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RESUMO

A arraia Potamotrygon sp. ¢ endémica da bacia do Rio Negro e habita preferencialmente as
aguas acidas dos igapds com folhi¢os submersos, e raramente é capturada nos rios Demini e
Branco. Com base nas diferengas fisico-quimicas entre os rios Negro e Branco, a hipdtese da
barreira hidrografica do Rio Branco foi investigada do ponto vista osmorregulatério.
Exemplares de Potamotrygon sp. capturadas no Rio Negro foram expostos as dguas do Rio
Branco. Os fons Na*, K*, Ca™, teores de uréia e osmolalidade foram analisados no plasma e
fluido perivisceral. Além disso, a atividade da Na'/K'-ATPase (NKA) foi determinada nas
branquias e rins. As células-cloreto imuno-positivas para a NKA foram identificadas nas
lamelas e nos filamentos branquiais. A exposi¢cdo as dguas do Rio Branco nido provocaram
alteracdes significativas nas concentragdes dos ions K™ e Ca™ e uréia, ¢ nem da atividade da
NKA branquial. Por outro lado, a concentragio de Na" plasmético, Cl" no plasma e no fluido
perivisceral e os niveis da NKA renal foram significativamente reduzidos nos exemplares
expostos as aguas do Rio Branco. Com isso, a reducdo dos eletrélitos no plasma provocou
uma diminui¢do da osmolalidade neste fluido. Uma andlise de regressdo revela uma relacao
inversa entre a atividade da NKA branquial e renal quando estes peixes sdo expostos as aguas
do Rio Branco. Esta integracdo funcional foi interpretada como sendo um mecanismo de
ajuste para manter a homeostase idnica. Por outro lado, a forte redu¢dao na NKA renal pode ter
resultado na formagao de uma urina mais concentrada, eliminando desnecessariamente, ions
como o Na’ e CI" nos compartimentos corporais. No contexto biogeografico, explorar um
ambiente que impde limites fisioldgicos poderd se tornar uma barreira geografica para a
distribuicdo daquela espécie. Portanto, as 4guas do Rio Branco que desdguam no Rio Negro
nas coordenadas ”S01°23°25” W61°50'89" podem servir como uma das muitas barreiras
geograficas que delimitam a distribui¢do para a espécie Potamotrygon sp.

Palavras-chave: Potamotrigonidae, arraias de agua doce, osmorregulagio e barreira
hidrolégica
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ABSTRACT

Potamotrygon sp. is restricted to black water river (Middle of Negro River), however it
density is very low in the Demini and Branco rivers, both white water-rivers. Because of the
physical and chemical differences between these two habitats, the hypothesis of a
hydrological barrier was analyzed based on physiological approach. The Na'/K'-ATPase
(NKA) activity in the gills and kidneys, the number of mitochondria rich-cells in the gills and,
the plasma and perivisceral ion concentration of the stingray Potamotrygon sp. were
determined in specimens kept in their native water (Negro River) and exposed to Branco
River water. The exposure to Branco River water decreased the Na' and CI plasma
concentrations as well as the CI perivisceral concentration and osmolality, but it did not
change concentrations of K*, Ca®" and urea in the plasma and perivisceral fluid. The NKA
activity of the gills (1.8 £ 0.1 and 1.7 + 0.1 pumol Pi/mg pt/h in stingrays kept in the Negro
River and Branco River waters, respectively) did not change and was lower than renal NKA
activity (12.7 £ 0.7 and 5.7 £+ 0.9 pmol Pi/mg pt/h in stingrays kept in the Negro River and in
the Branco River waters, respectively). A negative relationship between gill and renal
activities was detected in the stingrays kept in the Branco River water. The abundance of
Potamotrygon sp. in the Negro River and rarely found from the Branco River (a tributary of
the Negro River) shows a physicochemical hydrographic barrier for the distribution of this
species, probably related to the inability of this species to maintain osmotic and ion balance in
circumneutral pH and ion-rich water than that Negro River.

Key words: Potamotrygonidae, freshwater stingray, osmoregulation, hydrographical barrier
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1. INTRODUCAO

A regido Amazonica apresenta uma grande variedade de habitats aquaticos separado por
barreiras geograficas fisicas e hidrograficas que limitam o fluxo de genes entre os individuos.
Por causa disso, tem sido postulado que este isolamento tenha favorecido os mecanismos de
especiacdo alopatrica e/ou por adaptacao divergente. Segundo Toffoli (2006), a especiagdo
entre as arraias de agua doce Plesiotrygon iwamae Castello & Thorson 1987, Potamotrygon
sp. e Potamotrygon schroederi Fernandéz-Yépez 1958 pode ter ocorrido entre 7,7 a 6,8
milhdes de anos atras. Enquanto Potamotrygon sp. e P. schroederi sdo simpatricas no Rio
Negro, P. iwamae ¢ restrita a calha do Rio Amazonas (MARTIN, 2004; CHARVET-
ALMEIDA et al., 2005). Devido a auséncia de evento biogeografico que possa explicar a
“separacdo” de P. iwamae das demais espécies basais que ocorrem no Rio Negro, foi proposto
que a grande diferenca fisico-quimica entre o Rio Amazonas e Rio Negro tenha sido a
principal forca seletiva que tenha levado a especiagdo por adaptagdo divergente (TOFFOLI,
2006).

Na Amazoénia, nenhum estudo foi conduzido para testar se as diferengas fisico-quimicas
entre os corpos d’aguas possam atuar como verdadeiras barreiras hidrograficas. Todavia, para
espécies como Callophysus macropterus Lichtenstein 1819, que é migratoria, apresenta alto
fluxo génico, e possui extrema plasticidade populacional, as diferengas nas caracteristicas
fisico-quimicas entre o Rio Negro e o Rio Amazonas ndo formam barreiras impedindo o fluxo
de genes entre os individuos (RAMIREZ-GIL, 1998). Este mesmo argumento parece ser
valido para a arraia Paratrygon aiereba Miiller & Henle 1841, que ¢ uma espécie nao-
migratoria, de baixa capacidade dispersiva e apresenta pouco ou nenhum fluxo génico
(FREDERICO, 2006), mas com uma flexibilidade osmo-ionorregulatorios interpopulacionais
(Rio Negro e Rio Amazonas) que pode ter sido crucial durante a fase dispersiva dessa espécie

para todos os Rios amazonicos ao longo de sua historia evolutiva. Embora os exemplos acima



sejam instrutivos, trata-se de espécies com ampla distribuicdo na bacia amazodnica, cuja
plasticidade fisiologica lhes permitiu explorar uma miriade de diferentes ambientes aquaticos.
Para espécies endémicas, os mecanismos adaptativos provavelmente tornaram-se
especializados ao ponto de se manterem permanentemente isoladas ou restritas a uma bacia
em particular.

As aguas da maioria dos tributarios do Rio Negro sdo de cor preta, transparente, baixa
condutividade, elevado teor de carbono organico dissolvido (DOC) poucos soélidos totais
dissolvidos, sendo as vezes chamados de rios de dgua destilada ligeiramente contaminada
(KONHAUSER et al., 1994; AUCOUR et al., 2003).Porém, a bacia do Rio Negro possui
alguns poucos rios de agua branco-esverdeada, os quais contrastam com os rios de dgua preta.
Os principais sdo os rios Demini e Branco, ambos desaguam na margem esquerda do Rio
Negro. Estes rios possuem caracteristicas limnologicas intermedidrias entre aqueles
observados nas aguas pretas e brancas (KUCHLER et al., 2000). O Rio Branco possui pH 6-7,
baixo teor de DOC, e sendo mais rico em ions que rios de agua preta. Algumas espécies de
Potamotrygonidae sdo endémicas e altamente especializadas para sobreviver nas dguas mais
acidas e diluidas da bacia do Rio Negro (ARAUJO, 1998) e sdo raramente capturadas nos
tributarios de agua branca. Estudos realizados com a arraia Potamotrygon sp. tém sugerido
que a estratégia de adaptagdo a dgua preta e pobre em ions parece similar a de alguns ciclideos
(teledsteos) do Rio Negro (GONZALEZ & WILSON, 2001; GONZALEZ et at., 2002;
WOOD et al., 2002). Segundo Wood et al. (2002), esta arraia possui um sistema de transporte
ionico de baixa afinidade (alto Km e baixo Jmax), mas estd equipada com um sistema de
baixa perda difusiva de ions. O exato mecanismo de transporte idnico ainda ndo esta
completamente compreendido. Mas, pode estar profundamente associado a uma reducdo da
permeabilidade branquial, através das juncdes paracelulares (GONZALEZ & PREEST,

1999). Além disso, tem sido demonstrado que o DOC (como os acidos humicos) interage



direta ou indiretamente com as membranas biologicas reduzindo a perda e/ou estimulando a
capacidade de tomada idnica; portanto, exercendo um papel protetor contra distirbios
ionorregulatorios nas arraias de agua doce (WOOD et al., 2003) e teledsteos nativos do Rio
Negro (MATSUO & VAL, 2007). No entanto, desconhece-se o grau de envolvimento, ou as
possiveis mudangas dos processos renais e extra-renais em resposta a uma subita mudanga nas
caracteristicas fisico-quimicas do meio durante uma incursdo da arraia Potamotrygon sp. ao
Rio Branco.

Regulacdo idnica em peixes ¢ mediada principalmente pelas branquias e pelos rins. Estes
orgaos sdo os principais responsaveis pelo balanco do movimento i6nico entre perda e ganho.
No epitélio branquial, as células-cloreto constituem-se no principal sitio para o transporte
ativo e passivo de ions (PERRY, 1997). Nestas células, a membrana basolateral ¢ expandida
para acomodar a enzima Na'/K" -ATPase (PISAM et al., 1990; WILSON et al., 2002).

A Na'/K" -ATPase (NKA) é uma enzima universal que ativamente transporta ions Na' e
K. Sua importincia vai além da manuten¢io da homeostase intracelular, pois proporciona
uma forca eletrogénica que impulsiona a maioria dos sistemas de transporte i0nico tanto nas
branquias, quanto nos rins (LIN et al., 2003; LIN et al., 2004). Em Dasyatis sabina Lesueur
1824 , esta enzima presente nas células-cloreto branquiais esta relacionada a tomada de ions
Na' e excregdo de H' para o meio (PIERMARINI & EVANS, 2000; EVANS et al., 2004;
EVANS et al., 2005). Enquanto nos tibulos contorcidos renais de Tetraodon nigroviridis
Marion de Procé 1822, o aumento da atividade da NKA tem um papel essencial nos
mecanismos de reabsor¢do de sais, minimizando a perda excessiva para o meio (LIN et al.,
2004). Portanto, em peixes de elevada plasticidade fisioldgica as branquias e rins atuam de
maneira integrada, mesmo quando estes organismos estdo sujeitos aos desafios ambientais.
Por outro lado, espécies que possuem mecanismos altamente especializados, e que

esporadicamente se sujeitam aos habitats extremamente hostis podem enfrentar sérios



distarbios osmo-ionorregulatorios. Por exemplo, Wood et al. (2002) demonstraram que os
sistemas de transportes de Na', Cl' e Ca™ da arraia Potamotrygon sp. sdo sensiveis as
mudangas de pH e as variagdes de sais no ambiente.

Portanto, por ter uma distribuicdo geografica tdo restrita e, raramente ser capturada nos
tributarios de dgua branca (Rio Demini e Rio Branco), o objetivo deste estudo foi analisar os
efeitos da exposicdo a dgua do Rio Branco sobre os processos osmo-ionorregulatorios da
arraia Potamotrygon sp. Estas informagdes podem contribuir para a compreensao dos fatores
abidticos determinantes na distribui¢do geografica dessa espécie, bem como conhecer quais
processos organicos sdo afetados quando as caracteristicas do ambiente forem diferentes

daquelas que os animais estdo adaptados a sobreviver.



2. OBJETIVOS

Por ter uma distribuicdo geografica tao restrita e raramente ser capturada nos tributarios de
dgua branca (Rio Branco), este estudo avaliou a exposicdo a agua do Rio Branco sobre os
processos osmo-ionorregulatorios da arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu). A obtengdo
dessa informacdo foi essencial para a compreensdo dos fatores abioticos determinantes na
distribuicdo geografica dessa espécie, bem como conhecer quais foram os processos organicos

afetados pela mudanga do habitat.

Os principais aspectos osmorregulatdrios analisados foram:

- A determinacdo das alteragdes na composi¢do/concentracdo quimica (ions, osmolalidade
e uréia) dos fluidos corporais de Potamotrygon sp. ap6s exposi¢ao a agua do Rio Branco;

-A determinagdo dos efeitos do transporte sobre os transportadores idnicos (Na'/K'-

ATPase) branquiais e renais de Potamotrygon sp. apds exposi¢do a dgua do Rio Branco.



3. HIPOTESES

Hipotese nula (HO):
- Ocorrem mudancgas nos processos osmorregulatorios das arraias Potamotrygon sp. com a

troca do ambiente de agua preta, do Rio negro, para o de 4gua branca, Rio Branco.

Hipotese alternativa (Ha):
- N&o ocorrem mudangas nos processos osmorregulatorios das arraias Potamotrygon sp. com

a troca do ambiente de 4gua preta, do Rio negro, para o de dgua branca, Rio Branco.



4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
4.1. Locais de captura

Os exemplares de Potamotrygon sp. foram capturados com auxilio de rapichés nas
areas rasas dos igap6s do Médio Rio Negro (Igarapé do Zalala, S00°41°881” W62°59°153”),
distante cerca de 120 km acima da boca do Rio Branco na estagdo da seca. As caracteristicas
fisico-quimicas do local de captura foram: pH 4,4; oxigénio 5,8 mg/L; so6lido total dissolvido
(TDS) 8,7 mg/L; condutividade 16,3 puS/cm e temperatura 30,1°C. Os animais foram
aclimatizados na 4gua do lago Budarizinho, cujas condi¢des fisico-quimicas foram

semelhantes a dgua do Igarapé Zalala.

Figura 1. Exemplar de Potamotrygon sp. (arraia cururu) da regido de Barcelos, Médio Rio
Negro.

Figura 2. Mapa do Rio Amazonas, evidenciando o local de captura de Potamotrygon sp.



4.2. Delineamento experimental

Trés unidades experimentais, com 2 arraias/unidade (N=6; 354,1+11,8; largura do
disco, 17,8+£2,3cm) foram expostos durante 12 horas a agua do Rio Branco (foz do Rio
Branco, S01°23248" W61°50'887"). Outras 3 unidades experimentais, sendo 2
animais/unidade (N=6; 416,0+9,3 g; largura do disco, 20,6+1,7 cm) foram mantidos na agua
do Rio Negro (lago do Budarizinho, S00°40'628" W63°03'506"). Nos dois grupos (Rio Negro
e Rio Branco), a renovagdo da agua foi continua. Isto evita o acimulo de material nitrogenado
de excregdo, além de manter as condi¢des de aeracdo necessarias. As caracteristicas fisico-
quimicas da agua dos grupos experimentais estdo listadas na Tabela I. Todas as analises das
aguas foram realizadas com auxilio de um analisador multiparametro (Consort C535), exceto
as concentracdes dos fons Na’ e K', os quais foram determinados por fotometria de chama

(Digimed DM 61).

Tabela I. Parametros fisico-quimicos da agua do Rio Negro (Lago Budarizinho, S00°40'628"
W63°03'506") e do Rio Branco (Boca do Rio Branco, S01°23248" W61°50'887"). (*) Indica
diferenca significativa. N=6 para cada grupo experimental.

Parametros Rio Negro Rio Branco
pH 4,1+0,3 6,8+0,2*
Temp. (°C) 31,4+0,2 30,5+0,3
[O,] dissolvido (mg/L) 5,2+0.4 5,3+0,4
Condutividade (uS/cm) 9,3+1,4 27,5+1,1%*
TDS (mg/L) 5,24+0,7 14,7+0,2*
[Na'] (mM) 11,842,1 72,3£9,5%

[K'] (mM) 14,8+2.4 23,8+7,9%




4.3. Coleta de tecido

Apbs exposicao, os animais foram anestesiados (MS 222, 1:5.000) e o sangue retirado
por meio de pun¢do cardiaca. O plasma foi separado por centrifugacdo. Uma incisdo ventral
expos a cavidade visceral para a retirada do fluido perivisceral. O plasma e fluido perivisceral
foram armazenados em N;-liquido para analises dos ions, uréia e osmolalidade.

Fragmentos das branquias e rins foram removidos armazenados em tampao SEI (0,3
mol/L Sacarose, 20 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 2-mercaptoethanol, and 0,1 mol/L imidazole,
pH 7,4) para analise da enzima Na'/K'-ATPase (NKA). A outra branquia foi imediatamente
fixada em solu¢do Bouin gelada para imuno-localizacdo das células-cloreto positivas para a
Na'/K" -ATPase. O excesso de 4cido picrico foi removido por meio de lavagens sucessivas

em alcool 70%.

4.4. Procedimentos analiticos

Os ions Na' e K* foram determinados por fotometria de chama (Digimed DM-61). O
método colorimétrico da ortocresolftaleina-complexona foi utilizado para determinar a
concentracio de calcio ([Ca™]), enquanto o método da urease e uma modifica¢io do principio
de Berthelot foram usados para determinar a concentragao de uréia. A concentragdo de cloreto
foi determinada por meio de titulagdo. Em todos os ensaios espectrofotométricos foram
utilizados os “kits” comerciais In Vitro Diagnostica (Barbacena, Sdo Paulo). A osmolalidade
foi estimada por osmometria usando um p-Osmette Precision. Todos os procedimentos foram

realizados em duplicatas.
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4.5. Determinagéo e andlise das Células- cloreto

A localizagdo das células-cloreto ricas em Na'/K'-ATPase (CC-NKA) foi realizadas
por métodos imunocitoquimicos, modificados a partir de Piermarini & Evans (2000).
Brevemente, os cortes foram desparafinizados, e, em seguida lavados em tampao fosfato de
potassio-salino (TPS, 10 mM, pH 7,4). As ligacdes ndo especificas foram bloqueadas apos a
adi¢ao de H,O, 10% durante 20 min., seguido de soro de cabra (20% em TPS com Triton X-
100, 0,1%) durante 20 min. Os cortes foram incubados durante a noite com o anticorpo
primario anti- a-5 Na'/K"™-ATPase (1:100 em TPS com Triton X-100, 0,1%). Apos isso, 0s
cortes foram lavados em TPS durante 10 min. Os cortes foram incubados durante 1 hora em
um segundo anticorpo conjugado com a Peroxidase anti-peroxidase (IgG goat anti-mouse
Peroxidase) diluido 1:150 em TPS. O excesso foi retirado por meio de lavagens em TPS por
10 min. Todas as incubagdes foram realizadas em baixa temperatura em camara umida e
escura. A coloracdo das CC-NKA foi realizada com solugdo de 3-3-diaminobenzidine com
sulfato de niquel IT amoénio em H,O,. A coloracdo apareceu entre 5 a 10 min. A coloragdao nao
se desenvolveu quando o anticorpo primario (IgGa5) foi omitido nas secgdes controles.

A identificagdo das CC-NKA foi realizada em perfis de 3 cortes/animal (N=3/grupo
experimental) em cada um dos cinco arcos branquiais. Foram realizadas 50 contagens
independentes e aleatdrias (nas lamelas e nos espacos interlamelares, separadamente). Todas
as medidas foram realizadas utilizando um microscépio Olympus BX51 acoplado a uma

camera de video e um computador com o software C.A.S.T. System (Olympus, Denmark).
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4.6. Analise da atividade especifica da Na'/K*-ATPase branquial e renal

Para determinacdo da NKA, os homogeneizados foram preparados com o tampao SEI
em baixa temperatura usando um homogeneizador (Dispersor Extratur, Quimis) em 7.000
rpm, e centrifugados (Sigma 30-K) por 30 min a 12.000 g (4 °C). O sobrenadante foi utilizado
para determinagdo dos niveis de proteinas totais e da atividade da NKA. A atividade da
enzima foi realizada nas seguintes condi¢des de ensaio: 1ug de proteina: 1yl de tampao
contendo NaCl (100 mM), MgCl, (5 mM), KCI (13 mM), ATP (3 mM) e imidazol (30 mM).
Um segundo ensaio foi realizado simultaneamente contendo os mesmos reagentes, exceto
KCl, mas com ouabaina (inibidor da NKA). O fosfato inorganico (Pi) produzido pela
hidrolise do ATP foi determinado pelo método de Fiske & Subbarow (1925). A atividade da
enzima Na'/K'-ATPase foi definida como sendo a diferenca entre o fosfato liberado na
mistura de ensaio na presen¢a e auséncia de ouabaina. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 620 nm (Spectrum SP-2000 UV) e a atividade especifica expressa em pmoles
de Pi/ mg proteina/h. Fragmentos das branquias foram desidratados e incluidos em parafina.

Os cortes de 6 um sagitais ao filamento branquial foram obtidos por meio de um micrétomo

(Microm hm360).

4.7. Analises estatisticas

Os dados estao apresentados como médiaterro padrao da média. As médias entre os
parametros fisico-quimicos da agua, entre os parametros osmorregulatorios nos dois grupos
experimentais (Rio Negro versus Rio Branco) foram comparadas usado o teste t de Student.
Quando apropriado, também foi utilizado o teste de Mann-Whitney (ndo-paramétrico). Uma
analise de regressdo foi feita entre a atividade da NKA renal e branquial para se verificar o
grau de integragdo funcional entre os 6érgaos osmorreguladores. Em todos os testes, o nivel de

significancia aceito foi P<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Composicao quimica do plasma

A exposicdo a agua do Rio Branco ndo provocou alteragdes significativas nas
concentracdes dos fons (K™ e Ca™), uréia do plasma e, nem do fluido perivisceral. Porém,
houve uma redugdo significativa (P<0,05) na [Nat] do plasma, e na [CI] plasmatico ¢ do
fluido perivisceral das arraias expostas a agua do Rio Branco em relagdo aquelas
aclimatizadas a 4gua do Rio Negro (Tabela II). A reducdo dos eletrdlitos (Na™ ¢ Ca™)
plasmaticos provocou uma redug¢do na osmolalidade total do plasma. Por outro lado, a

reducdo na [CI'] no fluido perivisceral ndo afetou a osmolalidade deste fluido.

Tabela II. Valores médios+E.P.M da concentracdo dos fons Na', CI, K™ e Ca™, uréia e
osmolalidade no plasma e fluido perivisceral da arraia Potamotrygon sp.exposta a agua do
Rio Branco e mantida na agua do Rio Negro. N=6 para cada grupo. (*) indica diferenca
significativa (teste t de Student, P<0,05).

Plasma Fluido perivisceral

Rio Negro Rio Branco Rio Negro Rio Branco
[Na'] (mM) 152,7¢13,3  124,8+11,9* 83,5+10,1 77,2+11,7
[CT'] (mM) 156,4+14,4  135,3+11,3* 168,4+8.,9 147,6+13,4*
[K'] (mM) 4,7+0,5 4,9+0,6 6,1+0,9 6,9+0,8
[Ca™] (mM) 2,8+0,2 2,7+0,3 2,0+0,2 1,8+0,3
Uréia (mmol/L) 2,0+0,3 2,5+0,4 17,3+1,6 16,9+1,3
Osmolalidade 298.,2+17,1  254,7+£22,9*% 329,5+15,1 307,2+21,4

(mOsmol/kg)
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5.2. Céulas-cloreto
Também, nao houve diferengas significativas no numero de células-cloreto imuno-

positivas para a Na'/K' -ATPase (lamela ou filamento) branquial entre os dois tratamentos

(Tabela III).

5.3. Atividade da Na'/K*-ATPase

Os niveis de atividades da Na'/K" -ATPase (NKA) branquial também n3o variou entre
os dois grupos experimentais. Os niveis da NKA foram 1,7+0,1 ¢ 1,8+0,1 umol Pi/mg
proteina/h, nas arraias expostas as dguas dos rios Branco e Negro, respectivamente (Figura
3A). Porém, as arraias expostas as dguas do Rio Branco apresentaram valores de NKA renal

significativamente (5,7+0,9) mais baixos do os grupos mantidos nas aguas do Rio Negro

(12,7+0,7 Pi/mg proteina/h) (Figura 3).

Tabela III. Valores médiostE.P.M do numero de células-cloreto imuno-positivas para a
Na+/K+ -ATPase na lamela e no filamento branquial da arraia Potamotrygon sp. exposta a
agua do Rio Branco e mantida na agua do Rio Negro. N=3 para cada grupo.

Parametros Rio Negro Rio Branco
Lamela 1,4+0,5 0,9+0,4
Filamento 3,7£0,4 4,2+0,5

A analise regressao linear sugere que as atividades da NKA branquial e renal atuam de
forma integrada. A correlagdo entre a atividade da NKA renal e branquial foi fortemente
negativa (r’= -0,73; P<0,05), i.é, nos exemplares cuja atividade da NKA branquial

encontrava-se elevada, a NKA renal encontrava-se reduzida (Figura 4).
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Figura 3. Valores médios+e.p.m (+erro padrio da média) da atividade da Na'/K' -ATPase
(NKA, umol Pi/mg proteina/h) das branquias (A) e dos rins (B) de Potamotrygon sp. mantido
na 4gua nativa do Rio Negro e exposto a agua do Rio Branco. O asteristico indica diferenga
estatistica (P<0,05). N=6 para ambos os grupos.
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Figura 4. Correlagdo entre as atividades da Na'/K" -ATPase (NKA, pumol Pi/mg proteina/h)
branquial e renal de Potamotrygon sp. exposto a 4gua do Rio Branco. A equagdo da regressao
¢ NKA renal= 15,76 — (5,98 x NKA branquial), onde r’= -0,73 (P=0,03).
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6. DISCUSSAO
6.1.Mecanismos de ajuste osmo-ionorregulatério

Quando Potamotrygon sp. foi exposto em curto espago de tempo a agua do Rio
Branco, no se observou diferenca significativa na capacidade para regular o balanco de K' e
Ca™ dos fluidos corporais. Provavelmente, os mecanismos de transporte que regulam as
concentragdes desses eletrolitos nos compartimentos corporais sdo extremamente
conservadores nos elasmobranquios. Por exemplo, a concentragio de K™ ¢ Ca™ plasmaticos
em 7 espécies de Potamotrygonidae, sendo 5 coletadas no Rio Negro e 2 capturadas no
estudrio amazonico sdo similares. Mesmo nos elasmobranquios euri-halinos expostos a
salinidade reduzida, a [K'] e [Ca™] ndo se alteram. Isto foi observado em Urolophus
jamaicensis Curvier 1816 (SULIKOWSKI & MAGINNIS, 2001) e Leucoraja ocellata
Mitchill 1815 (SULIKOWISKI et al., 2003).

No entanto, Potamotrygon sp. demonstrou incapacidade para regular o balango dos
ions Na' e CI nos fluidos corporais apds exposi¢do a 4gua do Rio Branco. Os niveis desses
eletrolitos no plasma tornam-se reduzidos quando comparados as arraias mantidas na agua
nativa do Rio Negro. Como conseqiiéncia da reducdo desses ions houve uma diminui¢ao da
osmolalidade plasmatica. O desequilibrio i6nico foi ainda mais pronunciado para o [CI]. A
reducdo do ion CI” plasmatico foi acompanhado de uma diminui¢do na concentragdo desse
eletrélito no fluido perivisceral. Estes resultados contrastam com os dados normalmente
encontrados para elasmobranquios euri-halinos. Os niveis de Na" e CI" plasmaticos de
elasmobranquios euri-halinos variam positivamente conforme aumento da salinidade
ambiental. A redugdo na [Na'], [CI'] e da osmolalidade plasmaticos sob tais condigdes foram
observados em Carcarhinus leucas Miiller & Henle 1839 (PILLANS & FRANKLIN, 2004),
Urolophus jamaicensis (SULIKOWSKI & MAGINNIS, 2001) e Leucoraja ocellata

(SULIKOWISKI et al., 2003). Portanto, como a agua do Rio Branco ¢ mais rica em ions que
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a agua do Rio Negro esperava-se um aumento das concentragdes dos -eletrolitos,
principalmente Na“ e CI, nos fluidos corporais de Potamotrygon sp. Porém, estes dados
parecem estar coerentes com as andlises de fluxo i6nico observados por Wood et al. (2002)
para esta espécie. Estes autores observaram que a curva cinética para o influxo de Na" ou CI’
de Potamotrygon sp. ndo foi alterada ap6s aclimatacdo a agua enriquecida ionicamente. Uma
explicagdo sugerida por Wood et al. (2002), é que o sistema de tomada de ions pelos
potamotrigonideos, o qual foi originariamente desenvolvido para operar no ambiente marinho,
modificou-se ao longo da historia evolutiva para explorar o ambiente de agua doce,
entretanto, durante este periodo perdeu a capacidade para diferenciar dgua “normal” e
“extremamente diluida”.

Entdo, se a aclimatagdo a uma agua enriquecida ionicamente ndo altera a cinética de
influxo dos fons Na' e CI', a reducdo na concentragio desses ions nos fluidos corporais de
Potamorygon sp. expostos a agua do Rio Branco pode estar relacionado aos seguintes
processos osmo-ionorregulatorios: (i) o aumento da taxa de efluxo branquial; (ii) a perda por
meio da excregdo renal; (iii) e, além disso, € provavel que o efluxo desses eletrolitos seja o
resultado de um ajuste entre todos estes processos, e controlado por sistemas de transporte
ionicos diferentes, além de possivelmente, protegido pela agdo dos acidos himicos sobre o
epitélio branquial (WOOD et al., 2003).

Wood et al. (2002) relataram que o efluxo de Na' (Joi Na") em Potamotrygon sp.
aclimatado a 4gua do Rio Negro ndo varia com a mudanga na concentracdo externa de Na',
enquanto o J,,Cl” aumenta significativamente com o aumento na concentra¢do de Cl" na agua.
Assim sendo, provavelmente esta arraia tende a perder mais CI" que Na' para o meio externo.
Isto explica, pelo menos superficialmente, a redugdo significativa de Cl" no plasma e no fluido
perivisceral, diminuindo a osmolalidade total de Potamotrygon sp. exposto a dgua do Rio

Branco. Outro aspecto importante sugerido por Wood et al. (2002), ¢ que o perfil cinético do
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fluxo 16nico dessas arraias (i.¢, alto Km e baixo Jmax) parece desfavorecer as caracteristicas
do transporte de Na™ e CI". Por isso, tem-se sugerido que o carbono organico dissolvido
(DOC), em baixo pH possa atuar diretamente sobre as branquias protegendo estas arraias
(WOQOD et al., 2003), e outros teledsteos do Rio Negro, como o cardinal tetra, Paracheirodon
axelrodi Schultz 1956 (MATSUO & VAL, 2007) da perda de ions, e evitando possiveis
distarbios ionorregulatorios. Como a concentragdo de DOC no Rio Negro (11,4 mg/L) € cerca
de 4 vezes maior que a do Rio Branco (2,7 mg/L) (KUCHLER et al., 2000), a baixa
concentragdo de DOC no Rio Branco pode ter contribuido para potencializar a perda de ions
por meio das branquias para o meio. Muito embora, os dados deste estudo parecem
demonstrar que a excre¢do urinaria possa ter desempenhado um papel primordial nesse
processo.

As diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas da agua entre os rios ndo alteram os
niveis de atividade especifica da enzima Na'/K" -ATPase (NKA) branquial de Potamotrygon
sp. O fato de ndo haver diferengas na atividade da NKA branquial entre o grupo exposto a
agua do Rio Branco (1,7+0,1) e o grupo mantido na dgua do Rio Negro (1,8+0,1 umol Pi mg
proteina/h), pode ser explicado pelo fato de que, em Potamotrygon sp. as alteragdo nos teores
de ions da dgua ndo influenciam na cinética de Ji, Na" e Ji, CI (WOQOD et al., 2002), ¢
provavelmente também ndo afetam os mecanismos eletrogénicos que impulsionam os
sistemas de transportes de ions pelas branquias dessas arraias. Outra explicagdo alternativa ¢é
que as possiveis mudangas na atividade da NKA branquial dessas arraias s6 ocorram na fase
regulatoria, 1.€, apos 24 horas de exposi¢do a agua do Rio Branco. Por exemplo, peixes euri-
halinos, como Chanos chanos Forsskal 1775 apresentam uma brusca reducio na [Na'], [C]]
e osmolalidade plasmatica entre 3-6h ap6s choque hipo-osmotico (fase de ajuste), porém, a
expressao, a atividade da NKA e o nimero de CC-imuno-positiva para NKA (CC-NKA) s6

aumentam no inicio da fase regulatoria, ou seja, entre 12 - 96 h (LIN et al., 2006). Os dados
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sobre o numero de CC-NKA branquial de Potamotrygon sp. também suportam esta evidéncia.
Nao ha alteragdo no numero de CC-NKA nas arraias apos 12h de exposi¢do a agua do Rio
Branco. Em peixes euri-halinos, como Fundulus heteroclitus Linnaeus 1766, o nimero total
de CC-NKA também ndo se altera apos transferéncia da agua salgada para a dgua doce;
porém, sua morfologia apical modifica-se bruscamente em menos de 12 h tornando-se mais
expostas e apresentando numerosas microvilosidades apicais (KANEKO & KATOH, 2004).
Provavelmente, estas alteragdes facam parte de uma fase mais tardia chamada de fase
regulatoria. No entanto, ndo se pode assumir que estes mecanismos osmo-ionorregulatorios
possam, por si sO, assegurar que a arraia Potamotrygon sp. se aventure nas aguas do Rio
Branco. Uma vez que os processos osmorregulatorios envolvem o compromisso direto e/ou
indireto de outros 6rgaos extra-branquiais, tais como os rins.

A aparente auséncia de regulacdo idnica pelas branquias sugere que os rins tenham
sido pelo menos parcialmente, responsaveis pela redugdo dos eletrélitos plasmaticos e do
fluido perivisceral de Potamotrygon sp. apds exposi¢ao a agua do Rio Branco. A maioria dos
peixes quando submetidos em ambientes pobres em ions tendem a aumentar a atividade da
NKA renal, como uma forma de minimizar a perda de sais, produzindo uma urina diluida
(MIYAZAKI et al., 2002; HAZON et al., 2003; PERRY et al., 2003; LIN et al., 2004).
Porém, Potamotrygon sp. pode ter adotado um mecanismo contrario. A redu¢do na atividade
da NKA renal (5,7+0,9) quando comparada ao grupo do Rio Negro (12,7+0,7 pumol Pi/mg
proteina/h) das arraias expostas a dgua do Rio Branco pode representar uma tentativa para
ajustar os mecanismos compensatdrios relacionados a manutencdo da homeostase ionica. Isto
se torna evidente quando se correlaciona os niveis de atividade dessa enzima nos dois
importantes Orgaos osmorregulatorios. A forte correlacdo negativa entre a NKA renal e
branquial ressalta o compromisso entre estes tecidos na manutencdo da regulacdo idnica.

Porém, a aparente inabilidade para regular os mecanismos de reabsor¢do de ions pelos rins
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dos exemplares expostos a agua do Rio Branco pode ter contribuido para a perda excessiva de
jon [Na'] plasmatico e [CI] tanto do plasma quanto do fluido perivisceral. Principalmente
para o ion CI, onde a perda excessiva desse ion pode ser crucial para a homeostase
hidromineral. A perda excessiva de ions CI" em Myoxocephalus octodecimspinosus Mitchill
1814 (CLAIBORNE et al., 1994) ¢ Fundulus heteroclitus (SCOTT et al., 2004) apods
exposicdo ao ambiente hipo-osmdtico tem sido apontada como a principal causa de

mortalidade nessas espécies.

6.2.Evidéncias de barreira hidrogréafica

O Rio Branco desdgua na margem esquerda do Rio Negro, na altura das
coordenadas S01°23'248" W61°50'887. As diferencas ndo se limitam apenas a aparéncia fisica
(na qual os rios recebem seus nomes). Na confluéncia dos rios, as caracteristicas fisico-
quimicas do Rio Branco, tais como pH >6,5; condutividade elétrica ~27,5 uS/cm; solidos
totais dissolvidos ~14,7 mg/L contrastam fortemente com os baixos valores desses parametros
no Rio Negro (pH <4,5; condutividade elétrica =9,3 uS/cm; so6lidos totais dissolvidos, =5,2
mg/L). Ainda assim, ndo ¢ improvavel que Potamotrygon sp. se aventure nas aguas do Rio
Branco. Uma vez que, esta arraia ¢ a espécie mais comum ¢ endémica do Médio Rio Negro.
Afinal, a barreira, se ela existe de fato, pode ser puramente fisico-quimica, e nao fisica.
Porém, a estrutura das comunidade de algumas familias de peixes na confluéncia do rios
Negro ¢ Branco reforgam a hipdtese de que rios com caracteristicas limnoldgicas distintas
(juntamente com fatores ecoldgicos, como nicho, predagdo, competi¢do, etc.) possam atuar
como barreiras hidrograficas. Por exemplo, apenas 3 das 17 espécies de Gymnotiformes da
familia Apteronotidae que ocorrem naquela drea do Rio Negro também foram capturadas
préximo a boca do Rio Branco (THOME-SOUZA & CHAO, 2004). Por isso, a hipotese da

barreira hidrografica em Potamotrygon sp. é especulada como sendo um distirbio no balango
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eletrolitico apds exposicdo a agua do Rio Branco, mesmo em curto espago de tempo. No
entanto, ndo se pode descartar que fatores ecologicos, como nicho, predacao e competi¢ao
possam atuar como os mais importantes fatores determinantes da distribui¢do geografica
dessa espécie. Porém, o papel destes fatores ndo foram objetivos deste estudo.

Em resumo, os mecanismos osmo-ionorregulatorios da arraia Potamotrygon sp. estio
adaptados a sobrevivéncia as dguas extremamente diluidas e acidas do Rio Negro. A rapida
exposicao as aguas do Rio Branco provoca desequilibrio idnico, com perda de sais, os quais,
possivelmente, estdo relacionados as falhas nos mecanismos osmorregulatérios das branquias
e dos rins. Portanto, a mistura das dguas dos rios Branco e Negro na altura das coordenadas
S01°23'25" W61°50'89" pode atuar como um dos fatores (além do substrato de fundo rochoso
e fatores ecoldgicos) que delimitam a distribui¢do geografica da arraia Potamotrygon sp., uma

espécie endémica do Médio Rio Negro.
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. CONCLUSOES
As concentragdes dos fons K, Ca>" e da uréia plasmaticos e fluido perivisceral da arraia
cururu, Potamotrygon sp., ndo foram significativamente afetadas pela exposi¢ao a agua do
Rio Branco;
As concentragdes da osmolalidade plasmatica e dos ions Na' plasmético e C1” plasmatico
e do fluido perivisceral foram mais baixas nos animais expostos a agua do Rio Branco.
Os niveis da atividade da NKA branquial ndo foram significativamente diferentes nos dois
ambientes, por outro lado a atividade da NKA renal nos animais expostos a d4gua do Rio
Branco foi menor.
Nao houve diferencas significativas no nimero de células-cloreto imuno-positivas para a
Na'/K" -ATPase (lamela ou filamento) branquial entre os dois ambientes.
As diferengas fisicas e quimicas da agua juntamente com outros fatores (predagdo,
substrato de fundo rochoso, entre outros) podem atuar como uma barreira para a

distribuicdo geografica de Potamotrygon sp;
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9. CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES
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N° Descricao Ago | Set | Out |[Nov| Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
1 | Adequagdo dAs| R R R
metodologias dos ensaios
enzimaticos (ATPases)
2 |Captura dos animais na R R R R
natureza
3 |Analise das caracteristicas R R R R R
fisicas e quimicas da agua na
natureza.
4 | Implementacdo dos R R R
protocolos experimentais.
5 |Laboratorio: analise das R R R
caracteristicas quimicas da
agua.
6 |Laboratorio: andlise das R R R
caracteristicas quimicas do
plasma.
7 | Relatorio Parcial R R
8 |Laboratorio: analise das R R R
enzimas.
9 |Manipulagdo dos dados R R R
estatisticos.
10 |Divulgag¢do dos resultados R | R
em  eventos cientificos
(congressos nacionais)
11 Elaboracdo do Resumo e R R R

Relatorio Final (atividade

obrigatoria)

R: Realizados
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