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SIM . NAO

1.3 Este trabalho pode ser liberado para reprodugao?

SIM . NAO

Resumo

As arraias de dgua doce distribuem-se por todas as grandes bacias hidrograficas da América
do Sul. Ao longo dos ~50 milhGes de anos de evolugcdo nas dguas continentais, os
potamotrigonideos colonizaram os diferentes tipos de dguas, incluindo os padrdes cldssicos tais
como pretas, clara e branca e suas variagBes. Os mecanismos fisiolégicos para tolerar o
ambiente de dgua convergiram para um padrdo atualmente encontrado nos peixes teledsteos
(por exemplo, nos ciclideos) e diferente dos grupos de elasmobranquios marinhos. Baseado
nesses argumentos, nds investigamos a localizacdo e distribuicdo das células cloreto branquiais
imunopositivas para a bomba Na*/K*-ATPase (CC-NKA) em 13 espécies de arraias da familia
Potamotrygonidae (Chondrichthyes: Elasmobranchii), incluindo 3 novas espécies. Além disso,
incluimos amostras de Dasyatis guttata (Elasmobranchii: Dasyatidae) como “outgroup”
representante marinho/eurialino de maneira a compreender a morfofisiologia das CC-NKA. Foi
utilizado o anticorpo contra a subunidade a da bomba Na*/K*-ATPase para localizar as células
cloreto ricas nessa enzima. As branquias das arraias de dgua doce da familia Potamotrygonidae
nado apresentam um complexo sistema labirinto-tubular como encontrado no dasiatideo. Em
D. guttata a densidade de bombas Na*/K*-ATPase/célula é maior, no entanto, a densidade
celular (CC-NKA) é menor que nas arraias potamotrigonideos. As arraias de agua doce ndo
elevada densidade de bombas Na*/K*-ATPase/célula, porém, apresentam numerosas CC-NKA
no espaco interlamelar e na base da lamela, principalmente na regido aferente (“trailing edge”)
do filamento. Essas caracteristicas morfoldgicas podem ajudar a entender os mecanismos
fisiolégicos da tolerancia dos potamotrigonideos ao longo da evolucdo no ambiente de agua
doce.



2. Introdugdo

A cerca de 23 a 15 milhGes de anos atrds iniciou-se as incursdes marinhas pela foz do
rio paleoAmazonas-Orinoco, regido que atualmente corresponde ao lago Maracaibo,
Venezuela (Lovejoy et al. 1998, Marques 2000). Acredita-se que esse grande fluxo de agua
possibilitou a entrada dos ancestrais da familia Potamotrygonidae e de muitos outros animais
no continente. Essas incursdes formaram grandes lagoas salinas interconectadas dando origem
ao imenso Mar Pebasiano que apds milhdes de anos entrou em processo de dessalinizacdo
onde esses animais foram se adaptando/aclimatando ao ambiente a ponto de se tornarem
espécies endémicas e especializadas. Mesmo habitando diferentes tipos de dguas tais como
agua preta, branca e clara (Duncan e Fernandes, 2010).

A familia Potamotrygonidae pertence a ordem Myliobatiformes, classes dos
Chondrichthyes a subclasse dos Elasmobranchii. Ela é formada por um clado monofilético
constituido por quatro géneros descritos: Heliotrygon considerado o mais basal seguidos de
Paratrygon, Plesiotrygon e Potamotrygon, o mais especioso. Sdo considerados validas 28
espécies (Rosa et al 2008, Carvalho e Lovejoy 2011, Carvalho e Ragno 2011, Loboda e Carvalho
2013; Fontenelle et al. 2014; Silva e Carvalho 2015, Carvalho et al. 2016). Esses animais sdo
restritamente de agua doce e compreendem grande parte das bacias hidrograficas da América
do Sul (Rosa et al. 2010); incluindo regides estuarinas. (Almeida et al. 2009, Duncan e Fernandes
2010).

Os rios sdo classificados de acordo com a composicdo fisicas, quimica e diferencas na
coloracao das aguas. Sendo divididos em rios de dgua branca, preta e clara (Sioli 1968). Os rios
de dgua branca sdo férteis, com pH neutro (6 e 7,5) e uma elevada condutividade elétrica
devido a alta concentragdo de ions dissolvidos. J& os rios de dgua preta sdo pobres em ions e
com pH relativamente 4acido (4 e 5). Os rios de agua clara possuem um pH proximo a
neutralidade suas aguas transparentes sdo pobres em nutrientes. Essas caracteristicas fisicas e
quimicas da dgua atuam como uma barreira seletiva de dispersao por exemplo a Potamotrygon
wallacei (arraia cururu) recentemente descrita por Carvalho et al. (2016) é endémica das dguas
acidas e pobres em ions do Médio Rio Negro. No entanto a Potamotrygon motoro possui uma
ampla plasticidade fenotipica nos seus mecanismos de interacdo organismo-ambiente isso lhes
permite tolerar os mais variados habitats.

Filtro seletivo é resultado das limitac@es fisioldgicas para todos os organismos por isso


http://pt.wikipedia.org/wiki/Chondrichthyes

0s potamotrigonideos representam um excelente modelo para estudos de adaptacdo ao
ambiente de dgua doce. Apresentam caracteristicas fisioldgicas Unicas que os diferem dos
ancentrais marinhos/eurialinos: sdo hiperosméticos em relacdo ao meio, ou seja, entrada de
execessiva de dgua e perda de ions por difusdo, osmorregulam por meio de eletrolitos ja que
ndo retém Ureia em seus tecidos, ndo apresentam glandula de sal funcional e possuem
mecanismos de regulacdo ibnica semelhantes aos peixes teledsteos de dgua doce (Wood et al.
2002). Estudos sobre os mecanismos de regulacdo idnica na arraia Potamotrygon wallacei
baseando-se apenas no uso de drogas farmacoldgicas (inibidores de canais e bombas idnicas).
Os dados desses autores foram concordantes com o modelo proposto por Piermarini e Evans
(2000, 2001); porém, é importante ressaltar que esses autores ndo localizaram
imunohistoguimicamente os dois tipos de células cloreto. Acredita-se que ao longo da historia
evolutiva do grupo, o sistema de troca ibnica originalmente moldado para funcionar no
ambiente marinho se reorganizou de maneira que as estratégias osmorregulatorias se
assemelhassem as encontradas nos ciclideos do Médio Rio Negro (Wilson et al. 2002).

As branquias sdo érgaos multifuncionais. Estdo associadas a absorcdo de oxigénio,
excrecdo/absorcdo de sais e equilibrio de acido-base (Evans et al. 2005). A barreira de troca é
formada principalmente pelas células pavimentosas epiteliais e flange da célula pilar (Duncan
et al. 2015). Enquanto as células pavimentosas estdo associadas a absor¢cdo de Oy, as células
ricas em mitocondrias (também conhecidas como células cloreto ou iondcitos) sdo os principais
sitios para excrecdo e tomada de ions em elasmobranquios (Wilson et al. 2002). O transporte
ibnico pelo epitélio branquial tem sido revisto (Evans et al. 2005). Um modelo ndo usual foi
proposto para a arraia eurialina Dasyatis sabina (Piermarini e Evans 2000, 2001). Nesse animal,
foi descrito dois tipos de células cloreto branquiais: o tipo rico em Na*/K*-ATPase (CCs-NKA)
fornece energia para a tomada de Na* via excrecao de H*, enquanto o tipo rico em V-H*-ATPase
(CCs-VHA) favorece a tomada de cloreto eliminando HCOs™ via co-transporte antiporte. Quando
essa arraia foi aclimatada em dgua doce, observou-se um aumento na densidade de células
tipo CCs-VHA. Esse modelo é sugestivo, pois indica a necessidade de eficiente sistema de
transporte ativo para operar na agua doce.

Estudos sobre morfologia e funcionalidade das branquias de teledsteos tem ajudado na
compreensdo quanto a adaptacOes aos diferentes tipos de agua (Hughes 1984, Evans et al.
1999, Evans et al. 2005; Fernandes et al. 2007), estudos sobre a morfologia das branquias das

arraias de agua doce podem ajudar a compreender como funcionam os mecanismos de
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adaptacdo aos diferentes tipos de dgua das principais bacias da América do Sul. Portanto este
estudo descreve a distribuicdo e densidade de células cloreto no epitélio branquial de dezesseis
espécies de arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae e de duas espécies de arraias

marinha da familia da Dasyatidae.

3. Objetivos

Executar um estudo sobre a evolucdo da tolerdncia ao ambiente dulcicola das arraias
Potamotrygonidae. Os dados serdo baseados na identificacdo, descricdo histologica das
principais células do epitélio branquial, bem como na localizacdo dos principais trocadores e
transportadores iGnicos relacionados ao sistema de transporte pela membrana das células

cloreto.

3.1 Objetivos especificos

1. Descrever morfologicamente a organizacdo celular do epitélio branquial, com
énfase nas células ricas em mitocondrias e seus mecanismos de transporte
idnicos;

2. ldentificar e descrever a localizacdo das células branquiais ricas em Na+ K+
ATPase e transportadores por meio de imunohistoquimica;

3. Caracterizar os ambientes aquaticos (por meios dos valores de pH,
concentracdo de oxigénio, solidos totais dissolvidos e a condutividade elétrica)
e relacionar com os mecanismos de transporte iénicos

4. Propor um padrdo evolutivo dos mecanismos de adaptacdo ao ambiente de

agua doce baseado na organizacdo das células cloreto;

4. Materiais e métodos

4.1 Coleta de animais e os procedimentos de eutanasia

Dezesseis espécies de arraias da familia Potamotrygonidae foram processadas:
Heliotrygon gomesi (n=1), Paratrygon aiereba (n=4), Plesitrygon iwamae (n=5), Potamotrygon
yepezi (n=3), Potamotrygon schroederi (n=3), Potamotrygon brachyura (n=3), , Potamotrygon

wallacei (n=3), Potamotrygon constellata (n=1), Potamotrygon falkneri(n=1), Potamotrygon



amandae (n=6), Potamotrygon motoro (n=16), Potamotrygon scobina (n=2), Potamotrygon
orbignyi (n=6), Potamotrygon sp. (“jabuti”) (n=2), Potamotrygon sp. (“jutai”) (n=2) e
Potamotrygon sp. (“nhamunda”) (n=3) e duas espécies de arraia marinha da familia Dasiatidae:
Dasyatis guttata (Oceano Atlantico, Recife-PE) (n=2) e Dasyatis marianae (Oceano Atlantico,
Recife-PE) (n=1) como grupo externo. As arrias de agua doce foram coletadas nas diferentes
bacias hidrograficas da América do Sul (agua preta, branca e clara): bacia Parana-Paraguai (Rio
Mutum e llha Solteira); bacia Amazonica: Rio Solimdes (Lago Gamboa e Iranduba), Rio Jutai, Rio
Negro (Cidade de Barcelos, Arquipélago de Anavilhanas e Lago Cataldo), Rio Manacapuru, Rio
Nhamundd, Rio Tapajés, Estuario Amazonico (llha de Colares) e bacia do Orinoco (Lago
Maracaibo)

Os exemplares foram capturados com auxilio de rapichés, espinhel, mergulho livre e
redes de arrasto. Apenas animais adultos e subadultos foram considerados para esse trabalho.
Apds a coleta os animais foram mantidos em tanque redes na dgua do mesmo rio para
aclimatacdo por algumas horas para reduzir o estresse de captura e evitar bruscas alteracdes
morfofisioldgicas. Em todos os procedimentos, meios humanitarios foram adotados para evitar
o sofrimento fisico nos animais. Para tanto, as arraias foram anestesiadas lentamente com
hidrocloreto de benzocaina (0,5 g/l). Este anestésico é recomendado para peixes pelo Concelho

Federal de Medicina Veterindria (Resolucdo N2 714, de 20 de junho de 2002).

4.2 Nota ética

Todos os animais foram coletados com a permissdao concedida pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio, Licenga SISBIO nimero 32360). Além disso,
o presente estudo foi submetido a andlise do Comité de ética em Experimentacdo e Uso de
Animais da Universidade Federal do Amazonas em 2015, porém, até o presente momento

encontra-se sob analise.

4.3 Amostras e processamento

Branquias e rins foram cuidadosamente removidos e imediatamente fixadas in situ por
imersdo em solucdo Bouin (acido picrico saturado, formaldeido e acido acético) e processados

para métodos imunohistoquimicos. As amostras foram desidratadas em concentracGes
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crescentes de etanol (70, 80, 95 e 100% por 1 hora cada) e diafanizadas em xilol (duas etapas de
45 min cada). Apds foram inclusas em parafina. Foram confeccionadas laminas com cortes de

5um obtidos por meio de um micrétomo (SLEE MAINZ, Alemanha).

4.4 Procedimentos de imunohistoquimica

A identificacdo das células cloreto ricas em ATPases foram realizadas conforme
protocolos estabelecidos por Evans et al. (2005) e Duncan et al. (2010). Brevemente, as secdes
foram desparafinizados em xilol, hidratadas em alcool (100, 90, 80, 70, 50%) e em agua
destilada, e subsequentemente com lavagens em Tampdo Buffer Tris Salino (TBS 10M, 1%
Triton, pH 7,4). Uma solucdo de H,02 (3%) foi usada para inibir a atividade da peroxidase
enddgena. As secbes foram pré-incubadas com NGS (Normal Goat Serum, 20%) por 20 minutos
em camara Umida. Depois foram incubadas por 12 horas a 252 C com anticorpo primario
antissubunidade a5 da Na*/K* - ATPase (diluido 1:150 convenientemente em TBS). Apds
incubacdo, as laminas foram lavadas com TBS e, novamente, incubadas com um segundo
anticorpo (Goat Anti-Mouse) marcado com Peroxidase Anti-Peroxidase de camundongo
durante 2 horas a 252 C. Depois, as se¢des foram lavadas com TBS por 10 min. Para visualizacdo
dos anticorpos ligados foi adicionado 3,3’-diaminobenzidina tetra-hidrocloreto e niquel
ammonium a coloracdo comecou a aparecer ente 15 a 20 minutos. Outros marcadores para as
enzimas anidrase carbbnica e V-H*-ATPase foram testados para tentar identificar e descrever a
localizacdo de ambas as enzimas, no entanto ndo obtivemos resultados satisfatorios.

A quantificacdo da CCs-NKA foi efetivada em trés secBes para cada individuo. A
contagem das CCs-NKA foi realizada em 5 a 20 campos de forma que todas as lamelas e espacos
interlamelares fossem quantificados e mensurados para evitar o efeito do comprimento sobre
o numero de CCs-NKA. O numero de CCs-NKA e expresso em células/100um de lamela ou
espaco interlamelar. Todas as medidas foram realizadas em um microscopio Leica acoplado a

uma camera de video e um computador com o software Image) (https://imagej.nih.gov/ij/).

4.5 Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados como médiatdesvio padrdo. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado a priori para analisar a distribuicdo normal dos dados (niumero de CC-NKA). Uma
analise de variancia ndo paramétrica seguida do teste Kruskal-Wallis foi aplicado nos dados de

células NKA do filamento ou da lamela entre os exemplares de arraias da mesma espécie
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coletados em diferentes rios ou bacias hidrograficas. Em todos os casos, o nivel de significancia

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

5. Resultados

As branquias dos potamotrigonideos sdo divididas em cinco pares de arcos branquiais,
sendo o primeiro arco hioidal por possuir apenas os filamentos posteriores (hemibranquias
posteriores), bem como para os dasiatideos. Nos filamentos estdo inseridas as lamelas. Os
espacos entre as lamelas (espago interlamelar) variam de 7 a 75 pm nos potamotrigonideos
sendo que em Plesiotrygon iwamae a média dos espacos interlamelares apresentou o espaco
mais largo, 59,2+10,4 um (médiatdesvio padrdo), isso pode indicar um menor fluxo
(velocidade) de dgua entre as lamelas. O epitélio branquial é formado por uma fina camada de
células pavimentosas responsdveis pelas trocas gasosas, sendo sustentadas pelas células flange
da célula pilar. Além das células pavimentosas e flange da célula pilar podem ser encontradas
no epitélio branquial células mucosas e células cloreto.

As células mucosas sdo responsdveis pela producdo de muco para protecdo contra
abrasoes e/ou producdo de substancias toxicas contra patégenos ou predadores.
Frequentemente sdo encontradas nas regifes aferente e eferente do filamento sendo pouco
usual a presenca de células mucosas nas lamelas e/ou espaco interlamelar, no entanto a
Potamotrygon yepezi que habita o Lago Maracaibo na Venezuela possui uma alta densidade de
células mucosas dacidas (Alcian Blue Positivas) (dados ndo apresentados) nas lamelas e espacos
interlamelares. Essa alta densidade pode estar relacionada com os pardmetros fisicos e
quimicos da agua.

As células cloretos ou iondcitos sdo responsaveis pela absorcdo e excrecdo de sais pela
brénquia, ja que as arraias dulcicolas perderam a capacidade de excretar sais pela glandula retal
a branquia se tornou um érgdo essencial para a osmorregulacdo desses animais. As células
cloreto imunopositivas para a enzima Na+/K+-ATPase podem ser encontradas tanto nas
lamelas quanto nos espacos interlamelares dos potamotrigonideos e dasiatideos estudados
(Tabelas 1 e 2). Porém sdo mais abundantes nos espacos interlamelares. A densidade de
iondcitos para os potamotrygonideos nas lamelas (LL) variam de 0,6 a 10 células/100um de LL

e nos espacos interlamelar (IEL) variam de 3 a 40 células/100um de IEL, enquanto para os



dasiatideos a densidade de iondcitos nas lamelas variam de 0,8 a 0,9 células/100um de LL e de
4 a 8 células/100um de IEL. Os dados de densidade de células cloreto o grupo externo,
dasiatideos, e potamotrigonideos considerados basais estdo apresentados na tabela 1,
enguanto para aqueles considerados do grupo roseta-ocelados, grupo mais recente estao na
tabela 2.

Em Paratrygon aiereba espécie que possui uma ampla distribuicdo geografica, sendo
encontrada desde as aguas pobre em ions do Rio Negro as aguas Brancas do Rio Solimdes. No
entanto, o exemplar coletado no Rio Nhamunda (area de confluéncia dos dois rios citados) as
células cloreto se distribuem de uma forma ndo usual a partir da regido medial/apical da lamela
com tendo uma ou duas células cloreto imunopositivas para Na*/K*-ATPase e nos espacos
interlamelares ndo foram encontradas CCs-NKA (Figura. 1-G).

Em Potamotrygon wallacei, espécie endémica das aguas pobres em ions do Médio Rio
Negro, as CCs-NKA organizam-se em um complexo em forma folicular nos espacos
interlamelares essa organizacdo ndo foi encontrada em nem uma outra espécie estudada. Nas
demais espécies a distribuicdo das CCs-NKA encontrada nas lamelas estdo regularmente
distribuidas.

Para todas as espécies estudadas a atividade da enzima Na+/K+-ATPase nas células
cloreto do epitélio branquial é intensa na periferia do citosol isso sugere que as bombas de

Na+/K+-ATPase est3o localizadas basolateralmente na célula.



Figura 1. Localizacdo e distribuicdo das células imunopositivas para a subunidade o da Na+/K+
-ATPase em dois Dasiatideos A) Dasyatis guttata B) Dasyatis marianae e diferentes géneros da
familia Potamotrygonidae. C) Heliotrygon gomesi (Rio Solim&es) D) Paratrygon aiereba (Rio
Negro) E) Paratrygon aiereba (Rio Solim&es) F) Paratrygon aiereba (Anavilhanas) G) Paratrygon

aiereba (Rio Nhamundd) H) Plesiotrygon iwamae (Rio Solim&es) 1) Potamotrygon yepezi (lago



Maracaibo) J) Potamotrygon schroederi (Rio Negro) K) Potamotrygon schroederi (Anavilhanas)

L) Potamotrygon brachyura (Rio Mutum). Escala 20um.

Figura 2. Distribuicdo das células cloreto nas branquias de diferentes espécies de arraias de
agua doce da familia Potamotrygonidae. A) Potamotrygon wallacei (Rio Negro) B)

Potamotrygon constellata (Rio Manacapuru) C) Potamotrygon falkneri (Rio Parana) D)



Potamotrygon amandae (Rio Parana) E) Potamotrygon scobina (Rio Negro) F) Potamotrygon
scobina (Rio jutai) G) Potamotrygon orbignyi (Rio Negro) H) Potamotrygon orbignyi (Rio jutai) I)
Potamotrygon orbignyi (Rio Manacapuru) J) Potamotrygon sp. “jabuti” (Rio Tapajos) K)
Potamotrygon sp. “jutai” (Rio Jutai) L) Potamotrygon sp. “nhamunda” (Rio Nhamunda). Escala

20 um para todas as imagens.

Tabela 1. Densidade (numero de células/100 um) de células imunopositivas para a Na+/K+-
ATPAse na lamela e no espaco interlamelar das branquias de duas espécies de dasiatideos e
dos potamotrygonideos considerados filogeneticamente basais (Rosa et al., 2010). Os dados

estdo como médiatdesvio padrao.

Espécie Rio/Lago CC-NKA/u de CC-NKA/u de espaco
Lamela interlamelar
Dasyatis guttata 0. Atlantico 0,87+0,56 7,17+4,02
Dasyatis marianae 0. Atlantico 0,82+0,41 4,99+41,20
Heliotrygon gomesi Solimdes 0,80+0,23 6,95+2,34
Paratrygon aiereba Negro 3,04£1,35 3,18+0,55
Solim&es 3,2241,73 4,71+1,84
Anavilhanas 9,53+1,74 32,29+7,22
Nhamunda 0,6610,5 -
Plesiotrygon iwamae Solimdes 2,19+1,39 4,23+2,78
Potamotrygon yepezi Maracaibo 1,94+0,99 5,74+2,81
Potamotrygon schroederi Negro 3,76+1,65 16,63+8,99
Anavilhanas 2,28%1,25 7,09+2,20
Potamotrygon brachyura Mutum 4,83+2,58 13,21+6,67
Potamotrygon wallacei Negro 7,11+3,09 25,86+12,5
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Tabela 2. Densidade (numero de células/100 um) de células imunopositivas para a Na+/K+-
ATPAse na lamela e no espaco interlamelar das branquias dos potamotrigonideos considerados

como grupo roseta-ocelado (Rosa et al., 2010). Os dados estdo como médiatdesvio padrao.

Espécie Rio/Lago CC-NKA/p de CC-NKA/u de espago
Lamela interlamelar
Potamotrygon constellata Manacapuru 5,07+2,16 18,61+8,94
Potamotrygon falkneri Parana 5,0+2,99 21,91+8,94
Potamotrygon amandae Parand 7,0£3,07 33,95+24,26
Potamotrygon motoro Negro 5,37+2,68 22,97+10,94
Solimd&es 6,12+2,66 13,0249,31
Jutai 4,40+1,59 18,67+11,17
Mutum 6,2842,78 17,9349,23
Cataldo 4,68+2,89 9,59+4,94
Manacapuru 9,48+1,70 37,64+12,62
Nhamunda 4,95+1,32 7,55%3,06
Potamotrygon scobina Jutai 3,54+1,85 11,21+5,59
Colares 3,7141,59 13,76+6,16
Potamotrygon orbignyi Negro 5,45+2,98 10,1044,76
Jutai 4,84+2,69 14,8549,39
Manacapuru 8,05+4,35 22,91+10,84
Potamotrygon sp. (“jabuti”) Tapajoés 8,34+4,69 26,3549,45
Potamotrygon sp. (“jutai”) Jutai 3,16%3,29 11,31+4,54
Potamotrygon sp. (nhamundd”)  Nhamunda 6,01+2,94 13,76%9,27

Potamotrygon motoro apresenta uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo nas
principais bacias das América do Sul (Rios Amazonas, Orinoco e Parana-Paraguai). Tém-se
postulado que os mecanismos de interacdo organismo-ambiente podem explicar a ampla
plasticidade fenotipica associada a tolerancia aos diferentes tipos de habitats de ocorréncia
dessa espécie. As CCs-NKA da Potamotrygon motoro localizam-se preferencialmente na base e
espaco interlamelar das lamelas branquiais. Nos exemplares dos rios Negro, Jutai, Cataldo e
Manacapuru (Fig. 2-A, C, E e F) as CCs-NKA organizam-se como numerosos agregados de
células. A densidade células cloretos na lamela foi maior nos espécimes provenientes do Rio
Manacapuru seguidos dos rios Mutum, Solimdes, Negro, Nhamund4, Cataldo e Jutai. No espaco

interlamelar, a densidade de CCs-NKA foi maior para os espécimes coletados no rio
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Manacapuru, comparados aos dos rios Negro, Jutai, Mutum, Solimdes, Cataldo e Nhamund3

(ver tabela 1).

Figura 3. Fotomicroscopia das branquias de Potamotrygon motoro coletada em diferentes rios:
A) Rio Negro B) Solimdes C) Jutai D) Mutum E) Cataldo F) Manacapuru G) Nhamunda. Escala

20pm.
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6. Discussao

As células cloreto sdo os principais sitios de absorcdo idnica em peixes teledsteos e
elasmobranquios (Evans et al. 2005, Duncan et al. 2011). Nestas células, a enzima Na*/K* -
ATPase localiza-se em uma vasta area tubular, a qual é continua com a regido basolateral
(Piermarini e Evans 2000, Evans et al. 2005). Estudos ultraestruturais das CCs dos
potamotrigonideos indicam que estas células sdao semelhantes aquelas observadas nos
representantes marinhos (Duncan et al. 2010). Isto explica a forte marcacao
imunohistoquimica (anticorpo contra a Na*/K*-ATPase) que se observou na periferia e,
sobretudo, na regido basolateral das CCs-NKA das arraias de dgua doce. Vdrios autores sugerem
que estas invaginacGes na regido basolateral sdo os provaveis sitios de localizacdo da Na*/K*-
ATPase (Pisam et al. 1990, Piermarini e Evans 1998, Piermarini e Evans 2000) e da V-H*-ATPase
(Piermarini e Evans 2001, Piermarini et al. 2002). Em todas as arraias da familia
Potamotrygonidae a distribuicdo das CCs imunopositivas para Na*/K*-ATPase (CCs-NKA) ocorre
preferencialmente nos espacos interlamelares na regido aferente do filamento branquial, e
podem ainda ser encontradas difusas no epitélio.

A presenca de maior nimero de células ricas em mitocondrias (CRM) nos érgdos
osmorregulatdrios sugere maior potencial para absor¢do de sais do meio aquatico. Especies
como Potamotrygon wallacei, Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon
schroederi Potamotrygon brachyura que vivem em ambientes mais diluidos (com baixa
concentracdo de sais com os rios de dgua preta) tendem a apresentar maior densidade de CRM-
NKA branquial favorece os mecanismos de reabsorcdao de eletrélitos evitando perda de sais
para a agua. Em sintese, observa-se que a espécie Potamotrygon motoro possui uma ampla
distribuicdo geografica apresenta uma elevada plasticidade fenotipica na densidade e
distribuicdo dos iondcitos (CRM-NKA), o que permite que essa arraia possa osmorregular nas
aguas com diferentes caracteristicas fisicas e quimicas.

Em resumo, as branquias das arraias de dgua doce da familia Potamotrygonidae
apresentam a mesma organizacdo basica encontrada nos demais elasmobranquios. As CCs-NKA

sdo abundantes no espaco interlamelar e na base da lamela.
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8. Cronograma de Atividades

2 | Descri¢ao Ago |Set |Out |Nov |Dez |Jan |Fev |Mar |Abr |Mai [Jun |Jul
201 201
5 6
Coleta de campo R R R
Processamento R R R

Imunohistoquimica

Observacdo em Microscopia

Optica

Obtencdo das imagens R R R R R

ég;l(;soes dos resultados R R R
Integracdo dos Resultados R R
Redacdo do Relatério Final R R

R= realizado; X= a realizar

16




