monocyte of Paratrygon aiereba; (VIII) (M) Monocyte
of Potamotrygon motoro; (IX) (H) Heterophil and (T) thrombocyte of Potamotrygon sp.;
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(X) (H) Heterophil of Paratrygon aiereba; (XI) (B) Basophil of Potamotrygon sp..; (XII) (B)

Basophil of Potamotrygon motoro. Bar = 8um.

Erythrocytes are generally larger in lower Orders and variations in size may
occur within species of the same Order (CANFIELD, 1998). Erythrocytes of freshwater
stingrays are approximately two times higher than in freshwater and marine teleosts as
Cichlassoma dimerus Heckel (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007) and Dicentrarchus labrax
L. (ESTEBAN et al., 2000), and lower than in shark Centroscymnus coelolepis Barbosa
du Bocage & de Brito Capello (SHERBURNE, 1972). Morphological characteristics of
erythrocytes of freshwater stingrays are similar to the marine elasmobranchs
C.coelolepis (SHERBURNE, 1972), Squalus acanthias L. (CLEWLEY et al., 2002),
Schroederichthyes chilensis Guichenot (VALENZUELA et al., 2003), Ginglymostoma
cirratum Bonnaterre, Carcharhinus limbatus Mdiller & Henle, Dasyatis sabina Lesueur,
Raja eglanteria Bosc (WALSH; LUER, 2004; LUER et al., 2004), Raja microocellata
Montagu, Raja brachyura Lafont, Raja sp. (ARAGORT et al.,, 2005), Oreoctolobus
maculatus Bonnaterre, Oreoctolobus ornatus De Vis, Oreoctolobus sp. (OLD;
HUVENEERS, 2006) e Rhincodon typus Smith (DOVE et al., 2010).

In non-mammal vertebrates immature erythrocytes (erythroblasts) may be
smaller than erythrocytes (SHERBURNE, 1972; CANFIELD, 1998), and this
characteristic was also confirmed to potamotrigonids. Walsh and Luer (2004), report that
is common the presence of erythroblasts in marine elasmobranch blood, morphological
characteristics of this cell type was similar to the observed in sharks Carcharhinus
plumbeus Nardo (ARNOLD, 2005) and S. chilensis (VALENZUELA et al., 2003).

Thrombocytes are cells analogous to mammals’ platelets, which are
cytoplasmic fragments, functional like cells of homeostasis in non-mammals vertebrates,
and apparently plays a role in anti-inflammatory activity (CANFIELD, 1998; MESEGUER
et al., 2002; SATAKE et al., 2009). Round thrombocytes have usually been confused
with small lymphocytes (CANFIELD, 1998; TAVARES-DIAS; MORAES, 2004), and are
difficult to compare size of this cell type. In elasmobranchs, this nucleated cell is
primarily involved in the coagulation process (WALSH; LUER, 2004; LUER et al., 2004)
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and, like in teleosts, also has macrophagic activity (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004;
TAVARES-DIAS; MORAES, 2007). To dogdfish Scyliorhinus canicula L. was
experimentally demonstrated that blood thrombocytes remove antigenic substances, as
colloidal charcoal particles (MORROW; PULSFORD, 1980; HUNT; ROWLEY, 1986). In
general, to elasmobranchs and teleosts these cells have been described as a type of
leukocyte, but this paper suggests that thrombocytes are not classified as a leucocytary
cell type. Cell size and morphological characteristics of thrombocytes of freshwater
stingrays were similar to the reported to sharks S. chilensis (VALENZUELA et al., 2003),
C. leucas (WALSH; LUER, 2004) and different of C. plumbeus, which presented
cytoplasmic granules (ARNOLD, 2005). Besides, in the blood of shark C. coelolepis the
form called "drop" was observed (SHERBURNE, 1972), not founded in Amazon

stingrays.

In blood smears of marine elasmobranchs are frequently observed leukocytes
at different stages of maturation, which can cause incorrect identification (WALSH,;
LUER, 2004), contributing to the confusing terminology of elasmobranchs leukocytes
(WALSH; LUER, 2004), and also error in the identification of small monocytes and large
lymphocytes can occur (DAMATTA et al., 2009). In the present study, lymphocytes
presented shape from round to amorphous, fact also observed to lymphocytes of C.
coelolepis (SHERBURNE, 1972), S. chilensis (VALENZUELA et al., 2003), G. cirratum
(LUER et al.,, 2004; WALSH; LUER, 2004), C. plumbeus (ARNOLD, 2005), R.
microocellata, R. brachyura, R. sp. (ARAGORT et al., 2005), O. maculatus, O. ornatus,
O. sp. (OLD; HUVENEERS, 2006) and R. typus (DOVE et al., 2010). The size of
lymphocytes of Amazon rays was slightly smaller than in shark C. coelolepis
(SHERBURNE, 1972).

Monocytes are agranulocytes, which are considered cells in transit in the
peripheral blood, and some authors incorrectly used the term macrophage referring to
circulating monocytes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Monocytes were not
observed in the blood of C. coelolepis (SHERBURNE, 1972), and the morphological
characteristics of this cell type was similar to the observed in other elasmobranchs
(VALENZUELA et al., 2003; LUER et al., 2004; WALSH; LUER, 2004; ARNOLD, 2005;
ARAGORT et al., 2005; OLD; HUVENEERS, 2006; DOVE et al., 2010).
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The granulocytic leukocytes normally are the main cells of immunological
defense in animals because its cytoplasmic compartments contain large amounts of
cellular structures (granules) which provide the adequate conditions to cells act in
organism defense. Granulocytes were reported for several elasmobranchs species, but
identification and classification are difficult to perform due to the great variation on
shape, size and color of cells (LUER et al., 2004). In blood of freshwater stingrays, two
types of granulocytes were reported, heterophils and basophils. Luer et al., (2004),
report that more common granulocyte in the blood of elasmobranches is the heterophils,
while basophils are rare blood cell types. Griffith et al., (1973) showed the presence of
neutrophils and eosinophils in the blood of potamotrigonids. The identification of
neutrophils and eosinophils in these potamotrigonids can be related to the extreme
difficulty in the staining method of smears and/or incorrect classification of the different
leucocytary types. The presence of heterophils and basophils with the same
morphological characteristics of Amazon rays was observed in C. coelolepis
(SHERBURNE, 1972), S. chilensis (VALENZUELA et al., 2003), C. limbatus (WALSH;
LUER, 2004) and R. typus (DOVE et al., 2010).

In conclusion, it is possible that all freshwater stingrays present erythrocytes,
erythroblasts, thrombocytes, lymphocytes, monocytes, heterophils and basophils,
because the patterns of blood cell types are conservative at family level (CANFIELD,
1998). Morphology and size of the different cell types are similar to the sharks and
marine rays. It is very important to characterize the leucocytary types of rays in order to
provide a basic knowledge of these cells and for correlations with health condition,
guantifying the cell types of these animals that are extremely important for the aquarium

market in the Amazonas State.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo comparar as caracteristicas citoquimicas e
ultraestruturais das células sanguineas de Potamotrygon sp. (arraia cururu),
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. Dez individuos de cada espécie de
arraias de agua doce foram utilizados para coleta sanguinea. Reacdo PAS-positiva
ocorreu em trombdcitos e heterdfilos, bem como reagcdo fraca em linfécitos e
mondcitos. Nao foi observada reacéo positiva para peroxidase em nenhum leucaocito,
mas reacdo de metacromasia ocorreu em basofilos. Reacdo positiva para Sudan
Black foi observada s em trombdécitos e linfécitos, além de coloracéo fraco-positiva
em heterdfilos. Somente em heterofilos e basofilos houve reacdo positiva para azul
de bromofenol. A presencga de reticulocitos foi observada em eritrocitos. Andlise
ultraestrutural mostrou que para essas espécies de arraias. Os trombdcitos sao
geralmente fusiformes e ocasionalmente redondos, no citoplasma foram
encontrados sistema canalicular, vesiculas de tamanhos variados, canaliculos de
diferentes tamanhos, aglomerados de glicogénio e numerosas mitocondrias. Os
linfécitos apresentaram formato amorfo, com citoplasma escasso, sendo observada
a presenca de vacuolos e poucas mitocondrias. Os heterofilos apresentaram um
numero elevado de granulos que podem ser de glicogénio, lipidios e proteinas,
entretanto, ndo foi possivel diferencia-los. As analises ultraestruturais mostraram
gue trombaocitos, mas principalmente heterdfilos séo células ricas em organelas
citoplasmaticas. Porém, devido ao baixo numero de baso6filos no sangue dos
potamotrigonideos, tais células ndo foram localizadas nos estudos ultraestruturais.
Um padréo conservador foi observado nas marcacgdes citoquimicas e nos aspectos
ultraestruturais das células sanguineas nas trés espécies de arraias estudadas.
Palavras chave: potamotrigonideos, citoquimica, células, sangue, ultraestrutura.

ABSTRACT

This work aims to compare cytochemistrically and ultrastructure of blood cells
stingrays Potamotrygon sp. (stingray cururu), Potamotrygon motoro and Paratrygon
aiereba. Ten individuals of each of the three rays of freshwater were used for
subsequent analysis and blood withdrawal and ultrastructural cytochemistry. A
conservative pattern was observed in the markings and cytochemical aspects
ultrastructures of blood cells in three species of stingrays studied. Glycogen showed
positive reactions in heterophils and thrombocytes as well as weak positive reaction
in lymphocytes and monocytes. There was no positive reaction for peroxidase, but
there was significant reaction of metachromasia. Positive reactions were observed
for lipids in lymphocytes and thrombocytes, as well as weaker staining in heterophil
positive. The identification of proteins scored positive only in basophil heterophils and
moreover the presence of reticulocytes was observed in erythrocytes. Thrombocytes
are usually fusiform and occasionally round, were found in the cytoplasm canalicular
system, vesicles of varying sizes, canaliculi of different sizes, clusters of glycogen
and numerous mitochondria. Lymphocytes showed amorphous shape with scant
cytoplasm, revealing the presence of vacuoles and few mitochondria. Due to scarcity
of basophils in the blood of potamotrigonids not been possible to locate this type of
granulocyte in this study, heterophils showed a high number of beads that can be
glycogen, lipids and proteins; however, it was not possible to differentiate them. The
composition cytochemistry revealed that heterophils are the most important cells of
the immune system potamotrigonids. The ultrastructural aspects reveal that mainly
heterophils and thrombocytes are rich rich cells cytoplasmic organelles. The
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information generated by this study may help in the interpretation of the response
mechanisms of leukocytes and thrombocytes against stress, infectious and parasitic
agents, and this group of elasmobranchs.

Keywords: potamotrigonids, cytochemistry, cells, blood, ultrastructures.

1. INTRODUCAO

A familia Potamotrygonidae compreende as espécies de elasmobranquios,
arraias de agua doce, pertencentes a ordem Myliobatiformes, um grupo bem
sucedido e com status de predadores do topo de cadeia na regido Neotropical
(COMPAGNO; COOK, 1995). Historicamente, os potamotrigonideos ndo sao bem
visto pelas populacdes ribeirinhas devido a presenca de ferres que podem provocar
acidentes dolorosos. Entretanto, esses possuem importancia significativa para os
estados do Amazonas e Para, devido a pesca comercial principalmente como peixe
ornamental e secundariamente para alimentacdo (DUNCAN et al., 2010).

A arraia Potamotrygon sp. (cururu), Potamotrygon motoro (arraia de fogo)
e Paratrygon aiereba (arraia de praia) sdo potamotrigonideos que apresentam
habitats e tamanhos médios diferenciados no Arquipélago de Mariua, estado do
Amazonas, que é o local de maior exploracdo desses recursos naturais. A arraia
cururu € a menor de porte, tem distribuicdo restrita ao médio Rio Negro e ocorrem
preferencialmente em ambientes de liteira com baixo fluxo de agua e correnteza,
tipicos das &reas marginais de igapés (BARCELOS, 1997; ARAUJO, 1998).
Potamotrygon motoro possui médio porte e seu habitat preferencial sdo as areas
com fundo lamacento, onde existe a influéncia mais visivel do fluxo de agua.
Paratrygon aiereba possui maior porte e prefere areas de praia que possuem 0
fundo de areia, onde a percepcao do fluxo de correnteza é bem nitida. Porém, ha
poucas informacgdes sobre a hematologia dessas espécies de arraias, principalmente
no gue tangue aos aspectos morfoldgicos e citoquimicos das células sanguineas.

Em peixes, devido a grande variacdo morfolégica dos granulécitos, uma
analise baseada apenas na morfologia € insuficiente para identificacdo dos
diferentes tipos celulares. Estudos dos diferentes constituintes citoquimicos dos
leucocitos podem ser de grande valia auxiliando na identificacdo e caracterizacao
morfolégica dessas células, uma vez que 0s constituintes enzimaticos e nao
enzimaticos leucocitarios podem ser demonstrados por métodos citoquimicos, além
de fornecer informacdes sobre a fungdo de cada leucécito (VEIGA et al., 2000;

TAVARES-DIAS, 2006; TAVARES-DIAS; MORAES, 2006). Os leucécitos possuem
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proteinas no nucleo e no citoplasma, entre as proteinas citoplasmaticas, as enzimas
sdo as mais importantes, estando ligadas as granulacdes das células. As proteinas
ndo-enziméticas sdo menos importantes, uma vez que ndo sao usadas durante a
fagocitose e morte dos microorganismos, como ocorre com as enzimas. Os
leucécitos possuem diversas enzimas como a peroxidase e a esterase inespecifica,
além desses constituintes enziméticos ha também os carboidratos e os lipideos, que
podem ser demonstrados por diferentes métodos citoquimicos

A presenca de glicogénio e fosfatase alcalina em leucécitos tém sido
associadas principalmente a fagocitose (TAVARES-DIAS, 2006; UEDA et al., 2001).
A enzima lisossbmica peroxidase participa da digestéo intracelular e na modulacao
da atividade fagocitica em leucécitos (VALE et al.,, 2002; AZEVEDO; LUNARDI,
2003), enquanto que as esterases sdo enzimas envolvidas no processo de defesa
celular, facilitando a diapedese (HAYHOE; QUAGLINO, 1994; CASALETTI-ROSA;
LUNARDI, 1997). Além de tais substancias, a analise ultraestrural é de grande
importancia para o conhecimento dos constituintes celulares, complementando as
informacdes sobre os constituintes citoquimicos das células envolvidos na resposta
imunoldgica.

O presente estudo teve como objetivo principal comparar as
caracteristicas citoquimicas e ultraestruturais das células sanguineas de
Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba coletadas do

Arquipélago de Mariua, estado do Amazonas, Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Captura e aclimatacdo dos animais

Dez individuos das espécies Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e
Paratrygon aiereba foram capturados com rede de mao (rapiché) e lanterna de
cabeca na comunidade do Daracua que se situa dentro do Arquipélago de Mariug,
estado do Amazonas. Em seguida, os animais foram transportados para o
Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura (LAFAP) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia (INPA) em Manaus, Amazonas. As arraias foram
aclimatadas em tanques com capacidade de 5000 litros, com oxigena¢ao constante

na proporcao de seis arraias por tanque.
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2.2. Coleta de sangue e coloragfes citoquimicas

Ap6s 48 horas da aclimatacdo o sangue dos animais foi retirado por
puncéo do vaso branquial com seringas contendo EDTA (10%), para as confecc¢des
de extensdes sanguineas. O comprimento total (CT), largura do disco (LD) e peso
corporeo foram determinados de cada animal analisado.

Para a demonstracdo do glicogénio foi utilizado o método do acido
periddico Schiff PAS, com extensdes sanguineas controles expostas a digestdo de
amilase salivar durante 60 minutos. A reacdo de peroxidase foi demonstrada
utilizando-se o método da orto-toluidina na presenca ou auséncia do perdxido de
hidrogénio. Em todas essas reacdes as extensdes foram submetidas a coloracao
nuclear com hematoxilina de Harris (TAVARES-DIAS, 2006).

Na reacdo de metacromasia as extensdes sanguineas foram fixadas
durante 10 minutos em subaceto de chumbo 1% e, posteriormente, coradas em azul
de toluidina 0,2% durante 50 minutos (TAVARES-DIAS, 2006). Para a coloracéo de
lipideos as extensbes foram previamente fixadas com etanol 70% durante 5
segundos e, posteriormente, coradas com solucdo de Sudan Black B 0,3% (LISON,
1960). Na identificacdo das proteinas totais, as extensdes sanguineas foram fixadas
em vapor de formol, coradas em azul de bromofenol durante 15 minutos, em seguida
imergidas em acido acético a 0,5%, lavadas em tampao fosfato e desidratadas em
alcool butilico (MAZIA et al., 1953).

Os reticulocitos foram identificados usando uma solucéo de azul de cresil
brilhante e sangue (1:1), que foi homogeneizada, levada ao banho-maria durante 20
minutos a 37° C e corada com uma combinacdo de May Grunwald-Giemsa-Wright
(TAVARES-DIAS, 2006). Os resultados das coloracdes citoquimicas foram
expressos em funcdo da intensidade das reacfes citoquimicas: -, reacdo negativa,;

+, reacdo fraco-positiva; ++, reacao positiva.

2.3. Anadlise ultraestrutural das células do sangue

Para a observacdo e caracterizacdo das ultraestruturais celulares o
sangue de quatro espécimes de cada uma das trés espécies de arraias estudadas
foi centrifugado durante 15 min a 750 g, para a obtencédo dos pellets contendo
eritrocitos, trombdcitos e leucdcitos. Esses pellets foram imediatamente fixado em
0,1 M e pH de 7,4 em solucdo de cacodilato de soédio, contendo 2,5% de
gluteraldeido e 2,0% de paraformoldeido (KARNOVSKY, 1965) durante 2,5 horas a
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4 °C. Depois, as amostras foram imersas em 1% de tetroxido de 6smio 0,2 M pH 7,4
em solucdo de cacodilato de sodio, durante 1 hora a 4 °C. Apds esses
procedimentos, a amostra foram desidratadas e embebidas em resina araldite
(Sigma/Aldrich) e secgbes foram cortadas em um Reichert ultratome de OMUS3,
montado em grades de cobre de malha 200 e coradas com solucdo de acetato de
uranila 0,2% (WATSON, 1958) e em solucéo de citrato de chumbo por 15 minutos
(REYNOLDS, 1963). As analises dos cortes feitos em microscopio eletrénico de
transmissdo (MET) foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto
de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)

— Botucatu, Sao Paulo.

3. RESULTADOS

Os parametros biométricos de Paratrygon aiereba, Potamotrygon sp. e
Potamotrygon motoro sdo mostrados na Tabela 1. No sangue dessas trés espécies
de arraias foram identificados eritrocitos, eritroblastos, trombacitos, linfocitos,
monacitos, heterofilos e basoéfilos com as mesmas caracteristicas descritas por
Oliveira et al. (2013).

Em relacdo as marcacdes citoquimicas em trombdcitos e leucocitos, nao
foram observados diferencas entre as trés espécies investigadas (Tabela 2). Houve
marcacdo de glicogénio em trombdcitos (Figura 1A-C) e heterdfilos (Figura 1D-F),

bem como reacéao fraco positiva em linfécitos (Figura 2A-C) e mondécitos (Figura 2D).

Tabela 1. Média e desvio padrdo das variaveis biométricas de Potamotrygon sp.,

Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba do Médio Rio Negro, Amazonas.

. Comprimento total Largura do disco Peso corporeo
Espécies
(cm) (cm) (9)
Potamotrygon sp. 19,1+£2,5 174+1,1 226,0 £48,5
Potamotrygon motoro 25,1+3,1 204+1,8 351,0 £ 65,0
Paratrygon aiereba 44,84 + 13,95 29,29 + 10,80 966,49 + 856,90

Marcacdo sudandfilia fraca-positiva foi observada em heteréfilos (Figura
3A-B), em trombdcitos (Figura 3C-D) e linfécitos (Figura 3E-H). A identificacdo
positiva de proteinas, usando azul de bromofenol, ocorreu apenas nos granulos de

heterdfilos (Figura 4A-D) e baséfilos (Figura 4E-F). A presenca de reticulécitos foi
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observada em eritrécitos (Figura 5A-C) e indicam a presenca de fragmentos de
material reticular que ndo cora com a utilizagdo de corantes tradicionais. Nao foi
observada reacdo positiva de peroxidase, entretanto foi constatada a reacdo da
metacromasia (Figura 5D) que tem como caracteristica 0 uso de um reagente azul,
sendo a reagdo com a coloracao vermelha no sangue dos sangues das arraias de

agua doce.

Tabela 2. Reagfes citoquimicas das células sanguineas das arraias Potamotrygon

sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba do Médio Rio Negro, Amazonas.

PAS Peroxidase Azul de Sudan Azul de

Células toluidina Black B Bromofenol

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Trombocitos ++ ++ ++ - - - - - i+ 4+ ++ - B
Linfécitos + + + - - - - - R T = A = - -
Mondcitos + o+ o+ - - - - - - - - - - - -
Heterofilos ++ ++ ++ - - - - - -+ o+ o+t
Basofilos e T o I = R - -+t o+ ++

(1) Potamotrygon sp.; (2) Potamotrygon motoro; (3) Paratrygon aiereba

- Negativo; + fraco positivo; ++ positivo

Assim como nos aspectos citoquimicos as analises de microscopia
eletrbnica de transmissdo demonstraram um padrdo conservador entre as arraias
Potamotrygon sp, Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. Os trombdcitos
normalmente sao fusiformes e ocasionalmente redondos, no citoplasma foram
encontrados sistema canalicular, vesiculas de tamanhos variados, canaliculos de
diferentes tamanhos, aglomerados de glicogénio e numerosas mitocéndrias (Figura
6A-B). Os linfécitos apresentaram formato amorfo, com citoplasma escasso, sendo
observada a presenca de vacuolos e poucas mitocondrias (Figura 6C-D). Devido a
escassez dos basofilos no sangue de potamotrigonideos ndo foram possiveis
localizar esse tipo de granulécito no presente estudo, os heterofilos (Figura 7A-B)
apresentaram um namero elevado de granulos que podem ser de glicogénio, lipidios

e proteinas, entretanto, ndo foi possivel diferencia-los.
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Figura 1A-F. Reacdo PAS para demonstracdo do glicogénio em células do sangue

de arraias de 4gua doce da Amazobnia central. (A) Trombécito de Potamotrygon sp.;
(B) Trombdécito de Potamotrygon motoro; (C) Trombdcito de Paratrygon aiereba; (D)
Heterdfilo de Potamotrygon sp.; (E) Heteréfilo de Potamotrygon motoro; (F)

Heterofilo de Paratrygon aiereba. Barra de escala 8 pum.
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Figura 2A-D. Reacdo PAS-positiva para demonstracdo do glicogénio em células do
sangue de arraias de agua doce da Amazénia central. (A) Linfocito de Potamotrygon
sp.; (B) Linfécito de Potamotrygon motoro; (C) Linfocito de Paratrygon aiereba; (D)
Monécito de Potamotrygon motoro. Barra de escala 8 um.
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Figura 3A-H. Marcacdes citoquimicas de lipidios em células do sangue de arraias
de agua doce da Amazobnia central, usando coloracdo com Sudan Black B. (A)
Heterofilo Potamotrygon sp.; (B) Heterofilo de Potamotrygon motoro; (C) Trombdécito
de Paratrygon aiereba; (D) Trombdcito de Potamotrygon sp.; (E, F) Linfécito de
Potamotrygon motoro; (G) Linfécito de Paratrygon aiereba; (H) Linfécito de

Potamotrygon sp.. Barra de escala 8 um.

ks

Figura 4A-F. Marcagfes citoquimicas de proteinas totais em células sanguineas de

arraias de agua doce da Amazbnia central, usando azul de bromofenol. (A, B)
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Heterofilo de Potamotrygon sp.; (C) Heterdfilo de Potamotrygon motoro; (D)
Heterofilo de Paratrygon aiereba; (E) Basofilo de Potamotrygon sp.; (E) Basdfilo de

Potamotrygon motoro. Barra de escala 8 pum.

Figura 5A-D. Identificacdo de reticulocitos e de metacromasia em células do sangue

de arraias de agua doce da Amazobnia central. (A) Reticulécitos de Potamotrygon.
sp.; (B) Reticulécitos em Potamotrygon motoro; (C) Reticuldcitos em Paratrygon

aiereba; (D) Metacromasia em basofilo de Potamotrygon sp. Barra de escala 10 pum.
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Figura 6A-D. Ultraestruturais das células sanguineas de arraias de agua doce da

Amazobnia central. (A) Trombécitos de Potamotrygon sp.; (B) Trombdcitos de
Potamotrygon motoro; (C) Linfocitos de Paratrygon aiereba; (D) Linfécitos de

Potamotrygon sp. Aumento de 4000 x.
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Figura 7A-B. Ultraestruturais das células sanguineas de arraias de agua doce da

Amazénia central. (A) Heterdfilo de Potamotrygon sp.; (B) Heterdéfilo de

Potamotrygon motoro. Aumento de 4000 x.

4. DISCUSSAO

A caracterizacdo morfolégica e morfométrica das células do sangue de
Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba foi estabelecida por
Oliveira et al. (2013), que demonstraram a ocorréncia de eritrécitos, eritroblastos,
trombacitos, linfocitos, mondcitos, heterdfilos e basofilos nessas espécies. Porém,
Padua et al (2010) relataram a existéncia de neutroéfilos e eosinodfilos no sangue de
um individuo de Potamotrygon motoro, bem como apontam dificuldades para
diferenciar neutrofilos de heterdfilos. No presente estudo, ndo foram encontrados
neutrofilos, mas somente heterdfilos, granulécitos com caracteristicas morfologicas
distintas dos neutroéfilos. Porém, heterdéfilos possuem fungéo similar aos neutrofilos,
como por exemplo, atividade fagocitica, como demonstrados pela presenca de
glicogénio e presenca de lipideos e proteinas em heterofilos das trés espécies de
arraias amazoénicas. O glicogénio é uma importante fonte de reserva energética
celular para os mecanismos de defesa inata que ocorrem especialmente durante o
processo de fagocitose (UEDA et al., 2001; TAVARES-DIAS, 2006).
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Reacdo PAS-positiva também ocorreu em trombécitos de Potamotrygon
sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba, mas uma fraca reacdo positiva
também em linfocitos e monécitos. Os trombdcitos sdo células que atuam nos
processos de coagulacdo sanguinea (HAYHOE; QUAGLINO, 1994), mas que
representam um papel relevante também na atividade de imune (TAVARES-DIAS,
2006).

Diversos estudos citoquimicos foram conduzidos em leucdcitos de
diferentes espécies de peixes teledsteos (CAXTON-MARTINS, 1979; ZINKL et al.,
1991; TAVARES-DIAS, 2006) e demonstram a falta de uniformidade na
nomenclatura dos granulécitos. Em Chondrichthyes, Hine e Wain (1988) estudaram
tais células em quimeras Callorhynchus milii, Chimaera phantasma, Hydrolagus
novaezelandiae, Hydrolagus sp., Harriotta raleighana e Rhinochimaera pacifica,
descreveram que a enzima esterase desses holocefalos sdo muito diferentes das
encontradas em elasmobranquios. Para espécies de potamotrigonideos este € o
primeiro estudo visando a determinacao das funcdes dos tipos celulares sanguineos.

N&o foi observada reacdo de peroxidase em qualquer célula do sangue
das trés espécies de arraias. Em heterdfilos de Carassius auratus também nao
ocorreu reacdo peroxidase-postiva (ZINKL et al., 1991). A peroxidase é uma
importante enzima lisossémica que participa na digestao intracelular e uma das suas
principais caracteristicas é a marcacdo em eosinofilos e neutrdéfilos, granuldcitos
ausentes nas espécies de arraias de agua doce aqui estudadas. Em algumas
espécies de teledsteos, a auséncia da peroxidase parece estar acompanhada do
desenvolvimento compensatério de outros componentes antibacterianos como, por
exemplo, as proteinas catibnicas (TAVARES-DIAS, 2006; TAVARES-DIAS;
MORAES, 2007).

Como os basdfilos sdo leucocitos pouco frequentes no sangue de
Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba por meio da reacéo
positiva de metacromasia foi possivel confirmar a existéncia desse tipo de
granulécito. Além disso, nesses potamotrigonideos foi demonstrado a presenca de
lipidios em trombdcitos e linfécitos, mas em menor intensidade nos heterofilos.
Similarmente, em Xiphophorus helleri reacdo sudanofilica foi também encontrada em
linfécitos e mondcitos (SCHUTT et al., 1997). Porém, em outros teledsteos essa
reacdo tem sido descrita nos granulos de neutrdfilos (ZINKL et al 1991; VEIGA et al.,

2000). Os leucdcitos fagociticos podem utilizar lipidios como fonte de energia,
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degradando tais constituintes por atuacdo das enzimas citoplasmaticas (LORENZI,
1999).

Neste estudo, reagdo por azul de bromofenol foi observada nos granulos
de heterdfilos e baséfilos, indicando a presenca de proteinas gerais. Padua et al.
(2010) também observaram reacéo positiva em basofilos, eosindéfilos e neutrofilos de
Potamotrygon motoro. Em tartarugas amazonicas, reacao positiva para azul de
bromofenol foi relatada em heterdéfilos e baséfilos (OLIVEIRA et al., 2011). A funcgéo
das proteinas nos granulos dos leucdcitos estd associada a defesa contra
microrganismos, provocando sua morte quando sao liberadas apds a ruptura dessas
células.

Em potamotrigonideos deste estudo, foram observados reticulécitos,
revelado pela presenca de ribonucleoproteina no interior de alguns eritrocitos.
Quantidades elevadas de ribonucleoproteinas indicam liberacdo prematura dos
eritrocitos na corrente sanguinea (TAVARES-DIAS, 2006). Portanto, a quantificacado
do numero de reticuldcitos circulantes pode fornecer informacdes sobre a atividade
eritropoiética e consequentemente sobre o estado de saude dos animais.

A andlise ultraestrural dos trombdcitos do sangue de Potamotrygon sp.,
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba mostraram que essas ceélulas séo ricas
em organelas citoplasmaticas. Tal caracteristica foi também relatada para Brycon
orbignyanus (TAVARES-DIAS; MORAES, 2006) e Ictalurus punctatus (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2007). As caracteristicas ultraestruturais dos linfocitos de arraias
de agua doce foram similares as descritas para B. orbignyanus (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2006) e Ictalurus punctatus (TAVARES-DIAS; MORAES, 2007).

5. CONCLUSAO

Este estudo reforca a existéncia de eritrocitos, trombdcitos, linfocitos,
mondacitos, heterodfilos e basoéfilos no sangue das arraias Potamotrygon sp.,
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. A composicéo citoquimica revelou que
os heterdfilos sdo os granulocitos de maior importancia no sistema imunolégico
desses potamotrigonideos, uma vez que apresentaram glicogénio, lipidios e
proteinas basicas, sendo estas substancias diretamente relacionadas a atividade
fagocitica. Os aspectos ultraestruturais revelam que trombdcitos e principalmente os

heterdéfilos sdo células ricas em organelas citoplasmatica, além do mais existe um
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padrdo conservador nos aspectos ultraestruturais das células das arraias
Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. As informacdes aqui
obtidas servem de comparacdo para essas espécies em outros ambientes, bem
como em situagbes adversas tais como estresse ou doencas infecciosas ou

parasitarias.
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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo estudar comparativamente a hematologia e os
parametros fisicos e quimicos dos locais de ocorréncia de individuos neonatos,
jovens, subadultos, adultos machos, adultos fémeas e fémeas prenhas das espécies
Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. Nas
arraias cururus os individuos neonatos apresentam parametros referentes a série
vermelha inferior as demais classes de desenvolvimento. Nos aspectos referentes
ao trombograma e ao leucograma, houve um padrédo conservador entre o estagio de
desenvolvimento, dimorfismo sexual e estagio de prenhes. Em P. motoro e em P.
aiereba as variaveis referentes ao hemograma, a bioquimica e o leucograma,
apresentaram poucas variacbes entre 0s aspectos bioldgicos da espécie,
demonstrando que estas varidveis ndo sdo bons critérios para diferenciar-las dentro
da mesma espécie. Em relacdo as caracteristicas fisicas e quimicas das aguas dos
locais de ocorréncias das arraias cururus foi possivel determinar que neonatos tem
uma preferéncia por aguas menos acidas, por outro lado os jovens preferem aguas
mais frias e com baixas concentracdes de oxigénio dissolvido. Nas arraias P. motoro
e P. aiereba ndo houve diferencas entre o estagio de desenvolvimento, dimorfismo
sexual ou prenhes, nos aspectos fisicos e quimicos da agua dos locais de
ocorréncias desses potamotrigonideos. Em conclusédo, na arraia cururu o estagio de
desenvolvimento é um fator importante para diferenciar as propriedades
hematolégicas bem como as propriedades da agua, portanto, deve-se ter cuidado ao
fazer comparagbes com outras especies. Entretanto nas arraias P. motoro e P.
ailereba essa caracteristica biologica ndo exerce influéncia tanto sobre as
caracteristicas hematologicas quanto sobre as caracteristicas da &agua. Ao
confrontar os aspectos hematoldgicos e as caracteristicas da agua entre as arraias
Potamotrygon sp, P. motoro e P. aiereba, pode-se observar um carater conservador
entre as espécies, principalmente sobre as caracteristicas do leucograma e
trombograma. Em relacédo as propriedades da agua apenas individuos subadultos e
prenhas possuem diferencas nas propriedades da agua, esses resultados ressaltam
gue dentro de uma mesma bacia a hematologia e as propriedades fisicas e quimicas
da agua nédo séo diferenciadas entre as arraias Potamotrygon. sp., P. motoro e P.
aiereba, oriundas do Arquipélago de Mariua, Amazonas.

Palavras-chave: hematologia, ontogenia, potamotrigonideos, dimorfismo sexual,
prenhes, comparativo, agua

ABSTRACT

This is work has the objective to study hematology, physical and, chemical
parameters of the local occurrence of individuals neonates, young, subadult, adult
males, adult females and pregnant females of the species Potamotrygon sp.
(stingray cururu), Potamotrygon motoro and Paratrygon aiereba. In stingrays cururus
individuals newborns have parameters for red series below the other classes of
development. Aspects relating to trombogram and the leukogram, there was a
conservative standard between the stage of development, and sexual dimorphism
stage pregnant. In P. motoro and P. aiereba variables on blood count, biochemistry
and leukogram showed little variation among biological species, demonstrating that
these variables are not good criteria to differentiate them within the same species.
Regarding the physical and chemical characteristics of the waters of the local
occurrences of stingrays cururus was determined that neonates have a preference
for less acidic waters, on the other hand young people prefer cooler water with low
dissolved oxygen concentrations. In stingrays P. motoro and P. aiereba no
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differences between the stage of development, sexual dimorphism or pregnant, the
physical and chemical aspects of water from local occurrences of these
potamotrigonids. In conclusion, the stingray cururu stage of development is an
important factor to differentiate hematologic properties and the properties of water, so
you must be careful when making comparisons with other species. However
stingrays in P. motoro and P. aiereba biological trait does not influence much on the
characteristics of hematological and water features. When we compare the
hematological aspects and characteristics of water between the stingrays
Potamotrygon sp, P. motoro and, P. aiereba, one can observe a conservative
character between species, mainly on the characteristics of the leukogram and
trombogram. Regarding the properties of water only subadult and pregnant
individuals have differences in the properties of water, these results confirmed that
within the same basin hematology and physical and chemical properties of water are
not differentiated between the stingrays Potamotrygon sp., P. motoro and, P.
aiereba, coming from the Archipelago Mariua, Amazonas.

Keywords: hematology, ontogenic, potamotrigonideos, sexual dimorphism,
pregnancy, comparative, water

1. INTRODUCAO

Tradicionalmente a investigacdo dos parametros do sangue em peixes
tem sido utilizada para se determinar estresse e patologias (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004; TAVARES-DIAS; MORAES, 2006; TAVARES-DIAS; MORAES,
2007a; PAVLIDIS et al., 2007). O eritrograma pode ser usado para diagnosticar
anemia, bem como para caracterizar as distintas estratégias em populacdes de
peixes, no que refere-se a demanda metabdlica por oxigénio (WILHELM FILHO et
al., 1992), além de ser o principal indicador sobre as distintas estratégias fisiologicas
adaptativas relacionadas as variacbes ambientais (VAL et al., 1992; ALMEIDA-VAL
et al., 1999). O perfil bioquimico plasméatico € também uma importante ferramenta
biolégica para se avaliar de situacdes de estresse, dieta e regulacdo de ions

corporeos.

Em peixes, uma das maneiras mais simples de avaliar o sistema
imunoldgico dos peixes € a avaliacdo das alteracdes quantitativas e qualitativas dos
leucdcitos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2007; PAVLIDIS et al.,, 2007). Outra
importante contribuicdo da andlise dos parametros hematologicos, embora pouco
utilizada, é o auxilio dessa ferramenta nas relacbes sistematicas entre espécies
(PAVLIDIS et al., 2007).

Um aspecto caracteristico dos peixes € a ampla variagdo nos parametros
sanguineos (PARMA-CROUX, 1994; KORI-SIAKPERE et al., 2005), em geral
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atribuidas a fatores tais como variacdo genética, estado nutricional, sexo, idade,
estresse de captura, procedimentos de manipulacdo e amostragem sanguinea
(HRUBEC et al., 2001; KORI-SIAKPERE et al., 2005; SVOBODOVA et al., 2008).
Embora a hematologia seja uma ferramenta 0til, tem sido pouco usada para
espécies em seu ambiente natural (KORI-SIAKPERE et al., 2005), principalmente,
em arraias de agua doce da América do Sul. Tais estudos concentram-se em
elasmobranquios marinhos. Porém, as informagcBes sobre parametros sanguineos
de arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba permitirdo
o estabelecimento de valores de referéncias para essas potamotrigonideos de
grande importancia sécio-econémica para a regido Norte do Brasil, seja como peixe
ornamental ou para alimentacdo (DUNCAN et al., 2010).

O presente trabalho teve por objetivo estudar comparativamente a
hematologia, parametros fisicos e quimicos dos locais de ocorréncia de
Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba em diferentes estagio
de desenvolvimento (neonatos, jovens, subadultos, adultos machos, adultos fémeas

e fémeas prenhas) do Arquipélago de Mariua, Estado Amazonas, Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Area de estudo

O arquipélago de Mariua é considerado o maior conjunto de ilhas de agua
doce do mundo, com um total de aproximadamente 1.600 ilhas que abriga uma rica
biodiversidade de peixes ornamentais, incluindo as arraias Potamotrygon. sp (arraia
cururu), P. motoro e P. aiereba. As aguas desse arquipélago tém coloracéo preta e
sdo banhadas pelo médio Rio Negro, que apresentam como caracteristica o baixo
pH, baixas concentracdes de oxigénio dissolvido e de ions, o que determina aguas
com baixa condutividade elétrica e reflete a escassez de compostos nitrogenados e
elementos alcalinos e alcalinos terrosos (DUNCAN et al., 2009; CHAO et al. 2001;
SOUZA et al. 2006). As arraias foram capturadas nos varios habitats desse deste
arquipélago, que fica localizado nas proximidades do municipio de Barcelos,
Amazonas, Brasil. Todos os animais foram capturados com breve autorizacéo
(Licenca N* 15116-1) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovaveis (IBAMA).
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2.2. Espécies alvos

Trés espécies de arraias de agua doce foram escolhidas para serem
investigadas no presente estudo, sdo elas: Potamotrygon sp. (arraia cururu),
Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. A arraia Potamotrygon sp. é a principal
espécie ornamental de potamotrigonideos, sendo responsavel por aproximadamente
50% das exportacdes (IBAMA, 2008). Essa arraia apresenta pequeno porte e pode
atingir no maximo 45 cm de largura do disco. E uma espécie ainda em processo de
descricao cientifica, mas com sua identificacdo bem definida. A arraia cururu
apresenta segregacao sexual com ciclo reprodutivo anual e regulado pelo nivel do
rio, envolvendo a cépula na vazante e parto na seca (ARAUJO, 1998). Sua
distribuicdo é endémica e restrita ao médio Rio Negro, ocorrendo em ambientes de
liteira, com baixo fluxo de agua e correnteza, tipicos das areas marginais de igapo
(BARCELLOS, 1997; ARAUJO, 1998).

A segunda espeéecie de arraia de maior representatividade no mercado
internacional € P. motoro, responsavel por 30% das exportacdes (IBAMA, 2008).
Com ampla distribuicdo pela bacia Amazbénica (CARVALHO et al.,, 2003), essa
espécie atinge tamanho de 70 cm e possui segregacdo sexual. A espécie apresenta
ciclo reprodutivo anual com periodo de cépula na seca, gravidez na enchente e parto
no inicio da cheia. Durante esse periodo existe disputa de machos por fémeas
adultas para a copula (Aradjo, comunicacdo pessoal). Seu habitat compreende
areas com fundo lamacento, onde existe a influéncia mais visivel do fluxo de agua

(observacao pessoal).

Além dessas espécies, Paratrygon aiereba também tem importancia
comercial no estado do Amazonas. Possui grande porte, atingindo até 130 cm de
largura do disco e chegando a pesar mais de 60 Kg. Apresenta segregacao sexual e
segregacao espacial por tamanhos, na qual jovens e subadultos de ambos 0s sexos
tendem a ficar agregados na mesma area. Por outro lado, machos e fémeas adultas
encontram-se isolados em diferentes areas (ARAUJO, 1999; CHARVET-ALMEIDA
et al, 2005). Esta espécie apresenta distribuicdo ampla ao longo da bacia
Amazbnica, sendo predominantemente explorada pela pesca comercial. Seu habitat
preferencial se constitui de regides de praias, com pouca intensidade de corrente de
agua (observagéo pessoal). Na bacia do rio Tapajos vem sendo observada reducdo

dos estoques naturais dessa espécie, devido a exploragdo pesqueira em larga
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escala para obtencdo de filé (Aradjo, comunicacdo pessoal). No estado do
Amazonas, alguns frigorificos localizados no municipio de Iranduba também tém
intensificado a compra desses animais para 0 processamento e comercializacao de
filés congelados, sem nenhum controle na exploracdo desse pescado. Esse cenario
preocupa e desperta a necessidade de planos de manejo adequados para a
conservacao desse grupo de elasmobranquios oriundos da América do Sul
(CARVALHO et al., 2003).

2.3. Captura, classificacéo etaria dos animais e coleta sanglinea

No periodo de dezembro de 2006 a outubro de 2010, 10 coletas de campo
foram realizadas com auxilio de rede de mao (rapiché), lanterna de cabeca e remo.
Um total de 357 arraias Potamotrygon sp. (28 neonatos, 10 jovens, 76 subadultos e
243 adultos; sendo 129 machos e 114 fémeas das quais 29 estavam prenhas), 65
arraias Potamotrygon motoro (3 neonatos, 48 jovens, 3 subadultos e 11 adultos,
sendo 8 machos e 3 fémeas das quais uma estava prenha) e 48 arraias Paratrygon
aiereba (9 neonatos, 16 jovens, 20 subadultos e 3 adultos, sendo 1 macho e duas

fémeas, das quais uma estava prenha) foram coletadas.

Apés a captura os animais foram imediatamente anestesiados com
Eugenol (0,2 g/L) e os procedimentos de manuseio e coleta sanguinea seguiram as
recomendacdes de Oliveira et al., (2012). O anticoagulante utilizado para a coleta
sanguinea foi o EDTA 10%, os animais foram classificados de acordo com o
dimorfismo sexual e as fémeas diferenciadas pela auséncia ou presenca da
gestacédo. A classe de tamanho foi determinada a partir da largura do disco/LD, nas
arraias Potamotrygon sp. a classificacdo (neonatos, LD < 9,0 cm; jovens, 9,0 < LD <
12,0 cm; subadultos, 12,0 < LD < 16,0 cm; adultos, LD = 16,0 cm) seguiu as
recomendacdes de Araujo (1998), nas arraias P. motoro (neonatos, LD < 14,0 cm;
jovens, 14,1 < LD < 35,0 cm; subadultos 35 < LD < 40; adultos, LD > 40,0 cm) foi
seguida as recomendacfes de Araujo (1999) e nas arraias P. aiereba (neonatos, LD
< 22,0 cm; jovens, 22,0 < LD < 30,0 cm; subadultos, 30,0 < LD < 51,0 cm; adultos,
LD > 51,0 cm) foram seguidos as recomendacfes de Araujo (2011). Fémeas
prenhas foram identificadas conforme recomendacbes de Aradjo (1998). O

dimorfismo sexual foi estabelecido em observacdo macroscoépica usando a presenca
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(machos) ou auséncia (fémeas) do clasper. Apds todos estes procedimentos e
recuperadas da anestesia, todas as arraias foram devolvidas para seus respectivos
locais de captura.

2.4. Parametros sanguineos e métodos de analise

O sangue coletado foi divido em duas aliquotas, uma para a determinagéo
do eritrograma, leucograma e trombograma, e outra para obtencdo do plasma e
posterior dosagem dos constituintes bioquimicos. A contagem de eritrécitos (RBC)
foi feita em camara de Neubauer apds diluicdo em solucdo de formol-citrato, o
hematdcrito (Ht) pelo método do microhematdcrito e a concentracdo de hemoglobina
(Hb) pelo método da cianometahemoglobina. A partir desses dados foram
calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM).

Extensdes sanguineas foram confeccionadas e coradas seguindo as
recomendacdes de Oliveira (2008) e usadas para m utilizadas para a contagem de
leucocitos e trombdocitos totais (TAVARES-DIAS; MORAES, 2006), bem como para
a contagem diferencial dos leucécitos que se baseia na contagem de 200 tipos

leucocitarios de interesse.

O plasma foi obtido apds centrifugacdo a 750 G, este foi congelado em
nitrogénio liquido (-86°C) até o momento das andlises bioquimicas. As
concentracbes de glicose, triglicerideos, colesterol total, proteinas totais e uréia
foram determinadas por métodos enzimatico-colorimétricos quantificados por kits
comerciais (Doles, GO, Brasil) especificos para cada parametro. A dosagem dos
fons sddio (Na*) e potassio (K*) foram analisados por fotometria de chama (Micronal
b462, Brasil) e os niveis de cloreto (CI) por método colorimétrico usando kit

comercial (Doles, GO, Brasil).

2.5. Andlise da agua

Amostras de agua para a avaliagdo das propriedades fisico-quimicas,

como temperatura (°C), pH, condutividade (uS/cm) e oxigénio dissolvido (mg/L),
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foram determinados no local de captura de cada animal, utilizando-se aparelho
digital multi-paramétrico. Amostras de aguas foram coletadas e armazenadas em
gelo e posteriormente transportadas a laboratorio para andlise de outros parametros,
como dureza (mg/L), alcalinidade (mg/L), amobnia total (mg/L) e nitrito (mg/L),
seguindo metodologia previamente descrita por Boyd; Tucker (1992). Os niveis de
sédio (mEg/L) e potassio (mEg/L), foram analisados em amostras de &gua
preservadas e refrigeradas trazidas do campo para analise por fotometria de chama
(BOYD; TUCKER, 1992), utilizando o aparelho Micronal B 462.

2.6. Anélise estatistica

Para exclusdo dos outliers foi empregado o teste estatistico Steam and
life, posteriormente o teste de normalidade também foi empregado para averiguacéo
da normalidade dos dados. Quando os dados apresentaram normalidade foi
aplicado o teste de Analise de Variancia (ANOVA) para comparacdo dos seguintes
grupos (neonatos, jovens, subadultos, machos adultos, fémeas adultas e prenhas).
Quando os dados nao apresentaram normalidade o teste de Mann-Witney foi
empregado. Apés a divisdo pelo dimorfismo sexual, do estado de prenhes e das
fases do desenvolvimento, foram comparados estatisticamente pelo teste de ANOVA
ou de Kruskal Wallis (KW) entre as trés espécies investigadas. Os resultados
estatisticos foram expressos em media e desvio padrdo (DP), sendo que todos os

testes estatisticos aplicados foram considerados significativos quando p<0,05.

3. RESULTADOS

Os valores médios e desvio padrdo das medidas biométricas de neonatos,
jovens, subadultos, machos adultos, fémeas adultas e fémeas prenhas das arraias
Potamotrygon sp. sdo mostrados na Tabela 1, em Potamotrygon motoro na Tabela
2 e em Paratrygon aiereba na Tabela 3.

Os parametros hematoldgicos das arraias Potamotrygon sp. (Tabela 4),
Potamotrygon motoro (Tabela 5) e Paratrygon aiereba (Tabela 6) envolvendo o
estdgio de desenvolvimento, o dimorfismo sexual e o estado de prenhes,
apresentaram elevado desvio padrdo, principalmente nos compostos bioquimicos,

leucograma e trombograma. .
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Os neonatos de Potamotrygon sp. mostraram valores da série vermelha
inferiores as demais classes de desenvolvimento, como também dos niveis de
glicose, triglicerideos e colesterol . Porém, ndo houve diferengas quanto ao

trombograma e leucograma, (Tabela 4).

Para P. motoro (Tabela 5) e P. aiereba (Tabela 6) o hemograma e a
bioquimica sanguinea apresentaram poucas variacdes entre as diferentes fases do
desenvolvimento dos animais, indicando que tais varidveis ndo sao critérios

adequados para diferenciar essas fases de vida desses animais.

Em relacdo as caracteristicas fisicas e quimicas das aguas dos locais de
ocorréncia das arraias cururus foi possivel determinar que neonatos tenham uma
preferéncia por aguas menos acidas, por outro lado os jovens preferem aguas mais
frias e com baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (Tabela 7). Nas arraias P.
motoro e P. aiereba ndo houve diferencas para os estagios de desenvolvimento,
dimorfismo sexual ou prenhes no que se refere aos parametros fisicos e quimicos da
agua no ambiente de ocorréncias desses animais (Tabela 8 e 9). Ademais, o0s
resultados das comparacdes hematoldégica por meio dos testes estatisticos
empregados no presente estudo encontram-se na Tabela 10 e a comparacdo dos

parametros fisicos e quimicos da agua encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo para os parametros biométricos de Potamotrygon sp. (arraia cururu) entre espécimes

neonatos, jovens, subadultos e adultos (machos, fémeas e prenhas) oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Neonatos Jovens Subadultos Adultos
n= 28 N= 10 n="76
Dados biométricos
Machos Fémeas Prenhas
n=129 n= 85 n=29
Largura do disco (cm) 8.06 + 0.84 11.16 £0.75 14.36 £0.91 19.51 +2.53 20.29 + 3.13 22.57 +3.14
Comprimento total (cm) 15.85+1.89 19.40 £1.45 25.04 +2.12 31.84 + 3.68 32.56 +5.25 35.57 + 3.76
Peso (g) 35.26 + 10.76 79.10 +£ 13.17 154.71 +52.34 418.60 £+ 157.92 493.71 +268.24 625.34 +311.82
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Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo para os parametros biométricos de P. motoro entre espécimes neonatos, jovens e

adultos (machos, e fémeas oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Neonatos Jovens Subadultos Adultos
n=3 n= 48 n=3
Dados biométricos
Machos Fémeas Prenhas
n=_8 n=2 n=1
Largura do disco (cm) 12.87 +1.62 23.95+4.85 38.00+1.73 48.31 +2.78 46.50+2.12 48.00
Comprimento total (cm) 25.67 +4.04 41.31 +8.42 57.70 + 11.64 79.00 + 4.46 76.00 + 8.48 82.00
Peso (9) 131.67 +57.73 689.02 +44450 2693.33+633.19 5852.50+744.73 4950.00+ 777.82 5500.00
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Tabela 3. Valores médios = desvio padrdo para os parametros biométricos de P.aiereba entre espécimes neonatos, jovens,

subadultos e adultos (machos, fémeas e prenhas) oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Neonatos Jovens Subadultos Adultos

n=9 n=16 n=20

Dados biométricos
Machos Fémeas Prenhas

n=1 n=1 n=1
Largura do disco (cm) 19.21 +2.28 25.98 £ 2.26 35.70 £ 5.36 52.00 82.50 75.00
Comprimento total (cm) 31.94 +6.28 41.48 +5.65 99.57 + 226.46 72.00 105.00 105.00
Peso (g) 428.56 + 298.60 760.81 + 209.44 1885.20 + 1824.52 8.000 30.000 18760.00
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Tabela 4. Comparacdo hematoldgica do estagio de desenvolvimento, dimorfismo sexual e do estado de prenhes da arraia

Potamotrygon sp. oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil (teste de ANOVA).

Adultos
Neonatos Jovens Subadultos
Parametros
n= 28 N= 10 n=76 Machos Fémeas Prenhas
n=129 n= 85 n= 29

Hct (%) 14.62 + 3.74° 29.00 +1.93° 23.72 +5.33° 23.20 + 5.24° 23.24 + 4.47° 23.92 +5.49™
Hb (g/dL) 2.25+0.70° 4.00 +0.93" 4.34+0.83" 453 +0.96" 4.43+1.07° 4.69 +0.75°
RBC (milhdes/uL) 0.35 + 0.08° 0.44 + 0.05% 0.43 +0,11* 0.42 +0.11* 0.41 +0.11% 0.42 + 0.08%

VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (%)

Glicose (g/dL)
Triglicerideos (MMI/L)
Colesterol (mM/L)
Proteinas totais (g/dL)
Uréia (mM/L)

CI" (mM/L)

Na" (mEq/L)

420.43 + 83.14°
62.83 + 14.94°
15.43 + 4.32°
41.25 + 8.99°
62.00 + 21.15°
76.61 + 22.79°
0.85 + 0.28°
1.60 + 0.61°
125.53 + 10.63%

135.69 + 14.16°

500.96 + 197.49%°
73.01 + 12.42%
21.12 + 9.46°
20.40 + 5.45°
30.83 + 13.36°
32.63 + 6.56"
0.96 + 0.01*°
3.07 +0.19°
139.64 + 2.47°

137.56 + 9.26"

552.09 +153.72"
97.76 + 24.36"
18.44 + 4.10°
32.44 + 9.57°
56.81 + 16.99°
50.87 + 21.61"
1.02 + 0.32%
1.44 + 0.68°
126.65 + 20.30°

139.95 + 16.84°

573.57 + 170.89"

102.10 + 24.60°
19.64 + 4.62°
31.67 +9.78°
60.55 + 19.95°
57.44 + 23.53°
1.18 £ 0.34°

1.33 +0.44°

124.37 + 19.59

143.06 + 19.82%

583.76 + 139.00"

108.79 + 31.66"
19.07 + 4.53°
30.02 + 13.07"
63.69 + 27.47°
49.24 + 22.56"
1.14 + 0.40™
1.42 +0.61°
126.81 + 21.60°

144.59 + 22.78%

548.25 + 122.68°

104.13 + 26.56"

18.39 + 2.65%
30.00 + 10.64"
67.48 + 20.69°
48.66 + 19.56
1.36 + 0.43"
1.09 + 0.24
122.03 + 16.83

148.14 + 20.00*
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K" (mEg/L)
Leucdcitos (pL)
Trombdcitos (uL)
Linfécitos (%)
Linfocitos (uL)
Mondcitos (%)
Mondcitos (L)
Heterdfilos (%)
Heterofilos (uL)
Basofilos (%)

Basofilos (uL)

8.79 + 1.44°
2763.00 + 526.75°
564.00 + 288.41°
45.85 +9.78°
1240.84 + 425.38°
27.15 + 3.46°
748.32 + 221.17°
23.85 + 12.95°
761.10 + 152.34%°
3.00 +£0.82%°

136.09 + 130.96%

7.82 +0.19%
3112.71 + 231.58%
1406.50 + 60.77°
44.50 + 3.93
1386.75 + 358.05°
22.37 +8.33°
894.75 + 14.15%
28.50 + 7.52°
656.60 + 15.66™
4.62 +2.00%

114.19 + 17.24%®

10.07 + 1.25°
5925.05 + 3515.51°
791.31 + 637.58°
43.45 + 15.05
2342.88 + 1662.43%
30.26 + 8.85°
1882.81 + 1163.39"
21.04 + 11.90°
1028.49 + 516.49"
4.16 + 3.41°

244.08 + 216.19°

9.44 + 2.19%
3459.20 + 1630.16°
822.76 + 669.13
44.15 + 15.84°
1688.59 + 985.68
29.74 + 14.71°
1205.21 + 847.74%
19.10 + 9.82°
688.22 + 363.91°
2.37+217°

111.12 +117.33°

8.99 + 2.95°
3114,35 + 5041.65%
862.96 + 523.85
40.98 + 16.91°
2119.49 + 1757.62°
30.38 + 11.63°
698.60 + 379.53°
19.98 + 10.75%
615.76 + 277.34°
2.58 + 2.73%

79.31 + 95.81°

8.97 + 1.66°
3823.90 + 3041.73%
774.30 + 694.68°
37.30 + 12.74°
1452.56 + 1279.50°
36.89 + 9.17°
1537.97 + 1214.49%
23.80 + 9.90°
908.20 + 731.67%"
3.00 + 2.00%

124.83 + 126.95%

Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas
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Tabela 5. Comparacdo hematologica do estagio de desenvolvimento, dimorfismo sexual e do estado de prenhes da arraia P.

motoro oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil (teste de KW).

Neonatos Jovens Subadultos Adultos
N=3 n=48 N=3

Parametros

Machos Fémeas Prenhas

n=_8 n=2 n=1

Hct (%) 18.00 + 0.00% 21.35 + 1.96° 20.00 + 5.29° 21.25+4.17°2 20.00 + 2.83°% 18.00°
Hb (g/dL) 2.62 +0.472 3.90 +£0.75% 3.69 +1.53% 3.47 + 0.96° 411 +1.77% 2.86%
RBC (milhdes/uL) 0.26 + 0.47%° 0.42 +0.09" 0.35 + 0.03%* 0.32 +0.03% 0.32° 0.32°
VCM (fL) 709.09 + 94.472 484.93 + 98.18°% 569.69 + 141.05% 757.55 +179.58% 474,23 +124.83% 562.50%
HCM (pg) 101.49 + 6.28%* 88.61 + 16.34°% 104.29 + 39.89* 121.43 + 26.53°¢ 91.82 + 3.38* 89.43%*
CHCM (%) 14.55 + 2.62° 18.62 + 2.81° 17.89 + 3.84° 16.36 + 3.61° 20.15 + 6.02° 15.90%
Glicose (g/dL) 31.86 + 16.22°% 34.56 + 9.56° 31.97 +10.08% 28.88 +10.18°% 20.06 + 8.73°% 13.89%
Triglicerideos (mM/L) 58.69 + 4.83% 60.84 + 20.68% 82.03 + 37.01° 81.42 + 20.53°% 75.90 + 8.12° 70.162
Colesterol (mMI/L) 69.76 + 6.32° 51.58 + 23.46°% 37.85 +5.64% 68.97 + 40.38°% 84.82 + 7.67° 79.40°
Proteinas totais (g/dL) 0.78 + 0.42° 0.97 +0.31% 0.70 £ 0.04% 1.32 +0.442 1.47 +0.40% 1.192
Uréia (mM/L) 6.75+1.71% 1.60 + 0.46° 0.96+ 0.50 2.07£0.61 0.92 £0.79 0.36
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CI" (mM/L)

Na* (mEg/L)

K" (mEg/L)
Leucécitos (uL)
Trombocitos (L)
Linfocitos (%)
Linfocitos (pL)
Mondcitos (%)
Mondcitos (uL)
Heterdfilos (%)
Heterdfilos (uL)
Basofilos (%)

Basdfilos (uL)

122.21 +12.99%

126.12 + 22.32%

11.60%
3055.00%
940.00%
50.00°
1527.50%
28.00°
855.40°
20.00°
611.00%
2.00%

61.10°

119.09 + 10.70%
137.27 +17.17°
9.59 +1.57%
2908.25 + 617.34%
816.00 + 621.16°
42.50 +11.84*
1700.23 + 1262.11°
27.82 + 8.04°
1367.84 + 872.15%
23.72 £ 9.96°
860.88 + 416.65%
4.19 + 3.03%

181.03 + 178.05°

124.33 +0.18
134.02 + 7.67
9.94 +0.87°
8140.00 + 8923.69°
850.00 + 1202.08%
43.25 + 25.81°
457.50°
26.50 + 2.12°
2251.75 + 2537.45%
28.00 + 31.11°
891.00 * 33.94°
2.25 + 3.18°

325.12 + 459.80%

113.69 + 4.00
141.37 + 7.05
8.50 + 0.95"
2520.00 + 499.87°
800.00 + 507.81°
45.60 + 10.92°
1078.45 + 399.49°
26.20 + 4.27°
649.65 + 224.72°
26.60 + 15.52°
742.12 + 128.16°
2.67 +0.58°

98.40 + 142.99%

128.81 +3.24

134.00
8.00"
2500.00°
1200.00?
59.002
1475.00%
30.002
750.002
8.00°
200.002
3.00°

75.00%

125.00
116.30
7.60°
4000.002
500.00°
50.00°
2000.00°
20.00%
800.00°
35.00°
1400.00?
5.00°

200.00%

Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas
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aiereba oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil (teste de KW).

Neonatos Jovens Subadultos Adultos
n=9 n= 16 N= 20
Parametros
Machos Fémeas Prenhas
n=1 n=1 n=1
Hct (%) 23.00 + 4.36° 27.41 +3.12° 25.74 + 4.90° 32.00°  18.00° 22.00°
Hb (g/dL) 4.55 + 1.90° 3.84 +0.76° 3.78 + 0.63% 4.90° 2.77° 5.40°
RBC (milhdes/pL) 0.36 + 0.08° 0.38 +0.10° 0.36 + 0.07° 0.3902 0.412 0.48°
VCM (fL) 642.84 +93.17*°  752.98 +193.31*  734.49 + 167.07* 820.51* 439.02*  458.33?
HCM (pg) 110.33 + 53.06% 110.89 + 29.472 107.65 +36.62%  125.64*  67.56*  112.50°
CHCM (%) 19.44 + 6.33? 14.32 + 3.05" 14.05 + 2.61° 15.31%  15.39®  2455%
Glicose (g/dL) 13.01 + 3.702 17.17 + 6.52° 17.60 + 3.75% 27.58%  13.46° 26.91°
Triglicerideos (Mm/L) 87.55 + 43.78% 105.36 + 57.65% 104.94 + 4585  117.97* 55.05*  126.56°
Colesterol (mMIL) 72.64 + 34.40° 63.56 + 15.772 56.67 + 21.52° 72.14% 2579 56.27°
Proteinas totais (g/dL) 1.37 £0.572 1.28 £0.172 1.50 +£0.132 2.05% 1.30° 2.75°
Uréia (mM/L) 4.85 + 2.48? 4.31 + 2.86° 4.31 +3.28° 1.65? 1.42° 2.842

Tabela 6. Comparacdo hematologica do estagio de desenvolvimento, dimorfismo sexual e do estado de prenhes da arraia P.
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CI" (mM/L)

Na* (mEq/L)

K* (mEg/L)
Leucdécitos (uL)
Trombocitos (L)
Linfocitos (%)
Linfocitos (pL)
Mondcitos (%)
Mondcitos (uL)
Heterdfilos (%)
Heterdfilos (uL)
Basofilos (%)

Basodfilos (uL)

124.20 + 10.00%
135.11 + 14.12°%
8.73 +1.20°
2970.00 + 479.88%
636.00 + 280.86°
48.14 + 10.22°
1447.33 + 138.85%
29.00 + 1.09°
878.27 + 39.61°
20.00 +11.94*
652.40 + 39.73%
2.83+0.75%

159.89 + 141.21°

122.39 + 0.70°
144.32 + 2.88°
9.20 £1.71%
2696.67 + 545.73%
610.00 + 367.56°
47.05 + 9.82°
1228.80 + 482.03%
28.35 + 4.57°
733.27 + 243.06%
21.75 + 13.56
899.40 + 1.20%
3.44 +0.82%

190.95 + 147.47°

114.49 + 15.61°
136.40 + 16.27°%
9.62 +1.53%
2859.50 + 765.30°
700.00 + 461.04%
44.50 + 8.76°
1220.95 + 442.01°
26.81 + 4.49°
789.88 + 2877.38°
23.23 +£13.20%
760.13 + 212.00%
3.50+1.12?%

177.67 +179.79°

136.30°
119.85°
9.88?
4515.00°
2150.00°
45.00?
2031.75°
30.50°
1377.07°
16.50°
744.97°
8.00"

361.20%

130.112
132.00°
7.00°
3000.00°
1040.00%
52.00%
1560.00°
26.00°
780.002
20.002
600.00°
2.00°

60.00%

149.02?
117.062
7.88°
2228.00°
1418.00%
51.00°
1136.282
17.00°
378.76°
26.00°
579.28°
6.00%

133.68%

Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas
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Tabela 7. Comparacao do estagio de desenvolvimento, dimorfismo sexual e do estado de prenhes sobre os parametros fisicos e

qguimicos da agua dos locais de ocorréncia da arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu) oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas,

Brasil (teste de ANOVA).

Neonatos Jovens Subadultos Adultos
n=20 n=9 n= 65
Parametros Machos Fémeas Prenhas
n= 84 n= 66 n=24

Ph 4.49 +0.23° 4.06 +0.09"  4.20+0.21"  4.10+0.13" 4.11+013° 4.26 +0.37°
Temperatura (°C) 29.64 +0.44*  28.03+0.40° 28.95+1.06° 29.12+0.91* 29.64+0.34° 29.25+0.53*
Oxigénio dissolvido (mg/L)  4.33 +0.17%° 4.04+0.23"  435+0.36™ 4.43+0.54% 4.41+0.20"  455+0.14°
Condutividade (uS/cm) 13.16 +2.182 11.99+£0.94* 1266 £1.74* 13.07+2.60° 12.90+2.85* 12.25+2.26°
Ambnia (mg/L) 0.058 + 0.030° 0.71 +0.06" 0.25+0.34°  0.30+0.33°  0.33+0.36° 0.04 +0.03?
Nitrito (mg/L) 0.011 + 0.004* 0.004 +0.001°* 0.01+0.01°* 0.01+0.01™® 0.01+0.01™ 0.01 +0.01?
Dureza (mg/L) 2.75 + 1.23%° 3.35+0.06®° 4.00+3.41* 523+501° 3.34+1.61° 2.40 +1.87°
Alcalinidade (mg/L) 3.35+1.25° 2.45 +0.08° 8.56+8.71°  3.27+207*  4.31%0.63° 2.92 +1.59°
Na* (mg/L) 21.44 + 4.04° 73.24+1.41° 19.31+6.36° 18.71+7.29° 19.48+9.21*  20.03 +5.67°
K* (mg/L) 11.09 + 2.342 16.68 £2.91*  12.95+542* 13.16+4.48"° 1552+7.11*> 13.50+5.88°

Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas
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Tabela 8. Comparacédo do estagio de desenvolvimento, do dimorfismo sexual e do estado de prenhes sobre os parametros fisicos

e quimicos da &gua dos locais de ocorréncia da arraia P. motoro oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil (teste de KW).

Neonatos Jovens Subadultos Adultos
n=3 n=40 n=3
Parametros Machos Fémeas Prenhas
n=7 n=2 n=1
pH 4.30+0.17% 4.25 +0.26 4.17 +0.15? 4.39 + 0.26* 4.15 +0.07° 3.80°
Temperatura (°C) 29.43 +0.51° 28.99 + 1.26° 29.07 + 2.00° 29.26 +0.76° 28.65 + 1.91° 31.00°
Oxigénio dissolvido (mg/L) 4.49 +0.18% 4.27 +0.39% 4.37 +0.40% 4.26 +0.14% 4.20 +0.43% 3.70°
Condutividade (uS/cm) 14.03 + 1.75% 1258 +1.71°% 12.70 + 0.99% 13.36 + 1.84° 14.10 + 2.55" 20.00%
Amonia (mg/L) 0.040 £ 0.017° 0.33 £0.34% 0.25 +0.37% 0.17 £0.26* 0.41 +0.57* 0.85%
Nitrito (mg/L) 0.013 + 0.001* 0.007 +0.004* 0.008 +0.005* 0.013 +0.005* 0.009 * 0.003" 0.03%
Dureza (mg/L) 1.83 +1.53° 3.85 +3.01°% 4.83 + 5.39% 2.90 £1.04* 3.25+3.18% 3.30°
Alcalinidade (mg/L) 2.38 £1.77% 7.83 £8.522 9.31 +£9.35% 3.26 £1.21* 11.11 + 12.60° 25.00%
Na* (mg/L) 19.35+0.13*  29.70 + 24.14% 19.28°% 31.19 + 23.36 28.45? 8.00°
K" (mg/L) 11.86 + 3.67°¢ 13.52 + 4.48% 12.35 +5.01°% 10.90 + 2.16° 13.60 + 0.44° 7.20°

Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas
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Tabela 9. Comparacédo do estagio de desenvolvimento, do dimorfismo sexual e do estado de prenhes sobre os parametros fisicos

e quimicos da &gua dos locais de ocorréncia da arraia P. aiereba oriundos do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil (teste de KW).

Neonatos Jovens Subadultos Adultos

Parametros N=9 =1 =1

Machos Fémeas Prenhas

n=1 n=1 n=1

pH 4.49 + 0.20% 4.43 +0.24° 4.48 +0.25 4.20% 4.60% 4.20%
Temperatura (°C) 29.61+0.42%° 29.71+0.43® 29.65+0.46®  31.00° 29.00°  29.30%®
Oxigénio dissolvido (mg/L) 4,28 +0.18% 4.43 +0.16° 4.32 +0.21° 4.46° 4.50% 4.29%
Condutividade (uS/cm) 13.08 +1.91°% 13.52 + 2.52°% 13.09 +1.81°% 14.00% 12.00% 12.30?
Amonia (mg/L) 0.07 +0.012 0.05 +0.03? 0.05 +0.02? 0.02° 0.10° 0.02°
Nitrito (mg/L) 0.011 £0.003* 0.011 +£0.004* 0.011 +0.004° 0.009% 0.015° 0.014°
Dureza (mg/L) 2.81 +0.53? 2.35+1.58% 271 +1.292 0.50° 5.00° 1.50%
Alcalinidade (mg/L) 4.09 + 0.54% 2.93+1.192 3.36 +1.23? 2.75° 4.40°% 1.65%
Na" (mg/L) 21.56 * 4.54° 23.84 +5.67° 20.19 + 2.96° 10.11° 19.28% 28.45°
K* (mg/L) 9.63 +0.70% 11.92 +1.93% 9.37 +1.35% 7.85° 10.574 13.292

Letras diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticas
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Tabela 10. Comparacdo hematoldgica das arraias Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba capturadas no Médio Rio Negro,

Amazonas, Brasil.

Neonatos Jovens Subadultos Machos Fémeas Prenhas

Variaveis adultos adultas

1 2 3,1 2 3|1 2 3}1 2 3 |1 2 3 |1 2 3

Hct (%) a ab bja b ala a ala a a a a a a a a
Hb (g/dL) a a bja a aja ab bja b ab |a a a a a a
RBC (milhdes/uL) a a ala a ala ab bja b ab |a a a a a a
VCM (fL) a b bja a bja a bja b ab |a a a a a a
HCM (pg) a ab aja b c¢c|a a ala a a a a a a a a
CHCM (%) a a ala a bla a bja a a a a a a a a
Glicose (g/dL) a a bja b ala ab bja a a a a a a a a

Triglicerideos (mM/L) a a ala a bjla ab bja b b a a a a ab b
Colesterol (mM/L) a a ala ab bla a ala a a a a a a a a
Proteinastotais(g/dL) |a ab b|ab a b |fa a bj|a ab b a a a a a b

Uréia (mM/L) a b bjab a bja a bja b ab |a a a |a b c

ClI" (mM/L) a a ajla b bj|la a ala a a a a a |a a a
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Na* (mEq/L)

K" (mEg/L)
Leucdcitos (uL)
Trombocitos (L)
Linfocitos (%)
Linfocitos (pL)
Mondcitos (%)
Mondcitos (uL)
Heterdfilos (%)
Heterdfilos (uL)
Basodfilos (%)

Basodfilos (uL)

a a
a a
a a
a a
a a
a a
a a
a a
a a
a a
a a
a a

a

a

a

a

a

a

ab

a

a

a

a

a

a

a

a

a

a

ab

a

b

a

1: Potamotrygon sp.; 2: Potamotrygon motoro; 3: Paratrygon aiereba

* Letras diferentes na mesma categoria significam diferencas estatisticas entre as espécies
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Tabela 11. Comparacédo dos parametros fisicos e quimicos dos locais de ocorréncia das arraias Potamotrygon sp., P. motoro e P.

aiereba capturadas no Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Neonatos Jovens Subadultos Machos Femeas Prenhas
Variaveis adultos adultas

1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3 1 2 3 1 2 3
pH a a ala ab bja ab bla b ab a a b a a a
Temperatura (°C) a a ala ab b|la ab b|la a a a b ab a b ab
Oxigénio dissolvido(mg/L) |a a a|a ab bja a aja a a a a a a b a
Condutividade (uS/cm) a a ala a ala a ala a a a a a a b ab
Amonia (mg/L) a a ala b c|a ab bla a a a a a a b a
Nitrito (mg/L) a a ala a bja a ala b ab a a a a b a
Dureza (mg/L) a a ala a ala a ala a a a a a a a a
Alcalinidade (mg/L) a a ala a ala ab bla a a a b a a b a
Na" (mg/L) a a ala b bja a ala b ab a a a a a a
K* (mg/L) a a ala ab bjla a ala a a a a a a a a

1: Potamotrygon sp.; 2: Potamotrygon motoro; 3: Paratrygon aiereba

* Letras diferentes na mesma categoria significam diferencas estatisticas entre as espécies
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4. DISCUSSAO

Em elasmobranquios, incluindo as arraias de agua doce, é demonstrando
gue esses apresentam menor quantidade de eritrécitos no sangue, porém, o0
tamanho desse tipo celular é de duas a trés vezes maior que o observado em peixes
teledsteos (SAUNDERS, 1966; LUER et al., 2004; WILHELM FILHO et al., 1992).
Como consequéncia, os elasmobranquios apresentam mais HCM e menor Hb que
os teledsteos, diferencas que resultam em um sangue com baixa viscosidade
(hemodiluido). Estes fatores coadunados apontam as arraias como animais com
baixa demanda por oxigénio e baixa taxa metabdlica sendo, portanto, mais
sedentarios que os tubardes e os teleésteos (WILHELM FILHO et al., 1992).

N&o foram observadas diferencas hematoldgicas influenciadas pelo sexo,
bem como pela prenhes nas trés espécies de potamotrigonideos investigadas. Essa
caracteristica havia sido observadas por Oliveira (2008) para a arraia Potamotrygon

sp. e também em tubardes da espécie Scyliorhinus canicula (TUDOR, 1984).

O hemograma da arraia cururu demonstrou que Hct de neonatos € inferior
as demais faixas de desenvolvimento, essa caracteristica € confirmada pelo menor
numero de eritrocitos (RBC), bem como um menor VCM. Essa ser explicada pelo
cuidado parental da arraia cururu durante a fase de individuo neonatos que
proporciona uma baixa no metabolismo e por conseqiéncia uma exigéncia menor
por oxigénio (OLIVEIRA, 2008), por outro lado em P. motoro e P. aiereba o
hemograma néo diferiu nas fases de desenvolvimento. Provavelmente os ajustes no
hemograma da arraia cururu devam ser por conta do habitat que as mesmas tem
preferéncias (igapos), entretanto, pode ser que o tamanho seja o fator determinante
nessa diferenciacao, haja visto, os neonatos da arraia cururu sdo menores do que 0s
retratados para P. motoro e P. aiereba.

Na bioquimica plasmatica em neonatos da arraia P. sp. 0s niveis de
glicose, triglicerideos e proteinas totais foram superiores aos retratados para jovens,
subadultos e adultos, no presente estudo essas variacfes foram atribuidas a
presenca do vitelo presente nessa fase de desenvolvimento (ARAUJO, 1998 Oliveira
(2008). P. motoro e P. aiereba ndo houveram variacao ao longo do desenvolvimento
nas variaveis da bioquimica plasmatica analisadas, embora nessas espécies

também ocorram variagdo ontogénica na dieta.
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Na andlise do trombograma e leucograma um padrdo muito conservador
foi observado ao longo do desenvolvimento em todas as trés espécies estudadas,
esses resultados foram diferentes dos retratados por Oliveira (2008) o qual
descreveu alteracdes em algumas varidveis do leucograma e atribuiu esse a
diferenciacao por conta da perca do cuidado parental na fase descrita como jovem,
entretanto, naquele estudo houve um baixo numero amostral.

E notorio que ao analisar o perfil hematoldgico da arraia Potamotrygon sp.
0 estagio de desenvolvimento deve ser considerado um critério de separacao,
principalmente sobre neonatos e jovens. Em compensacéo o perfil hematolégico ao
longo do desenvolvimento das arraias P. motoro e P. aiereba ndo constituem em
critérios para separacdo nessas categorias, porém, faz se considerar o baixo
namero amostral de individuos neonatos, subadultos, machos adultos, fémeas
adultas e prenhas da arraia P. motoro. Além de um baixo namero amostral de
individuos adultos da arraia P. aiereba, o qual pode ser atribuido a limitacdo do
instrumento de pesca utilizado.

Nos aspectos fisicos e quimicos da agua em um estudo recente foi
observado que diferentes tipos de agua pode ser um fator de distribuicdo
zoogeografica em integrantes da familia Potamotrygonidae na bacia Amazobnica
(DUNCAN; FERNANDES, 2011). Nesse sentido quando se considera o estagio de
desenvolvimento, 0 sexo e o estado de prenhes, na arraia cururu foi constatado que
individuos neonatos possuem uma nitida preferéncia por aguas mais alcalinas, essa
caracteristica € pode ser uma estratégia adaptativa ao sangue hemodiluido, o que
reflete em um sistema imunoldgico ainda em processo de formacéo, por outro lado,
fémeas prenhas tem preferéncia por aguas mais acidas o que pode ser uma
estratégia de cuidado parental haja vista nas areas de igapds ocorre grande
competitividade de alimentos e uma presenca acentuada de biodiversidade ictica,
essa caracteristica ndo foi descrita nas variaveis biolégicas investigadas quando se
analisou separadamente as arraias P. motoro e P. aiereba. De uma maneira geral os
aspectos fisicos e quimicos da agua investigadas no presente estudo apresentam
resultados similares aos descritos por Duncan e Fernandes (2011) quando
estudaram arraias Potamotrygon sp. (arraia cururu), P. motoro e P. aiereba também
no Arquipélago de Mariua, Amazonas.

Na andlise comparativa das trés espécies investigadas os individuos

neonatos da arraia cururu possuem menores valores de Hct que as arraias P.
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motoro e P. aiereba, essa caracteristica demonstram que essa variavel foi
diferenciada entre as espécies por conta das variagfes ocorridas no VCM, a partir
dessa observacdo € possivel descrever que neonatos da arraia cururu S&o
individuos menos ativos que P. motoro e P. aiereba, respectivamente.

Em individuos jovens de P. motoro foi observado valores inferiores do Hct
guando comparados a Potamotrygon sp. e P. aiereba, entretanto, essa alteracéo
nao foi explicada pelos valores do RBC e VCM. Em subadultos houve uma
caracteristica marcante onde a espécie Potamotrygon sp. apresentou maiores
valores dos niveis de Hb, RBC, VCM e CHCM, demonstrando que subadultos da
arraia cururu possuem uma maior capacidade de transportar oxigénio quando
comparados a P. aiereba.

Devido ao baixo numero amostral de individuos da arraia P. aiereba uma
analise comparativa incluindo essa deve ser interpretada com cautela, no presente
estudo foi demonstrado que a arraia cururu possui maior capacidade de transportar
oxigénio do que a arraia P. motoro. Entre fémeas adultas e prenhas n&o foram
observadas diferencas na série vermelha do sangue entre as trés espécies de
arraias investigadas. De maneira geral quando comparados individuos adultos os
resultados do presente estudo corroboram os resultados obtidos por Oliveira (2008),
Duncan et al., (2009), Brinn et al., (2011), Brito (2012) e Lemos (2011) quando
investigaram varias espécies de arraias da familia Potamotrygonidae.

Nas variaveis da bioquimica plasmatica as diferencas observadas foram
com a arraia P. aiereba o qual apresentou valores inferiores dos niveis de glicose,
elevados niveis de proteinas e baixos de uréia, quando comparados as arraias
Potamotrygon sp e P. motoro. Em subadultos de P. aiereba foi observado diferencas
das demais arraias, os niveis de glicose foram baixos e os niveis de triglicerideos
elevados, além do mais houve diferenca nos niveis de proteinas totais e uréia. De
maneira geral, para os individuos adultos foram observados similaridades entre as
trés espécies investigadas, as possiveis diferencas observadas devem ser oriunda
da dieta diferentes que existem entre as espécies, haja vista a arraia cururu
Potamotrygon sp. (arraia cururu) € uma espécie generalista, P. motoro é uma
espécie que tem preferéncia por crustaceos, enquanto P. aiereba tem preferéncia
por pequenos teledsteos (SHIBUYA et al., 2009).

Os trombdcitos de elasmobranquios sdo células envolvidas,

primariamente, no processo de coagulacdo (WALSH; LUER, 2004; LUER et al.,
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2004), mas que participam também nos mecanismos de defesa (HUNT; ROWLEY,
1986). Em individuos neonatos e jovens o leucograma e trombograma néo diferiram
nas trés espécies investigadas, demonstrando um carater conservador em relagcéo
ao sistema imunolégico nessas faixas de desenvolvimento, tais resultados também
foram descritos por Oliveira (2008). Em individuos subadultos foram observadas
alteracdes entre as trés espécies de arraias na variavel leucograma o qual na arraia
cururu foi demonstrado valores superiores aos retratados na arraia P. aiereba.
Ademais, ndo foram observadas diferencas nas arraias Potamotrygon sp., P. motoro
e P. aiereba, na fase de adultos, incluindo machos, fémeas e prenhas.

Em relacdo aos aspectos fisicos e quimicos do rio Negro onde foi
realizado o presente estudo, este possui aguas pretas com alta concentracdo de
carbono organico dissolvido, poucos sedimentos em suspensdo, media
transparéncia, poucos ions dissolvidos o que confere a caracteristica acida das
aguas (RICKEY et al., 1990). Duncan e Fernandes (2011) analisando as
caracteristicas do Rio Negro demonstraram que existe heterogeneidade dentre de
uma mesma localidade (Arquipélago de Mariud) nas propriedades fisicos e
guimicas, e que isto pode ser um fator determinante na preferéncia de habitats de
espécies, bem como na distribuicdo geogréafica. Toffoli et al., (2008) reforcaram
esses estudos sugerindo principalmente que os rios sédo responsaveis pelos fluxos
genéticos em potamotrigonideos.

Individuos neonatos, jovens, machos adultos e fémeas adultas
apresentaram propriedades da agua similares quando comparadas as trés espécies
dentro dos estagios de desenvolvimento e do dimorfismo sexual. A partir dessa
caracteristica pode-se afirmar que Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba apesar
de possuirem nitida preferéncias de habitats e em muitas vezes povoarem as
mesmas localidades, observacdo confirmada durante as atividades de campo, essa
descricdo pode ser explicada por conta dos diferentes ciclos reprodutivos que as
mesmas possuem e que estdo regulados pelo nivel do rio (ARAUJO, 2011;
CHARVET-ALMEIDA et al., 2005; ARAUJO, 1998). Por outro lado ao ser analisados
subadultos e prenhas, a arraia cururu ocupou aguas bem diferentes das aguas de P.
aiereba, apesar do baixo numero amostral em algumas caracteristicas. Essa
observacgédo permite diferenciar a arraia cururu de P. aiereba haja vista a primeira
tem uma nitida preferéncia por areas de igapdés enquanto a outra tem preferéncia

por praias, 0s quais possuem propriedades fisicas e quimicas da agua diferentes.
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Em conclusao, na arraia cururu o estagio de desenvolvimento é um fator
importante para diferenciar as propriedades hematolégicas bem como as
propriedades da agua, portanto, deve-se ter cuidado ao fazer comparacdes com
outras espécies. Entretanto nas arraias P. motoro e P. aiereba essa caracteristica
biolégica nao exerce influéncia tanto sobre as caracteristicas hematoldgicas quanto
sobre as caracteristicas da dgua. Ao confrontar os aspectos hematoldgicos e as
caracteristicas da 4gua entre as arraias Potamotrygon sp, P. motoro e P. aiereba,
pode-se observar um carater conservador entre as espécies, principalmente sobre
as caracteristicas do leucograma e trombograma. Em relacdo as propriedades da
agua apenas individuos subadultos e prenhas possuem diferencas nas propriedades
da agua, esses resultados ressaltam que dentro de uma mesma bacia a hematologia
e as propriedades fisicas e quimicas da agua nao sao diferenciadas entre as arraias
Potamotrygon sp. (arraia cururu), P. motoro e P. aiereba, oriundas do Arquipélago

de Mariua, Amazonas.
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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo investigar o perfil hematolégico e os parametros
fisico-quimicos da &agua, comparando e correlacionando ecologicamente entre
neonatos e jovens de Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon motoro e
Paratrygon aiereba. A Andlise de componentes principais (PCA) do hemograma
revelou um total 72,92% de variagdo, constituindo-se em um sistema de
diferenciacdo na demanda por oxigénio. Potamotrygon sp. apresenta diferenciacéo
no eixo X quando comparada a P. aiereba, por outro lado P. motoro constitui-se
como uma espécie intermediria que apresenta as caracteristicas do hemograma
interagindo tanto com Potamotrygon sp. quanto com P. aiereba. A interacéo entre as
variaveis bioquimica demonstram um total de 64,67% dos fatores o qual foi possivel
diferenciar, quando se considera o eixo X, principalmente a arraia Potamotrygon. sp
de P. aiereba, tendo P. motoro com os aspectos mais préximos a Potamotrygon sp,
mais ainda tendo uma aspecto de intermediaria entre as demais. Esses aspectos de
diferenciacdo de ambiente de preferéncia corroboraram a PCA obtida no presente
estudo e confirmam que essas espécies podem ser diferenciadas quando se
considerar as variaveis referentes ao hemograma e bioquimica. Nos ions, no
trombograma e no leucograma, néo foi possivel diferenciar as espécies. O PCA das
propriedades da agua foi constituido por 68,57% de diferenciacdo que se constituiu
principalmente no eixo x (49,44%). E possivel confirmar que P. motoro tem a
capacidade de habitar as areas preferéncias de Potamotrygon sp. e P. aiereba, além
do mais esta possui uma localidade que as demais arraias ndo sao encontradas.
Conclui-se que Potamotrygon sp., apresenta padrdes diferenciados de P. aiereba,
aléem do mais P. motoro € mesmo uma espécie que apresenta caracteristicas
intermediarias entre as descritas, o qual pode ser considerada uma espécie com
distribuicdo mais ampla em seus aspectos ecofisiologicos.

Palavras-chave: Hematologia; Potamotrygonideos; Ecofisiologia; Diferencas.

ABSTRACT

This work aims to investigate the hematologic and physical-chemical parameters of
water, comparing and correlating ecologically among neonates and young of
Potamotrygon sp. (stingray cururu), Potamotrygon motoro and Paratrygon aiereba.
The Principal component analysis (PCA) of the hemogram revealed a total 72.92% of
variation, constituting a system of differentiation of oxygen demand. Potamotrygon
sp. shows differentiation in the axis X when compared to P. aiereba, moreover P.
motoro constitutes itself as an intermediate species that has the characteristics of
hemogram interacting with Potamotrygon sp. as with P. aiereba. The interaction
between the biochemical variables show a total of 64.67% of the factors which it was
possible to differentiate, when considering the axis X, especially the stingray
Potamotrygon sp and P. aiereba, having P. motoro with aspects closest to
Potamotrygon sp, having a further aspect of intermediate between the others. These
aspects of differentiation environment preferably corroborated the PCA obtained in
the present study confirm that these species can be distinguished when considering
the variables referring to the hemogram and biochemistry. In ions, in thrombogram,
and leucogram was not possible to differentiate the species. The PCA properties of
the water was comprised of 68.57% of differentiation that consisted mainly in the axis
X (49.44%). Can you confirm that P. motoro has the ability to inhabit areas
preferences of Potamotrygon sp. and P. aiereba, besides this has a location that
other stingrays are not found. It was concluded that Potamotrygon sp. presents
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different patterns of P. aiereba furthermore P. motoro is even a species that has
characteristics intermediate between those described above, which can be
considered a species with wider distribution in ecophysiological aspects.
Keywords: Hematologic; Potamotrygonidae; Ecophisiology; Differences.

1. INTRODUCAO

Entre os integrantes da ictiofauna Amazénica as arraias de &gua doce
(Chondrichthyes: Potamotrygonidae) exercem grande importancia social e
econdmica, principalmente no seu uso como peixes ornamentais, o qual a sua
exploracdo ocorre apenas sobre os individuos neonatos e jovens (ARAUJO et al.,
2004; DUNCAN et al., 2010). No estado do Amazonas a principal localidade de
exploracdo desse recurso € o Arquipélago de Mariua localizado no médio Rio Negro,
nessa localidade a exploracdo ornamental ocorre predominantemente sobre as
espécies Potamotrygon sp. (arraia cururu) e Potamotrygon motoro (IBAMA, 2008),
entretanto, a espécie Paratrygon aiereba em muitas vezes vem sendo
comercializada com a denominacdo de outra espécie (exemplo Potamotrygon
orbignyi) haja vista existe uma dificuldade acentuada pela fiscalizacdo dos orgaos

competentes principalmente na identificacdo das espécies.

A diferenca entre as espécies (Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba)
estd muito além dos padrbes de coloracdes. Potamotrygon sp. apresenta pequeno
porte e pode atingir no méaximo 45 cm de largura do disco. E uma espécie ainda em
processo de descricdo cientifica, mas com sua identificacdo bem definida. A arraia
cururu apresenta segregacao sexual com ciclo reprodutivo anual e regulado pelo
nivel do rio, envolvendo a copula na vazante e parto na seca (ARAUJO, 1998). Sua
distribuicdo € endémica e restrita ao médio Rio Negro, ocorrendo em ambientes de
liteira, com baixo fluxo de dgua e correnteza, tipicos das areas marginais de igapo
(BARCELLOS, 1997; ARAUJO, 1998), além do mais é uma espécie com héabito
alimentar generalista com uma variacdo de preferéncia de crustaceos, insetos e
pequenos teledsteos (SHIBUYA et al., 2009).

P. motoro possui ampla distribuicdo pela bacia Amazénica (CARVALHO et
al., 2003), essa espécie atinge tamanho de 70 cm e possui segregacdo sexual. A
espécie apresenta ciclo reprodutivo anual com periodo de cépula na seca, gravidez
na enchente e parto no inicio da cheia (ARAUJO, 2011). Durante esse periodo

existe disputa de machos por fémeas adultas para a copula (Araujo, comunicacao
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pessoal). Seu habitat compreende &reas com fundo lamacento, onde existe a
influéncia mais visivel do fluxo de 4gua (observacédo pessoal), além do mais a sua

preferéncia alimentar é por crustaceos (SHIBUYA et al., 2009).

P. aiereba possui grande porte, atingindo até 130 cm de largura do disco e
chegando a pesar mais de 60 Kg. Apresenta segregacdo sexual e segregacao
espacial por tamanhos, na qual jovens e sub-adultos de ambos os sexos tendem a
ficar agregados na mesma area. Por outro lado, machos e fémeas adultas
encontram-se isolados em diferentes areas (ARAUJO, 1999; CHARVET-ALMEIDA et
al, 2005). Esta espécie apresenta distribuicdo ampla ao longo da bacia Amazénica,
sendo predominantemente explorada pela pesca comercial. Seu habitat preferencial
se constitui de regibes de praias, com pouca intensidade de corrente de agua
(observacdo pessoal), aléem do mais o item preferencial dessa espécie sao
pequenos teledsteos (SHIBUYA et al., 2009).

Apesar desses aspectos diferenciados entre a maioria das caracteristicas
ecoldgicas e biolégicas, ndo existe qualquer investigacdo sobre as interacdes e
diferencas entre os aspectos fisiol0gicos e as caracteristicas fisico-quimicas da agua
de seus locais de ocorréncia natural. Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo
investigar o perfil fisiolégico (hemograma, bioquimica plasmatica, leucograma e
trombograma), os parametros fisicos e quimicos da agua, comparando e
correlacionando ecologicamente entre as arraias Potamotrygon sp. (arraia cururu),

Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba.

2. MATERIAIS E METODOS

O arquipélago de Mariua é considerado o maior conjunto de ilhas de agua
doce do mundo, com um total de aproximadamente 1.600 ilhas que abriga uma rica
biodiversidade de peixes ornamentais, incluindo as arraias Potamotrygon sp (arraia
cururu), Potamotrygon motoro e Paratrygon aiereba. Entre os anos de 2006 a 2011
um total de 114 animais foram capturas com auxilio de rede de méo (rapiché) e
lanterna de cabeca, com prévia autorizacdo autorizagdo (Licenca N° 15116-1) do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

Apds a captura os animais foram anestesiados com Eugenol (0,2 g/L) e os
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procedimentos de manuseio e coleta sanguinea seguiram as recomendacfes de
Oliveira et al., (2012).

A classe de tamanho foi determinada a partir da largura do disco (LD), nas
arraias Potamotrygon sp. a classificagdo seguiu as recomendacdes de Araujo
(1998), nas arraias P. motoro foi seguida as recomendacdes de Araujo (1999) e nas
arraias P. aiereba foram seguidos as recomendac¢fes de Araujo (2011). Apoés a
determinacdo do peso corporal e do comprimento total (CT), todas as arraias foram
devolvidas para os locais onde foram capturadas. Os animais capturados foram
classificados com sendo neonatos ou jovens, sendo um total de 38 da espécie de

Potamotrygon sp, 51 de P. motoro e 25 de P. aiereba.

O sangue coletado foi divido em duas aliquotas, uma para a determinacao
do hemograma, leucograma e trombograma, e outra para obtencdo do plasma e
posterior dosagem dos constituintes bioquimicos e dos ions plasmaticos. No
hemograma a contagem de eritrécitos (RBC) foi determinada em camara de
Neubauer, o hematdcrito (Ht) foi determinado pelo método do microhematocrito e a
concentracdo de hemoglobina (Hb) pelo método da cianometahemoglobina. A partir
desses dados foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Extensdes sanguineas foram confeccionadas e coradas seguindo as
recomendacdes de Oliveira (2008) o qual foi utilizada para a determinacdo do
trombograma e leucograma. As extensdes foram utilizadas para a contagem total de
leucdcitos e de trombdcitos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2006), bem como para a
contagem diferencial dos leucdécitos que se baseia na contagem de 200 tipos

leucocitarios e posterior determinacao do percentual de cada tipo celular existente.

O plasma foi obtido apds centrifugacdo a 750 G, este foi congelado em
nitrogénio liquido (-86°C) até o momento das analises bioguimicas. As variaveis da
bioquimica plasmaticas tais como a glicose, triglicerideos, colesterol total, proteinas
totais e uréia foram determinadas por métodos enzimatico-colorimétricos
guantificados por kits comerciais (Doles, GO, Brasil) especificos para cada

parametro. A dosagem dos ions sddio (Na*) e potassio (K*) foram analisados por
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fotometria de chama (Micronal b462, Brasil) e os niveis de cloreto (CI") por método

colorimétrico usando kit comercial (Doles, GO, Brasil).

Amostras de agua para a avaliagcdo das propriedades fisico-quimicas,
como temperatura (°C), pH, condutividade (uS/cm) e oxigénio dissolvido (mg/L),
foram determinados no local de captura de cada animal, utilizando-se aparelho
digital multi-paramétrico. Amostras de aguas foram coletadas e armazenadas em
gelo e posteriormente transportadas a laboratério para andlise de outros parametros,
como dureza (mg/L), alcalinidade (mg/L), amodnia total (mg/L) e nitrito (mg/L),
seguindo metodologia previamente descrita por Boyd; Tucker (1992). Os niveis de
sédio (mEg/L) e potassio (mEg/L), foram analisados em amostras de agua
preservadas e refrigeradas trazidas do campo para analise por fotometria de chama
(BOYD; TUCKER, 1992), utilizando o aparelho Micronal B 462. Para averiguagéo
das interagOes ou diferencas dos aspectos hematoldgicos e das propriedades fisicas
e quimicas da agua foi empregado a estatistica multivariada exploratoria por meio da
analise de componentes principais (PCA). Essas analises foram divididas em
hemograma (6 variaveis), bioquimicas plasmatica (5 variaveis), ions plasmaticos (3
variaveis), trombograma e leucograma (10 variaveis) e propriedades fisico-quimicas
da agua (10 variaveis), as interacdes foram consideradas significativas quando a

soma dos eixo X e Y foram maiores ou iguais a 60%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da LD e do peso corporeo estéo representados na Tabela 1,
0 que demonstram que as arraias Potamotrygon sp., s80 as menores entre as
arraias estudadas. A PCA do hemograma (Figura 1) das trés espécies de arraias
estudadas revelou um total 72,92% de variagcdo, constituindo-se em um sistema de
diferenciacdo na demanda por oxigénio, haja vista, os estudos realizados que
investigaram o hemograma de arraias de agua doce, associaram a série vermelha a
atividade e capacidade respiratéria (OLIVEIRA, 2008; LEMOS, 2011; BRITO, 2012).
A arraia Potamotrygon sp. apresenta uma clara diferenciacdo no eixo X quando
comparada a P. aiereba, por outro lado P. motoro constitui-se como uma espécie
intermediaria que apresenta as caracteristicas do hemograma interagindo tanto com

Potamotrygon sp. quanto com P. aiereba. Oliveira (2013) retratou que existe
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diferenca de habitats entre essas trés espécies, sendo que Potamotrygon sp. € uma

espécie que tem preferéncia por areas de igap0s, P. aiereba tem preferéncia por

praias e P. motoro habita &reas intermedidrias entre os igapés e as praias,

classificadas por ele como areas de fundo lamacento. Esses aspectos de

diferenciacdo de ambiente de preferéncia corroboraram a PCA obtida no presente

estudo e confirmam que essas espécies podem ser diferenciadas quando se

considerar as variaveis referentes ao hemograma.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrao para a biometria em neonatos e jovens

das arraias Potamotrygon sp. (arraia cururu), Potamotrygon motoro e Paratrygon

aiereba do Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Variaveis Potamotrygon sp. P. motoro P. aiereba
Largura do disco (cm) .8.88 +1.60 23.30 £5.40 23.54 £ 3.99
Comprimento total (cm) 16.78 £ 2.37 40.37 £9.02 38.05+7.41
Peso corporeo (g) 46.80 + 22.57 654.90 £ 451.21  641.20 + 289.19
6
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Figura 1. Andlise de PCA do hemograma de Potamotrygon sp. (PS), P. motoro (PM)

e P. aiereba (PA) coletados no Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

A PCA da bioquimica plasmatica e dos ions estdo representados nas
Tabelas 2 e 3, respectivamente. A interacdo entre as variaveis bioquimica
demonstram um total de 64,67% dos fatores o qual foi possivel diferenciar, quando
se considera o eixo X, principalmente a arraia Potamotrygon sp de P. aiereba, tendo
P. motoro com os aspectos mais proximos a Potamotrygon sp, mais ainda tendo
uma aspecto de intermedidria entre as demais, similares aos resultados encontrados
no hemograma o qual foi associada ao habitat preferencial (OLIVERA, 2013), bem
como pela preferéncia alimentar (SHIBUYA et al., 2009) nessa PCA. Nos ions houve
uma similaridade entre as espécies o qual haviam sido descritos por Oliveira (2013),
bem como em trabalhos descritos por Duncan et al., (2009), haja vista as aguas do
rio Negro possuem baixas concentracdes de ions (DUNCAN; FERNANDES, 2011).

5

PM PA PA

27,44%
o

PA

37,23%

Figura 2. Analise de PCA da bioquimica plasmatica de Potamotrygon sp. (PS), P.

motoro (PM) e P. aiereba (PA) coletados no Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.
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Figura 3. Analise de PCA dos ions de Potamotrygon sp. (PS), P. motoro (PM) e P.

aiereba (PA) coletados no Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

A andlise do PCA do leucograma e trombograma (Figura 4) apresentou
valores de diferenciacdes de 57,43%, o qual ndo se pode considerar que as arraias
Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba possuam sistemas imunoldgicos
diferentes, essa caracteristica também foi retratado por Oliveira (2013) que afirmou
gue esse possui um carater conservador. Entretanto de acordo com a Figura 4, fica
nitido que P. motoro apresenta um padrdo similar a outras espécies, porém, um
padrdo diferente que ndo é constituindo pelas demais espécies também é
caracteristica da figura, este deve tratar-se de um ajuste no sistema imunolégico
dessa espécie, haja vista em muitas vezes P. motoro € capturada nas areas
preferéncia de Potamotrygon sp. e P. aiereba.

A figura 5 demonstra o PCA das propriedades da agua dos locais de
captura das arraias Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba, este foi constituido

por 68,57% de diferenciagéo que se constituiu principalmente no eixo x (49,44%).
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Figura 4. Analise de PCA do trombograma e leucograma de Potamotrygon sp. (PS),

P. motoro (PM) e P. aiereba (PA) coletados no Médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.
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Figura 5. Andlise de PCA das propriedades da agua dos locais de ocorréncia de
Potamotrygon sp. (PS), P. motoro (PM) e P. aiereba (PA) coletados no Médio Rio
Negro, Amazonas, Brasil.

E possivel confirmar que P. motoro tem a capacidade de habitar as areas
preferéncias de Potamotrygon sp. e P. aiereba, além do mais esta possui uma
localidade que as demais arraias nao sao encontradas. Esses resultados confirmam

os dados obtidos no hemograma e na bioquimica do plasma do presente estudo.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho evidéncia a integracdo entre os aspectos bioldgicos,
ecoldgicos, hematologicos e das propriedades das aguas dos locais de ocorréncia
de arraias de agua doce da Amazobnia. Este permite concluir que a arraia
Potamotrygon sp., apresenta padrfes diferenciados de P. aiereba, além do mais P.
motoro é mesmo uma espécie que apresenta caracteristicas intermediarias entre as
descritas, o qual pode ser considerada uma espécie com distribuicdo mais ampla em
seus aspectos ecofisioldgicos, que podem ser empregados em investigacbes que

evidenciem o manejo e a conservacao.
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CONCLUSAO GERAL

Nos ultimos anos houve um avanco significativo no conhecimento sobre as
arraias de agua doce, entretanto, ainda existe uma diversidade por ser descoberta e
descrita na familia Potamotrygonidae. A exploracao sobre as arraias de 4gua doce é
mais lucrativa quando estas sao usadas como animais de aquariofilia, o sistema de
cotas brasileiro € um mecanismo viavel para a manutencdo de populacdes de
potamotrigonideos em ambientes naturais, entretanto, deve ocorrer 0 aumento da
fiscalizagcdo para reduzir ou eliminar a comercializagéo ilegal. Existe uma grande
aversdo as arraias de agua doce de uma maneira geral, as pessoas ndo sabem de
sua importancia e de como elas podem ser utilizadas para obtencdo de renda.
Medidas que visem o esclarecimento sobre os potamotrigonideos devem ser
empregadas nas cidades que sdo banhadas por bacias onde existe esse recurso.
Ampla variacdo citogenética foi observada nos potamotrigonideos, além do mais foi
detectado o sistema XX/XY nesse grupo de elasmobranquios. Os potamotrigonideos
exploram diversos habitats em sistema natural, vem sendo observado em outro
sistema diferente dos locais de origem natural invasdo por esses organismos. Entre
0s aspectos biologicos estudados até o presente momento os aspectos alimentares
e a parasitologia sao os onde existem maior informacdes. Os aspectos alimentares e
a parasitologia variam de acordo com a espécie ou ainda de acordo com a bacia de
ocorréncia. Notoriamente os aspectos da biologia reprodutiva sdo complexos e
existe uma semelhanca aos mamiferos do que a peixes teledsteos. Os aspectos
fisioloégicos sdo ainda pouco elucidados, existindo investigacdes principalmente nos
ajustes regulatérios, bem como na caracterizacdo e identificacdo de células
sanguineas. As informacdes disponiveis até 0 momento na literatura sdo essenciais
para esse grupo de elasmobranquios que ocorrem haturalmente apenas na América
do sul, servindo para futuras praticas em trabalhos de pesca, aquicultura, ecologia,

genética, evolucao, manejo e principalmente para a conservacao.

Devem ser considerados sempre os procedimentos mais seguros para o
manuseio adequado de arraias de agua doce durante a obtencdo de amostras
bioldgicas, incluindo a colheita de sangue, evitando assim a ocorréncia de acidentes
graves com os ferres desses animais aquaticos. Portanto, recomenda-se a colheita
de sangue de arraias de agua doce por puncdo do vaso branquial devido a maior

seguranca para o0 manipulador, pela facilidade, preciséo e rapidez nesse
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procedimento. Além disso, a puncdo do vaso branquial reduz o sofrimento dos
animais, causado geralmente pelo estresse de manuseio e pela contengcdo mecanica

fora da 4gua.

Em arraias Potamotrygon sp., para a conservagao de amostras de sangue
ndo € recomendado o uso de citrato de sodio 3.2%, que demonstrou ser um
anticoagulante pouco eficiente. Porém, para a determinacéo da glicose plasmatica e
do eritrograma o0s anticoagulantes usados n&o influenciaram os parametros
analisados, embora durante a contagem microscépica dos eritrocitos em camara de
Neubauer se tenha observado amostras com sinais de coagulacdo quando usado
EDTA 10%, heparina 2.500 e 5.000 Ul. Apesar disso, ndo houve alteragbes no RBC,
VCM e CHCM. Para a dosagem de proteinas totais em plasma sanguineo o
anticoagulante ideal € a heparina 2.500 e 5.000 Ul. Portanto, esses resultados
indicam que para evitar qualquer sinal de coagulacdo do sangue deve ser coletar

amostras diretamente com qualquer uma dessas concentracdes de anticoagulantes.

E possivel que todas as arraias de agua doce apresentem eritrcitos,
eritroblastos, trombadcitos, linfocitos, mondcitos, heterofilos e basofilos, o que se
constitui em um carater conservados da familia Potamotrygonidae quando
considerado os tipos celulares sanguineos (CANFIELD, 1998). A morfologia e o
tamanho dos diferentes tipos celulares sdo similares aos de tubarbes e arraias
marinhas. A caracterizacdo dos diferentes tipos leucocitarios e de trombdcitos em
arraias de agua doce providencia um conhecimento basico desses tipos celulares e
podem ser correlacionados com as condi¢cdes de saude desses animais que sdo de

extrema importancia na aquariofia do estado do Amazonas.

A composicao citoquimica revelou que os heteréfilos sdo as células mais
importantes do sistema imunolégico dos potamotrigonideos, uma vez que
apresentaram glicogénio, lipidios e proteinas basicas, sendo estas diretamente
relacionadas a atividade fagocitica. Os aspectos ultraestruturais revelam que
trombocitos e principalmente os heteréfilos sdo ricos células ricas organelas
citoplasmatica, além do mais existe um padrdo conservador nos aspectos
ultraestruturais das células das arraias Potamotrygon sp., Potamotrygon motoro e
Paratrygon aiereba.

Na arraia cururu o estagio de desenvolvimento € um fator importante para

diferenciar as propriedades hematolégicas bem como as propriedades da agua,
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portanto, deve-se ter cuidado ao fazer comparagbes com outras espécies.
Entretanto nas arraias P. motoro e P. aiereba essa caracteristica biolégica néo
exerce influéncia tanto sobre as caracteristicas hematologicas quanto sobre as
caracteristicas da agua. Ao confrontar os aspectos hematolégicos e as
caracteristicas da agua entre as arraias Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba,
pode-se observar um carater conservador entre as espeécies, principalmente sobre
as caracteristicas do leucograma e trombograma. Em relacdo as propriedades da
agua apenas individuos subadultos e prenhas possuem diferencas nas propriedades
da agua, esses resultados ressaltam que dentro de uma mesma bacia a hematologia
e as propriedades fisicas e quimicas da dgua néo sdo diferenciadas entre as arraias
Potamotrygon sp., P. motoro e P. aiereba, oriundas do Arquipélago de Mariua,
Amazonas.

Existe uma evidéncia a integracdo entre o0s aspectos bioldgicos,
ecoldgicos, hematologicos e das propriedades das aguas dos locais de ocorréncia
de arraias de agua doce da Amazobnia. Este permite concluir que a arraia
Potamotrygon sp., apresenta padrdes diferenciados de P. aiereba, além do mais P.
motoro é mesmo uma espécie que apresenta caracteristicas intermediarias entre as
descritas, o qual pode ser considerada uma espécie com distribuicdo mais ampla em
seus aspectos ecofisioldgicos, que podem ser empregados em investigacbes que

evidenciem o manejo e a conservacao.
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