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RESUMO

As arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae tém um papel singular no cenario
internacional com finalidade ornamental. A espécie Potamotrygon sp. (arraia cururu,
espécie nova) representa 35% do total comercializada. Um dos pontos criticos da
exportacdo € a elevada taxa de mortalidade pos-captura devido ao estresse pelo
transporte. Portanto, este estudo analisou os efeitos do transporte sobre as variaveis
osmorregulatérias (concentracdo dos ions, uréia, proteinas totais e albumina
plasmaticos, além da atividade da Na'/K*-ATPase branquial e renal) da arraia cururu
capturada em duas importantes areas de pesca (Rio Itu e Rio Cuiuni). Esta arraia foi
conduzida em monoblocos (com 10 litros de agua) por meio de trés procedimentos de
transporte: com renovacdo parcial (2/3) da agua, com adicdo de sal (5 g/l) e sem
renovacdo da dgua. As arraias foram capturadas nos Rios Cuiuni e Itu, e, em seguida,
transportadas por 6 e 12 horas, respectivamente, até ao municipio de Barcelos.
Observou-se que os procedimentos realizados na dgua durante transporte ndo afetam os
processos fisiologicos desta espécie. Porém, as principais alteragdes ocorreram em
funcéo do tempo de transporte (ou confinamento). As arraias capturadas no Rio Itu (12
horas) apresentaram uma reducdo significativa na [K*], [proteinas totais] e [globulinas
totais] plasmaéticos. Observou-se ainda um aumento significativo nas atividades da
Na*/K*-ATPase branquial e renal. Ndo foram observadas alteracOes fisiologicas
significativas nas arraias transportadas a partir do Rio Cuiuni (6 horas). Animais
mantidos por muito tempo (12horas) nos monoblocos durante o transporte perdem
eletrolitos, e, possivelmente apresentam um quadro de imunossupressao.

Palavras-chave: osmorregulacdo, mortalidade pos-captura, Potamotrygonidae, Rio
Negro
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1. INTRODUCAO
1.1. A importéancia econdmica e o problema da mortalidade p6s-captura

As arraias de 4gua doce da familia Potamotrygonidae tém um papel singular no
cenario internacional como peixes ornamentais. A demanda mundial gira em torno de
30.000 a 50.000 unidades/ano (ARAUJO, 1998). De acordo com esta autora, paises
como o Brasil, Colémbia, Peru, Bolivia e Venezuela estdo entre os principais paises
exportadores. Do outro lado, os Estados Unidos, a comunidade européia e 0s paises
asiaticos como a China, Taiwan, Japdo e Singapura figuram como 0s principais
mercados internacionais. No Brasil, estima-se que foram exportados cerca de 130 mil
exemplares vivos nos ultimos dez anos. Somente em 2009, os Estados do Amazonas e
Pard exportaram 20.600 arraias vivas (Instru¢cdo Normativa 204/2008 do IBAMA).
Segundo Inomata et al. (2009), as espécies mais exportadas entre 1998 a 2008 foram:
Potamotrygon motoro (37,5%), Potamotrygon sp., arraia cururu (34,2%), P. schroederi
(12,8%) P. orbignyi (11,9%), P. leopoldi (2%) e P. henlei (1,6%). O Estado do
Amazonas responde por 60% do total de espécies capturadas, sendo 95% delas
capturadas no municipio de Barcelos. Nesta regido, as arraias e varios teledsteos sdo
capturados para fins de aquariofilia e servem como a Unica fonte de renda disponivel
para cerca de 1.000 familias nas comunidades ribeirinhas (RINCON & CHARVET-
ALMEIDA, 2006).

Em toda a cadeia produtiva as arraias sdo comercializadas por unidade
(ARAUJO, 1998). Nas éareas de pesca, 0 preco € Gnico e independe da espécie. No
mercado internacional, o preco depende do mercado, da procedéncia do animal, do risco
de mortalidade durante o transporte e do padrdo de coloracdo (DUNCAN, 2008). A
mortalidade pos-captura € um dos pontos criticos da exportagdo. Os principais

problemas visiveis devido ao estresse pelo transporte sdo: perda de coloracédo, lesdes



ventrais e a morte dos animais. Nas areas de pesca, a taxa de mortalidade pos-captura é
extremamente alta. As estimativas feitas por Aradjo (2004) relatam que 5% a 12% das
arraias comercializadas no Rio Negro morrem durante o transporte (confinadas em
monoblocos ou no fundo das canoas). Porém, a sensibilidade ao estresse é espécie-
especifica. Por exemplo, a arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu) é a mais rustica
(apenas 5% dos exemplares morrem), enquanto P. schroederi é a mais vulneravel (12%
morrem durante o transporte).

Em geral, os elasmobranquios sdo extremamente vulneraveis a exploracao
pesqueira em larga escala (COMPAGNO & COOK, 1995). A maioria dos
potamotrigonideos possui baixa fecundidade uterina (1-4 embriGes). Além disso, 0s
aspectos reprodutivos dos potamotrigonideos estdo intimamente relacionados ao ciclo
hidrolégico (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005). Indubitavelmente, a elevada taxa de
mortalidade devido ao manejo inadequado representa um grande problema para as
atividades conservacionistas do grupo, portanto, isto requer acdes emergenciais para

minimizar os impactos negativos sobre este valioso recurso bioldgico.

1.2. Caracteristicas fisioecolégicas da arraia cururu (Potamotrygon sp.)

A arraia cururu (Potamotrygon sp., espécie nova) é uma espécie endémica do
Arquipélago de Mariua, Médio Rio Negro na regido Barcelos (Amazonas). Esta arraia é
encontrada preferencialmente nas aguas acidas, estagnadas com folicos submersos nas
areas de igapd (ARAUJO, 1998; DUNCAN, 2008). Este padrio de distribuicio espacial
pode ser o resultado das diferentes estratégias ecologicas (SHIBUYA et al., 2009;
DUNCAN & FERNANDES, no prelo a), dos processos osmorregulatorios (DUNCAN
et al., 2009) e organizacdo morfologica do epitélio branquial nesta espécie (DUNCAN

et al., 2010). A arraia cururu possui uma organizacdo incomum (estrutura folicular) das



células cloreto ricas em Na*/K*-ATPase (NKA-MRCs) responsaveis pelos mecanismos
de tomada de ions da agua (DUNCAN et al., no prelo b). Os demais potamotrigonideos
do Rio Negro (por exemplo, P. schroederi, P. motoro, P. orbignyi e Paratrygon
aiereba) possuem NKA-MRCs distribuidas isoladamente (porém, em alta densidade) na
regido lamelar das branquias (DUNCAN et al., 2010). N&o se sabe se estas diferengas
morfoldgicas estdo relacionadas as diferentes sensibilidades (ou plasticidade fenotipica)
de cada espécie para tolerar mudancas bruscas na qualidade da agua. Como foi dito
anteriormente, a arraia cururu é mais ruastica que as demais espécies de

potamotrigonideos do Rio Negro.

1.3. Os efeitos do confinamento sobre fisiologia

O estudo dos mecanismos da regulagdo ibnica nas arraias € uma poderosa
ferramenta para reduzir a taxa de mortalidade pés-captura. A retirada do peixe de seu
habitat quebra o delicado equilibrio entre o animal e o ambiente. Ao contrario das
formas marinhas, os potamotrigonideos possuem composi¢do quimica do sangue e
mecanismos osmorregulatorios similares aos teledsteos de agua doce (GERST &
THORSON, 1977; BITTNER & LANG, 1980; WOOD et al., 2002; DUNCAN et al.,
2009). Além disso, estes animais sdo amoniotélicos e excretam 91% nitrogénio como
amonia (WOOD et al., 2002). Sob condicbes de confinamento, a amdnia se acumula e
alcaliniza a 4gua. Na forma ndo ionizada (NHs) penetra nas biomembranas e se acumula
no sangue. No organismo, a aménia exerce efeitos neurotoxicos e compromete o
metabolismo dos amino&cidos e neurotransmissores excitatorios (WRIGHT, 1995). Em
pH &cido (a exemplo das &guas do Rio Negro), a amonia existe principalmente como
amonio (NH4"). O NH4" pode substituir tanto o Na* quanto o K* afetando a atividade da

Na*/K*-ATPase (TOWLE & HOLLELAND, 1987), do Na'/K*/2CI" (GOOD et al.,



1984) e do trocador Na*/H" (KINSELLA & ARONSON, 1981). Portanto, é provavel
que a renovacdo parcial da dgua durante o transporte possa evitar o acimulo de amoénia,
e, conseqlientemente, reduzir os efeitos toxicos diretos e indiretos deste composto.

Caso a &gua ndo seja renovada, as bactérias nitrificantes reduzem a amoénia
acarretando numa diminuigéo do teor de oxigénio dissolvido e acelerando o quadro de
hipoxia ambiental (HARGREAVES, 1998). Além disso, a nitrificacdo poderd formar
outro composto toxico, o nitrito (NO2"). No Rio Negro, este processo pode ser agravado
devido a elevada temperatura da &gua.

De acordo com Aucour et al. (2003), as aguas do Rio Negro possuem baixo teor
de CI" (<13umoles/l). Baixas concentrages de CI- potencializam os efeitos do NO2,
pois o transporte de NO> pelas branquias segue a mesma rota de tomada de CI
(WILLIANS & EDDY, 1986). Segundo estes autores, espécies que apresentam baixo
influxo de CI" sdo menos sensiveis ao envenenamento por nitrito. O influxo de CI- em
Potamotrygon sp. (arraia cururu) foi estimado em 950umol/kg/h, isto é, quase o dobro
dos valores observados para teledsteos do Rio Negro (Wood et al., 2002). Nesse
contexto, as arraias podem ser mais sensiveis a intoxicacdo pelo nitrito acumulado na
agua que os teledsteos. Se o cloreto reduz a toxicidade do nitrito, a adicdo de NaCl na
4gua podera ser uma solucdo alternativa para minimizar a toxicidade do nitrito. E
importante salientar que tal medida ainda é praticada por alguns pescadores da regido de
Barcelos para transportar peixes ornamentais. Entretanto, a quantidade de sal adicionada
é determinada de maneira empirica. Segundo Alam & Frankel (2006), normalmente, 5
o/l de NaCl ¢ adicionado na agua durante as condi¢cdes de transporte para reduzir o
estresse pela amoénia, bem como medida profilatica. No entanto, estes mesmos autores
relatam que a adicdo de NaCl 5 g/l provoca um aumento na atividade da Na*/K*-

ATPase branquial em duas espécies de perca Bidyanus bidyanus e Macquaria ambigua



criadas em tanques de cultivo. A Na*/K*-ATPase (NKA) é uma bomba eletrogénica que
impulsiona a maioria dos sistemas de transporte ionico branquial (MARSHAL &
BRYSON, 1998). Como nos demais peixes, esta enzima exerce um papel crucial para
0s processos osmo-ionorregulatorios dos elasmobranquios (EVANS et al., 2004). A
atividade da NKA renal dos potamotrigonideos que vivem nas aguas acidas e diluidas
do Rio Negro é relativamente elevada. Segundo DUNCAN et al. (2009), os rins dos
potamotrigonideos que vivem no Rio Negro possuem um alto potencial eletrogénico
para reabsorver ions e evitar perdas excessivas para 0 meio.

As branquias sdo os sitios de tomada de ions, transporte de gases e excrecao de
amonia. O papel dos hormdnios de estresse na osmorregulacdo & complexo. Os
corticoesterdides podem estimular a proliferacdo de células ricas em mitocondrias
(MRC) nas lamelas branquiais (McCORMICK, 1995). A proliferacdo de MRC leva ao
aumento da atividade da Na'/K*-ATPase e na concentracdo de Na® plasmatico em
apenas 1 h de estresse salino em Fundulus heteroclitus (MARSHALL et al., 1999).

Portanto, parece claro que as respostas hormonais afetam os processos osmo-
ionorreguatdrios em curto espaco de tempo. E importante mencionar, que as areas de
pesca no Rio Itu e Rio Cuiuni ficam 80 e 50 km distantes, respectivamente, do
entreposto de venda em Barcelos; como os pescadores utilizam pequenos barcos (4 a 5
HP), as viagens para o Rio Cuiuni e Rio Itu duram normalmente 6 e 12 horas,
respectivamente. Portanto, os fatores tempo-resposta e dose-resposta podem agir
sinergicamente e comprometer ainda mais o delicado equilibrio osmorregulatério entre

0 animal e agua.



2. OBJETIVOS

Este estudo analisou os efeitos do estresse sobre 0s processos osmorregulatorios de
Potamotrygon sp. (arraia cururu) durante o transporte. A arraia cururu é a principal
espécie de arraia (Potamotrygonidae) capturada no municipio de Barcelos, Médio rio
Negro (Amazonas) a partir de duas importantes areas de pesca (rio Cuiuni e rio Itu).
Além disso, comparam-se os diferentes protocolos metodoldgicos praticados pelos

pescadores de arraias de 4gua doce na bacia do Rio Negro.

Os protocolos metodoldgicos para o transporte das arraias foram:
a) transporte em monoblocos com renovacgdo da agua;
b) transporte em monoblocos com adicédo de sal (NaCl);

c) transporte em monoblocos sem renovagao da agua.

Os principais aspectos analisados foram:

- Quantificacdo das alteracbes na qualidade da agua (ions, concentracao de oxigénio,
pH, temperatura e salinidade) durante o transporte;

- Avaliacdo das alteracBes na composicdo/concentracdo quimica (ions, proteinas
totais, albumina, globulinas e osmolalidade e uréia) do plasma de Potamotrygon sp.
durante o transporte;

- Analises dos efeitos do estresse pelo transporte sobre a Na*/K*-ATPase branquial e

renal de Potamotrygon sp.



3. HIPOTESES

3.1. Hipotese 1:

Hipotese nula (HO):

- Os protocolos metodologicos de transporte das arraias de agua doce ndo afetam os
processos osmorregulatdrios das arraias de 4gua doce;

Hipotese alternativa (Ha):

- Os protocolos metodoldgicos de transporte das arraias de agua doce afetam os

processos osmorregulatorios das arraias de agua doce;

3.2. Hipotese 2:

Hipdtese nula (HO):

- O local e o tempo de transporte das arraias de agua doce ndo afetam o0s processos
osmorregulatorios das arraias de dgua doce;

Hipdtese alternativa (Ha):

- O local e o tempo de transporte das arraias de agua doce afetam 0s processos

osmorregulatdrios das arraias de agua doce;



4. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
4.1. Locais de captura

Os exemplares juvenis de Potamotrygon sp. (Fig. 1) foram capturados com o
auxilio de rapichés em duas importantes areas de pesca de peixes ornamentais, no
Municipio de  Barcelos (Estado do  Amazonas) no Rio  Cuiuni
(S00°44799°°/W63°08°06™") e Rio Itu (S00°30°62 " /W63°14°44™") (Fig. 2). Em ambas as
areas de pesca, apds a captura os animais foram mantidos em tanques redes por 24 a 48
horas para a aclimatizagdo (na 4gua do proprio rio) (Fig. 3). De cada local de coleta, as
variaveis fisicas e quimicas (pH, temperatura, oxigénio dissolvido, sélidos totais
dissolvidos e condutividade elétrica) da &gua no local de captura de cada animal foram
determinadas por meio de um analisador multi-pardmetro (CONSORT C535). Amostras
de &gua também foram armazenadas em baixa temperatura para quantificacdo da

concentracdo de Na*, K, CI-.

Figura 1. Exemplar de Potamotrygon sp. (arraia cururu) da regido de Barcelos, Médio Rio
Negro.
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Figura 2. Representacdo das areas de captura das arraias na regido do Médio rio Negro,
Arquipélago de Mariua. Rio Itu (quadrado) e Rio Cuiuni (circulo escuro). O entreposto de
comercializacdo das arraias é a cidade de Barcelos, AM (tridngulo).

Figura 3. Tanque-rede utilizado para aclimatizagdo (24 a 48 horas) das arraias capturadas.



4.2. Delineamento experimental

Os efeitos do estresse durante o transporte a partir de duas importantes areas de
pesca (Rio Cuiuni e Rio Itu) até ao municipio de Barcelos (AM) foram avaliados
conforme protocolo experimental descrito abaixo. Apds a captura e aclimatizagdo (como
descrito anteriormente), exemplares de cada espécie de arraia foram divididos em 3
grupos experimentais. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizados (aleatorios). Em todos os grupos foram mantidas 3 arraias por monobloco
sendo 3 monoblocos para cada grupo experimental (trés repeticdes). Tambem foi
mantida a biomassa/monobloco. Os tratamentos experimentais foram:

- Grupo 1: as arraias foram transportadas em caixas plasticas (monoblocos de
80x50x30 cm) com 10 litros de agua, conforme os métodos convencionais praticados
pelos pescadores da regido de Barcelos, isto €, sem renovacdo de agua;

- Grupo 2: os exemplares foram transportados nas mesmas condic¢des do grupo
1, porém, com adicdo de sal de cozinha (5 g/l, conforme ALAM & FRANKEL, 2006);

- Grupo 3: os animais foram transportados de maneira similar ao grupo 1,
porém com renovacao parcial (2/3) do volume agua dos monoblocos a cada 2 horas.

Estes procedimentos de transporte foram adotados para as arraias capturadas e
transportadas a partir de duas importantes areas de pesca da regido de Barcelos: Rio
Cuiuni (6 horas) e Rio Itu (12 horas).

E importante salientar que o periodo de transporte a partir de cada area de pesca
foi baseado no tempo médio de viagem realizado por meio de um barco a motor rabeta
(4 a 5 HP) tipico da regido de Barcelos. Os itinerarios das viagens também foram os
mesmos adotados pelos pescadores locais. Informagbes obtidas com os pescadores
artesanais daquela regido, o tempo medio da viagem da area de pesca no Rio Itu a

Barcelos dura cerca de 12 horas, enquanto do Rio Cuiuni a Barcelos tem duracéo de 6
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horas. Nenhum dos grupos experimentais foi considerado grupo controle, pois 0s trés
procedimentos ainda sdo praticados de maneira aleatoria pelos pescadores artesanais
daquela regido, muito embora, a maioria deles transporta as arraias sem o uso do cloreto
de sddio e sem a renovacédo da agua.

Durante todos os experimentos foram realizadas anlises das varidveis fisicas e
quimicas da agua. Amostras de agua foram armazenadas para anélises posteriores dos
fons Na*, K*, CI". As demais andlises, bem como o depdsito dos exemplares-testemunho
foram realizadas no Laboratério de Morfologia Funcional da Universidade Federal do

Amazonas.

4.3. Coleta das amostras de tecido

No final dos experimentos, os animais foram lentamente anestesiados em &cido
3-amino-benzdico etil estér (0,05¢g/L; MS-222, Sigma Chemical Co.) tamponado
(Tampédo fosfato 10 mM; pH 7,3). Apos perder ligeiramente o equilibrio motor, as
arraias foram pesadas e medidas (Tabela 1). O sangue foi retirado por meio de puncéo
cardiaca (seringas de 5 ml heparinizadas). O plasma foi imediatamente separado por
centrifugacdo a 10.000 rpm e armazenado em No-liquido para posterior anélise da
composi¢do quimica e osmolalidade. Além disso, De cada animal, uma branquia e um
rim foram imediatamente removidos e congelados em N»-liqguido com tampdo SEI
(sacarose 300 mM, EDTA 20 mM e imidazol 100 mM em pH 7,4) em para anéalises da

Na*/K*-ATPase.
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Tabela 1. Valores de médias + erros padrdo do peso (g), largura de disco (LD - cm) das arraias
Potamotrygon sp. (arraia cururu) utilizadas nos grupos experimentais 6 horas (Rio Cuiuni) e 12
horas (Rio Itu).

Tratamento/tempo Peso (g) Largura de Disco (cm)

206,2 + 55,6 16,3+ 1,8
6 horas

Grupo 1 197,2 + 44,1 16,8 + 2,1
12 horas

182,4 + 70,8 16,3+1,7
6 horas

Grupo 2 1492 + 46,2 159+15
12 horas

2494+ 319 171+04
6 horas

Grupo 3 1794 + 15,0 155+1,7
12 horas

4.4. Procedimentos analiticos

As andlises das concentracdes de Ca?*, CI, uréia, proteinas totais e albumina do
plasma foram realizadas com um auxilio de um espectrofotémetro (Spectrum SP-2000).
O método da orto-cresolftaleina em meio alcalino foi utilizado para determinar os teores
do ion célcio (Ca?*, em mmol/l) em 570 nm (Kit laboratorial da DOLES Reagentes e
Equipamentos S/A, Goiania/GO). Os niveis de cloreto (CI") foram determinados em
meio &cido na presenca de sulfocianeto de mercdrio e nitrato férrico (Kit laboratorial da
DOLES Reagentes e Equipamentos S/A, Goiania/GO). O complexo corado foi
analisado em 510 nm sendo proporcional a concentracdo de cloreto presente na amostra
(mmoles/l). Para as analises dos niveis de uréia presente no plasma foi usado 0 método
da urease (reacdo de Berthelot modificada) onde os ions de amdnia reagem com
salicilato e hipoclorito de sodio para formar um cromdéforo verde (leitura realizada em
578 nm). A coloracdo é proporcional a concentragdo de uréia presente na amostra (Kit
laboratorial da HUMAN DO BRASIL S/A, Itabira/MG). Os niveis de proteinas totais
no plasma foram determinados por meio do método biureto modificado Kit laboratorial

da HUMAN DO BRASIL S/A, Itabira/MG). O método se baseia na reagdo das

12



proteinas presentes do plasma desenvolvendo uma coloragdo roxa (leitura em 550 nm)
que € proporcional & concentracdo protéica da amostra. A concentracdo de albumina no
plasma foi obtida pelo método que se baseia no uso do verde de bromocresol que em pH
4,0 liga-se a albumina presente no plasma com mudanca de coloracdo para verde Kit
laboratorial da HUMAN DO BRASIL S/A, Itabira/MG). As concentragGes dos ions Na*

e K" foram determinadas por fotometria de chama (Digimed Model DM-61).

4.5. Analise da atividade especifica da Na*/K*-ATPase branquial e renal

As amostras dos arcos branquiais e dos rins foram armazenadas e congeladas
em tampdo SEI (sacarose 300 mM, EDTA 20 mmol, Imidazol 100 mmol, pH 7,4) para
a andlise da Na'/K'-ATPase. Os homogeneizados foram preparados em baixa
temperatura (~4 °C) usando um homogeneizador Dispensor Extratur (Quimis). Foram
usadas sub-amostras dos homogeneizados para a determinacdo da quantidade de
proteina presente (pelo método do biureto descrito anteriormente) e atividade da
Na*/K*- ATPase. As andlises da Na*/K"-ATPase foram ensaiadas em tampédo NaCl,
100 mM; MgCl, 5 mM; KCI, 13 mM; ATP, 3 mM e imidazol, 30 mm, em pH 7,4
incubados durante 30 min a 25°C em meios com e sem ouabaina (inibidor da enzima).
A concentracdo do fosfato inorganico (Pi) foi determinada na presenca do sulfato
ferroso usado como agente redutor. As leituras das amostras foram realizadas em A830
nm. A atividade da Na'/K*-ATPase foi definida como sendo a diferenca entre a
concentracdo de Pi na auséncia e presenca do inibidor da Na*/K*- ATPase (ouabaina).
A concentracdo esta expressa como atividade especifica da enzima em pmoles de

Pi/mg proteina/hora.
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4.6. Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico Systat
v.12. Os dados estdo descritos como média + desvio padrdo. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi utilizado inicialmente para analisar a distribui¢do normal dos dados. Uma
andlise de variancia de dois critérios (two-way ANOVA, critérios: tratamento x tempo)
foi utilizada para analisar as diferengas e as interacOes entre os tratamentos (grupos
experimentais: 1- com renovacao da agua; 2- adi¢do de sal; 3- sem renovagao da agua)
e os intervalos de tempo (Rio Cuiuni: 6 horas e Rio Itu: 12 horas). Em todos o0s casos,

o nivel de significancia aceito foi de 5% (P<0,05).

4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas fisicas e quimicas da agua

N&o houve mortalidade em nenhuma etapa dos experimentos. Apesar do cuidado
ao manipular os espécimes, alguns exemplares demonstraram uma aparente agitacao
apenas no inicio dos experimentos. A agitacdo é tida como um aumento da atividade
natatéria. Este comportamento resulta numa série de lesbes ventrais (Fig. 4) devido ao
atrito com o substrato (abrasdo mecanica), ou ainda, lesdes perfurantes devido ao ferréo
caudal. Cerca de 20% das arraias apresentaram lesfes ventrais devido ao atrito com o
fundo plastico dos monoblocos.

A qualidade da agua entre as repeticbes das unidades experimentais foi
uniforme. No entanto, quando as arraias permanecem confinadas nos monoblocos a
qualidade da &gua ¢ alterada durante o tempo de confinamento (Tabela 2). As principais
alteracOes significativas (P < 0,05) nos tratamentos entre o inicio e o final dos
experimentos (tanto de 6 quanto de 12 horas) foram: aumento do pH, condutividade

elétrica, solidos totais dissolvidos (TDS), concentracdo do ion sédio ([Na*] e potassio
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([K']). No entanto, no final da exposicdo entre os diferentes procedimentos
metodoldgicos de transporte as principais alteracfes observadas foram: aumento nos
valores de pH da &gua das arraias mantidas na agua com sal (5 g/l), aumento do TDS e
dos teores de Na* e K* da agua dos animais confinados nos monoblocos sem renovacao
da &gua tanto em 6 quanto em 12 horas. As alteracfes nos valores de TDS devem-se as

alteracBes nas concentracdes dos ions (Na* e K*) da agua, principalmente do ion Na*.

Figura 4. Les@o ventral provocada pelo ferrdo caudal (seta escura) e pelo abrasamento no
substrato  (seta clara) devido ao adensamento das arraias nos monoblocos.
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Tabela 2. Médiatdesvio padrdo das variaveis fisicas e quimicas (pH, condutividade elétrica, sélidos totais dissolvidos -TDS, concentracdo de oxigénio
dissolvido, temperatura, ion sodio - [Na*] e ion potassio - [K*]) da agua entre 0s grupos experimentais (renovacao, sal e sem renovacdo) utilizados para
transportar as arraias cururus (Potamotrygon sp.) das areas de pesca (Rio Cuiuni, 6 horas e Rio Itu, 12 horas).

pH Condutividade TDS [O2] Temperatura [Na'] [K*]
(uS/cm) (a/l) (mg/l) (°C) (umol/l) (umol/l)
Inicial  4,1+0,1 15,3+0,9 8,2+0,4 2,5+0,1 30,0+0,0 2,5+0,7 0,9+0,3
Grupo o horas Final 5,1+0,0* 20,6+0,4* 10,8+0,4* 2,2+0,1 29,0+0,0 9,5+0,7* 2,7+0,1*
1 Inicial  4,2£0,0 12,0+0,3 6,6+0,1 2,1+0,1 29,3+0,4 3,0+0,1 1,7+0,0
12 horas Final 4,7+0,1 17,8+1,2* 9,5+0,6* 2,3+0,1 29,8+0,4 8,0+2,8* 2,3+0,1*
5 horas Inicial  4,7+0,2  4350,0+636,4 2300,0+282,8 1,5+0,1 30,3+1,1 7200,0+141,4 1175,0+135,4
Grupo Final 55+0,0* 4990,0+452,5 2695,0+247,5 1,3+04 29,8+0,4 7465,0+49,5 1275,0+106,1
2 12 horas Inicial  4,6+0,1  5350,0+212,1  2895,0+120,2 1,3+0,2 30,5+0,7 7250,0+£70,7 1225,0+135,4
Final 5,9+0,0* 5600,0+141,4 2975,0+£176,8 1,2+0,1 30,5+0,7 7550,0+212,1 1300,0+98,1
5 horas Inicial  4,2+0,1 13,6+2,1 6,6+0,1 1,7+0,2 29,5+0,7 3,0+0,1 0,8+0,1
Grupo Final 6,2+0,5* 86,1+8,1* 45,6+4,5* 1,3+0,1 29,3+0,4 43,5+13,4* 5,5+0,6*
3 19 horas Inicial ~ 4,2+0,0 11,9+0,3 6,610,3 1,240,1 29,5+0,7 3,5+0,7 0,9+0,4
Final 4,5+0,3 38,9+4,6* 20,8+2,5* 1,1+0,1 29,8+0,4 14,5+4,9* 3,1+0,3*
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4.2. Composic¢do quimica do plasma

Nédo foram observadas alteragGes significativas nos teores dos ions Na*, Cl e
Ca2*, tampouco na relacdo Na*/Cl" e concentragdo de uréia do plasma entre os
tratamentos (procedimentos de transporte), bem como entre os tempos de local/tempo
de transporte (Tabela 3). Também néo foram observadas interagdes significativas entre
o0 tempo de exposicao (6 e 12 horas) e os procedimentos de transporte com renovacgéo da
agua (grupo 1), transporte com sal na agua (grupo 2) e transporte sem renovagdo da

agua (grupo 3).

Tabela 3. Valores médios+desvio padrdo de eletrdlitos (Na*, Cl-, Ca*?) e uréia do plasma das
arraias dos grupos experimentais 6 e 12 horas, dos animais coletados no Rio Cuiuni e Itu,
respectivamente do Médio Rio Negro.

6 horas 12 horas

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Na* 355+34,6 354+44,4  372,8+34,4 340,2+16,1 348,8+44,0 327,8+11,

(mmol/l) 7
Cl 119,646, 126,6+7,2 113,946,6 120,249,1 1146453  116,8+7,7
(mmol/l) 6
Ca** 1,51+0,2  1,56+0,2 1,87+0,1 1,64+0,2 1,45+0,1 1,79+0,1
(mmol/l)
Na*/CI 3,0£0,4 2,8+£0,4 3,310,5 2,840,1 3,1+0,5 2,840,2
Uréia 6,5t£1,5 7,4+1,2 5,714 6,51£0,5 9,212,6 7,911,8
(mMV)

No entanto, alteracdes significativas foram observadas na concentracdo de K*,
proteinas totais e globulinas plasmaticas (Fig. 4). Observou-se uma reducdo
significativa (P < 0,05) nos niveis de K* e proteinas totais do plasma das arraias
coletadas no Rio Itu e transportadas durante 12 horas nos monoblocos com e sem
renovacdo de agua (Fig. 5A,B). Nesta anélise, observou-se ainda um efeito interativo
entre tempo (12 horas) e os dois tratamentos experimentais (grupo 1 — com; e grupo 3 -

sem renovacao da agua).
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Por outro lado, observou-se um efeito interativo significativo entre tempo de
exposicao (12 horas) e o procedimento de transporte com renovagdo de agua (grupo 1)
sobre a concentragdo de albumina plasmatica e globulinas totais. Neste tratamento
(grupo 1 — com renovacdo da &gua), o aumento significativo (P < 0,05) nos teores de
albumina (Fig. 5C) provoca uma reducdo de mesma intensidade nos niveis das
globulinas totais (Fig. 5D). A reducdo nos niveis de globulinas totais ocorreu de

maneira proporcional ao aumento dos teores de albumina plasmaética (Fig. 6).
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Figura 5. A) Valores médios (terro padrdo) da [K*], B) proteinas totais, C) albumina e D)
concentragdo de globulinas totais plasmaticas nos exemplares de Potamotrygon sp. (arraia
cururu) capturadas no Rio Cuiuni (transportadas por 6 horas — barras escuras) e Rio Itu (por 12
horas - barras claras) transportadas com renovacéao parcial da agua (grupo 1), com adi¢do de 5
g/l de sal (grupo 2) e sem renovacao da agua (grupo 3).
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Figura 6. Percentual de aumento nos niveis de albumina plasméatica em resposta ao
confinamento/adensamento das arraias transportadas durante 6 (barras escuras) e 12 horas
(barras claras) nos monoblocos com renovagdo de agua.

4.3 Atividade da Na*/K*-ATPase

Os efeitos do tempo e dos procedimentos de transporte sobre a atividade
especifica da Na*/K*-ATPase branquial e renal estdo apresentados na Figura 7. Nestes
tecidos observou-se um efeito interativo do tempo de confinamento de 12 horas e 0s
procedimentos de transporte com renovacao parcial da agua (grupo 1) e com adi¢do de
sal na agua (grupo 2). Animais transportados por 12 horas em tais procedimentos
apresentam um aumento (~2 vezes) significativo (P < 0,05) nas atividades da Na*/K*-

ATPase branquial (Fig. 7A) e renal (Fig. 7B).
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Na'/K" - ATPase branquial
(umol Pi/mg proteina/h)
L
*

Na+t/K+ - ATPase renal
(umol Pi/mg proteina/h)
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Renovagio Sal  Sem renovagio Renovagio Sal  Sem renovagio

Figura 7. A. Niveis da atividade especifica da Na*/K*-ATPase (umoles Pi/mg proteina/h) nas
brénquias; e B. rins das arraias coletadas no Rio Cuiuni e Rio Itu e transportadas por 6 (barras
escuras) e 12 horas (barras claras), respectivamente, nos monoblocos com renovagdo de agua
(grupo 1), com adicéo de sal (grupo 2) e sem renovagéao da agua (grupo 3).

5. DISCUSSAO

O transporte de animais € uma das operacdes mais comum no mercado de peixe
ornamental. Porém, pouca atencdo tem sida dada ao assunto. O tempo de transporte de
organismos vivos tem duracdo variada dependendo da finalidade. Por exemplo, o tempo
de viagem das principais areas de pesca no sistema de rios, lagos, furos, paranas e
igarapés do Rio Itu até ao municipio de Barcelos (Médio Rio Negro) dura cerca de 12
horas durante o periodo de safra (periodo da seca). Por outro lado, uma viagem das
areas de pesca no Rio Cuiuni dura apenas 6 horas. Ap6s a triagem e posterior
quarentena, as arraias sao transportadas até Manaus numa viagem que dura cerca de 25
horas. Em todos os casos, 0s animais devem chegar em boas condices fisioldgicas para
satisfazer os rigoros critérios do comprador final (URBINATI et al., 2004). Além do
confinamento nos monoblocos ou no fundo das canoas, as arraias capturadas na regido
de Barcelos passam por um periodo agudo e severo de adensamento. O adensamento

ocorre em virtude do pequeno espaco no interior da embarcagéo (canoa). Os animais séo
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submetidos a um pequeno volume de agua, e inevitavelmente sdo perfurados pelo ferrdo
caudal devido aos sucessivos encontros entre as arraias. Nos monoblocos plésticos, as
lesGes ventrais sdo sinais claros de estresse devido ao intenso vigor fisico ocasionado
pela atividade natatoria e pelo comportamento de “enterrar-se” no substrato. Assim, a
abrasdo mecanica e as lesdes ventrais pelo ferrdo caudal sdo tidas como importantes
precursores de respostas ao estresse. Como consequéncia do estresse pelo transporte,
confinamento e adensamento, 0s animais aquaticos tornam-se susceptivel as
enfermidades e geralmente morrem (MORAES & MARTINS, 2004).

A adocéo de boas préaticas de manejo e transporte das arraias € ainda motivo de
controvérsias (ALAM & FRANKEL, 2006; BRANDAO et al., 2006). Mesmo nas areas
de pesca da regido de Barcelos diferentes protocolos de transporte sdo adotados pelos
pescadores. A maioria transporta as arraias sem adicionar cloreto de sodio e sem
renovar a dgua dos recipientes. No entanto, alguns pescadores usam o sal de cozinha de
maneira empirica ou ainda renovam regularmente a 4gua dos monoblocos durante o

transporte.

Porém, o sal de cozinha pode ser considerado um insumo caro e supérfluo para
esta atividade; além disso, trocar a 4&gua dos monoblocos durante o transporte é uma
atividade que demanda tempo e esforco fisico, uma vez que a pesca artesanal das arraias
é uma atividade solitaria e dispendiosa para os pescadores da regido de Barcelos. O
cloreto de sédio na concentracdo de 2,5 g/l é amplamente adicionado na agua dos
tanques de cultivo. Nas condi¢bes de transporte, adiciona-se 5 g/l para reduzir a
toxicidade da amonia, alem de servir como medida de profilaxia (ALAM & FRANKEL,

2006).

As arraias de agua doce (da familia Potamotrygonidae) osmorregulam de

maneira similar aos teledsteos de agua doce (THORSON, 1970; WOOD et al., 2002;
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DUNCAN et al., 2009). As células do epitélio branquial, tais como as células cloreto
contém um grande nimero de bombas idnicas (ATPases) capazes manter a homeostase
iobnica (EVANS et al., 2004; EVANS et al., 2005). A arraia cururu (Potamotrygon sp.)
possui uma elevada densidade células cloreto ricas em Na'/K'™-ATPase no espaco
interlamelar. Além disso, estas células organizam-se de maneira ndo usual formando um

arranjo folicular relacionado na tomada de ions da agua (DUNCAN et al., 2010).

Embora contraditéria, o aumento na atividade da Na*/K*-ATPase nas arraias
submetidas ao estresse pelo transporte com renovagdo da agua e com adicdo de sal,
especialmente nos grupos confinados em 12 horas pode ter interpretacdo ambigua. A
funcdo da Na*/K*-ATPase é ambivalente. Em Dasyatis sabina mantida na agua do mar,
a Na'/K*-ATPase cria um gradiente eletroquimico envolvido na excrecdo de NaCl,
enquanto nos exemplares mantidos na dgua doce esta enzima esta envolvida na tomada
de NaCl (PIERMARINI & EVANS, 2000; PIERMARINI & EVANS, 2001). O aumento
na atividade da enzima pode ter sido: (i) um aumento na expressdo e/ou modulagéo de
suas propriedade cataliticas da Na*/K*-ATPase nos exemplares expostos ao sal (5 g/l)
para criar um gradiente favoravel a excrecdo do excesso de sais pelas branquias; (ii) um
aumento na expressdo e/ou modulacdo de suas propriedade cataliticas da Na*/K™-
ATPase nos exemplares submetidos ao confinamento (embora com renovacgdo da agua)
para criar um gradiente favoravel a tomada dos ions pelas branquias, os quais foram

perdidos por meio da difusdo facilitada.

Estas estratégias fisiologicas envolvendo a Na*/K™-ATPase podem ter sido
eficientes para a homeostase iono-osmorregulatérias. As alteracfes nas atividades
especificas da Na*/K*-ATPase ndo afetaram os teores dos principais ions do plasma da
arraias, pois os niveis de Na" e CI" nao foram alterados em nenhum dos protocolos de

transporte. Tal como pode ser observado na relacdo entre Na*/Cl- que néo variou entre
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os tratamentos. No entanto, os teores de K" foram substancialmente reduzidos,
especialemente nos mesmos grupos experimentais onde a atividade da Na*/K*-ATPase
branquial e renal apresentou-se elevada. Presume-se que dos mecanismos de transporte
idnico para manter a homeostase do Na* e CI- plasmaticos por meio da Na'/K*-ATPase
podem estar aclopados ao transporte do ion K*. A concentragdo do ion K* no plasma dos
potamotrigonideos € baixa. Nas varias espécies analisadas, inclusive Potamotrygon sp.
(arraia cururu) os valores estdo em torno de 4-7 mmol/l (THORSON et al., 1967;
WOOD et al., 2002; WOOD et al., 2003; DUNCAN et al., 2009). A enzima Na'/K"-
ATPase é um sistema de transporte antiporte, ou seja, a tomada de 2K™ esta acoplada a
saida de 3 Na*. Portanto, sugere-se que a reducédo dos niveis de K* no plasma das arraias
durante o transporte seja um reflexo do influxo desse ion para o compartimento

intracelular.

O custo metabolico para osmorregular € relativamente baixo (<2%) se
comparado aos outros processos, tais como contragcdo-relaxamento muscular (EVANS et
al., 2005). Os sistemas eletrogénicos, entre 0s quais estdo a Na'/K*-ATPase podem
consumir entre 30 a 60% do ATP produzido (HOCHACHKA & LUTZ, 2001). Assim, 0
aumento na atividade da Na*/K*-ATPase representa uma elevacdo do custo metabolico
para osmorregular. Se considerarmos que a &gua dos monoblocos possui pouco oxigénio
dissolvido (<2 mg/l), a producdo de ATP aer6bico pode ter sido limitada pela condicao
de hipoxia moderada. Esta interpretacdo pode ajudar a explicar o provavel quadro de
imunossupressdo observada nos animais confinados e transportados em monoblocos
durante 12 horas. Segundo Svensson et al. (1998), animais submetidos a situacdes de
estresse apresentam uma reducdo na resposta imune. Segundo estes autores, a alocacéo
de energia para sustentar 0s processos para a homeostasia podera reduzir a energia

disponivel para a sintese de imunoglobulinas.
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Outra possivel explicacdo para a reducgdo das globulinas plasmaticas das arraias
confinadas nos monoblocos pode estar associada ao estresse mediado pelos hormonios
corticosteroides. Varios autores tém sugerido que 0s principais custos das respostas
imunoldgicas sdo os danos teciduais e as reagdes autoimunes (SVENSSON et al., 1998).
As respostas fisioldgicas ao estresse medidas pelos corticosterdides sdo amplamente
discutidas na literatura (URBINATI et al., 2004; BRANDAO et al., 2006). Tem sido
sugerido que a principal funcdo desses horménios é proteger o organismo do estresse
ativado pelos mecanismos de defesa do sistema imune que podera causar severos danos

teciduais, portanto, a imunosupressao pode evitar tais danos (SVENSSON et al., 1998).

Todos os efeitos fisioldgicos do estresse pelo confinamento/adensamento das
arraias foram mais pronunciados ap6s 12 horas de transporte. Isto indica que, quanto
mais tempo o0s animais permanecem submetidos aos agentes que provocam o0 estresse

mais agudas serdo as respostas e seus efeitos.

6. CONCLUSAO

1 — Os diferentes procedimentos de transporte (com renovacgédo, adicdo de NaCl e sem
renovacdo da &gua) ndo provocam alteragcbes pronunciadas nos pProcessos
osmorregulatorios das arraias de dgua doce;

2 — Quanto maior for o tempo de confinamento/adensamento mais agudos séo os efeitos
sobre 0s processos osmorregulatérios;

3 — Animais confinados/adensados e transportados por 12 horas apresentam uma
reducdo nos niveis de K*, proteinas e globulinas totais;

4 — A reducdo nos niveis de globulinas totais (incluindo as imunoglobulinas) ao longo
do tempo de transporte significa uma reducdo da imunocompeténcia humoral —

imunossupressao;
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5 — O aumento na atividade da Na'/K*-ATPase branquial e renal foi associada a
manutencio do equilibrio i6nico (Na*, CI, Ca"), pois estes eletrélitos ndo apresentaram
alteragGes nos animais confinados/adensados e transportados;

6 — Os niveis de uréia plasmaticos ndo foram afetados durante o transporte das arraias.
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