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RESUMO

No presente estudo, as branquias de Paratrygon aiereba foram investigadas
morfometricamente. Uma metodologia inovadora foi empregada para investigar as diferencas
morfométricas em cada arco branquial, os resultados obtidos foram comparados com outras
espeécies de arraiais de agua doce (Familia Potamotrygonidae). Exemplares de Potamotrygon
sp. (cururu) (n= 4; 0,06 = 0,01 kg), Potamotrygon motoro (n= 5; 0,10 + 0,05 kg),
Potamotrygon leopoldi (n=4; 0,06 + 0,01 kg) e um exemplar de Paratrygon aiereba (n= 1,
2,63 kg) e um exemplar de Potamotrygon schroederi (n=1; 0,061 kg) foram coletados e suas
branquias processadas histologicamente para as analises morfométricas (estereologia). A
imensa massa corporal de Paratrygon aiereba e seu reduzido sistema branquial é um
paradoxo. A area superficial lamelar e a barreira de troca gasosa pesam negativamente para o
design de suas branquias, resultando em baixo fator de difusdo anatdmico e reduzida
capacidade de difusdo O. Isso compromete um metabolismo oxidativo e indica um estilo de
vida mais sedentério da espécie. A presenca de regulares células mucosas pode facilitar a
excrecdo de CO2. O 39 4° e 5° arcos branquias apresentam as maiores areas superficiais,
provavelmente sendo mais recrutados pelo animal em repouso. Futuros estudos sobre as taxas
metabolicas desta espécie devem ser conduzidos para embasar os dados morfometricos
obtidos neste estudo.

Palavras chave: Paratrygon aiereba,Branquias, estereologia.
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1. INTRODUCAO

As arraias da Familia Potamotrygonidae (Chondrichthyes; Elasmobranchii) séo
0 Unico grupo entre os elasmobranquios que estd completamente adaptado
para viver exclusivamente em agua doce. Atualmente essas arraias estdo inseridas em
trés géneros: Paratrygon e Plesiotrygon que sd8o monotipicos e Potamotrygon que é
politipico apresentando 20 espécies validas (McEachran & Aschliman, 2004). A familia
Potamotrygonidae esta restrita a regido Neotropical. Apenas as espécies Potamotrygon
motoro, P. orbignyi e Paratrygon aiereba ocorrem em mais de uma bacia hidrografica.
(Carvalho et al., 2003). Os mesmos autores relatam que cerca de 81% das espécies
ocorrem nas bacias hidrograficas brasileiras e, pelo menos 11 especies (3 géneros)
podem ser capturadas no rio Amazonas e seus tributarios. Ocorrem no Médio rio Negro
5 espécies dentre 2 géneros de potamotrigonideos.

Os Potamotrigonideos apresentam algumas caracteristicas semelhantes aos
Elasmobranquios marinhos: baixa fecundidade, maturacdo tardia e crescimento lento.
Além disso, a restricdo de um ambiente de reducdo de habitats de agua doce (durante
periodos de baixa nos ambientes aquaticos) faz dos potamotrigonideos as espécies mais
vulneraveis do que suas ancestrais marinhas. Algumas arraias de &gua doce sao
endémicas, e, aparentemente, exigem condi¢6es de habitat muito especificos, tais como
acidos e aguas pouco oxigenadas. Elas apresentam um pequeno intervalo de tolerancia
aos impactos naturais e antropicos (Compagno & Cook, 1995; Marques, 1996).

Paratrygon aiereba do qual é o interesse desta pesquisa encontra-se amplamente
distribuida nos sistemas de rio da Bacia Amazonica e bacia do Orinoco (Martin, 2005).
Esta espécie constitui populacdes locais com baixa variabilidade genética, um padrao
ndo-migratoério. Tem cumprimento normalmente de 60-120 cm, pesando até 70 kg
aproximadamente. A sua gestacdo é de 9 meses, possui cauda e ferrdo curtos, olhos
pequenos por este motivo enxergam com dificuldade (Charvet-Almeida et al., 2005;
Aradujo et al., 2004).

Visto que as branquias estdo em intimo contato com o meio ambiente e
respondem prontamente a alteracdes deste (plasticidade), é 16gico conceber que este
orgdo, atraves de seus componentes funcionais basicos (area superficial e barreira de
troca gasosa), seja um excelente indicador da estratégia metabdlica do animal e de seu
habito de vida.



Nos elasmobrénquios, a organizacdo branquial € um tanto quanto diferente da
observada em teledsteos. Com exce¢do do primeiro arco branquial, uma hemibranquia,
0S quatro arcos restantes sdo holobranquias. Os filamentos estdo aderidos a um espesso
arco branquial e se comunicam diretamente atraves de um septo branquial formado por
tecidos conjuntivo, musculo e barras de cartilagem mineralizadas (tecerae). Este
conjunto suporta e movimenta os filamentos branquiais dentro da cavidade branquial.

Evidéncias recentes apontam para provaveis diferencas na funcionalidade
(quantidade de trocadores ionicos e capacidade de difusdo de gases) entre os cinco arcos
branquiais das arraias de dgua doce estudadas (Duncan et al., 2009). O presente estudo
investiga também se as anélises morfométricas podem evidenciar tais diferencas.

A estereologia (ramo da anatomia quantitativa) pode fragmentar as branquias de
peixes (Costa et al., 2007) em seus componentes estruturais e tracar indicios do estilo de
vida/metabolismo do animal (&rea superficial e espessura da barreira na lamela
respiratoria) e disponibilidade de area no filamento para trocas i6nicas.

Enquanto vérias informacdes estdo disponiveis sobre a morfologia e a fisiologia
dos representantes marinhos de elasmobranquios, pouco ou nada se conhece da
morfologia/ morfometria do epitélio branquial dos representantes de &gua doce
amazonicos. Tais informacgdes seriam relevantes tanto para a fisiologia da espécie como
no estabelecimento de procedimentos adequados quanto ao manejo das mesmas.

A presente proposta mostra-se de fundamental importancia, pois se destina a
avaliar e fornecer dados sobre a morfometria do sistema branquial de arraias
amazonicas da espécie Paratrygon aireba através de uma metodologia inovadora e
altamente recomendada no meio cientifico. Esta espécie atinge sua maturidade sexual
aos 35 anos de idade e seu ciclo reprodutivo coincide com o ciclo hidrologico regional
(Araujo et. al., 2005). Conhecida como a maior arraia de 4gua doce, Paratrygon aiereba
necessita de maiores informacgdes sobre sua fisiologia respiratoria diante de um
ambiente em constante acdo antropogénica. Demais representantes de agua doce
(Potamotrygon sp. (cururu), Potamotrygon motoro e Potamotrygon leopoldi) foram
incluidos neste estudo para ampliar o conhecimento da fisiologia comparativa das
especies. Por exemplo, P. schroederi é simpatrica e sintdpica (encontradas
ocasionalmente no mesmo microhabitat) a Paratrygron aiereba, tornando os dados
valiosos do ponto de vista da morfo-fisiologia. A espécie Potamotrygon sp. apresenta
uma baixa area respiratoria e € a menor das arraias com potencial de exportacdo. Os

dados apresentados neste relatorio se referem a analise de um exemplar de P. aiereba,



onde seus cinco arcos branquiais foram exaustivamente estudados resultando em uma
metodologia inédita em morfometria branquial. Os demais exemplares ainda estdo em
processamento de contagem e ndo foram incluidos neste relatério por questdo de falta
de tempo habil. Embora se trate de um Gnico exemplar, fica evidente nos resultados o
potencial da metodologia aplicada, visto que os valores obtidos estdo proximos dos
dados gerados para outras espécies.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar uma investigacdo morfométrica (estereoldgica) do sistema branquial das
arraias de agua doce Paratrygon aiereba capturadas no municipio de Barcelos, Médio
rio Negro (Amazonas).

2.2 Especificos

i) Aplicar técnicas estereoldgicas para a determinacdo do volume total, area

superficial, relacdo superficie-volume, espessura da barreira de troca gasosa, capacidade

de difusdo morfométrica e fator de difusdo anatdmico em arcos branquiais individuais;

i) Entender a dindmica de cada arco branquial e seu envolvimento com o

compromisso ion-respiratorio dos animais;

iii) Determinar a composigéo idnica do meio ambiente em que se encontram os

animais (campo e ambientes confinados);

iv) Relacionar os dados obtidos com o habito de vida da espécie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Método

3.1.1 Local de Coleta

Figura 1: Local de Coleta dos exemplares de Paratrygon aireba, principais rios afluentes do Rio Negro
(Fonte: Wallice Duncan).

Um exemplar de Paratrygon aiereba (n= 1; 2,63 kg) e um exemplar de
Potamotrygon schroederi (n= 1; 0,061 kg) foram coletados na Bacia do Rio Negro,
préximo a cidade de Barcelos, principal area de pesca de peixes ornamentais no Estado
do Amazonas. Os animais foram capturados com o uso de instrumentos convencionais
de pesca (anzol, currico, malhadeira ou zagaia) e imediatamente sacrificados através de
contusdo na regido cefélica(Figura 1, 2 e 3). Os exemplares de Potamotrygon sp.
(cururu) (n= 4; 0,06 £ 0,01 kg), Potamotrygon motoro (n= 5; 0,10 £ 0,05 kg) e
Potamotrygon leopoldi (n= 4; 0,06 £ 0,01 kg) foram oriundos de apreensdo (IBAMA) e
se destinavam a exportagdo para o exterior. Esses ultimos j& haviam passado por

sistema de quarentena no centro exportador e chegaram vivos ao Laboratério de
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Citologia, UFAM, Manaus, AM, onde foram sacrificados. Apos esta etapa, todos os
animais foram pesados e medidos (comprimento total) antes da coleta dos tecidos.

Figura 2: Rapichés utilizados para a coleta dos Figura 3: Tanque rede para acimatizacdo dos
exemplares (Fonte: Wallice Duncan). exemplares capturados(Fonte: Wallice Duncan).

3.1.2 Coleta dos tecidos

Apds a captura, as arraias (Figura 4) foram anestesiadas (MS-222 tamponado) e
imediatamente sacrificadas através de contusdo na regido ceféalica. ApoOs esta etapa,
todos os animais foram pesados e medidos (comprimento total) antes da coleta dos
tecidos. As branquias foram coletadas e fixadas in situ por imersdo em solucdo de
glutaraldeido 2,5% + solucdo tampdo de fosfato de Na* (pH 7,8; osmolaridade,
aproximadamente 300mOsmol). O conjunto completo contendo 5 arcos branquiais foi

destinado as analises estereologicas.
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4

Figura 4: Exemplares coletados neste estudo (A)Paratrygon aiereba, (B)
Potamotrygon motoro (C) Potamotrygon schroederi (D) Potamotrygon sp. (cururu)
(Fonte: Wallice Duncan)/e (E) Potamotrygon leopoldi (Fonte:
http://www.zipcodezoo.com/hp350/Potamotrygon_leopoldi_3.jpg).
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3.1.3 Estereologia de branquias (microscopia optica)

Os procedimentos de amostragem e orientacdo dos tecidos foram planejados
para combinar o Principio de Cavalieri para a determinacdo do volume de referéncia
(Michel & Cruz-Orive, 1988) com o método de seccionamento vertical para a
determinacdo de area superficial (Baddeley et al., 1986; Costa et al., 2001; Costa et al.,
2007). Cada arco branquial foi separado e indicado com respeito a sua posicdo no
animal (1° ao 5° - cefalico-caudal). Cada arco foi seccionado em quatro porcdes de
comprimentos aproximados. Em seguida, as amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de etanol e impregnadas com hidroxietil-metacrilato
(Technovit 7100®, Kiilzer-Heraues, Alemanha). Nesta etapa as amostras ganharam
consisténcia ao corte. Em seguida, as amostras ordenadas em um molde histol6gico de
forma que a posicdo geométrica da 1% amostra foi escolhida ao acaso, as amostras
seguintes foram dispostas sobre a 1% seguindo um giro de 15° no sentido esquerda-
direita. Ao final do processo, obtivemos um bloco para microtomia contendo um arco
inteiro, fragmentado em 4 porgdes onde cada secdo foi disposta verticalmente em
relacdo ao plano horizontal em que as mesmas foram dispostas (Baddeley et al., 1986;
Costa et al., 2001; Costa et al., 2007). A microtomia produziu doze sec6es histoldgicas
(3 wm) por arco. As secOes foram coradas com PAS (periodic acid Schiff reaction;
Kiernan, 1990) e azul de toluidina 0,5% (Figura 6).

Figura 5: Coleta das branquias. (Fonte: Oscar  Figura 6: Branquias em processo de fixacdo com

Costa). GTA 2,5% e posteriormente com alcool a 70%.
(Fonte: Watuzy Barbosa).

” A -’
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Figura 7. Sistema de amostragem dos arcos branquiais de Paratrygon aiereba
para a geracdo de secOes verticais com o uso de um transferidor para auxiliar na
rotacdo das amostras (A-C). Inclusdo das amostras em resina plastica e
microtomia (D-E).
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3.1.4 Determinacédo do volume de referéncia de acordo com o principio de

Cavalieri

A imagem do conjunto de arcos alinhados vista através do bloco de resina foi
medida (comprimento total) com a ajuda de um estereomicroscépio Olympus SZ40
equipado com uma lente micrometrada e o valor aferido foi dividido por seis (niUmero
de secBes pretendidas). A primeira posicdo de corte determinou-se ao acaso e as
seguintes foram acrescidas do correspondente valor de espessura entre cada secéo.

O volume do tecido branquial foi determinado usando um microscépio Olympus
BX-41 conectado com uma camara-clara (Olympus U-DA) e posicionado sobre um
negatoscépio onde sistemas teste de contagem contendo pontos e arcos cicldides
serviram como parametros de determinacdo (Figura 7). (Perry, 1978). O volume de

referéncia (Vi) dos filamentos e lamela secundéria juntos foi calculado pela contagem
de pontos (Howard & Reed, 1998) como Vt = Z Pi(a/ p) *Ts, onde pz Pi é o nimero
i=1 i=n

total de pontos sobre os tecidos do filamento e da lamela secundaria, a/p é a area
representada por cada ponto e Ts € a distancia entre as se¢des seqiienciais (Howard &
Reed, 1998). Um coeficiente de erro de 5% e desvio de 15% foram considerados
aceitaveis (Gundersen & Jensen, 1987). A equacdo apresentada se deve a Bonaventura
Cavalieri (1598-1647) e representa a forma mais elegante de determinacdo de volume
de qualquer estrutura, independente de sua forma ou complexidade a partir de sec¢oes
seriais do objeto/6rgéo (Figura 7, 8).

TR I Y .

Peiiie

Figura 7: Camara clara, microscopio Figura 8: Micrografia de luz (baixo aumento)
6ptico para andlise do material. (Fonte: ilustrando a secéo vertical com trés porcoes de
Oscar Costa). arcos branquiais (I, Il e Ill). Uma por¢do do

sistema teste que foi sobreposto sobre a imagem
do microscdpio para a determinagdo do volume
e relacdo superficie-volume é mostrado. A seta
indica o plano vertical das medidas (Fonte:

Oscar Costa).
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3.1.5 Determinacéo dos volumes diferenciais (relativos)

Os volumes dos diferentes componentes branquiais (filamento — conjuntivo +
vasos) e lamela (epitélio + células pilares + espacos de sangue + celulas do sangue)
foram determinados por contagem de pontos empregando as mesmas se¢des usadas para
determinacdo do volume segundo Cavalieri, mas em aumento maior (1000). Empregou-
se um sistema teste para se¢des verticais com uma relacdo contendo arcos cicldides e

pontos para a contagem dos componentes.

3.1.6 Determinacdo da area superficial da espessura da barreira de difusdo:

secdes verticais

A érea superficial (S) foi estimada em conjunto com a determinagdo dos
volumes diferenciais. A &rea superficial dos filamentos e da lamela secundéria foram
estimadas de suas respectivas relacoes superficie-volume (Sv), determinadas a partir das
intersecdes das superficies branquiais com os arcos cicldides de comprimento conhecido
multiplicado pelo volume de cada componente (filamento e lamela secundéria), de
acordo com Baddeley et al. (1986). O valor de Sy de filamento e lamela secundéria foi
calculado como Sy = 2I/L, onde | é o nimero de interse¢bes das linhas teste com a
superficie e L é o comprimento total das linhas teste.

A espessura da barreira de difusdo agua-sangue foi estimada no maior aumento
(1000).

Um sistema de linhas paralelas foi sobreposto ao sistema teste estereoldgico, o
angulo de inclinacdo dessas linhas foi variavel escolhido ao acaso usando dados de 10
lados. As distancias (li) foram medidas usando-se uma régua semi-logaritimica (Perry,
1981), construida de modo que a por¢do mais acurada (linear) da régua correspondesse
com o maximo de freqiiéncia das medidas. A média harmonica da espessura da barreira
(Weibel & Knight, 1964) foi calculada para cada animal como = = 2/3 I, onde Ix € a
média harménica dos comprimentos medidos ao microscopio, corrigidos em relacdo ao

aumento.
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3.1.7 Superficies respiratdrias e ndo-respiratorias

Os pontos de intersecdo classificou-se em trés categorias: 1) aqueles coincidindo
com superficies respiratoria (Sr), 2) aqueles coincidindo com superficies né&o-
respiratéria (Snr) € 3) aqueles em que a natureza respiratéria e nao-respiratoria da
superficie ndo pode ser determinada (Sna). A porcentagem de area superficial que foi
considerada respiratoria (% Sr) calculou-se como:

%S, = _le *100
R + NR
Onde Ir € a soma de todas as intersecGes que tocam superficies respiratorias e Inr € a

soma de todas as interse¢des que tocam superficies ndo-respiratorias
3.1.8 Fator de difusdo anatdmico e capacidade de difusdo morfométrica

O fator de difusdo anatémico (FDA) (Perry, 1978) foi calculado como a area
superficial respiratoria em relacdo a massa corporal (Sr/Mg) dividido pela média
harménica da espessura da barreira (m). A capacidade de difusdo morfométrica (D)
calculou-se como o produto da ADF e o coeficiente de difusdo de Krogh (K) da camada
tissular respectiva corrigido para 25 °C (Weibel, 1979).

3.1.9 Estimativa da constante de difuséo de Krogh (K)

Os valores de K para 0s gases respiratorios no tecido epitelial séo
aproximadamente duas vezes daqueles para o tecido conjuntivo. Portanto o volume
relativo das células epiteliais foi estimado separadamente daqueles das células pilares e
membrana basal associada. O valor obtido por cada tecido multiplicou-se pelo valor de
K apropriado. Essa relacdo numérica proporcional produziu valores de K para o

oxigénio (Koz) no tecido branquial. O mesmo procedimento foi realizado para 0 Kco>.
3.1.10 Estatistica

Os dados estereoldgicos obtidos através da microscopia de luz foram avaliados

para a espécie e o0 estimador da variancia determinou-se usando o coeficiente de erro
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(C.E.) para cada parametro. A precisdao da estimativa do volume de referéncia segundo
Cavalieri foi determinada de acordo com Cruz-Orive (1993) e Howard & Reed (1998):

~var P
> P

A varP depende do “noise” (acuracia do sistema teste) e a variancia da soma das

CEQ.P)=

areas (varsarea): VarP = noise + varsarea (Gundersen & Jensen, 1987; Howard & Reed
1998). O “noise” indica o quanto a estimativa mudar se o sistema teste fosse disposto
de modo diferente. A variancia da area ¢ uma funcdo do numero de se¢es é calculada
baseada na analise de covariograma dos dados sobre as areas transversais (Howard &
Reed, 1998).

O CE da relacéo superficie-volume (Sv) foi estimada de acordo com Howard &

Reed (1998) usando a equacdo:

Z.i li
1/ Y Pi
i=1

Onde n é o ndmero de pontos que tocam o espaco de referéncia, I/p € o
comprimento da linha teste por ponto.

Como o desvio padrdo da media harménica da barreira de difusdo ndo é
definido, o estimador da variancia da espessura da barreira foi dado como SD e CE da
média aritmética do comprimento dos interceptos.

Para determinar quais variaveis abioticas podem explicar as variacdes de dado
parametro bioldgico em particular, os dados dos parametros fisioldgicos e/ou
morfofisiolégicos foram correlacionados (correlagdes parciais) com os dados dos

parametros limnoldgicos.
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4. Resultados e Discussdes

4.1 Morfologia branquial

A anatomia branquial de elasmobranquios apresenta algumas peculiaridades em
comparagdo aos teledsteos. As brénquias das arraias de agua doce estudadas
caracterizam-se por apresentar relativamente curtos filamentos branquiais de onde
brotam lamelas secundarias regulares (Figura 9A-F). Cinco pares de arcos branquiais
podem ser facilmente identificados. A partir de cada arco irradiam duas fileiras de
filamentos (holobranquias) com excecdo do primeiro arco que € composto apenas por
uma fileira de filamentos e suas lamelas (hemibranquia). O septo interbranquial das
holobrénquias se estende da base de cada arco até a pele (tegumento externo) e forma
distintas fendas branquiais por onde a 4gua que banhou as branquias deixa o animal.

A rota tipica para o fluxo de &gua através das branquias de elasmobranquios é no
sentido da agua entrar na faringe via boca ou espiraculo (valvulas craniais para a entrada
de agua), entdo passar sobre os filamentos branquiais e seguindo o septo interbranquial
até sua saida pelas fendas branquiais. O arco contém as artérias branquiais aferentes e
eferentes que suprem e drenam o sangue dos filamentos, respectivamente. E a partir dai
que se originam as artérias filamentais aferentes que se estendem ao longo do filamento
e ddo origem a vasculatura da lamela (lamellar sinus). O sangue que é drenado da
lamela penetra na artéria filamental eferente e dai para a artéria branquial eferente para
se incorporar a circulacdo sistémica. Durante a ventilacdo, a agua move-se por entre 0s
espacos interlamelares em um movimento contrario ao fluxo de sangue.

Quando as branquias sao orientadas para a obtencdo de se¢des verticais, o que se
observa sdo perfis de filamentos, lamelas e parte do arco branquial (Figura 9A).
Dependendo da orientacdo dos tecidos, diferentes perfis sdo gerados. A estrutura interna
da lamela das raias de dgua doce é similar ao descrito para os teledsteos (excecao feita a
borda do filamento). Na Figura 9F a organizacdo interna da lamela em secdo
longitudinal é evidenciada. As lamelas sdo compostas por fileiras de células epiteliais e
uma membrana basal que também é comum com as células pilares que mantém a
integridade mecénica dos canais vasculares. O que chama atencdo em Paratrygon
aiereba, e a distingue das demais arraias investigadas até o0 momento, € sua espessa
barreira de troca gasosa que pode ser evidenciada na Figura 9. As flanges

citoplasmaticas das células pilares formam o componente mais interno (endotelial) da
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barreira de difusdo a4gua-sangue. Um espaco intersticial que contém tecido conjuntivo e
elementos celulares, assim como vasos linfaticos, ocorre entre as células endoteliais e as
células epiteliais. As células-cloreto e as celulas mucosas sdo freqlientemente
encontradas no filamento ou no espaco interlamelar. O filamento é revestido por um
epitélio estratificado pavimentoso. Células mucosas sdo comumente vistas proximo a
superficie do epitélio filamentar. Na lamela, sdo frequentes as células-cloreto e
pavimentosas (as primeiras com freqliéncia aumentada). Este fato ndo é incomum em
peixes de dgua doce (Evans, 2005). A justificativa € que o0 aumento dessas células ricas
em mitocondrias amplifica a tomada de ions a partir do meio ambiente o que é
vantajoso em ambiente de agua doce. Por outro lado, esta proliferacdo celular no
epitélio lamelar resulta em aumento da barreira de troca de gasosa e reducdo da
capacidade de difusdo de gases (Randal et al., 1997).

Inimeras células mucosas foram observadas, mas ndo quantificadas, na regiao
filamentar de Paratrygon aiereba (Figura 9D). O produto secretado pelas células
mucosas tem um efeito protetor sobre o epitélio contra os danos abrasivos pelos
materiais sélidos em suspensdo na agua, bactérias patogénicas e parasitas (Deszfuli et
al., 2003, Banerjee, 2007). Como as arraias sdo animais de fundo, é compreensivel a
presenca destacada deste tipo celular. O que chama atencdo € a aparente abundancia
observada, isso nos leva a supor que pode haver alguma relacdo com a grande area de
exposicdo ventral do animal ao substrato do fundo (tipicamente arenoso). Ainda, o
muco produzido pode ter um papel importante na regulagdo iénica (Powel, 2007). A
presenca da enzima anidrase carbonica no muco facilita a excrecdo de CO2 para 0 meio
ambiente por catalisar a hidratacdo de CO> gerando H* e HCOs" e criando um gradiente
para difusdo desse gas (Evans, 2005). Dessa forma, € provavel que a regularidade das
células mucosas nas branquias de Paratrygon aiereba possa estar relacionada a

aumentada capacidade de difusdo de CO. (discutida posteriormente).



Figura 9. Secdes através das lamelas secundérias de Paratrygon aiereba
revelando sua estrutura interna. Muitos dos componentes mostrados aqui foram
quantificados atraves da estereologia. Extremidade do filamento (f) branquial
contendo lamelas (I), notar o tecido conjuntivo subjacente (A). Base do
filamento (f) e sua inser¢do no arco branquial (a) (B). Lamelas dispostas em
parte do filamento, notar a espessa barreira de troca nas lamelas (C). Filamento
com inimeras células do tipo mucosas (*) mergulhadas no epitélio (D). Lamelas
secundarias e seus componentes: espaco de sangue (ES), célula pilar (cp) e
epitélio (epi). Secdo em resina (3 pum) corada com azul de toluidina. Na
extremidade das lamelas se encontra o canal marginal (cm), a Unica estrutura na

lamela revestida por uma tipica célula endotelial. rbc, eritrdcito.
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4.2 Andlise Estereolodgica das Branquias (Microscopia éptica)

As Figuras 10-14 apresentam as informagdes morfométricas obtidas para cada
arco branquial de Paratrygon aiereba. O filamento representou de 53 a 81%, sendo
mais evidente no primeiro arco branquial. Este arco apresenta fileiras de filamentos
apenas na face posterior (uma hemibrénquia), o que justifica a maior proporcao de
filamento (81%) em relagdo a lamela (19%). No segundo arco branquial, o filamento
representou 77% do volume branquial, 53% no terceiro, 69% no quarto e 61% no quinto
arco. O componente tissular do filamento tem a fungédo de suportar os arcos branquiais.
Nos elasmobranquios, sua estrutura de suporte (tesserae) € mineralizada e confere
resisténcia a estrutura (Norman et al., 1979).

Na Figura 15 os valores de volume da lamela e filamento em Paratrygon
aiereba, P. schroederi, Potamotrygon sp. (cururu), P. motoro e P. leopoldi,
normalizados em fungdo da massa do animal, sdo apresentados. Dada a elevada massa
de Paratrygon aiereba, seus volumes sdo 0s menores apresentados, o que cria um
paradoxo: as branquias deste animal suprem suas necessidades metabdlicas? Da mesma
forma, quando os elementos estruturais das branquias de Paratrygon aiereba sao
expressos em funcdo de sua massa corporea (cm®kg?), os menores valores sdo
encontrados entre as arraias de dgua doce amazébnicas. A analise desses dados revela
que esta arraia ndo sO apresenta 0 menor volume massa-especifica entre as arraias
estudadas, mas também sua lamela € menos representativa no aparelho branquial (32%)
em relacéo a outras arraias (14D).

O volume dos espagos de sangue aumenta do 1° ao 5° arco (maiores valores no
4% e 59), indicando um maior tempo de reten¢do do sangue nesses arcos e facilitando os

processos de transferéncias ativas ou difusionais.
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No filamento se aloja grande parte dos trocadores idnicos e esse € 0 sitio
preferencial para a ionrregulacdo e equilibrio acido-base (Randal et al., 1997). De um
modo geral, as lamelas sdo revestidas por células pavimentosas para manter baixa a
barreira de troca gasosa. Isso ndo foi observado em Paratrygon aiereba. Suas lamelas
sdo relativamente espessas (2,53 |) para uma efetiva troca gasosa em funcdo da massa
do animal. Contudo, sua area respiratoria é satisfatoria para a troca gasosa (75%) e esta
de acordo com o que se tem encontrado para as demais arraias estudadas. O 2°, 3° e 4°
arcos apresentaram a maior area superficial lamelar: 77%, 79% e 76%, respectivamente.
Isso indica que esses arcos sdo potenciais para as trocas iénicas. O 2° arco ja é utilizado
a décadas como modelo experimental (Randal et al., 1997). De acordo com no0sso
conhecimento, esta € a primeira evidencia morfologica a partir da estereologia de que
este arco € representativo da atividade do animal. No estudo de Duncan et al., (2009)
esses arcos apresentaram o maior numero de células ricas em mitocondrias com as
maiores atividade da enzima Na*/K* ATPases.

Nos graficos 17 e 18 a eficiéncia das branquias como Orgdo de troca gasosa é
apresentada. O 2°, 3° 4° e 5° arcos apresentam a maior FDA (fator de difusdo
anatdmico) enquanto que o primeiro arco a menor (por se tratar de uma hemibranquia).
Em termos comparativos, Paratrygon aiereba se destaca das demais arraias (Figura 18)
por apresentar baixa area superficial lamelar e espessa barreira de troca. Esses fatores
sdo determinantes para a troca efetiva de gases (Perry, 1992). A capacidade de difusédo
de O2 ¢, obviamente, reduzida nesta espécie, contudo contrabalanceada por um aumento
na capacidade de excrecdo de CO2 (Figura 19).

O estilo de vida pouco migratorio de Paratrygon aiereba e sua massa elevada deve
impor restricbes a um metabolismo mais oxidativo (nossos dados também apontam para

isso na falta de informacdes sobre as taxas metabdlicas desses animais). Se nossas
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observacOes estdo corretas, esta espécie deve se valer mais de seu metabolismo
anaerdbico gerando com isso uma carga de CO2 que deve ser excretada através de suas
branquias e sistema renal. A elucidacdo da questdo de como Paratrygon aiereba supri
sua demanda energética (oxidativa) atraves de seu sistema branquial
desproporcionalmente reduzido em relacdo a sua massa corporea necessita de futuras

investigacoes.
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Figura 11. Visdo macroscopica do

segundo  arco  branquial  de
Paratrygon aiereba. Notar parte do
septo saliente entre as duas
himibranquias. (A). Volume (B) e
area  superficial  branquial de

Paratrygon aiereba (C).
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Figura 13. Visdo macroscopica do

quarto arco branquial de Paratrygon
aiereba. Notar que wuma das
hemibranquias parece ultrapassar o
limite da outra, dando a impressao
que possui filamentos de
comprimento maior  (A). Volume
(B) e é&rea superficial branquial de

Paratrygon aiereba (C).
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Figura 15. Grafico do volume branquial da lamela e filamento de Paratrygon aiereba em

comparagdo com outros representantes de agua doce amazonicos.
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Figura 16. Grafico do volume dos componentes branquiais (célula pilar, espaco de sangue e epitelio
lamelar) em funcdo da massa corporal de Paratrygon aiereba em comparagdo com outros

representantes de agua doce amazonicos.
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Figura 17. Gréfico triplo-logaritimo do FDA (fator de difusdo anatdmico) versus espessura da barreira de

troca gasosa versus area superficial lamelar dos arcos individuais de Paratrygon aiereba.
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