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RESUMO

Este estudo investigou durante diferentes momentos do ciclo reprodutivo, o perfil de
horménios gonadotroficos (FSH e LH) e esteroidais (T, E,, P4 e 11-CT), além das
variaveis bioquimicas (lipidios, proteinas, glicose, sais minerais e compostos
nitrogenados) no plasma e no fluido uterino de fémeas de Potamotrygon wallacei.
Foram coletadas 70 fémeas de P. wallacei das quais 26 estavam gravidas (8 em
gravidez inicial e 18 em gravidez final), 28 em pds-parto e 16 em repouso reprodutivo.
Percebeu-se que a gravidez ocorre durante todo o periodo de vazante, enquanto o
parto durante a seca e inicio da enchente no Rio Negro. O custo da reproducéo é
elevado na arraia cururu,demonstrado pelos baixos valores de fator de condicdo
relativo (Kn — 0,93) nas fémeas em pdés-parto. Assim como o Kn, o IHS tende a
diminuir gradativamente do inicio da gravidez (3,55%) até no momento do parto
(2,75%). A gravidez pode estimular a mobilizacdo de sais minerais materno para o
embrido, em vista que os fons plasmaéticos célcio (Ca®"), cloreto (ClI) e magnésio
(Mg?*) estavam em baixa concentrac&o (2,50 mM; 109,26 mM e 0,94 mM) nessa fase.
Na contramdao, a ureia tem um aumento (12,36mM) durante a gravidez, indicando que
isso deve-se as atividades ureogénicas tanto materna, quanto embrionaria. Os lipidios
estdo entre 0s mais importantes substratos envolvidos na reproducdo. A correlacdo
positiva entre o IHS e a concentracdo de triacilgliceréis (TGC) plasméticos (p<0,005)
refor¢a o papel do figado como importante 6rgéo de reserva energética para o periodo
de gravidez. Observou-se que as fémeas de P. wallacei com elevados teores de
esteroides plasmaticos, tais como, 17p-Estradiol (E;) e progesterona (Py)
apresentavam baixo contetdo de lipidios (TGC e colesteréis totais) plasmaticos. De
maneira semelhante, tanto E,, quanto P, apresentaram baixos valores durante a
gravidez da arraia cururu, especialmente na fase final da gestacdo (2060 pg/mL e
309,70 pg/mL), porém aumentam apos o parto (2679,70 pg/mL e 741,36 pg/mL) e se
mantém durante o repouso reprodutivo (2760,95 pg/mL e 458,25 pg/mL). A P, pode
atuar na manutencdo da gestagdo, semelhante aos mamiferos. J4& os andrégenos,
apenas a T variou entre 0s estagios reprodutivos, assumindo-se como precursor do E..
As concentragbes de FSH e LH foram quantificaveis no plasma da arraia cururu,
porém, ndo apresentaram variacdo em fung¢édo do estado reprodutivo. Nossos estudos
revelam que a fémea supre o feto produzindo e/ou transferindo varios compostos
nutricionais. Contudo, o custo da reproducdo € extremamente elevado, sugerindo que
as populagbes da arraia cururu podem ser extremamente dependentes da qualidade
ambiental.

Palavras-chave: Arraia; Reproducéo; Agua doce; Progesterona; Horménio.



ABSTRACT

This study investigated during different moments of the reproductive cycle, the profile
of gonadotropic (FSH and LH) and steroid (T, E,, P4 and 11-CT) hormones, as well as
the biochemical variables (lipids, proteins, glucose, mineral salts and nitrogen
compounds) in plasma and uterine fluid of Potamotrygon wallacei females. Seventy P.
wallacei females were collected from which 26 were pregnant (8 in early preghancy
and 18 in late pregnancy), 28 postpartum and 16 in reproductive rest. It was noticed
that pregnancy occurs during the whole period of ebb, while childbirth during drought
and the beginning of the flood in Rio Negro. The cost of reproduction is high in cururu
stingrays, demonstrated by the low values of relative condition factor (Kn - 0.93) in
postpartum females. Like Kn, IHS tends to decrease gradually from early pregnancy
(3.55%) to delivery (2.75%). Pregnancy may stimulate the mobilization of maternal
mineral salts to the embryo, as the calcium (Ca?"), chloride (CI) and magnesium (Mg?")
plasma ions were in low concentration (2.50 mM, 109.26 mM and 0.94 mM) at this
stage. In contrast, urea has an increase (12.36mM) during pregnancy, indicating that
this is due to both maternal and embryonic ureogenic activities. Lipids are among the
most important substrates involved in reproduction. The positive correlation between
IHS and plasma triacylglycerol (TGC) concentration (p<0.005) reinforces the role of the
liver as an important energy reserve organ for the pregnancy period. P. wallacei
females with high levels of plasma steroids such as 17B-Estradiol (E,) and
progesterone (P,;) were found to have low plasma lipid content (TGC and total
cholesterols). Similarly, both E, and P, showed low values during cururu stingray
pregnancy, especially in late gestation (2060 pg/mL and 309.70 pg/mL), but increased
after delivery (2679.70 pg/mL). 741.36 pg/mL) and is maintained during reproductive
rest (2760.95 pg / mL and 458.25 pg / mL). P, can act to maintain pregnancy, similar to
mammals. As for androgens, only T varied between reproductive stages, assuming as
precursor of E,. The concentrations of FSH and LH were quantifiable in the plasma of
the cururu stingray, however, they did not vary according to the reproductive state. Our
studies reveal that the female supplies the fetus by producing and/or transferring
various nutritional compounds. However, the cost of reproduction is extremely high,
suggesting that cururu stingray populations may be extremely dependent on
environmental quality.

Key-words:  Stingray; Reproduction; Freshwater;  Progesterone; Hormone;
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1. INTRODUCAO

Potamotrygon wallacei Carvalho, Rosa e Araujo (2016) € uma arraia de agua
doce Neotropical da subfamilia Potamotrygoninae (Familia Potamotrygonidae) (sensu
Carvalho et al., 2016). Esta arraia € encontrada desde o médio até o baixo Rio Negro
(Carvalho et al., 2016). Na regido do municipio de Barcelos (Arquipélago de Mariua) é
conhecidacomoarraia “cururu”.Epreferencialmenteencontradanaséareasdefloresta
alagada (igapos) alimentando-se de insetos, pequenos peixes e crustaceos (Shibuya
et al., 2009; Shibuya & Zuanon,2013).

P. wallacei é uma espécie vivipara aplacentaria e que prové nutricdo fetal
através do processo de histotrofia matrotrofica, onde a mucosa uterina, por meio de
vilosidades chamadas trofonemas, produz proteinas e secregdes ricas em lipidios que
nutrem os embrides durante 0 seu desenvolvimento(Babel, 1967;
Spieler et al., 2013; Da Silva et al., 2016). De maneira geral, os elasmobréanquios
possuem baixa taxa de crescimento populacional, maturagéo tardia, baixa fecundidade
e uma longa gestacéo, dependendo da espécie (Carrier et al., 2004; Charvet-Almeida
etal.,2005).

A reproducdo de Potamotrygon wallacei esta estreitamente atrelada ao pulso
de inundacédo da Bacia do Rio Negro (endémica dessa regido) (Charvet-Almeida et al.,
2005), levando cerca de 2 anos para atingir seu tamanho minimo de maturacao (L50),
de 17 cm (Duncan et al., 2016; Charvet-Almeida et al., 2005). Quando atinge seu L50,
0 pulso de inundacao e
asvariaveisambientaisddoumsinalparaqueseinicieafasereprodutiva.Segundo Charvet-
Almeida et al. (2005) o repouso ocorre na enchente, a cépula na cheia (periodo de
chuvas), a gravidez na vazante e 0 parto naseca/enchente.

A gestacdo de Potamotrygon wallacei dura cerca de 3 meses (Chavet-Almeida
et al., 2005) e a fémea faz um investimento materno alto transferindo ou produzindo
nutrientes para o (s) filhote (s), que pode influenciar diretamente sobre seu estado de
saude e de reserva energética, principalmente na fase final da gestagdo onde somente
ela prové nutrientes ao embrido (Wiegand, 1996). Nos elasmobranquios,o figado € o
principal local de estoque de lipidios e conteldo energético (Ballantyne, 2016)
importantes na reproducdo, sendo extremamente necessarios para o desenvolvimento
embrionario.

Os triacilglicer6is e o colesterol sdo lipidios enddgenos utilizados no preparo
para eventos desgastantes como migracéo e reproducéo (Jenni-Eiermann et al., 2002;
McWilliams et al., 2004). O colesterol € essencial ha composicdo das membranas
celulares, além de atuar como precursor na sintese de horménios esteroides (Nelson e

Cox, 2014), fundamentais na fisiologia reprodutiva de peixes e regulada pelo eixo
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hipotalamo—hipofise—gdnadas—HHG (Baldissertoto, 2014; Nagahama, 1994).

No eixo HHG a sintese metabdlica inicia quando os neurdnios hipotalamicos,
modulados por estimulos ambientais (temperatura da agua, fotoperiodo, regime de
chuvas, reservas energéticas) e corporais (controle nervoso) sintetizam e secretam o
hormdnio liberador das gonadotrofinas (GnRH), que estimula as células gonadotréficas
da hipofise a sintetizar e liberar o hormonio foliculo estimulante (FSH), que via corrente
sanguinea chega as camadas foliculares do ovario (tecas) e converte o colesterol a
testosterona. Este androgeno é transportado & camada granulosa, na qual é
convertido em 17B-estradiol, também sob influéncia do FSH (Nagahama, 1994;
Amaral,2009).

O 17B-estradiol atua no figado, estimulando a sintese da vitelogenina, que
promove crescimento do oocito e a incorporacdo do vitelo. Na fase de vitelogénese
ocorre um aumento do 17B-Estradiol e da testosterona, e esse aumento inibe a sintese
de FSH através de feedback negativo e juntamente com a agcdo do GnRH estimulam a
secrecdo hipofisaria do hormoénio luteinizante (LH) nas fases finais da vitelogénese
(Young et al., 2005; Baldisseroto et al., 2014). O LH estimula a camada granulosa e o
corpo lateo a produzir a progesterona (P4) que € essencial para a manutencdo da
gravidez em vertebrados, assim como em elasmobranquios (Mesiano et al., 2011)

Na gravidez, as fémeas de Potamotrygon wallacei carregam de 1 a 5 embribes
em ambos os uteros (Charvet-Almeida et al., 2005) edesde o inicio da gravidez, o
Utero esquerdo e direito estdo densamente revestidos com os trofonemas (Da Silva et
al., 2016). Dada a intimidade das estratégias nutricionais embrionarias maternas
durante a gestacdo de elasmobranquios (Murphy et al., 2006), a esteroidogénese
trofonematica local e a troca bidirecional de hormdnios sexuais e metabdlitos
(proteinas, carboidratos, sais minerais e compostos nitrogenados) entre 0s
compartimentos materno e uterino sao provaveis. Além disso, o perfil bioquimico do
plasma € também uma importante ferramenta biol6gica para avaliar o estresse, a dieta
e a regulacéo ibnica tangivel entre os potamotrigonideos (Brinn et al., 2012).

Lyons e Winne-Edwards (2019) estudando as concentracdes de esteroides no
plasma materno e no fluido uterino numa raiamarinha (Urobatis halleri), perceberam
gue os esteroides eram mais concentrados no fluido uterino do que o plasma materno,
especialmente no inicio da gravidez, quando os embrifes sdo dependentes de saco
vitelino. A diferenciacéo sexual embrionéria (pela presenca de claspers) coincidiu com
picos de P4, T, 17-OHP e E;no fluido, sugerindo uma contribui¢do para o seu préprio
ambiente de desenvolvimento.

Considerandoa lacuna para arraias de agua doce sobre a fisiologia reprodutiva,

mais especificamente sobre os hormoénios, este estudo se propds a investigar 0s
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parametros metabdlicos, bem como os horménios envolvidos no controle enddécrino da

reproducdo, em referéncia aos hormdnios gonadotroficos e esteroides.

2. OBJETIVOGERAL

Diferenciar o perfil dos hormdnios sexuais e das variaveis bioquimicas do

plasma e fluido uterino de fémeas de Potamotrygon wallacei em diferentes estagios

reprodutivos, e suas relacdbes com o fator de condicdo corporal e o indice

hepatossomatico;

2.1 Objetivos especificos

a.

Investigar se o tamanho do trato reprodutivo das fémeas de Potamotrygon
wallacei muda em funcdo do estagio reprodutivo e se influenciam algum
horménio ou metabdlito do fluido uterino das gravidas;

Investigar se o tamanho dos embrifes, a quantidade de foliculos e de embriées
influencia os hormdnios reprodutivos e as variaveis bioguimicas no fluido
uterino das arraias gravidas;

Investigar se, o indice hepatossomatico e o fator de condicdo varia entre os
diferentes momentos do ciclo reprodutivo de Potamotrygon wallacei;

Comparar o perfil bioquimico (triacilglicerdis, colesterol total, proteinas totais,
albumina, globulinas, glicose, uréia, aménia e os ions: célcio [(Ca®)], sddio
[(Na")], potéssio [(K")], cloreto [(CI)], fosfato [(PO,)] e magnésio [(Mg*)]) no
plasma das fémeas de Potamotrygon wallaceiem diferentes fases do ciclo
reprodutivo e no fluido uterino das arraias gravidas;

Comparar o perfil dos hormbnios sexuais (Horménio Foliculo Estimulante
(FSH), Horménio Luteinizante (LH), 17p-estradiol (E;), Testosterona (T),
Progesterona (P,4) e 11-Ceto testosterona (11-CT)) no plasma das fémeas de
Potamotrygon wallacei em diferentes fases do ciclo reprodutivo e no fluido
uterino das arraias gravidas;

Investigar se ha relacéo entre as gonadotrofinas (FSH e LH), e delas com os
esteroides gonadais (E», T, P, e 11-CT) no plasma de fémeas de Potamotrygon
wallaceiem diferentes fases do ciclo reprodutivo e no fluido uterino das arraias
gravidas;

Investigar se ha relacdo dos esteroides gonadais com as variaveis bioguimicas
no plasma das fémeas de P. wallacei em diferentes fases do ciclo reprodutivo e
no fluido uterino das arraias gravidas;

Investigar se os hormdnios reprodutivos e as variaveis bioguimicas sao
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influenciadas pelo periodo reprodutivo e pelo fator de condicdo corporal (Kn) no
plasma das fémeas em diferentes fases do ciclo reprodutivo e no fluido uterino
das arraias gravidas;

3. MATERIAL EMETODOS

3.1 Captura, manutencdo dos animais e colheita desangue

As arraias foram coletadas em novembro/2017, fevereiro/2018, marco/2018 e
abril/2018durante o periodo de vazante e seca respectivamente. Na regido do Médio
Rio Negro, provenientes de diferentes igarapés localizados no Arquipélago de Mariua
(Figura 1) na cidade de Barcelos, Amazonas, Brasil. As coletas foram autorizadas pelo
Instituto Chico Mendes para Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio, Licenga N°
9324-1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa e Ciéncia Animal da UFAM (CEUA,
Licenga N° 031/2015).

500000.000 520000.000 540000.000

! ] Territorio Geografico de
{ Barcelos

9920000.000

9920000.000

$900000.000
'9900000.000

9880000.000

500000,000 ~ 520000.000 530000000

Figura 1. Mapa de localizacéo das coletas, Médio Rio Negro, no Municipio de Barcelos — AM.
Os locais amostradosforam: Lagodo Maki, na bocadoRio Demeni (00°42'34"S

162°55'42,9"0), Igarapé do lrauau (00°56’09"S/62°35'46’0), Lago do Cuba

(00°56'19"S/62°55'55"0), Igarapé do Zamula (00°51'57,40"S/62°46'25"0),Sistema

de lagos do Coibi (00°34°65,6°S/63°04°50,5”0) e Lago do
Nazaré(00°56'37"S/62°55'44"0). As arraias foram capturadas durante o periodo da
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noite (das 23:00h até 01:00h) nas margens dos igarapés ou lagos, por meio de busca
ativa utilizando botes de madeira, lanternas de cabeca e pucés.

Ap6s a captura na madrugada, as arraias foram mantidas em currais
artesanais construidos nas margens dos lagos do préprio local de coleta para
aclimatizacdo. Logo pela manha (= 6 horas), as arraias foram anestesiadas com
benzocaina (0,5 mg/L) e o sangue foi coletado por meio de puncéo cardiaca utilizando
seringas com agulhas heparinizadas. O plasma foi imediatamente separado por
centrifugac@o 7.200 xg durante 5minutos e armazenado em N, liquido para posterior
andlise dos hormonios reprodutivos e parametros bioquimicos. Em seguida, procedeu-
se a eutanasia dos animais utilizando concentragdo >1 mg/L do anestésico. Foram
mensurados a biometria (peso e largura do disco) dos espécimes com balanga digital
e fita métrica.

Todos os animais foram fotodocumentados e um exemplar testemunho foi
depositado na colegéo de peixes do Laboratorio de Ictiologia da Universidade Federal
do Amazonas (Tombo: UFAM-459). Uma inciséo ventral foi realizada para remogé&o do
figado e do trato reprodutivo. Os ovarios e os Uteros (direitos e esquerdos) foram
pesados em balanca analitica digital com acuracia de 0,001g (método deScherle) e
mensurados com paquimetro digital. Além disso, foram contabilizados o nimero de
foliculos ovarianos visiveis para se determinar a fecundidade ovariana. No caso dos
Uteros também foram registrados a presenca de embribes, e se caso presente,
aliquotas do fluido uterino foram retiradas e imediatamente congeladas em N,
liquido.O namero de embrides foi quantificado para determinar a fecundidade uterina.
Os embrides foram fotodocumentados e cuidadosamente mensurados (peso e largura
do disco) assim como foram notados, a presenca (e tamanho) do saco vitelino para se
estabelecer o periodo de gravidez da arraia (inicialou final). Baseado em caracteres
morfolégicos das gbnadas de acordo com Santander-Neto et al.,, 2016 o estagio
reprodutivo de cada fémea foi determinado e adaptado a essapesquisa.

Fémeas em repouso, divididos em 3 categorias: | — Ovarios indiferenciados;
utero fino e filiforme, com tamanhos semelhantes; Il: Ovario esquerdo e direito
pequeno e sem foliculos visiveis; Gtero iniciando expansdo da regido posterior, com
paredes finas; Ill: Ovario esquerdo expandindo lateralmente e com foliculos
vitelogénicos; utero com parede espessa pela presenca dos trofonemas e
extreitamento da regidoanterior (Figura 2, A e B);

Fémeas gravidas: Ovario alargado e vascularizado, com foliculos atrésicos,
pré-vitelogénicos e sem foliculos vitelogénicos visiveis; Utero com ovocitos ou
embrides; mucosa uterina com trofonemas espessos e bem desenvolvidos (Figura 2,
C);
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Fémeas em pobs-parto: Ovario com foliculos pré-vitelogénicos, foliculos
atrésicos e sem foliculos vitelogénicos visiveis; uteros expandidos e flacidos, com

aspecto hemorragico sem embriées ou ovocitos (Figura 2, D).

REPOUSO GRAVIDA POS-PARTO

Figura 2. Fotografias representativas do trato reprodutivo de cada fémea de P. wallacei durante
diferentes fases do ciclo reprodutivo.

Exemplares de cada grupo estdo representados na figura 3.

Figura 3. Fotografias representativas das categorias de Potamotrygon wallacei: [A] FEmea em
repouso; [B] Fémea em gravidez inicial com embrido juvenil; [C] Fémea em gravidez final com
embrido a termo e [D] FEmea em pds-parto.
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Os dados de massa do figado foram utilizados para obtencdo do indice
hepatossomatico (IHS) (Wootton et al., 1978; Chellappa et al., 1995). Este indice
representa o valor em percentual (%) da massa do figado em relagdo a massa
corporal da arraia e é calculado pelaférmula:

IHS= Peso umido do figadoX 100
Peso da arraia

3.2 Fator de condicéao relativo(Kn)

Paraavaliagdoda saude dasarraias nos diferentes estagios
reprodutivos,foideterminadoindividualmente,o valor do fator de condigéo relativo do
peso (Kn=Wt/We), através do quociente entre o peso empiricamente registrado (Wt) e
0 peso teoricamente esperado (We) para um dado comprimento (Le Cren, 1951;
Andrade-Talmeli et al., 1999). Devido as mutilagcbes na cauda da arraia, foi utilizado a
largura do disco (LD) como medida de comprimento. Através do método dos minimos
quadrados e apés a transformacéo logaritmica (logo) dos valores da curva da relacdo
peso/largura do disco foram estimados os valores dos coeficientes “a” e “b” que, por
sua vez, foram utilizados no célculo dos valores teoricamente esperados de peso total
(We) para um dado valor de LD, através da equacao: We=aLD?(Froese,2006) e
aplicado na féormula do Kn.

3.3 Andlises bioquimicas no plasma e no fluidouterino

O plasma das arraias de todos4 0s grupos e fluido uterino das fémeas gravidas
foi usado para quantificar os niveis de triacilgliceréis, colesterol total, proteinas totais,
albumina, globulinas, glicose, uréia, amédnia, fons célcio ([Ca®]), magnésio
(IMg*?¥),cloreto ([CI]), fosfato inorganico ([PO7), sédio ([Na']) e potassio ([K']). A
glicose foi analisada por ensaio colorimétrico, pela enzima glucose oxidase e um
espectrofotbmetro para medir a absorbéncia a 510 nm. Triacilgliceréis foram
analisados usando glicerol-3-fosfato oxidase e a absorbancia foi medida a 510 nm. O
colesterol total também foi determinado pelo ensaio colorimétrico, que utiliza a enzima
colesterol oxidase e mede a absorbancia a 510 nm. Todos 0s ensaios bioquimicos
descritos acima foram realizados utilizando kit comercial da DolesCompany (Goiania,
Brasil). A proteina total foi determinada pelo ensaio de proteina de Bradford (Bradford,
1976), que usa o corante Azul de Coomassie G-250 (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis,
EUA) e mede a absorbéancia a 595 nm, refletindo proporcionalmente a concentracao
de proteina. O método colorimétrico de verde de bromocresol foi utilizado para
determinar a albumina a 630 nm.O método da urease foi usado para determinar a

concentracdo de uréia, a 600 nm. O método utilizado para determinag¢do da amonia foi
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0 método colorimétrico de Nessler. O método colorimétrico da cresolftaleina a 570 nm
foi utilizado para determinar a concentracéo de célcio [(Ca®")]. O método colorimétrico
do magon-sulfonado, a 505 nm foi utilizado para determinar a concentracdo de
magnésio [(Mg*®)]. A metodologia de tiocianato de mercurio foi utilizado para
determinar a concentracdo de cloreto [(CI)] a 450 nm. O método colorimétrico de
molibdénio foi utilizado para determinar o fosfato inorganico [(PO )] a 650 nm, todos
0s ensaios acima foram realizados utilizando kit comercial LABTEST — Sistema
Diagnostico Ltda (Lagoa Santa, MG). Os ions sédio [(Na")] e potassio [(K")] foram
determinados por fotometria de chama (DigimedDM-61).

3.4 Analises dos hormdnios reprodutivos

Os niveis de plasma e fluido uterino de 17B-estradiol (E,), testosterona (T),
Progesterona (P,), 11-Ceto testosterona (11-CT) e as gonadotrofinas (Horménio
Foliculo Estimulante-FSH e Luteinizante-LH) foram quantificadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) com kits comerciais da Cayman Chemicals® (EUA). O
método de extracdo e os protocolos de ensaio foram realizados de acordo com
procedimentos recomendados pelos fabricantes, EIA-Estradiol (catdlogo #582251),
ElA-testosterona (catadlogo #582701),EIA-Progesterona (Catalogo #582601),EIA-11-
Cetotestosterona (catalogo #582751), EIA-FSH (catalogo #500710) e EIA-LH (catalogo
#500720). As medigOes de absorbancia foram realizadas em um leitor de microplacas
(ThermoScientific).

O E; (limite inferior de deteccdo 15 pg/ml; CV intra-ensaio=10,24%), T (limite
inferior de deteccdo 6pg/ml; CV inter-ensaio= 8,23%; CV intra-ensaio=10,77%), P,
(limite inferior de deteccdo 10 pg/ml; CV inter-ensaio=9,87%; CV intra-ensaio=6,98%)
e 11-CT (limite inferior de deteccdo 1,3 pg/ml; CV inter-ensaio= 9,0%; CV intra-
ensaio=5,6%), foram determinados a 412 nm de comprimento. As gonadotrofinas,FSH
(limite inferior de deteccdo 0,6 mlU/ml; CV inter-ensaio=10,8%; CV intra-
ensaio=8,83%) e LH (limite inferior de deteccdo 0,5 miU/ml; CV inter-ensaio<7,91%;

CV intra-ensaio<9,21%), foram determinadas a 450nm.

3.5 Analisesestatisticas

Para verificar a normalidade dos dados foi realizado o teste de Shapiro-Wilk
(zar, 2009), e para testar a homogeneidade das variancias foi feito o teste de Levenne
(Zar, 2009). Uma Andlise de Variancia (ANOVA)(Zar, 2009) foi aplicada para verificar
0S contrastes estatisticos entre os grupos de fémeas (Repouso, Gravidez inicial,
Gravidez final e Pds-parto) para cada variavel obtida: biometria (peso e largura do

disco), Kn, IHS, hormbnios sexuais (gonadotrofinas e esterdides), lipidios
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(triacilgliceréis e colesterol), metabdlitos (proteinas totais, albumina, globulinas,
glicose), sais minerais (jons Ca**, Na*, K*, CI', Mg*? e PO,) e compostos nitrogenados
(uréia e NHs). Onde houve diferenca estatistica o teste a post-hoc de Tukey-Kramer
(zar, 2009) foi aplicado.

Para amostras que néo tiveram distribuicdo normal foi feito o teste de Kruskal-
Wallis e o teste a post-hoc de Dunn (Dunn, 1964; Zar, 2009). As possiveis
relacbesentre as gonadotrofinas (FSH ou LH) e esteroides plasmaticos (1783-
estradiol,testosterona, progesterona e 11-Ceto testosterona), e entre esteroides e
metabdlitos no plasma foram previamente avaliadas por meio de correlacdes de
Spearman (Zar, 2009). Como o fator de condicdo corporal (Kn) pode afetar a fisiologia
do animal, andlises de covaridncias multivariadas (MANCOVA'’s) (Zar, 2009) foram
usadas para avaliaros efeitos do periodo reprodutivo (fatores) e do Kn (como
covariavel) sobre o perfil hormonal e bioquimico do plasma. Em todos o0s casos, 0

a=0,05 e o software utilizado foi o R versao 3.6.0.

4. RESULTADOS

4.1 Tamanho dasfémeas

Foram capturadas 70 fémeas de Potamotrygon wallacei das quais 26 estavam
gravidas (8 em gravidez inicial e 18 em gravidez final), 28 em pds-parto e 16 em
repouso reprodutivo. A amplitude de largura do disco das fémeas foi de 14,8 cm até
28,6 cm e o total em peso foi de 35.949 kg, os dados biométricos estéo representados
na tabela 1.

Tabela 1. Biometria e nimero de exemplares capturados (N) das fémeas de P. wallacei em
diferentes fases do periodo reprodutivo. Os dados estdo com média + desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas.

Estagio reprodutivo
Repouso Gravidez inicialGravidez final Po6s-parto

Peso (g) 389,25+167,23 583+191,56 477,33+147,52541,04+214,21
(16) (8) (18) (28)

Largura do disco, LD (cm) 20,01#2,90  22,46+2,38  21,13+1,98 23,113,64
(16) a (8)ab (18)ab (28)b

As fémeas em repouso foram menores em largura de disco, que as fémeas em
pés-parto (ANOVA-GL=3; F=3,12; p<0,05). Contudo, através da MANCOVA foi
observado que o tamanho ou peso ndo influenciam nenhuma varidvel

fisioldégicaestudada.
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4.2 Morfometria ovariana e uterina
Contrariando Da Silva et al., 2017 que demonstrou haver assimetria ovariana
em fémeas de P. wallacei, nossos dados ndo demonstraram ter diferencas

significativas do tamanho dos ovarios de P. wallacei (tabela 2).

Tabela 2. Biometria, volume dos ovarios e nimero de exemplares capturados (N) das fémeas
de P. wallacei em diferentes fases do periodo reprodutivo. Os dados estdo com média + desvio
padrdo. L=Largura; C=comprimento; V=Volume; O=0vario; D=Direito; E=Esquerdo.

Estagio reprodutivo

Repouso Gravidez inicial Gravidez final P&s-parto
LOD (mm) 8,20+2,55 7,72+1,79 7,66+1,78 8,51+2,59
17) (8) (18) (26)
LOE (mm) 11,22+3,73 13,19+4,83 11,68+5,83 10,43+1,92
(17) 8 (18) (26)
COD (mm) 16,33+4,17 205,58 18,16+4,37  17,63+4,74
(17) 8 (18) (26)
COE (mm) 26,36+5,86  31,21+5,37 25,61+9,76 27,0715
(17) 8 (18) (26)
VOD (g) 0,27+0,18 0,16+0,06 0,19+0,11 0,28+0,24
®) 3 (13) (16)
VOE (g9) 1,37+0,94 0,92+0,10 0,77+0,35 1,06+0,45
5 3 (13) (16)

A largura e o comprimento dos Uteros das fémeas em repouso foram
estatisticamente menores (DUNN-GL=3; p<0,001) que os das fémeas gravidas e apos
o parto, os dados biométricos estdo na tabela 3. O volume do Utero esquerdo foi

significativamente menor que o das fémeas gravidas (Dunn-GL=3; p<0,05).

Tabela 3. Biometria e volume dos Uteros de fémeas de Potamotrygon wallacei em diferentes
fases da reproducdo. Os dados estdo como média + desvio padrdo, (N) é o numero de

exemplares capturados. L=Largura; C=comprimento; V=Volume; O=Ovario; D=Direito;
E=Esquerdo.
Estagio reprodutivo
Repouso Gravidezinicial Gravidez final Pds-parto
LUD (cm) 7,15+2,42 14,47+6,20 14,65+7,85 11,59+3,95
(17)a (8)b (18)b (26)b
LUE (cm) 8,42+3,23 18,08+9,15 21,75+9,60 14,51+3,78
a7 a (8)b (18)b (26)b
CUD (cm) 10,10+3,45 18,85+7,93 18,1948,85 18,24+6,35
17) a (8)b (18)b (26)b
CUE (cm) 11,36+4,14  25,04+12,90 26,37+£10,27 21,34+3,98
a7 a (8)b (18)b (26)b
VUD (g) 2,01+1,20 4,42+0,54 3,27+2,57 2,86+1,38
() ®3) (13) (16)
VUE (g) 2,16+1,26 6+1,11 4,99+2,76 3,66+1,05
(5)a (3)b (13)b (16)ab

24



4.3 Tamanho dos embrides e quantidade de foliculos
A largura do disco dos embrifes teve amplitude de 2,40 cm até 10 cm e o0 peso
variou de 1,90g até 43,50g (Tabela 4).

Tabela 4. Peso dos embribes, fecundidade ovariana e uterina em fémeas de Potamotrygon
wallacei. Os dados estdo com média + desvio, (N) € o niUmero de exemplares capturados.

Estagio reprodutivo

Medidas - — - -
Gravidez inicial Gravidez final
Peso (g) 12,01+4,20(27) 22,88+7,35 (31)
LD (cm) 5,99+1,27 (27) 7,98+0,70 (32)
N de foliculos 8-22 (8) 1-18 (18)

4.4 indice Hepatossomatico(IHS) e Fator de Condig&do Relativo (Kn)

O periodo reprodutivo influencia significativamente (MANOVA; Wilks=0,586;
F=6,55; gl=128; p<0,001) o Kn e o IHS das fémeas de P. wallacei. Fémeas no final da
gravidez apresentaram um Kn maior que as fémeas em pés-parto (Figura 4-A). O IHS
ndo variou em funcdo do estdgio reprodutivo das fémeas (Figura 4-B).Contudo,
observou-se que o Kn esta positivamente relacionado ao IHS (rho=0,3480681;
p<0,05).
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Figura 4. Médias e desvio padrdo do [A] fator de condi¢do corporal (Kn) e do [B] indice
hepatossomético (IHS) das fémeas de Potamotrygon wallacei em diferentes estagios
reprodutivos. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas.

4.5 Analise bioquimica do plasma das fémeas — Teores de lipidios e metabdlitos
O periodo reprodutivo influencia significativamente tanto os triacilgliceréis
(MANCOVA,; F=9,80; gl=3; p<0,001) quanto o colesterol (MANCOVA; F=7,18; g|=3;

p<0,001) das fémeas de P. wallacei. As fémeas gravidas (inicial e final) tiveram maior
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concentracdo de TGC que as fémeas em repouso e poés-parto (ANOVA — gl=3;
p<0,001) (Figura 5-A). Foi observado que o0s niveis de TGC estdo positivamente
correlacionados (Regressdo multipla - F=6,32; p<0,005) ao indice hepatossomético
(IHS).

As fémeas em gravidez final tiveram maior concentracdo do colesterol que as
demais fémeas de P. wallacei (ANOVA — gl=3; p<0,05). Foi observado que os teores
de colesterbis totais estavam inversamente relacionados (Regressdao mudltipla -

F=11,69; gl=1;38 e p<0,05) as concentra¢cdes de progesterona (Figura5-B).
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Figura 5. Média e desvio padrdo dos niveis de [A] triacilgliceréis e [B] colesterol em cada
estagio reprodutivo das fémeas de Potamotrygon wallacei. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica.

As proteinas totais, a albumina, as globulinas e a glicose ndo apresentaram
diferencas entre os estagios reprodutivos (Tabela 5). Além disso, nenhum dos

metabdlitos plasmaticos foram afetados pelo Kn.
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Tabela 5. Concentracdo dos metabolitos plasmaticos de fémeas de Potamotrygon wallacei em
diferentes estagios reprodutivos. Os dados estdo com média + desviopadrao, (N) nUmero de
exemplarescapturados.

Estagio reprodutivo

Metabolitos Repouso Gravidez Gravidez Pés-parto
inicial final

Proteinas totais 3,04 £ 0,50 2,25+ 0,56 2,74 £ 0,57 2,88 £ 0,58
(9/dL) (11) (5) (13) (25)

Albumina (g/dL) 0,79 £ 0,50 0,55+ 0,17 0,58 + 0,22 0,66 + 0,29
(11) ®) (12) (25)

Globulinas (g/dL) 2,24 + 0,75 1,70 £ 0,46 2,12+0,43 2,21 +0,64
(11) ) (12) (25)

Glicose (mmoles/L) 0,17 + 0,08 0,12 + 0,02 0,16 + 0,05 0,22 £ 0,07
)] 2 (©)] (20)

4.6 Concentracédo de ions, uréia e amodnia

Devido a insuficiéncia de amostras, as fémeas em gravidez inicial e final foram
consideradas como um Unico grupo para estas analises. As fémeas gravidas tiveram
menor nivel de Ca®* (Kruskal-wallis-N=47; gl=2 e p<0,001) do que as fémeas das
demais fases reprodutivas. O Na" e K’ y nao foram diferentes entre o0s
estagiosreprodutivos. As fémeas gravidas tiveram menor concentracdo de CI
(ANOVA-N=38; gl=2;35; F=5,329; p<0,05) do que as fémeas em repouso e em pos-
parto. As fémeas gravidas também tiveram menor nivel de Mg** (Krukal-wallis-N=38;
gl=2 e p<0,001) em comparagdo com as demais fémeas. O PO" néo foi diferente entre

0s estagios reprodutivos (Tabela6).

Tabela 6. Teor dos ions no plasma de fémeas de Potamotrygon wallacei em diferentes estagios
reprodutivos. Os dados estdo com média = desvio padrdo, (N) nimero de exemplares
capturados.

Estagio reprodutivo

fons (mM) — -
Repouso Gréavidas Pos-parto

ca” 3,88 + 0,54 2,50 + 1,02 3,77 + 0,69
(9)a (14)b (23)a

Na* 145 + 21,56 161,50+39,47 172,58 + 60,16
9) 8) (19)

K* 4,29 + 0,51 4,30+0,51 4,54 + 0,76
9) 8) (19)

cr 133,52 + 20,59 109,26 + 15,90 131,88 + 21,28
(Na (11)b (20)a

Mg** 0,92 + 0,09 0,62 + 0,04 0,88 + 0,09
(Na (11)b (20)a

PO, 0,93+ 0,51 0,94+0,28 0,90 + 0,39
(11) (15) (24)

O Ca* e 0 Mg*? se correlacionam de forma positiva, (rho=0,36 e p<0,05) assim
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como o Na" e o K* (rho=0,62 e p<0,05). Os valores médios dos ions plasmaticos ndo
sao afetados pelo fator de condicdo das fémeas.

As fémeas gravidas tiveram maior concentragdo de uréia que as fémeas em
repouso e pos-parto (Kruskal-wallis — N=38; GL=2 e p<0,001). A NH; ndo apresentou
variacdo (Tabela 7).

Tabela 7. Niveis de uréia e amdnia no plasma de fémeas de Potamotrygon wallacei em
diferentes estagios reprodutivos. Os dados estdo com média + desvio padrdo, (N) niumero de
exemplarescapturados.

Nitrogénio Estagio reprodutivo
(mM) Repouso Gravidas  Pés-parto
Uréia 4,21 +281 12,36+1,85 5,28+ 3,61
(Ma (11)b (20)a
- 1,31+0,63 1,54+0,95 1,82+1,01
Amonla L L L L} L L
) 1) (20)

4.7 Gonadotrofinas plasmaticas (FSH eLH)

As concentragbes do horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio
luteinizante (LH) n&o variaram entre os estagios reprodutivos (Tabela 8). As
gonadotrofinas ndo foram afetadas pelo fator de condicdo das fémeas. Contudo, os
niveis de FSH e LH estéo positivamente correlacionados (rho=0,61 e p<0,001) (Tabela
8).

Tabela8. Niveis dos hormoénios FSH e LH do plasma de fémeas de Potamotrygon wallacei em
diferentes estagios reprodutivos. Os dados estdo com média *+ desvio padrdo, (N) nimero de
exemplares capturados.

Gonadotrofinas Estagio reprodutivo

(mUl/mL) Repouso Gravidez inicial Gravidez final Pés-parto
FSH 862+122(7) 890+231(3) 7,93+1,44(12) 8,46+2,27 (22)
LH 0,67+0,04(8) 0,64+0,02(3) 0,63+0,03(12) 0,63+0,11 (21)

4.8 Hormdnios esteroidesplasmaticos

Os niveis de testosterona (ANOVA-N=46; GL=3;42; F=3,171 e p<0,05) foram
menores nas fémeas em gravidez final do que em repouso (Figura 6-A). O E, néo foi
diferente entre os estagios reprodutivos (Figura 6-B). A progesterona (Kruskal-wallis-
N=55, GL=3 e p<0,001) teve um menor nivel nas fémeas em gravidez final que nas
demais fémeas (Figura 6-C). O 11-Ceto testosterona ndo apresentou diferencas entre

0s estagios reprodutivos (Figura6-D).
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Figura 6. Média e desvio padrdo dos niveis dos esteroides gonadais em cada estagio
reprodutivo das fémeas de Potamotrygon wallacei. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas.

4.9 Andlise Bioquimica do Fluido Uterino — Teores de lipidios e metabdlitos
Os lipidios (TGC e colesterol), as proteinas, a albumina, as globulinas e a

glicose néo variaram nos diferentes momentos da gravidez (Tabela 9).

Tabela 9. Concentragdo dos lipidios e dos metabdlitos no fluido uterino de fémeas de
Potamotrygon wallacei. Os dados estdo com média = desvio padrdo, (N) numero de
exemplares capturados.

Estégio reprodutivo
Gravidez inicial Gravidez final

Metabdlitos

TGC (mg/dL) 0,75(2)0,60 0,86(3)0,97
Colesterol total (mg/dL) 1’74(2)1’07 2’732110)2’56
Proteinas totais (g/dL) 1’87(3)0’19 1’7?56)0’26
Albumina (g/dL) 0’53(2)0’26 0'55256;)'18
Glicose (mM) 0,(();3)10 0,0(2115;),01
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4.10 Concentragao de ions, uréia e amoénia

O Ca*, Na', K, CIMg” e o PO ~ ndo foram diferentes durante a
gravidez(Tabela 10). A relagéo P:F represelillta 0 quociente entre as concentragdes de
cada ion entre o plasma e o fluido, em referéncia ao valor central de 1. Quanto menor
e mais distante de 1, maior a concentracdo no fluido; e quanto maior e mais préximo

de 1, maior concentracéo no plasma das fémeas.

Tabela 10. Teor dos ions no fluido uterino de fémeas gravidas de Potamotrygon wallacei. Os
dados estdo com média + desvio padrdo, (N) numero de exemplares capturados. P=plasma e
F=fluidouterino.

. Gravidez inicial Gravidez final
lons (mM)
Fluido uterino Razéao P:F Fluido uterino Razéao P:F
ca* 3,07 £ 0,37 0,65+0,41 3,21+0,82 2,27 +4,22
(%) (3 (17) (13)
Na* 142,50 + 91,28 1,47 £ 0,19 135,77 £+ 72,41 3,19 + 3,87
(6) (2 (13) ()]
K* 4,05+ 0,52 1,21 + 0,09 4,01+ 1,03 2,31+3,34
(6) (2 (13) ()]
Cl 106,11 + 11,53 1,35+0 112,48 + 14,91 1,82 + 3,21
) (1) (16) (12)
Mg*? 0,74 + 0,07 0,90+0 0,74 + 0,07 1,69 + 3,25
(%) 1) (16) (12)
PO ™ 0,78 £ 0,17 1,45 + 0,62 0,76 £ 0,41 2,66 +£4,19
(5) (3) (17) (14)

Os niveis de uréia e a NH; ndo variaram estatisticamente no fluido uterino das

fémeas gravidas de Potamotrygon wallacei (Tabelall).

Tabela 11. Niveis de uréia e amodnia no fluido uterino de fémeas gravidas de Potamotrygon
wallacei. Os dados estdo com média + desvio padrdo, (N) nimero de exemplares capturados.

Nitrogénio(mM) Gravidez inicial Razdo P:F Gravidez final Razdo P:F

Uréi 15,69+4,61 0,88+0,44 13,20+4,11 0,91+0,42
rela
(6) (6) (15) (15)
1,57+0,62 1,04+2,03 1,39+0,45 1,09+2,13
NH3 ] ] ] ]
(6) (6) (15) (15)

4.11 Gonadotrofinas no fluido uterino (FSH eLH)
Os niveis de gonadotrofinas ndo foram diferentes no fluido uterino assim como
no plasma (Tabela 12). O FSH e o LH n&o tiveram relacdo com os esteroides e nem

com osmetabdlitos.
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Tabela 12. Niveis dos hormbnios FSH e LH no fluido uterino de fémeas gravidas de
Potamotrygon wallacei. Os dados estdo com média *+ desvio padrdo, (N) numero de
exemplarescapturados.

Gonadotrofinas Estagio reprodutivo
(mUl/mL) Gravidez inicial Gravidez final
2,99+0,79 3,09+0,62
FSH ’ ! ! ’
(6) (17)
LH 0,21+0,03 0,20+0,05
(6) (16)

4.12 Niveis dos esteroides no fluido uterino (Ez, T ePy)
Os hormonios esteroides nao foram diferentes no fluido uterino das fémeas em
gravidez inicial e nem final. (Tabela 13). Os esterbides nado influenciam os niveis das

variaveis bioquimicas do fluido uterino.

Tabela 13. Niveis dos horménios esterdides (Testosterona, 173-Estradiol, Progesterona e 11-
Ceto testosterona) no fluido uterino de fémeas gravidas de Potamotrygon wallacei. Os dados
estdo com média + desvio padrdo, (N) nimero de exemplares capturados.
Esteroides Estagio reprodutivo
(pg/mL) Gravidez inicial Gravidez final

1792,88+1159,60 2007,29+1330,38

B (5) (16)

T 715,89+113,51 836,11+153,52
@) (17)

P, 476,39+468,32 389,22+294,41
(@) ©)
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5. DISCUSSAO

5.1 A gestacdo e a fecundidade em P.wallacei

As coletas foram realizadas entre o final da vazante (novembro/2017) e inicio
da enchente (abril/2018) no Arquipélago de Mariua (médio Rio Negro). A captura de
fémeas gravidas nesse periodo corrobora os resultados de Charvet-Almeida et al.
(2005). O periodo gestacional de Potamotrygon wallacei deve ocorrer durante a
vazante-seca do Rio Negro (agosto — abril), enquanto o parto pode ocorrer durante
seca e inicio da enchente (dezembro — abril). Nosso estudo demonstrou também que
76% (54 das 71) das fémeas capturadas estavam gravidas ou pés-parto. Todas estas
observacdes também s&o consistentes com os resultados relatados por Duncan et al.
(2016). Estes autores também reportaram que 90% das fémeas capturadas durante o
periodo de seca estavam gravidas. Portanto, a gravidez ocorre durante todo o periodo
de vazante, enquanto o parto durante a seca e inicio da enchente no RioNegro.

Observamos também que a fecundidade uterina aumenta com o tamanho da
arraia. A fémea gravida com menor tamanho tinha 17 cm de largura de disco (LD) e
pesava 288 g e a gravidez multipla s6 ocorre nas fémeas com LD >20 cm (peso >440
g). A gravidez com quatro embrides (fecundidade uterina maxima) sé foi registrado nas
fémeas com LD >23 cm (peso >500 g). Por outro lado, espécies como Potamotryon
motoro e P. scobina sdo mais fecundas. Nestas espécies, a fecundidade uterina pode
chegar a 11 a 16, respectivamente (Charvet-Almeida et al., 2005). Estas espécies sdo
de maiores porte e podem chegar a >60 cm de LD. Como a arraia cururu € um
potamotrigonideo de pequeno porte (Charvet-Almeida et al., 2005; Shibuya et al.,2009;
Carvalho, Rosa e Aradjo, 2016; Duncan et al.,, 2016), pode ser que a baixa

fecundidade (1-4 embrides) deve-se ao limitado espagoceldomico.

5.2 O elevado custo dareproducéo

O custo da reproducdo € elevado em elasmobranquios (Lyons e Winne-
Edwards, 2019). Na arraia cururu, a massa embriondria total chega a ser >10% que o
peso da fémea gravida com fetos a termo. Nas espécies de grande porte, tais como
Paratrygon aiereba, Potamotrygon motoro e Plesiotrygon iwamae, a massa total dos
embrifes a termo é < 5% do peso da fémea (dados ndo publicados). Além do mais, o
neonato da arraia cururu é proporcionalmente grande (equivalente a 45% da LD
materna). E mais que o dobro da proporcdo observada nas outras espécies de
potamotrigonideos, tais como Paratrygon aiereba (%LD=18), Plesiotrygon iwamae
(%LD=21) e Potamotrygon motoro (%LD=19) (Duncan et al., 2016). O maior tamanho

do neonato pode aumentar a taxa de sobrevivéncia, e, portanto, 0 sucesso reprodutivo
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da espécie (Maruska & Gelsleichter, 2011). Assim sendo, o0 custo da
reprodugdo na arraia cururu deve ser extremamente elevado, especialmente se
considerarmos apenas trés meses de gravidez, segundo Charvet-Almeida et al.
(2005).

O custo da reproducdo pode ser avaliado pelos baixos valores de fator de
condicao relativo (Kn) observados nas fémeas pés-parto. Como o Kn ndo variou ao
longo da gravidez, isto sugere que estes animais mantiveram uma intensa atividade de
forrageio durante este periodo. O Kn tem sido usado como um bom indicador da
quantidade de energia armazenada ou do estado de saude que o animal se encontra
(Chellapa et al., 1995). Este indice sugere que, animais que armazenaram mais
energia podem estar em melhores condi¢des corporais (Pope & Kruse, 2001). O indice
hepatossomatico é outro importante indicador do custo da reprodugédo. Assim como o
Kn, o IHS tende a diminuir gradativamente do inicio da gravidez até no momento do
parto. O figado é um importante 6rgdo que armazena nutrientes e 0s mobilizam para
as estruturas reprodutivas (Ranzi, 1935; Acevedo et al., 2015). Quanto mais o feto
cresce, aumenta a demanda e a mobilizacdo de substratos energéticos e estruturais a
partir do figado. O baixo IHS no pés-parto pode ser o resultado do esgotamento das
reservas energéticas hepaticas. Contudo, se a gestagdo da arraia cururu ocorre
durante a vazante/seca e 0 parto na seca/inicio da enchente; entdo, as fémeas p0s-
parto passam por periodo transitorio de restricio alimentar. E provavel que durante a
seca possa existir menor oferta de alimento, uma vez que o espaco fisico dos igarapés
encontra-se reduzido. Somam-se a isso, 0S custos energéticos para a escolha das
areas de parto, bem como o provavel cuidado parental do neonato (Duncan et al.,
2016).

5.3 A mobilizagéo de nutrientes para oembrido

Os constituintes bioquimicos do plasma de P. wallacei, tais como proteinas
totais, albumina, globulinas totais e glicose ndo séo afetados pelo estado reprodutivo
das fémeas. Mesmo a glicose, que para o0s peixes teledésteos é um importante
substrato energético (Da Silveira et al.,2009; Deck et al., 2016), ndo foi afetada pelo
estado reprodutivo das arraias cururu. Contudo, os teores de glicose sdo mais
facilmente influenciados pelo estresse (Mazeaud e Mazeaud, 1981; Morgan e lwama,
1997; Wendelaar Bonga, 1997), bem como pela dieta do animal (Deck et al., 2016).
Além disso, a baixa concentracdo plasmatica de glicose (<0,25 mmoles/L) nas arraias
de agua doce neotropicais concorda com os achados de Griffith et al. (1973), que
relatou que a glicose pode ter um papel limitado como substrato energético neste

elasmobranquio. Por outro lado, a gravidez parece estimular a mobilizacdo de sais
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minerais materno para o embrido. Apesar dos valores de Kn sugerir que as fémeas
gravidas possam estar embomestado nutricional, a mobilizacdo de elementos minerais
para a formacgao decartilagem e outros tecidos do feto aumentou durante este periodo.
Os fons plasmaticos, especialmente célcio (Ca®"), cloreto (CI) e magnésio (Mg
estdo em baixa concentracdo nas fémeas gravidas. Estas caracteristicas também séo
semelhantes as observadas em mamiferos (Cormick et al., 2018). Na contramdo, a
ureia pode ter um papel importante durante a gravidez da arraia cururu. Embora os
potamotrigonideos sejam amoniotélicos (e ndo ureotélicos como nas formas
marinhas), tém-se sugerido que a retengcdo de ureia nos fluidos corporais das arraias
de 4gua doce possa ajudar a regular algumas propriedades bioldgicas do corpo destes
animais, como o fluxo ureogénico da espécie em formacgdo (Duncan et al., 2009).
Portanto, 0 aumento na concentracdo da ureia no plasma das fémeas gravidas deve-
se as atividades ureogénicas tanto materna, quanto embrionaria.

Os lipidios estdo entre os mais importantes substratos envolvidos na
reproducdo. Especialmente devido ao seu papel estrutural e como fonte de energia
como para o desenvolvimento embrionario (Nelson e Cox, 2014). A correlagdo positiva
entre o IHS e a concentracdo de triacilglicerdis (TGC) plasmaticos reforca o papel do
figado como importante 6rgdo de reserva de energia para o periodo de gravidez.
Diferente dos peixes telebsteos, elasmobranquios ndo armazenam lipideos na
cavidade visceral, nem na musculatura (Sheridan, 1988). Portanto, o figado passa a
ser o principal tecido de reserva lipidica nas arraias. Nossos dados sugerem que a
mobilizacdo de lipideos (TGC e colesterois totais) a partir do figado para os uteros
aumenta significativamente no final da gravidez. Como as arraias de agua doce
Neotropicais apresentam histotrofia matrotrofica (Del Mar Pedreros-Sierra et al., 2016;
Da Silva et al.,2016), os substratos provenientes das células de nutricdo nos
trofonemas devem suprir o embrido, uma vez que nesta fase o saco vitelinico residual
ja ndo possui reserva energética o suficiente para o desenvolvimento do feto (Babel,
1967; Spieler et al., 2013).

TGC é a principal classe de lipidios neutros em peixes (Sheridan, 1988). Em
peixes teledsteos, ocorre uma intensa mobilizacdo de TGC hepético durante a fase de
desenvolvimento gonadal (Sharpe & MaclLatchy, 2007). Na arraia cururu, 0
desenvolvimento embrionario exigiu uma intensa mobilizacdo de lipidios a partir do
figado, consequentemente ocorreu uma reducgdo significativa da massa hepatica apos

0 parto.

5.4 A concentracdo de gonadotrofinas no plasma materno

Como nos demais vertebrados, a reproduc¢do nos condrictios é regulada pelo
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eixo HHG (hipotalamo-hipoéfise-gbnadas). Contudo, diferente dos demais vertebrados,
elasmobranquios ndo possuem uma conexao direta (neural ou sangue portal) entre o
hipotdlamo e o lobo ventral da hipéfise (Forlano et al., 2000). Isto sugere que a
sintesee liberacdo das gonadotrofinas (GTHs), horménios foliculo estimulante (FHS) e
luteinizante (LH) sejam reguladas pela concentracdo sistémica de hormonio liberador
das gonadotrofinas (GnRH) (Moeller & Meredith, 1998). Métodos imunohistoquimicos
tém revelado a presenca de GTHs (gonadotrofinas) no lobo ventral da hipofise de
elasmobranquios (Mellinger &DuBois, 1973). Contudo, foi demonstrado que a
hipofisectomia experimental ndo suprime completamente a gametogénese ou
esteroidogénese em elasmobréanquios (Dobson & Dodd, 1977). Portanto, aumenta o
debate de uma provavel conexdo direta hipotdlamo-génada por meio do GnhRH
(Demski et al., 1997). Isto pode ser especialmente importante nos Rajiformes, uma vez
gue o lobo ventral da hipofise é pouco desenvolvido. Em nosso estudo, concentracdes
de GTHs foram quantificAveis no plasma da arraia cururu. Porém, os niveis de FSH e
LH ndo variaram em funcdo do estado reprodutivo das fémeas. Além disso, néo
conseguimos mostrar uma relagéo clara entre as concentragdes GTHSs circulantes e os
niveis de esteroides plasmaticos de P. wallacei. Alguns autores tém mostrado apenas
um papel discreto das GTHs na esteroidogénese e gametogénese de
elasmobranquios (Dobson & Dodd, 1977). Além do mais, até o presente momento
nenhum receptor de GTHs foi isolado em elasmobranquios (Maruska e Gelsleichter,
2010).

5.50 papel dos hormdnios esteroides durante agestacgao

Varios estudos tém demonstrado que os horménios esteroides reprodutivos
afetam o metabolismo dos lipidios (Palmisano et al.,, 2017). Em nossoestudo,
observamos que as fémeas de P. wallacei com elevados teores dos horménios
esteroides plasmaticos 17p-Estradiol (E;) e progesterona (P,) apresentavam baixo
contetdo de lipideos (TGC e colesterois totais) plasmaticos. Como o nivel de E;
plasmatico nado foi afetado pelo periodo de gestacdo, uma explicacdo para esta acao
pode ser baseada em estudos recentes. Por exemplo, o 17B-estradiol (E,) estimula a
expressao de receptores de LDL (LDLR) hepatico contribuindo com a diminuicdo de
colesterol plasmatico (Palmisano et al., 2017). Além disso, o E; inibe a expresséo da
apolipoproteina  APOB (Concha et al.,, 2014), consequentemente reduzindo o
transporte das fracdes lipidicas VLDL, IDL e LDL, especialmente ricas em colesterol e
triacilgliceréis (Walldius, 2012). Acredita-se também que os progestagenos também
desempenham um papel semelhante (Wang et al., 2009). O padrdo encontrado na

arraia cururu difere dos relatos descritos para peixes teledsteos. Por exemplo, fémeas
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de Carassius auratus submetidas ao tratamento com E, apresentam um aumento de
TGC e colesterol plasmético (Sharpe &MacLatchy,2007).

Assim como nos demais vertebrados, esteroides sexuais incluindo o Ej,
testosterona (T) e P, s@o produzidos por varios tipos celulares, tais como células da
granulosa, células da teca e corpus luteum de elasmobranquios (Maruska &
Gelsleichter, 2011). Estudos in vitro com células da granulosa e da teca de batoides
marinhos demonstraram intensa atividade esteroidogénica com sintese de E, (Lutton
et al., 2005). Porém, a T em fémeas pode ser sintetizada pelas células foliculares e da
teca (Callard et al., 1993), enquanto o corpus luteum é a fonte priméria de P, (Callard
et al.,1992).

Sugere-se que o pico de E, em elasmobranquios viviparos ocorre durante o
desenvolvimento folicular, possivelmente regulando a sintese da vitelogenina
(Kikuyama, & Carnevali, 2004). Ap6s a fase de crescimento folicular, os niveis
circulantes de E, caem logo apés a ovulagédo e/ou inicio da gravidez e permanecem
baixos ao longo da gravidez em algumas espécies de elasmobranquios, tais como nos
tubarbes Squalus acanthias e Sphyrna tiburo e na arraia marinha Dasyatis
sabina(Koob & Callard, 1999). Na maioria dos elasmobranquios marinhos, os niveis de
P, s6 aumentam préximo a ovulacdo (Mull et al., 2010). Um estudo mais detalhado
com Dasyatis sabinarevelou que o pico de E, e P, s6 ocorre proximo a ovulacéo e no
momento do parto (Tricas et al.,, 2000). Em outras palavras, os niveis de destes
esteroides permanecem baixos durante a gravidez. De maneira semelhante, tanto E,,
quanto P, apresentaram baixos valores durante a gravidez da arraia cururu,
especialmente na fase final da gestacao, porém aumentam apds o parto e se mantem
constante durante a fase de repouso reprodutivo. Mais recentemente, este mesmo
padrao também foi demonstrado para a arraia Urobatis halleri, outra espécie
marinhaque também apresenta histotrofia matrotréfica (Lyons & Wynne-Edwards,
2019). Concentrac6es maiores de E, e P, nas fémeas pés-parto sugerem que estes
esteroides podem estar relacionados a preparacao do Utero para o parto, uma vez que
podem atuar em conjunto com a relaxina relaxando a parede uterina e facilitar a
passagem do embrido durante o parto em mamiferos (Winn et al., 1994).

Varios andrégenos, tais como a testosterona (T), 11-cetotestosterona (11-CT) e
5a-dihidrotestosterona (DHT) foram estudados em elasmobranquios. As hipéteses
mais comuns para a acdo destes esteroides incluem modulagcédo do comportamento de
cOpula e agressividade em fémeas (Rasmussen et al., 1999). Ainda ndo est4 muito
claro o papel da T e do 11-CT nos elasmobranquios (Maruska & Gelsleichter, 2011).
No caso da T, assume-se como sendo o precursor do E,; enquanto o 11-CT é o

principal hormdnio androgénico funcional em peixes teledsteos, mas também esti
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profundamente relacionado a modulacdo do comportamento agressivo (Soranganba &
Singh, 2019).

5.6 A relacdo materno-fetal: horménios e nutrientes

Uma andlise concomitante da composi¢do do plasma e do fluido uterino pode
ser um excelente indicador do metabolismo materno e sua relagdo com o
desenvolvimento embrionario. Por exemplo, os niveis de GTHs (FSH e LH) no plasma
materno circulam em concentracdes trés vezes mais elevadas que o fluido uterino.
Mas a presengca de GTHs no fluido uterino sugere que estes horménios podem
atravessar a barreira Utero-fluido e possivelmente atuar sobre o desenvolvimento
embrionario. Infelizmente, até o presente momento ndo existem dados na literatura
sobre registro de GTHs no fluido uterino de elasmobranquios. Por outro lado, a
concentracdo dos horménios esteroides no fluido uterino esta ligeiramente maior que
no plasma. Isto sugere que estes esteroides podem acumular neste liquido e atuar
diretamente nos trofonemas estimulando a suprimento de nutrientes para o feto. Por
exemplo, a concentracdo de componentes minerais plasmaticos, tais como Ca** e
Mg*" séo significativamente menores que no fluido uterino das fémeas no inicio da
gravidez, mas ndo na fase mais tardia da gestacdo. Isto significa que a mobilizacéo
dos componentes minerais da cartilagem ocorre mais intensamente no comec¢o da
gestacdo. Nossos estudos corroboram os trabalhos ja relatados para espécies que
apresentam histotrofia matrotrofica. O embrido recebe suprimento adicional de
nutrientes materno, com isso ganha peso seco. Por outro lado, espécies lecitotroficas
(a fonte nutricional para o desenvolvimento do embrido deriva do vitelo) o embrido
tende a perder cerca de 20% peso seco durante o periodo de gestacdo (Hamlett et
al.,2005).

6. CONCLUSOES

A fecundidade uterina aumenta com o tamanho da arraia, ou seja, quanto
maior a mae mais embrides ela pode comportar.

As fémeas em poés-parto estdo extremamente debilitadas, demonstrado pelo
seu baixo valor de condigdo corporal (Kn), massa hepatica (IHS) e lipidios.

Como o figado nas arraias sintetiza e armazena lipidios seu menor tamanho
apos o parto se deve ao elevado custo reprodutivo, observado pelos baixos valores de
TGC e colesterol.

A mobilizacdo de sais minerais na gravidez, para a formacdo de estruturas
embrionarias sdo provaveis, uma vez que o calcio e 0 magnésio estavam baixos nesse

periodo.
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Dos compostos nitrogenados, a uréia teve maior concentracdo na gestacao de
P. wallacei, sugerindo que este metabdlito possa estar atuando sob atividades
ureogénicas.

As gonadotrofinas apesar de detectadas no plasma e fluido uterino néo
apresentaram variagdo ao longo dos estagios reprodutivos das fémeas.

Observamos que as fémeas com baixas concentracdes de E, e P, tinham
elevados niveis de TGC e colesterol, explicando a correlagdo inversa entre P4 e
colesterol.

Dos horménios esterdides apenas a testosterona e a progesterona variaram
em funcdo do estagio reprodutivo, o androgeno € o precursor do estradiol e o
progestageno pode estar atuando na manutengéo da gravidez e preparo ao parto.

O periodo reprodutivo influenciou os valores de Kn e IHS, bem como 0s niveis

de triacilglicerdis e colesterol total no plasma das fémeas.

6.1 Implicacdes para a conservacaobioldgica

Historicamente, a arraia cururu tem sido explorada como peixe ornamental
para o mercado internacional (Araudjo, 1998). Acredita-se que no periodo de dez anos
(1998 a 2008), quase 200 mil exemplares foram removidos dos seus habitats (Duncan
et al., 2016). Estima-se que a venda desta espécie pode ter gerado uma receita de
US$ 20 milhdes para os exportadores locais. Apés a crise mundial de 2008 e o
crescimento do setor de pesca ornamental nos mercados asiaticos, a captura de arraia
cururu para finalidade ornamental tornou-se mais restrita (Duncan et al., 2016).
Atualmente, ainda se encontra regulamentada por um sistema de cotas estabelecidas
pelo MPA e suapesca € mais esporadica. Mas algumas praticas perversas foram
adotadas nas areas de pesca para aumentar o esforco de captura, tais como 0s
abortos induzidos mecanicamente.

Nossos estudos baseados na fisiologia hormonal revelam aspectos frageis da
biologia reprodutiva da arraia cururu. Devido ao modo de reproducéo do tipo histotrofia
matrotrofica, a fémea supre o feto produzindo e/ou transferindo varios compostos
nutricionais. Dessa forma, esta arraia promove um elevado investimento na producédo
de poucos neonatos. Portanto, o custo da reprodugdo € extremamente elevado, se
comparado aos potamotrigonideos de grande porte. O alto investimento reprodutivo
sugere que as populacdes da arraia cururu podem ser extremamente dependentes da
gualidade ambiental. Portanto, a pesca negativa (captura ou morte do animal sem uso
racional do recurso), a pesca dirigida sobre as fémeas podem representar 0s principais

perigos para a conservagao desta espécie.
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