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Lista de abreviacoes

CRH — Hormonio liberador de corticotrofina

ACTH — Horménio adrenocorticotréfico

CITES — Comércio Internacional de Espécies Ameagadas de Fauna e Flora Silvestres
IBAMA - Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
IUCN - International Union for Conservation of Nature

CD — Comprimento de disco

CT — Comprimento total

LD — Largura de disco

B-HB - B-hidroxibutirato



11

Lista de figuras
Figura 1 — Representagdo esquematica da rota de invasao de espécies na regido do alto
Rio Parana.
Figura 2 — Fémea adulta de Potamotrygon amandae Loboda & Carvalho, 2013.
Figura 3 — Localizagdo geografica da area de coleta. Alto rio Parand (reservatorio de
Jupia, Ilha Solteira/SP). Ponto 1: Ilha Solteira e Ponto 2: Ilha da Ferradura.
Figura 4 — Disposi¢ao das coletas e nimero de espécimes coletados por més.
Figura 5 — Coleta de Potamotrygon amandae no Reservatorio de Jupid- Alto Rio Parana,
ITha Solteira-SP. Figura acima: barco utilizado nas coletas; figura abaixo a esquerda:
langcamento de tarrafa; figura acima a direita: coleta de sangue da vasculatura caudal;
figura abaixo a direita: fémea de P. amandae e filhotes.
Figura 6 — Afericdo de dados biométricos de Potamotrygon amandae, comprimento do
disco (CD), largura do disco (LD) e comprimento total (CT).
Figura 7 — Pluviosidade e temperatura média na regiao de coleta.
Figura 8 — Filhotes de Potamotrygon amandae em diferentes estagios de
desenvolvimento, todos advindos de partos induzido por captura.
Figura 9 — Dados biométricos de fémeas adultas de Potamotrygon amandae, coletadas no
Alto Rio Parana (reservatorio de Jupid, Ilha Solteira/SP). A- Massa (g) ¢ B- Largura de
disco (cm). " mostra diferenca estatistica significativa (P <0,001) entre as fémeas
gravidas e ndo gravidas.
Figura 10 — Hematocrito (% de células vermelhas) de fémeas adultas de Potamotrygon
amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatério de Jupid, Ilha Solteira/SP).
Figura 11 — Concentragdo de lactato plasmatico (mg/dL) em fémeas de Potamotrygon
amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha Solteira/SP). &°
mostra diferenga estatistica significativa (P <0,001) entre as fémeas gravidas e nao
gravidas; ** mostra diferenca estatistica significativa (P <0,001) entre momentos de
coleta.
Figura 12 — Concentra¢do de glicose plasmatica (mg/dL) em fémeas adultas de
Potamotrygon amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha
Solteira/SP).
Figura 13 — Concentracdo de corticosterona (pg/ml) em fémeas adultas de Potamotrygon

amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatério de Jupid, Ilha Solteira/SP).



12

Figura 14 — Exemplares de Potamotrygon amandae mostrando cicatrizes de copula em
toda a extensdo do disco.

Figura 15 — Concentragdo de corpos cetonicos (mM) em fémeas de Potamotrygon
amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha Solteira/SP). &°
mostra diferenga estatistica significativa (P <0,001) entre as fémeas gravidas e nao
gravidas; " mostra diferenca estatistica significativa (P <0,001 e P <0,05) entre

momentos de coleta.



13

Resumo

As raias da Ordem Myliobatiformes s3o consideradas viviparas, aplacentarias
histotroficas. Nesta condigdo, sao consideradas mais suscetiveis ao parto induzido por
captura. Este fenomeno, embora seja uma consequéncia comum das interagdes pesqueiras
com o grupo, ainda permanece pouco estudado. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
a fisiologia do estresse na raia de agua doce Potamotrygon amandae em eventos de parto
induzido por captura. Fémeas gravidas e ndo-gravidas foram coletadas no Rio Parana
(UHE Engenheiro Souza Dias) com o uso de tarrafas. Logo ap6s a captura dos individuos
realizou-se a coleta de sangue e os animais foram acondicionados em caixas plasticas. No
caso de fémeas gravidas, a segunda coleta de sangue foi realizada no momento do parto
induzido e no caso de ndo-gravidas, no intervalo de 60 minutos. Os espécimes foram
transportados vivos ao Laboratorio de Estudos em Fisiologia Animal (LEFISA) da
UNESP de Ilha Solteira para eutanésia e posterior afericdo dos dados biométricos. Foram
mensuradas e analisadas varidveis hematologicas (hematocrito); energéticas (glicose e
corpos cetonicos), respiratoria (lactato) e enddcrina (corticosterona). O tempo médio para
abortamento de filhotes foi de 57,5 £ 27,5 minutos. A massa corpdrea apresentou
diferenca significativa quando comparadas fémeas gravidas e fémeas ndo gravidas, com
maiores valores para fémeas gravidas. As células da linguagem vermelha do sangue nao
sdo responsivas ao estresse de captura, com amplitude média de 15 a 38% de hemacias.
O lactato plasmatico aumenta apds evento de estresse de captura, com magnitude
aumentada para fémeas gravidas, podendo ser classificado como biomarcador do evento
de estresse agudo da espécie. A costicosterona apresenta alta variacao intraespecifica e
ndo parece aumentar apos a captura, além de nao se diferencia entre gravidas e ndo-
gravidas. A glicose ndo apresenta responsividade a captura, o que mostra que este
substrato ndo ¢ preferencial durante o estresse agudo. Corpos cetonicos sdo a fonte
energética preferencial para eventos de estresse agudo da espécie e sua utilizagdo ocorre
de forma mais lenta em fémeas gravidas, com menor taxa de decaimento neste grupo,

comparado com ndo-gravidas.

Palavras- chave: Abortamento. Arraias dulciaquicolas. Potamotrygoninae. Fisiologia do

Estresse. Corpos Cetdonicos. Corticosterona. Fisiologia da Conservacao.
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Abstract

The stingrays of the order Myliobatiformes are considered viviparous, aplacental
histotrophic. In this condition, they are considered more susceptible to capture-induced
parturition. Although this phenomenon is a common consequence of fishing interactions
with the group, it remains poorly studied. The aim of this study was to characterize the
stress physiology in the freshwater stingray Potamotrygon amandae during induced
parturition events by capture. Pregnant and non-pregnant females were collected from the
Parana River (UHE Engenheiro Souza Dias) using fish nets. Immediately after specimen
capture, blood collection was performed, and the animals were placed in plastic boxes. In
the case of pregnant females, the second blood collection was done at the time of induced
parturition, and for non-pregnant females, it was done within a 60-minute interval. The
specimens were transported alive to the Laboratorio de Estudos em Fisiologia Animal
(LEFISA) at UNESP for euthanasia and subsequent measurement of biometric data.
Hematological (hematocrit), energetic (glucose and ketone bodies), respiratory (lactate),
and endocrine (corticosterone) variables were measured and analyzed. The average time
for fetal abortion was 57.5 + 27.5 minutes. Body mass showed a significant difference
when comparing pregnant and non-pregnant females, with higher values for pregnant
females. Red blood cells are not responsive to capture stress, with an average amplitude
of 15 to 38% of erythrocytes. Plasma lactate increases after a capture stress event, with
an increased magnitude for pregnant females, making it a biomarker of the acute stress
event in the species. Corticosterone shows high intra-specific variation and does not seem
to increase after capture, and it does not differ between pregnant and non-pregnant
females. Glucose was not responsive to capture, indicating that this substrate is not
preferred during acute stress. Ketone bodies are the preferred energy source for acute
stress events in the species, and their utilization occurs more slowly in pregnant females,

with a lower decay rate in this group compared to non-pregnant females.

Keywords: Abortion. Freshwater stingrays. Potamotrygoninae. Stress Physiology.

Ketone Bodies. Corticosterone. Conservation Physiology.
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Introducao e Justificativa

As raias pertencem a classe dos Chondrichthyes, que ¢ separada em duas
subclasses: Subterbranchialia (Holocephali) que compreende as quimeras e
Elasmobranchii, representada pelos tubardes e raias (RICHTER et al., 2000). Sao
classificadas na Subdivisdo Batoidea e na Ordem Myliobatiformes (LOVEJOY, 1996).
Dentre as raias, ha aquelas que sdo marinhas, estuarinas ou dulcicolas.

O grupo das raias exclusivamente dulcicolas compreende cerca de 42 espécies
(FRICKE et al., 2023), que fazem parte da subfamilia Potamotrygoninae e da familia
Potamotrygonidae, que esta distribuida pela América do Sul e conta com quatro géneros:
Potamotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon ¢ Heliotrygon (LAMEIRAS et al., 2019). Hoje
a distribuicdo do grupo no Brasil inclui diferentes bacias nas cinco regides do pais
(LOVEJOY et al. 2006; FONTENELLE, 2021).

A familia Potamotrygonidae, ¢ um grupo monofilético que compartilha
especializacdes morfologicas e fisioldgicas Gnicas, como a baixa concentragdo de ureia
no sangue, reducdo da glandula retal (6rgdo envolvido na osmorregulacdo), captacao
ativa de eletrolitos pelos rins e branquias, além de adaptagdes nas ampolas de Lorenzini.
Estas caracteristicas atribuem aos representantes da familia controle ionorregulatorio
comparado aos peixes teledsteos de dgua doce, carater estenoalino e hiperosmotico em
relagdo ao ambiente (RASCHI; MACKANOS, 1989, TREBERG et al., 2006,
DUNCAN, 2008, POUGH et al., 2008, SPEERS-ROESCH; TREBERG, 2010,
LUCIFORA et al., 2015).

Até o final da década de 1970 e inicio da década de 1980, muitas espécies ainda
ndo haviam colonizado a regido do alto Rio Parana (4rea de estudo deste trabalho),
incluindo Potamotrigonideos. A dispersao so foi possivel devido a inundag@o do Salto de
Sete Quedas, no Parand, que até entdo funcionava como uma barreira geografica natural
entre as regides do baixo e alto Rio Parana, para a construgdo da Hidrelétrica de Itaipu
(Figura 1). Atualmente as raias ja se estabeleceram até a regido de Ilha Solteira, onde
desempenham papel de invasoras (LOVEJOY, 1996, CARVALHO et al., 2003,
ARAUIJO et al., 2004, LASSO et al., 2014).
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Figura 1 — Representagdo esquematica da rota de invasdo de espécies na regiao do alto

Rio Parana. Fonte?

Reproducdo em Chondrichthyes

Parte do sucesso reprodutivo da Classe dos Chondrichthyes ¢ atribuido a
diversidade de modos reprodutivos e adaptagdes relacionadas a fisiologia reprodutiva
(vale ressaltar que o grupo possui uma longa historia de vida que remonta 400 milhdes
de anos). Todos os representantes apresentam como mecanismo de reprodugdo a
fertilizacdo interna, com machos que possuem claspers pélvicos (pares de oOrgdos
copulatérios) inserindo-os na cloaca da fémea para a fertilizagdo dos Ovulos
(MARUSKA; GELSLEICHTER, 2011).

Em relacdo aos modos reprodutivos do grupo encontra-se representantes oviparos
e viviparos. As espécies oviparas retém seus ovos no interior da fémea por um periodo de
tempo variavel até depositd-los em algum substrato para o desenvolvimento
(MARUSKA; GELSLEICHTER, 2011). Viviparidade e relagdo materno-fetal longa e
consistente surgem independentemente em varias linhagens em Chondrichthyes
(DULVY et al., 2014), que retém seus embrides no utero até o desenvolvimento completo.
A viviparidade pode ser classificada como aplacentaria ou placentdria a depender da
existéncia de uma placenta para conectar a fémea e embrido (TOBERGTE; CURTIS,
2013).

Inimeras espécies de raias sdo consideradas viviparas, assim como muitas
espécies de tubardes (MARUSKA; GELSLEICHTER, 2011). A familia
Potamotrygonidae ¢ vivipara aplacentaria, com todo o desenvolvimento dos fetos
ocorrendo dentro do ttero, inicialmente nutridos pelo conteudo do saco vitelinico, com

posterior nutri¢do advinda da
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secre¢dao de componentes advindos do trofonema, que nutrirdo o embrido até o momento
do parto (HAMLETT et al., 1993).

Estudos tém demonstrado que o ciclo reprodutivo destas espécies ¢ intimamente
relacionado com o ciclo hidrologico, uma vez que este desencadeia o inicio e influencia
todos os estagios subsequentes; além disso potamotrigonideos tem periodos reprodutivos
bem definidos (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005). O periodo de reproducdo ¢ marcado
por eventos consecutivos, podendo variar de acordo com a espécie observada. A
matura¢do gonadal inicia o periodo reprodutivo, podendo levar de dois a quatro meses
para ser completada; o periodo de acasalamento pode ocorrer durante a estagdo seca ou
chuvosa; a fecundidade ovariana pode variar de um a onze odcitos; a fecundidade uterina
de um a oito embrides e a gestagdo pode durar de trés a quatro meses (CHARVET-
ALMEIDA et al., 2005).

A raia Potamotrygon amandae apresenta estagio de repouso ocorrendo entre os
meses de fevereiro a maio, vitelogénese nos meses de maio a novembro e gravidez entre
os meses de novembro a margo (SPADA, 2021). A intrincada organizag¢do reprodutiva

deste grupo de peixes resulta em maturagdo mais lenta e menor fecundidade.

Impactos antrdpicos e ocorréncia de parto induzido por pesca

O grupo dos Chondrichthyes ¢ sensivel e extremamente afetado por agdes
antropicas, notadamente alteragdes climaticas, polui¢ao dos mares e rios, destrui¢do de
biomas aquaticos e disturbios nas adguas podem afetar o ciclo de vida, assim como as
taxas de natalidade e mortalidade, idade de maturidade sexual, tamanho, e outros
indices populacionais (BECERRIL-GARCIA et al., 2023).

Tubardes, raias e quimeras compartilham algumas caracteristicas que os tornam
sensiveis a pesca, como por exemplo, crescimento lento e maturacao tardia (DULVY et
al., 2014), altos niveis de investimento materno e longos periodos de gestacdo (ADAMS
etal., 2018; CORTES, 2000; DULVY et al., 2014). Isso os torna consideravelmente mais
vulneraveis a pressdo de exploragdo do que os teledsteos (DAS; AFONSO, 2017).
Embora a mortalidade por pesca direta seja preocupante, o parto induzido por captura tem
grande efeito no sucesso reprodutivo destas espécies (ADAMS et al., 2018).

A pesca ¢ a agdo antropogénica que mais afeta o grupo, sendo responsavel pelo
declinio de 90% das populagdes com grande importancia ecoldgica (WOSNICK et al,

2019). Apesar das raias de dgua doce ndo serem consideradas um recurso difundido da
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pesca tradicional no Brasil (FERREIRA et al, 1998, GAMA, 2013), a crescente
urbanizagdo e aumento da populagdo rural tem estimulado os pescadores comerciais a
buscarem a pesca de raias como recurso alimentar, aumentando também o nimero destas
espécies nas taxas de pesca, como indicado por GAMA (2013). O mesmo autor pontua o
escalonamento da pesca ornamental de raias, tendo como foco principal a captura de
jovens e neonatais, pois estes apresentam condi¢des morfologicas mais perfeitas. Esse
fato pode ser diretamente associado ao fendmeno de parto induzido por captura pois,
como constatado por RANGEL et al. (2020), fémeas maiores apresentavam uma
tendéncia ao parto prematuro quando seus filhotes estavam em um estado avangado de
desenvolvimento/crescimento (Figura 9), logo a busca por fémeas gestantes maiores pode
estar diretamente ligada a pesca ornamental.

O parto induzido por captura ¢ descrito na literatura ha bastaste tempo, porém
ainda ¢ um evento pouco estudado do ponto de vista fisiologico (ADAMS et al., 2018).
Elasmobranquios viviparos sdo considerados particularmente sensiveis a este fendmeno,
devido ao alto investimento materno que permite as fémeas gestarem varios e grandes
filhotes durante um longo periodo de gestacdo (HAMLETT et al., 2005; ADAMS et al.,
2018), sendo as espécies incapazes de se reproduzir rapido o suficiente para compensar a
pressao pesqueira e outros impactos antropologicos (GALLUCCI et al., 2006). Adams et
al., (2018), em sua revisdo bibliografica acerca da prevaléncia do parto induzido por
captura, constatou que a ordem que registrou mais eventos de parto induzido por captura
foi a Myliobatiformes, seguida por Lamniformes e Squatiniformes.

Charvet-Almeida em 2001, em trabalho sobre ocorréncia, biologia e uso de raias
de dgua doce na Baia de Maraj6 (Para, Brasil), com énfase na biologia de Plesiotrygon
iwamae, constatou que todas as raias capturadas abortavam os embrides. O mesmo padrao
de parto induzido por diferentes artes de pesca (espinhéis, arrasto e tarrafas) foi verificado
por Duncan et al., (2015) nas espécies amazonicas Paratrygon aiereba, P. iwamae,
Potamotrygon motoro e Potamotrygon orbignyi ¢ por Garrone- Neto em 2010, para P.
motoro ¢ Potamotrygon falkneri no alto Rio Parana.

Um artigo recente publicado por nosso grupo de pesquisa aborda os efeitos das
caracteristicas biométricas no parto induzido por captura em P. amandae, que apresentou
taxa de 100% de aborto durante as coletas, variando de estagios iniciais de gestacao
(presenga de ovo) a estagios finais de gestagdo. Os embrides quase nunca sobreviveram,
independentemente do estagio de desenvolvimento. Ademais, fémeas maiores gestaram

mais filhotes e por consequéncia, apresentaram a expulsdo dos filhotes mais rapidamente
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durante o final da gravidez. Tanto o aborto, como o parto induzido por captura sdo
afetados por caracteristicas reprodutivas importantes, tais como o tamanho da ninhada,
tamanho materno e estagio de gestagao (RANGEL et al., 2020).

O estresse parece ser o fator que induz o abortamento de filhotes nas raias de agua
doce uma vez que este evento ocorre logo apos a captura e encalhe. Pouco se sabe sobre
os efeitos fisioldgicos e a mortalidade, imediata e pos-soltura, associada a captura e
soltura em elasmobranquios. A fisiologia do fendomeno de parto induzido por captura,
além da reproducao dos grupos de tubardes e raias sao fortemente influenciados pelo
estresse, de modo que situagdes estressoras podem causar desordem no eixo hipotdlamo-
hipofise-inter-renal e no hipotdlamo-hipdfise-gdbnadas, que sdo responsaveis pela

regulacdo fisiologica da reproducao (AWRUCH, 2013).

O eixo neuroendocrino do estresse

O eixo neuroenddcrino do estresse € conservado evolutivamente, tornando-o util
para ser utilizado como modelo para analise comparada da resposta ao estresse em
vertebrados. O envolvimento do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal j4 ¢ minuciosamente
descrito em varios grupos, como nos mamiferos (GANESH, 2020). Em outros grupos
animais, como nos peixes, este eixo ¢ substituido pelo eixo hipotalamo-hipoéfise-inter-
renal (MOMMSEN et al., 1999), com as mesmas fun¢des. O somatdrio das mudangas
fisiologicas desencadeadas quando o organismo reage a desafios quimicos, fisicos e
biologicos, adicionando-se a tentativa de compensagao sao comumente referidos como
respostas ao estresse.

O estresse pode ser definido como uma condi¢ao em que a homeostase ¢ ameagada
ou perturbada em decorréncia da acdo de estimulos intrinsecos e/ou extrinsecos
denominados estressores (SKOMAL; MANDELMAN, 2012). A agdo destes estressores
¢ dupla, produzem efeitos que ameagam ou perturbam o equilibrio homeostatico e
provocam um conjunto de respostas comportamentais e fisioldgicas como agdo
compensatdria e/ou adaptativa, habilitando o animal a superar as ameacas. Além disso, o
estresse ¢ também classificado em estresse agudo ou cronico. O estresse agudo ¢
resultante da rapida exposi¢do a um estressor. Ja o estresse cronico, advém da exposicao
continua ao estressor (SKOMAL; BERNAL, 2010).

Durante uma resposta ao estresse sdo liberados dois grupos de hormdnios: as

catecolaminas e corticosteroides (ZANUZZO et al., 2019). As catecolaminas sdo aminas
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ativas que possuem em sua estrutura o anel catecol, atuam como neurotransmissores €
hormonios circulantes no controle do sistema nervoso central e autobnomo (SILVA et al.,
2007). Ademais, desempenham papel fundamental na mobilizagdo de substratos
energéticos para o sistema nervoso central e tecido muscular durante a reagao de estresse,
como também, na inibigdo de captacao de glicose por tecidos cuja fung¢do ndo ¢é essencial
durante a exposi¢ao ao estressor (CHROUSOS, 1998).

Os corticosteroides sdo subdivididos em glicocorticoides e mineralocorticoides,
sintetizados pelas por¢des externas da glandula adrenal, cortex adrenal, ou por seu
homologo no tecido inter-renal. Os glicocorticoides podem influenciar o metabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos, e seu papel principal parece estar ligado a utilizagao
periférica da glicose. Adicionalmente, os mineralocorticoides afetam o transporte de
sodio e potassio nos néfrons renais, agindo na homeostase idnica (CHARMANDARI et
al., 2005; NORRIS, 2007).

Quanto ao eixo completo temos que, quando hd um agente estressor, o individuo
fica em estado de alerta, caracterizado pela liberacdo de catecolaminas e o hormdnio
liberador de corticotropinas (CRH), sintetizados no hipotdlamo. O CRH age na
adenohipofise, ¢ reconhecido por receptores e desencadeia a liberagdo do hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH). Por fim, o ACTH chega a glandula inter-renal ou adrenais,
através da corrente sanguinea, ocasionando producdo e liberagdo dos corticosteroides e
mineralocorticoides (ROBERTS, et al., 2014; FULLER et al., 2020).

Em mamiferos, hormonios esteroides distintos regulam o equilibrio hidromineral
e a resposta ao estresse (NORRIS, 2007). Em contraste, pensa-se que teledsteos e
elasmobranquios utilizam apenas um unico esteroide para regular ambos 0s processos.
No caso dos peixes cartilaginosos, estas fungdes aparentemente sdo desempenhadas pela
1-a-hidroxicorticosterona (EVANS, 2008), enquanto no grupo dos peixes teledsteos, o
corticosteroide usado para medi¢ao da resposta primdria ao estresse € o cortisol. Algumas
espécies de elasmobranquios também demonstraram produzir corticosterona, porém sem
um papel bem definido relacionado ao estresse (MANIRE et al., 2007)

A 1-a-hidroxicorticosterona foi isolada e caracterizada por Idler e Truscott em
1966. Nao se tem ainda uma defini¢do sobre sua agdo fisioldgica, mas associa-se a perda
de ureia plasmatica e retengdo de sodio em algumas espécies de elasmobranquios
(ARMOUR et al., 1993), ¢ produzida e secretada pela inter-renal. Sua liberagcdo ¢
estimulada por niveis elevados do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), que integra o

eixo hipotalamo-hip6fise-inter-renal. Apds situagdes estressoras os niveis plasmaticos de
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1-a-hidroxicorticosterona aumentam, juntamente com a glicolise e gliconeogénese, em
tecidos que demandam energia na primeira hora de exposi¢do ao estressor (RUIZ-
JARABO, et al.,, 2019). Tanto o eixo hipotdlamo-hipdfise-inter-renal quanto este
hormdnio sdo pouco estudados até 0 momento (SKOMAL; MANDELMAN, 2010).

A resposta ao estresse em elasmobranquios € integrada e ocorre em uma cascata
semelhante a dos outros vertebrados, embora os mecanismos compensatorios e respostas
sejam variaveis (SKOMAL; MANDELMAN, 2012), e classifica-se a resposta ao estresse
em trés niveis: primario, secundario e terciario (MAZEAUD et al., 1997). A resposta
primaria do estresse ¢ neuroenddcrina e associada a rapidos aumentos nos niveis
circulantes de catecolaminas (SKOMAL; MANDELMAN, 2012), que acarretam uma
série de alteracdes na concentragdo sanguinea da glicose, lactato, osmolalidade e pH
(FULLER et al., 2020). Adicionalmente, logo nos primeiros momentos, em resposta ao
estresse agudo, as catecolaminas sdo secretadas e conferem mudangas nas fungdes
cardiorrespiratorias (SKOMAL; MANDELMAN, 2012), com o intuito de manter os
niveis adequados de substratos energéticos e fornecer oxigénio durante a exposi¢do ao
estresse e recuperagdo metabolica (RANDAL; PERRY, 1992).

A resposta secundaria pode ocasionar um estresse cronico, que pode ter efeitos
tercidrios e originar mudangas no comportamento, crescimento, reproducao e aumento da
suscetibilidade a doencas, podendo acarretar graves consequéncias a nivel populacional
(SKOMAL, 2007). Alguns indicadores da resposta secundaria sdo metabolitos como a
glicose e o lactato (SKOMAL; MANDELMAN, 2012; GALLELGHER et al., 2014;
OTWAY, 2015) e parametros hematologicos, como por exemplo, o hematdcrito, que
pode aumentar em resposta ao estresse (MANDELMAN; FARRINGTON, 2007). Os
efeitos secundarios do estresse dependem da duragdo e da natureza do(s) estressor(es)
envolvidos e influenciados pelo contato intimo entre o sangue, as células e/ou tecidos
metabolicamente ativos (em todo o corpo), € o ambiente (através dos rastros branquiais €
sistema respiratorio).

O estresse de captura ¢ o principal fator que induz o parto prematuro/aborto no
grupo dos elasmobranquios. Este disturbio pode ser causado, por exemplo, por traumas
fisicos (arpdes, lesdes), asfixia, encalhe ou administracdo de anestésicos. Vale ressaltar
que as respostas variam de acordo com a espécie observada (ADAMS et al., 2018). O
aborto corresponde também a uma grande perda de investimento materno e ainda ndo se
sabe ao certo a magnitude do efeito sobre as populagdes, tampouco as causas deste

fenomeno, no entanto, atribui-se ao estresse de captura, devido a constatagdes de
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alteracdes na quimica do sangue, desequilibrio osmotico, aumento da concentragiao de
combustiveis metabdlicos e metabolismo anaerdbico em espécies congenéricas

(RANGEL et al., 2020).

Espécie modelo

Potamotrygon amandae, descrita por Loboda e Carvalho, (2013) (Figura 2),
conhecida popularmente como raia-comum e raia-de-fogo, se encontra distribuida nos
sistemas de agua doce na América do Sul, incluindo rios da Bolivia, Paraguai,
Argentina e Brasil (LASSO et al., 2016, LOBODA; CARVALHO, 2013). A espécie
apresenta coloracdo dorsal predominantemente cinzenta ou castanho escuro, a maioria
dos espécimes apresentam ocelos bicolores com uma mancha central branca, cinza clara
ou amarela claro, cercado por um anel preto, enquanto a coloracdo ventral ¢
predominantemente cinzenta, cobrindo quase todo o disco ventral. Adicionalmente,
apresenta denticulos dérmicos pequenos em forma de estrela, espalhada por toda a
regido dorsal do disco (LOBODA; CARVALHO, 2013, LASSO et al., 2016, RAMOS,
2017).

Pagliarini et al., (2020) classificou a espécie como sendo onivora com tendéncia
a carnivoria, com grande plasticidade alimentar no Rio Parana, estado de Sao Paulo, com
detrito e fragmento de peixe como itens principais da dieta destes animais. Além disso, ¢
descrito um alto consumo de animais bentonicos, fato que se relaciona com as taticas de
forrageamento, uma vez que com o movimento ondulatério do disco o animal agita o
substrato, proporcionando a formag¢ao de nuvens de poeira que sdo atrativos para algumas
espécies de ciclideos, demonstrando que esta espécie possui alta capacidade de

exploragdo de recursos no ambiente, como constatado por Lonardoni et al., (20006).

Figura 2 — Fémea adulta de Potamotrygon amandae Loboda & Carvalho, 2013.
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O Programa de Biologia do Instituto de Pesquisa de Recursos Biologicos
Alexandre von Humboldt (IAvH) propds em 2012 a inclusdo de espécies de raias de agua
doce no status de “provavelmente em perigo” no apéndice III da CITES (Comércio
Internacional de Espécies Ameacadas de Fauna e Flora Silvestre), devido a escassez de
estudos com o grupo, visando mitigar uma possivel superexploracdo, regulamentacao do
comeércio e tentativa de converter a pesca ornamental em atividade sustentavel, visto que
o principal impacto das raias dulciaquicolas deriva de sua relevancia como peixes
ornamentais, alimentos e também advindos de impacto na saude publica (LASSO et al.,
2016). A partir da data de inclusdo na lista da CITES, em 2017, para a exportagao de raias
do género Potamotrygon sera exigida a licenga CITES outorgada pelo Instituto Brasileiro
de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e a ndo observancia
podera acarretar multa e apreensdo dos espécimes (SPADA, 2021). Ademais, a espécie ¢
classificada na Lista Vermelha da IUCN (International Union for Conservation of
Nature) como “Data Deficient”, ou seja, sem dados suficientes para classificagdo do
estado de conservagao.

Potamotrygon amandae foi escolhida devido a disponibilidade de captura, uma
vez que ja vem sendo estudada por colaboradores do nosso grupo de pesquisa com
trabalhos acerca de aspectos parasitologicos, histomorfoldgicos, hormonais e biologia
reprodutiva, ndo havendo at¢ o momento nenhum trabalho investigando a fisiologia do
parto induzido por captura nesta espécie, tampouco para o género Potamotrygon. Além
disso, poucos estudos tém abordado o fendmeno de abortamento de filhotes em espécies
dulciaquicolas, de modo que a maior parte das pesquisas se concentram em espécies

marinhas, apesar de ser consequéncia comum das interagcdes pesqueiras com o grupo.
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Objetivos

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ caracterizar a fisiologia do estresse na raia de agua doce

Potamotrygon amandae em eventos de abortamento/parto induzido por captura.

Objetivos especificos

v' Analisar varidveis hematologica (hematdcrito); energéticas (glicose e corpos
cetonicos), respiratdria (lactato) e enddcrina (corticosterona) em fémeas adultas
de P. amandae em diferentes momentos do ciclo reprodutivo, testando se
respostas primarias ¢ secundarias de estresse atuam nos eventos de abortamento
e/ou parto induzido por captura;

v Comparar varidveis hematoldgicas, energéticas e enddcrinas entre fémeas de P.
amandae gravidas e ndo gravidas;

v' Avaliar variaveis hematologicas, energéticas e endocrinas em fémeas de P.
amandae durante o evento de abortamento/parto, visando descrever os possiveis
gatilhos para este evento drastico;

v' Comparar variaveis hematologicas, energéticas e endocrinas entre fémeas de P.

amandae sob efeito da captura e apds 60 minutos da captura.
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Material e Métodos

Area de trabalho e métodos de coleta

As coletas de fémeas de Potamotrygon amandae foram realizadas entre
novembro de 2020 e setembro de 2022, a montante do Reservatério da Usina
Hidrelétrica Engenheiro Souza Dias (Reservatorio de Jupia- 20°23'03.9"S
51°21'19.8"W), localizado no municipio de Ilha Solteira-SP (Figura 3). A figura 4

mostra a distribui¢ao de coletas e numero de espécimes.

v

IS _F"-:.xr"lo- 1

IE- Ponto:2

Ponto 1 Ponto 2

Figura 3 — Localizagdo geografica da area de coleta. Alto rio Parana (reservatorio de

Jupia, Ilha Solteira/SP). Ponto 1: Ilha Solteira e Ponto 2: Ilha da Ferradura.
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Figura 4 — Disposi¢ao das coletas e nimero de espécimes coletados por més.

Os animais foram capturados utilizando-se tarrafas como arte de pesca. O esforgo
amostral em cada coleta foi de 5 horas (autorizacdo SISBIO 72788-1, CEUA-FEIS
15/2016 e 03/2021 e cadastro SisGen AOO1CBE).

Figura 5 — Coleta de Potamotrygon amandae no Reservatorio de Jupia- Alto Rio Parana,
ITha Solteira-SP. Figura acima: barco utilizado nas coletas; figura abaixo a esquerda:
langamento de tarrafa; figura acima a direita: coleta de sangue da vasculatura caudal;

figura abaixo a direita: fémea de P. amandae e filhotes.
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Apos a captura foi realizada a primeira coleta de sangue, com o uso de seringas
heparinizadas. No caso de fémeas gravidas a segunda coleta foi realizada no momento do
abortamento e/ou parto de filhotes; ja para as fémeas ndo gravidas, a segunda coleta foi
realizada no intervalo de uma hora apds a captura (60 minutos pos captura).

Os individuos foram anestesiados com Eugenol 0,2 g.L™! por via respiratoria,
individualizados em caixas de polietileno e transportados vivos para o Laboratério de
Estudos em Fisiologia Animal (LEFISA) UNESP/Ilha Solteira, onde foram aferidos os
dados biométricos (massa do animal, comprimento de disco (CD), comprimento total

(CT), largura de disco (LD)). Apds afericdo dos dados biométricos, os exemplares foram

eutanasiados por congelamento e necropsiados.

Comprimento tota] | ——

Comprimento de
disco

Largura de disco

Figura 6 — Afericdo de dados biométricos de Potamotrygon amandae, comprimento do

disco (CD), largura do disco (LD) e comprimento total (CT).

Pluviosidade e temperatura

De forma geral, no local de coleta, o outono e o inverno correspondem a época
de seca e a primavera e o verdo a época chuvosa. Em 2021 a temperatura teve média
anual de 25,41°C £ 2,36 e em 2022 de 24,74°C £ 2,26. A média anual pluviométrica de
2021 foi de 72,11 mm £ 83,26 e de 2022 de 98,61 mm =+ 82,36. Os meses chuvosos foram
outubro, novembro, dezembro, fevereiro e marco de 2022; e os de seca julho e setembro
de 2021 e abril, maio e setembro de 2022 (Figura 7). Os dados de temperatura e
pluviosidade foram adquiridos na Rede Agrometeoroldogica do Noroeste Paulista

(http://clima.feis.unesp.br/).


http://clima.feis.unesp.br/)
http://clima.feis.unesp.br/)
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Figura 7 — Pluviosidade e temperatura média na regido de coleta. Dados provenientes da
Rede Agrometeorologica do Noroeste Paulista (Canal Clima — UNESP/Ilha Solteira).

Analises laboratoriais

Com as amostras de sangue total, realizou-se a analise de hematocrito. O sangue
foi transferido para tubos microcapilares e centrifugados a 12.000 rotagdes por minuto
durante 5 minutos. Os resultados foram calculados em relacdo a porcentagem de células
vermelhas presentes na amostra (Goldenfarb et al., 1971)

O sangue total foi centrifugado (3000 rpm por 5 minutos) para a separa¢do do
plasma; este foi removido dos tubos com auxilio de pipeta Pasteur, acondicionado em
criotubos de 2ml e congelados imediatamente a -80°C. Posteriormente, as amostras de
plasma foram descongeladas para quantificacao da glicose, lactato, corpos cetonicos e
corticosterona.

Foram quantificados o hormdnio corticosterona e o substrato energético beta
hidroxibutirato (f-HB) utilizando-se kits da marca Cayman Chemicals; glicose e lactato
foram quantificados utilizando kits da marca Labtest. As leituras de placas foram

realizadas em leitora de microplacas ELISA (Spectra Max 250, Molecular Devices).

Analises estatisticas e nomenclatura

Todos os valores serdo apresentados como média + desvio padrdo (DP). Foi
aplicado teste de Normalidade Shapiro-Wilk em todas as comparagdes. Apds atestada a
normalidade os dados, estes foram comparados utilizando-se o Teste t-pareado para

mesmos espécimes:
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momento da coleta x apds 60 minutos ou momento do aborto, e o Teste t para
comparagoes entre grupos diferentes: fémeas gravidas x fémeas ndo gravidas. Foi adotado
o nivel de significancia 0,05. Para isso, utilizou-se o programa SigmaStat 3.1. Para
estatistica descritiva foi utilizado Microsoft Excel (2021).

Neste trabalho optamos por organizar os dados graficos nomeando os eventos
abortamento/ parto induzido por captura como aborto, por ndo ser objetivo deste
desenvolver andlises que levem em conta a prole, e sim as fémeas adultas e eventos
relacionados ao estresse pos captura. Apesar disso, € importante ressaltar que segundo
Adams et al. (2018), o aborto considera a expulsdo de embrides antes que estes pudessem
sobreviver fora do utero, € o parto prematuro ocorre quando os filhotes expulsos podem

sobreviver.



30

Resultados e Discussao

Tempo médio para parto induzido por captura

Nossos resultados demonstraram que o tempo médio para abortamento de
filhotes e/ou parto induzido por captura foi de 57,5 + 27,5 minutos. O parto induzido
por captura foi registrado em todas as fémeas gravidas, independente do estagio de
gestacao (desde ovos até filhotes sem saco vitelinico- Figura 8), o que estd de acordo
com outros trabalhos publicados por nosso grupo de pesquisa (RANGEL et al., 2020 e
SPADA, 2021).

Wosnick et al., (2019) em seu trabalho sobre os impactos da pesca na reproducao
da raia viola (Zapteryx brevirostris), encontrou taxa de 100% de abortamento de filhotes,
com fémeas gravidas abortando seus embrides principalmente nas primeiras horas a até
aproximadamente 10 horas apos a captura. Adams e colaboradores em revisao de 2018
acerca da prevaléncia de partos induzidos por captura em 88 espécies de raias, tubardes e

quimeras, mostrou que o processo acomete de 2 a 85% de fémeas viviparas gravidas.

Figura 8 — Filhotes de Potamotrygon amandae em diferentes estagios de

desenvolvimento, todos advindos de partos induzido por captura.
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Biometria

Em relacdo aos dados biométricos de P. amandae, somente a massa apresentou
diferenca significativa quando comparadas fémeas gravidas e fémeas ndo gravidas. A
largura de disco nao apresentou diferenca significativa entre os grupos analisados

(Figura 9).
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Figura 9 — Dados biométricos de fémeas adultas de Potamotrygon amandae, coletadas no
Alto Rio Parana (reservatorio de Jupid, Ilha Solteira/SP). A- Massa (g) ¢ B- Largura de

)‘ Ab

disco (cm mostra diferenga estatistica significativa (P <0,001) entre as fémeas

gravidas e ndo gravidas.

A espécie modelo deste trabalho ¢ considerada vivipara, aplacentaria e
histotréfica; de modo que os embrides sdo mantidos no utero até seu completo
desenvolvimento. Este fato ocasiona o aumento da massa corporea da fémea no periodo
gestacional, como também uma série de modificacdes morfologicas na estrutura uterina,
(MARUSKA; GELSLEICHTER, 2011). Ademais, espécimes no periodo reprodutivo de
P. amandae sao facilmente identificadas pela distensdo abdominal (RANGEL et al.,
2020), ocasionada pela alocagdo dos filhotes e investimento materno, fato que justifica a
maior massa encontrada em fémeas gravidas neste trabalho.

De acordo com Guida et al., (2017) em um estudo que analisou os efeitos do
estresse em fémeas gravidas e recém-nascidos da raia Trygonorrhina dumerilii, as fémeas
tendem a ser mais pesadas no momento do parto com posterior reducdo da massa corporea

no pos-parto.
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Hematocrito

A andlise de hematocrito de fémeas gravidas no momento da coleta e no
momento do aborto, ¢ em fémeas ndo gravidas na coleta e apo6s uma hora, nao
apresentaram diferencas significativas quando comparados (Figura 10), com
amplitude média de 15 a 38% de

hemacias.
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Figura 10 — Hematdcrito (% de células vermelhas) de fémeas adultas de Potamotrygon

amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatdrio de Jupid, Ilha Solteira/SP).

Algumas varidveis sanguineas como hematocrito e hemoglobina sdo consideradas
indicadores auxiliares de resposta ao estresse (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Em
algumas espécies de teledsteos, sob efeito estimulador das catecolaminas e cortisol,
ocorre aumento na demanda de oxigénio nos tecidos (MORGAN; IWANA, 1996),
exigindo, assim, rapida diferenciacdo e prolifera¢ao de eritrocitos. A falta de alteragdes
significativas nas variaveis sanguineas, aqui demonstrado pelos valores de hematocrito,
pode indicar que as raias de agua doce, bem como outras espécies de elasmobranquios,
respondem de maneira diferente a sindrome do estresse geral observada em teledsteos de

agua doce (BRINN et al., 2012, MORRISON et al., 2015).
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Nossos resultados acerca deste parametro sanguineo corroboram com a literatura
existente. Elasmobranquios geralmente nao apresentam aumentos significativos de
hematdcrito apds exercicios exaustivos ou eventos de estresse, mas sim pequenos
acréscimos (de 10% ou menos) (SCHWIETERMAN et al., 2021; BRILL et al., 2008).

Um estudo realizado com tubardes Rhizoprionodon terraenova ndo exibiu
alteragdo de hematdcrito durante o evento de estresse de 60 minutos (HOFFMAYER;
PARSONS, 2001). Cicia et al., (2012) também ndo encontraram diferencas para este
parametro para a raia Leucoraja erinacea em todos os tratamentos do estudo: 0, 15 e 50
minutos de exposi¢ao aérea. Uma hipdtese para esta resposta é que o tempo de alostase
para esta varidvel seja maior que 60 minutos, periodo para que estas espécies mobilizem
ou eliminem globulos vermelhos circulantes em um grau observavel, ou que o estressor
ndo foi relevante para desencadear a alostase (HOFFMAYER et al., 2012). Do mesmo
modo, neste trabalho, o intervalo entre duas amostragens de sangue equivale a 60 minutos
em média, o que pode nos sugerir que o tempo nado tenha sido suficiente para mobilizagao
de globulos vermelhos em P. amandae, como ocorre em algumas espécies de tubardes e

raias.

Lactato

Do mesmo modo, também foram encontradas diferengas significativas quando
comparadas fémeas ndo gravidas apds uma hora do momento da coleta e fémeas
gravidas no momento do aborto, com maiores valores de lactato amostrados no momento
do aborto em todas as comparacdes (Figura 11). O ato de captura e manejo em algumas
espécies de elasmobranquios resulta em um conjunto de respostas fisiologicas, dentre
estes 0 aumento dos niveis de lactato. Sabe-se que altos niveis deste componente podem
ser indicativos de graves perturbagdes fisioldgicas, que em casos extremos pode
influenciar a capacidade de sobrevivéncia apos um evento de estresse (MARSHALL et
al., 2012). Neste trabalho o lactato plasmatico mostrou-se responsivo ao estresse de
captura, e foi significativamente diferente quando comparados os dois momentos de

amostragens em fémeas gravidas.
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Figura 11 — Concentragdo de lactato plasmatico (mg/dL) em fémeas de Potamotrygon
amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha Solteira/SP). &°
mostra diferenga estatistica significativa (P <0,001) entre as fémeas gravidas e nao
gravidas; ©~ mostra diferenga estatistica significativa (P <0,001) entre momentos de

coleta.

O sistema cardiorrespiratorio de elasmobranquios ndo € considerado totalmente
eficaz em atender as demandas de oxigénio durante exercicios extenuantes (BRILL et al.,
2008), consequentemente, uma fragdo consideravel da demanda de energia ¢ atendida
anaerobicamente, resultando no aumento dos niveis de lactato sanguineo e acidose
metabdlica (aumento de lactato e diminuicdo do pH e bicarbonato) (WOOD, 1991;
BRILL et al., 2008; GALLAGHER et al., 2014 ¢ WEBER et al., 2020). A clevacao de
lactato ao longo do tempo indica que o estressor agudo de captura resultou em uma
mudanga para respiragdo anaerobica, resultando no acimulo de lactato como subproduto

(FULLER et al., 2020). A mudanga para o metabolismo anaerdbico foi demonstrada por



35

Cicia et al., (2012), em estudo com a raia L. erinacea, através dos altos indices de lactato
encontrados ap6s desafio de anoxia.

Fuller et al., (2020) encontraram maiores concentracdes de lactato em 45 ¢ 60
minutos apds a captura utilizando-se espinhéis. Isso foi descrito também em R. terraenova
(HOFFMAYER; PARSONS, 2001). Resultados semelhantes foram encontrados por
Mandelman e Farrington (2007), em estudo sobre estado fisioldégico e mortalidade apds
a captura, transporte e manuten¢do em cativeiro de S. acanthias, obtendo niveis
moderados de lactato ap0s a captura de arrasto, aumentando significativamente durante o
transporte. Do mesmo modo, niveis elevados de lactato foram observados em Mustelus
antarcticus trés horas ap0s a captura, retornando aos valores basais 24 horas apos o evento
de estresse (FRICK et al., 2012).

Rangel, et al., (2021), mostrou para Rhinoptera bonasus e Aetobatus narinari
aumento significativo de valores de lactato em protocolo de manejo repetitivo,
demostrando aumento consistente na concentracdo de lactato ao longo do curso do
estressor. De acordo com Weber et al., (2020) todos os tubardes capturados apresentaram
acidose metabdlica durante a luta na linha, porém a acidose observada foi agravada por
um componente respiratorio (aumento de pCO2) em animais retirados da agua durante o
manejo.

Wosnick et al., (2018) obteve resultados interessantes acerca deste parametro, as
concentragdes plasmaticas de lactato foram maiores em fémeas que morreram apos
abortos consecutivos em comparacdo com fémeas que sobreviveram aos abortos e fémeas
ndo gravidas. Em um estudo de captura e soltura de tubardes azuis (Prionace glauca), o
lactato emergiu como um dos melhores indicadores de mortalidade, de acordo com Moyes
et al., (2006). Gallagher et al. (2014), em cinco espécies de tubardes analisados entre o
momento de captura e pés morte, mostrou valores aumentados de lactato, concomitantes
ao aumento de pCO2 e pH.

A magnitude de aumento de lactato em fémeas gravidas apos o aborto neste
trabalho foi de 8 vezes em média do momento da coleta para 0 momento do parto, em
contraste com um aumento de uma vez em fémeas ndo gravidas, temos, portanto, que o
lactato pode ser um resultado da intensa contra¢do da musculatura lisa uterina e expulsdo
dos filhotes em fémeas gravidas, ja que ¢ conhecido que a contracdo do musculo liso ¢
caracterizado pela producdo e liberacdo substanciais de acido lactico, mesmo sob

condi¢des aerdbicas normais (BARRON; PARRILLO, 1995). O questionamento paira,
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portanto, na ordem de acontecimentos, o lactato aumenta e a musculatura lisa uterina se

contrai? Ou a musculatura lisa se contrai e os niveis deste subproduto aumentam?

Glicose

Em geral, um evento de estresse resulta em niveis crescentes de catecolaminas
que por sua vez desencadeiam a glicogendlise, levando a hiperglicemia (WELLS et al.,
1986). O inicio da mobilizagdo da glicose parece acontecer antes do acumulo de lactato
no sangue (WELLS et al., 1986) e sugere que a mobilizagdo de glicose pode ser
indispensavel para a sobrevivéncia. Este metabdlito aumenta com eventos de estresse
mais longos (SKOMAL e BERNAL, 2010; SKOMAL e MANDELMAN, 2012). Os
niveis de glicose plasmatica neste trabalho ndo se alteraram entre os grupos analisados,
com amplitude média de 20 a 35 mg/dL (Figura 12). Apesar da auséncia de diferenga
estatistica, as médias no segundo momento de coleta mostraram-se maiores para os dois

grupos amostrados.
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Figura 12 — Concentra¢do de glicose plasmatica (mg/dL) em fémeas adultas de
Potamotrygon amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha
Solteira/SP).

Marshall et al., (2012) em seu trabalho sobre os indicadores de estresse em 11

espécies de tubardes capturados com espinhel, descreveu que Alopias pelagicus apresenta
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maiores niveis de glicose quando comparado com as demais espécies, e P. amandae
amostrada neste estudo (com média de 10,6 nmol/L comparado com média de 5,7 nmol/L
nas outras espécies e 1,94 nmol/L para P. amandae). A espécie A. pelagicus, em geral,
caracteriza-se por ser agressiva quando capturada, exibindo lutas intensas na linha e alto
escopo metabolico para suportar essas atividades de natacdo (DICKSON et al., 1996;
BERNAL et al., 2003; HEBERER et al., 2010). Os altos niveis de glicose nesta espécie
podem ser reflexo da demanda geral de glicose proveniente do tempo de luta na linha,
mas, alternativamente, também pode refletir um maior alcance metabolico (MARSHALL
et al., 2012). Os niveis médios observados em P. amandae neste estudo foi 1,94 mmol/L,
0 que mostra grande passividade da espécie durante o estresse agudo de captura.

A variacdo interespecifica também deve ser levada em conta, Rangel et al., (2021)
apresentou dados de concentragdo de glicose em quatro espécies de raias marinhas
coletadas acidentalmente no litoral do sudeste brasileiro, € encontrou valores variando
entre 40 e 60 mg/dL, valores maiores do que os encontrados para P. amandae em nossas
observacgdes, e bastante variadas entre as espécies coletadas por Rangel e colaboradores.
Adicionalmente, assim como a grande variacdo intraespecifica encontrada para P.
amandae, as espécies R. bonasus e Rhinoptera brasiliensis amostradas por Rangel
mostraram grande variacao individual para a concentracdo deste substrato.

Ciciaetal., (2012) em estudo sobre as variagdes na resposta fisioldgica ao estresse
a exposi¢do aérea naraia L. erinacea, encontrou resultados muito semelhantes aos obtidos
neste estudo, uma vez que a exposi¢do aérea nos dois primeiros tratamentos (0 e 15
minutos) ndo mostraram alteragdes, € somente com 50 minutos de exposi¢do ao ar, 0s
niveis de glicose se elevaram. Considerando nossos resultados, fémeas gravidas na
captura (32.8+21.1 mg/dL) e fémeas ndo gravidas na captura (32.3+16.8 mg/dL), pode-
se dizer que a resposta observada em L. eurinacea foi detectada também em P. amandae
no momento da captura. Do mesmo modo, fémeas no momento do aborto (37.2+20.2
mg/dL), que ocorre em média apoés uma hora de captura, correlacionam-se com 0s
resultados obtidos por Cicia et al., (2012) no ultimo tratamento de exposi¢ao ao ar, em

50 minutos, com aumento de valores.
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Corticosterona

A corticosterona ¢ um hormonio altamente conservado em vertebrados, este ndo
pode ser armazenado intracelularmente; ¢ sintetizada e circulada sob demanda, o que o
torna um excelente alvo para estudos de estresse (BRINN et al., 2012). Um estudo com
a arraia cururu (Potamotrygon cf. histrix) demonstrou possivel responsividade da
corticosterona ao estresse ocasionado pelo transporte, uma vez que os niveis basais,
obtidos no momento da captura dos animais, aumentaram progressivamente apos 13 e 24
horas pds transporte (BRINN et al., 2012).

Neste trabalho os niveis plasmaticos de corticosterona ndo mostraram diferencgas
significativas entre os grupos comparados (Figura 13), com altissima variagao intragrupo,
0 que, possivelmente, inviabilizou a comparacao estatistica dos dados coletados.

Concentragdes plasmaticas de corticosterona mostram variagoes especificas entre
machos e fémeas assim como variagdes sazonais associadas a reprodu¢do em varios
elasmobranquios. Em tubardes martelo os niveis de corticosterona foram relacionados
com o crescimento testicular e espermatogénese em machos; ja em fémeas
correlacionam-se com a vitelogénese, migragao, acasalamento e gestacio (MARUSKA;
GELSLEICHTER, 2011). Corroborando o observado, para a espécie de raia australiana
Trygonorrhina dumerilii, submetida aos estresse de arraste e estresse aéreo, as
concentragdes e variacdes dos niveis de 17 B-estradiol, progesterona e testosterona nao
foram reativas ao estresse, porém se observou diminuigao significativa da massa corpérea
das fémeas adultas, além da massa dos filhotes frutos de maes estressadas (GUIDA et al.,
2017).

Manire et al., (2007), demonstrou em seu estudo com a arraia Dasyatis sabina que
os niveis de corticosterona em fémeas estavam relacionados com o final da gravidez,
parto e pods-parto, diminuindo consideravelmente nos outros estagios do ciclo
reprodutivo. No presente estudo, a concentragdo plasmatica de corticosterona se manteve
estavel em fémeas gravidas e fora do periodo gestacional. E sabido que a corticosterona
desempenha um papel significativo na sazonalidade da reproducdo em elasmobranquios,
muito provavelmente relacionado ao eixo de estresse, mas sua func¢ao pode diferir entre
sexos e espécies (dado a diversidade de modos reprodutivos no grupo) (MARUSKA;
GELSLEICHTER, 2011), o que pode ser a explicacao para a falta de diferenca entre os

grupos amostrados neste trabalho.
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Figura 13 — Concentragdo de corticosterona (pg/ml) em fémeas adultas de Potamotrygon

amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatério de Jupid, Ilha Solteira/SP).

Adicionalmente aos resultados de estresse observados durante a apos o evento de
captura, observamos na maioria das fémeas em periodo pos-copula cicatrizes de embate
na regido do disco (Figura 14), provavelmente provenientes de mordidas durante a copula,
0 que nos permite explicar que apesar das concentragdes plasmaticas de corticosterona
nao diferirem entre os grupos amostrados, os animais em periodo de copula ja mostraram
tal estresse, por isso a variagdo tao grande de resultados e desvios padroes.

Rangel et al.,, (2023) em seu trabalho sobre evidéncias de cicatrizes de
acasalamento em fémeas de Galeocerdo cuvier no Arquipélago de Fernando de Noronha,
demonstrou que todas as fémeas apresentaram cicatrizes de copula; exceto uma que
aparentemente estava gravida. Tais feridas e cicatrizes sdo provenientes da tentativa do
macho de acasalar (RITTER; AMIN, 2019), o que consequentemente causa estresse nos

individuos.
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Figura 14 — Exemplares de Potamotrygon amandae mostrando cicatrizes de copula em

toda a extensao do disco.

Corpos cetonicos

Corpos cetonicos sdo comumente utilizados como fonte alternativa de
combustivel aerdbio, sendo considerada uma caracteristica do grupo dos
elasmobranquios (SPEERS- ROESCH e TREBERG, 2010). Os corpos cetdnicos,
incluindo acetoacetato e [-hidroxibutirato (3-HB), sdo combustiveis de alta energia
produzidos a partir de Acetil- CoA pelas mitocondrias do figado e depois exportado
para os tecidos adjacentes para oxidacdo (BALLANTYNE, 1977; LAFFEL, 1999).
Alguns estudos tém mostrado que elasmobranquios tem niveis relativamente altos de
enzimas envolvidas no metabolismo de corpos cetonicos, como a D-[]-hidroxibutirato
desidrogenase ([1-HBDH) (SPEERS- ROESCH e TREBERG, 2010).

Esta fonte energética mostrou padrao de maiores valores no momento da coleta
para fémeas gravidas e ndo-gravidas, em comparagdo com valores apds o evento de aborto
e ap6s 60 minutos. Adicionalmente, as fémeas gravidas mostraram maior concentracao
de corpos cetonicos na coleta apds aborto em comparacdo com fémeas ndo gravidas apos
60 minutos. A explica¢do para estas diferencas pode estar ligada a importancia deste
substrato energético no periodo de estresse, com diminui¢do de 45,6% nas fémeas
gravidas e 80,45% em fémeas ndo-gravidas, mostrando o uso desigual desta fonte

energética dependendo do estagio de gestagao.
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Figura 15 — Concentragdo de corpos cetonicos (mM) em fémeas de Potamotrygon
amandae, coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha Solteira/SP). P
mostra diferenca estatistica significativa (P <0,001) entre as fémeas gravidas e nao
gravidas; " mostra diferenca estatistica significativa (P <0,001 e P <0,05) entre

momentos de coleta.

Richards et al., (2003) em seu trabalho sobre metabolismo do exercicio e
recuperagdo em Squalus acanthias demonstrou que o musculo branco de sua espécie
modelo parece depender de corpos cetonicos durante a recuperagdo do exercicio. Do
mesmo modo, Walsh et al., (2006) também demonstrou a importancia destes compostos
em seu estudo acerca da organizacdo metabdlica e efeitos da alimentag¢do nas atividades
enzimaticas na glandula retal de S. acanthias.

O padrao de manuten¢ao de valores de glicose plasmatico e grande responsividade
de corpos cetdnicos em eventos estressantes de P. amandae descritos aqui sao
corroborados pelo trabalho de Speers-Roesch et al. (2006), que mostra que a capacidade
de oxidagao do corpos cetdnicos foi detectada em todos os tecidos de todas as espécies
de raias de agua doce investigadas; e a capacidade glicolitica, indicada pela atividade da
piruvato quinase, forneceu informagdes sobre a importancia diminuida de carboidratos
como combustivel metabdlico. A explicagdo para tais resultados estaria ligada a evolucao,

em que espécies dulciaquicolas apenas mantiveram caracteristicas de seus ancestrais
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marinhos, ¢ que a colonizacdo do ambiente de dgua doce nao foi uma forca seletiva
suficientemente poderosa para causar a adog¢do de uma organizacdo metabolica
semelhante a dos teledsteos, em que as proteinas sdo substrato preferencial de quebra

energética no grupo.

Fisiologia do parto induzido por captura em Potamotrygon amandae

Hipotese da inibicdo da relaxina

Elasmobranquios viviparos apresentam liberagdo do hormonio relaxina,
molécula com 45% de homologia com a relaxina de mamiferos, em resposta ao estradiol.
Este hormonio ¢ liberado durante a gravidez, em que regides do trato reprodutivo devem
se ampliar ou se adaptar significativamente para permitir a passagem dos ovos ou fetos
(SCHWABE; BULLESBACH, 1990).

Em andlises farmacoldgicas, os efeitos da relaxina na presenca e auséncia de
esteroides ¢ no aumento da area transversal cervical, mostraram que esta molécula ¢
funcional e tem bioatividade aumentada na presenga de estrogenos (CALLARD et al.,
1989). Adicionalmente, doses aumentadas de relaxina (10, 100 e 1000 ng/mL) em
Squalus resulltaram em uma diminuicdo, relacionada a dose, na taxa de contracdo
influenciando significativamente a amplitude ou duragdo das contragcdes (CALLARD et
al., 1989). A relaxina também inibe as contragdes uterinas no cac¢ao, o que protegeria os
embrides encapsulados durante o inicio da gravidez e evitaria o parto precoce
(SORBERA; CALLARD, 1995). Acrescenta-se, que em mamiferos ¢ descrito que a agao
da relaxina estad ligada diretamente a ligacdo agonista desta aos receptores de
catecolaminas e glicocorticoides cerebrais (DSCHIETZIG et al., 2009).

Sendo verdadeiro para P. amandae, o estresse de captura e liberacdo de
catecolaminas, e ndo de corticosteroides, resultaria em parto por inibicdo da liga¢ao da
relaxina, levando a contragdo da musculatura lisa uterina e consequente aumento de
lactato. Energeticamente os corpos cetdnicos, € ndo a glicose, seriam utilizados como
fonte energética preferencial para momentos de estresse em fémeas em diferentes
momentos de ciclo reprodutivo, sendo, porém, utilizados de forma mais lenta em fémeas
gravidas, com menor taxa de decaimento. Finalmente, os filhotes frutos deste evento de

estresse ndo apresentam sobrevida, independente do estagio de desenvolvimento.
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Conclusoes

Demonstramos para a espécie Potamotrygon amandae, que:

e A gravidez impacta positivamente na massa corporea da espécie;

e Todas as fémeas gravidas capturadas apresentaram abortamento/parto induzido
por captura;

e O tempo médio para abortamento de filhotes e/ou parto induzido por captura foi
de 57,5 £ 27,5 minutos;

e Fémeas apresentam cicatrizes de copula em toda extensao do disco;

e (Células da linhagem vermelha do sangue ndo sdo responsivas ao estresse de
captura;

e Lactato plasmatico, considerado marcador de respiracdo anaerdbica e/ou
subproduto da contracdo de musculatura lisa, aumenta apos evento de estresse de
captura, com magnitude aumentada para fémeas gravidas;

e O glicocorticoide corticosterona apresenta alta variagdo intraespecifica, € ndo
parece aumentar apés a captura, tampouco se diferencia entre fémeas gravidas e
ndo gravidas;

e O substrato glicose nao apresenta responsividade a captura, o que mostra este
substrato ndo ¢ preferencial durante o estresse agudo;

e Corpos cetdnicos sdo fonte energética preferencial para momentos de alostase
durante estresse agudo da espécie;

e A utilizacao dos corpos cetonicos ocorre de forma mais lenta em fémeas gravidas,

com menor taxa de decaimento neste grupo, comparado com fémeas nao-gravidas.
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