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Resumo
As arraias da Ordem Myliobatiformes sdo consideradas viviparas, ndo placentérias,

histotroficas. Na fase intermediaria da gestacdo os embrides recebem nutrientes do saco vitelino
e histotrofo, sendo nutridos inicialmente pelo vitelo (lecitrofia) e, posteriormente, sao
alimentados por uma secrecdo da mucosa viliforme do Utero da mé&e, conhecido como
trofonema, que é rica em lipideos e proteinas de grande peso molecular. Este fluido uterino é
conhecido como “leite uterino”, ainda pouco estudado. O objetivo deste trabalho foi investigar
a dinamica de armazenamento e alocacdo de substratos metabdlicos ao longo do ciclo
reprodutivo da espécie vivipara histotréfica Potamotrygon amandae em area de ocorréncia nédo-
natural, no reservatorio de Jupid, Ilha Solteira, SP. As coletas dos exemplares foram realizadas
no reservatorio da Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza Dias — “Jupia”, Ilha Solteira-SP, entre
0s meses de janeiro a dezembro de 2018, com afericdo de dados biométricos e ponderais das
fémeas. A analise dos dados ambientais permitiu a classificacdo do local de coleta em dois
periodos bem marcados (chuvoso e seca). Os animais coletados foram anestesiados e
eutanasiados, com posterior extracao do tecido hepatico, muscular, ovariano e uterino, e foram
classificados de acordo com anélise macroscépica dos ovarios e presenca de filhotes, em trés
estagios reprodutivos: repouso, vitelogénese e gravidas. Posteriormente foram realizados
calculos dos indices hepatossomatico e gonadossomatico e mensuracdo da concentracdo de
proteinas, lipideos e glicogénio dos tecidos. A espécie apresenta estagio de repouso ocorrendo
entre 0s meses de fevereiro a maio, vitelogénese nos meses de maio a novembro e gravidez
entre 0s meses de novembro a margo. O IHS mostrou maiores valores naseca, correspondendo
a vitelogénese da espécie, mesmo padrdo observado para IGS, que mostrou um pico no més
de agosto. Uma correlacdo positiva foi observada entre os dois indices, o que inviabiliza a
hipotese de alocacdo entre os dois tecidos durante a vitelogénese. As proteinas hepéticas
mostraram padrdo de alocagdo tecidual, com aumento durante a vitelogénese e diminuicao
durante o periodo de gravidez, com utero e ovario mantendo concentragdes estaveis deste
substrato. O apice da seca em julho parece ser um més de prejuizo deste substrato, com
menores valores para figado, musculo e ovarios, aparentemente fruto de escassez de recursos
alimentares. Potamotrygon amandae, assim como outros elasmobranquios, apresentaram altas
concentragdes de lipideos hepaticos; enquanto o tecido muscular apresenta valores infimos
deste substrato, fruto da auséncia de oxidacdo muscular deste substrato. A histotrofia lipidica
foi demostrada pelas maiores concentrac@es de lipideos nos meses correspondentes ao periodo
de gravidez no tecido uterino, além das maiores porcentagens de saturado (SAT) e
monoinsaturado (MUFA) neste periodo; nos meses de gravidez cerca de 90% da composicao

do tecido uterino (reflexo para a composicao do leite
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uterino) s@o representados por SAT e MUFA; e a gliconeogénese e armazenamento de
glicogénio parece ocorrer nos tecidos hepético e ovariano, enquanto o tecido muscular

aparentemente realiza glicolise mais ativamente.

Palavras-chave: Metabolismo. Histotrofia lipidica; Arraias dulciaquicolas; Perfil de acidos
graxos. Vitelogénese.



Abstract

The rays of the Order Myliobatiformes are considered viviparous, non-placental, histotrophic.
In the intermediate stage of gestation, embryos receive nutrients from the yolk sac and
histotrophic tissue, being initially nourished by yolk (lecitrophy) and later fed by a secretion
from the villiform mucosa of the mother's uterus, known as trophonema, which is rich in lipids
and high molecular weight proteins. This uterine fluid is known as “uterine milk”, which has
not yet been studied. The objective of this work was to investigate the dynamics of storage and
allocation of metabolic substrates along the reproductive cycle of the histotrophic viviparous
species Potamotrygon amandae in an unnaturally occurring area, in the Jupia reservoir, Ilha
Solteira, SP. The collections of the specimens were carried out in the reservoir of the
Engenheiro Souza Dias Hydroelectric Plant - “Jupia”, Ilha Solteira-SP, between the months of
January to December 2018, with measurement of biometric and weight data of the females. The
analysis of environmental data allowed the classification of the collection site in two well-
marked periods (rainy and dry). The animals collected were anesthetized and euthanized, with
subsequent extraction of liver, muscle, ovarian and uterine tissue, and were classified according
to macroscopic analysis of the ovaries and the presence of puppies, in three reproductive
stages: rest, vitellogenesis and pregnant. Subsequently, calculations of the hepatosomatic and
gonadosomatic indexes and measurement of the concentration of proteins, lipids and glycogen
in the tissues were performed. The species presents a resting stage occurring between the
months of February to May, vitellogenesis in the months of May to November and pregnancy
between the months of November to March. The IHS showed higher values in the drought,
corresponding to the vitellogenesis of the species, the same pattern observed for 1GS, which
showed a peak in the month of August. A positive correlation was observed between thetwo
indexes, which precludes the hypothesis of allocation between the two tissues during
vitellogenesis. Liver proteins showed a pattern of tissue allocation, with an increase during
vitellogenesis and a decrease during the pregnancy period, with uterus and ovary maintaining
stable concentrations of this substrate. The peak of drought in July seems to be a month of
damage to this substrate, with lower values for liver, muscle and ovaries, apparently the result
of a scarcity of resources. Potamotrygon amandae, as well as other elasmobranchs, showed high
concentrations of hepatic lipids; while the muscle tissue has very low values for this substrate,
due to the absence of muscle oxidation of this substrate. Lipid histotrophy was demonstrated
by the highest concentrations of lipids in the months corresponding to the period of pregnancy
in the uterine tissue, in addition to the highest percentages of SAT and MUFA in this period; in

the months of pregnancy about 90% of the composition of the uterine tissue (reflex to the



composition of the uterine milk) is represented by SAT and MUFA,; and gluconeogenesis and

glycogen storage appear to occur in hepatic and ovarian tissues, while muscle tissue apparently
performs glycolysis more actively.

Keyword: Metabolism. Lipid histotrophy. Freshwater stingrays. Fatty acid profile.
Vitellogenesis.



1 Introducéo

As arraias pertencem a Classe Chondrichthyes que compreende a classe dos peixes com
esqueleto cartilaginoso, separada por duas subclasses: Subterbranchialia (Holocephali), que
abrange as quimeras e Elasmobranchii, que inclui os tubarGes e as arraias (RICHTER et al.,
2000). Estdo ainda classificadas na Subdivisdo Batoidea e na Ordem Myliobatiformes
(LOVEJOY, 1996), que contem a familia Potamotrygonidae, de arraias de agua doce (LESSA
et al., 1999; CARVALHO et al., 2003, NELSON, 2006; COMPAGNO; COOK, 1995). Séo
descritas 1154 espécies de Elasmobranchii, e somente 56 sdo exclusivamente adaptadas a agua
doce, dessas, 30 pertencem a familia Potamotrygonidae (LUCIFORA et al., 2015;
CARVALHO, 2016).

Grupo monofilético que compartilha especializacdes morfoldgicas e fisioldgicas Unicas,
as quais incluem: baixa concentracdo de ureia no sangue, reducdo da glandula retal e captacédo
ativa de eletrdlitos pelos rins e branquias, que fazem com estas espécies apresentem controle
iono- regulatério comparado a de peixes teledsteos de agua doce, carater estenoalino e
hiperosmético em relacdo ao ambiente (DUNCAN, 2008; POUGH; HEISER; JANIS, 2008;
SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010; TREBERG, et al., 2006, LUCIFORA et
al., 2015), além de adaptacdes nas ampolas de Lorenzini, suportando alteragdes importantes em
sensores ambientais (RASCHI; MACKANOS, 1989). Adicionalmente, a presenca de um
processo pré-pélvico longo é sinapomorfia deste grupo (THORSON et al., 1983, ROSA, 1985;
CARVALHO et al., 2003).

A familia Potamotrygonidae atualmente compreende 30 espécies e pelo menos sete
espécies conhecidas mas ainda nao descritas (LUCIFORA et al., 2015; CARVALHO, 2016),
encontra-se dividida em duas subfamilias, sendo a subfamilia Potamorygoninae dividida em
quatro géneros: Paratrygon, Plesiotrygon, Heliotrygon e Potamotrygon (CARVALHO;
LOVEJOY; ROSA, 2003; CARVALHO e RAGNO 2011; CARVALHO; LOVEJOY, 2011;
CARVALHO, 2016). Representantes dessa familia sdo encontradas apenas na América do Sul,
local onde estdo presentes nos principais sistemas fluviais (ROSA, 1985), sendo presentes em
varios habitats de agua doce, os quais incluem a calha de grandes rios, praia, igapds, riachos

com fundo argiloso ou pedregoso e lagos.

No entanto, 0 entendimento da diversidade de Potamotrigonideos esta longe de ser
completo e continuard a aumentar substancialmente, j& que muitas novas espécies foram
descobertas como resultado de revisdes mais abrangentes, como é o caso do trabalho publicado
por Fontenelle e Carvalho (2017), em que a espécie Potamotrygon scobina foi revisada

taxonomicamente, e redescrita como trés novas espécies: Potamotrygon adamastor,



Potamotrygon amazona e Potamotrygon garmani, com caracteristicas morfoldgicas e

distribuicdo geogréfica distintas.

Na regido do alto rio Parana, apds a inundacdo do Salto de Sete Quedas para a construgédo
da Usina Hidrelétrica de Itaipu, muitas espécies antes existentes apenas na parte baixa da bacia
hidrografica, iniciaram um processo de dispersdo e colonizaram o Alto Parana, incluindo as
arraias da familia Potamotrygonidae, as quais passaram a desempenhar o papel de espécies
invasoras. Atualmente, as arraias estdo estabelecidas até a regido de lIlha Solteira-SP (alto
Parana), com possibilidade de ja terem atingido pontos mais superiores nesta bacia (LOVEJOY,
1996; CARVALHO et al., 2003, ARAUJO et al., 2004, LASSO et al., 2014).

Apesar da biologia reprodutiva do género Potamotrygon ter sido investigada em muitos
trabalhos, a fisiologia deste processo ainda é pouco explorada, com apenas um trabalho
encontrado em nossa busca bibliografica, abordando os niveis hormonais e variaveis
bioguimicas do plasma e leite uterino de Potamotrygon wallacei (AMAZONAS, 2019). Para
entender os aspectos metabdlicos e outros pontos da biologia do grupo, é preciso investigar 0s

detalhes de sua organizacdo metabdlica, incomum na comparacdo com outros vertebrados.

1.1 Reproducéo de arraias

Do ponto de vista reprodutivo, o sucesso da Classe Chondrichthyes esta associado ao seu
sofisticado mecanismo de reproducdo, a fecundacdo interna. Neste tipo de fecundacdo os
machos apresentam claspers pélvicos, uma estrutura esquelética sélida que ao ser inserido na
cloaca da fémea e fixo a ela por meio de um conjunto de estruturas (farpas, ganchos e
espinhos) proximos a extremidade do clasper, aumenta a sua eficiéncia (CONRATH e
MUSICK, 2012). Além da fertilizacdo, apresentam estratégias diversificadas, como o
armazenamento de espermatozoides(REGO, 2014). Com a evolucéo da fecundagéo interna, os
elasmobranquios adotaram uma estratégia reprodutiva que favorece a producdo de pequeno
numero de descendentes, que sdo retidos, protegidos e cuidado por periodos variaveis, dentro
do corpo da fémea. Este modo de reproducdo requer um investimento significativo de energia
pela fémea (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

No grupo das arraias sdo encontrados representantes oviparos e viviparos, caracteristica
plesiomérfica do grupo (MARUSKA e GELSLEICHTER, 2011). As arraias da Ordem
Myliobatiformes sdo consideradas viviparas, aplacentarias e histotréficas, com embrides

nutridos por secrecdo da mucosa viliforme do Utero da mée, conhecido como trofonema, que é



rica em lipideos e proteinas de grande peso molecular, esta secre¢do, ou fluido uterino é
conhecido como “leite uterino”, ainda pouco estudado (HAMLETT et al., 1993; MARUSKA e
GELSLEICHTER, 2011; TOBERGTE e CURTIS, 2013). Um estudo com a espécie Dasyatis
americana, raia vivipara histotrofica, tragou um padrdo de manutencdo de filhotes no utero
materno, com a retencdo dos embrides durante a gestacao, inicialmente nutridos pelo conteddo
do saco vitelinico, com posterior nutricdo de secrecdo de nutrientes advindos do trofonema, que

nutrirdo o embrido até o momento do parto (HAMLETT et al., 1996).

Levando-se em conta a viviparidade histotrofica das arraias é possivel conjecturar sobre
dois periodos de organiza¢do metabolica reprodutiva em fémeas adultas, a primeira ligada a
vitelogénese ovariana e a segunda ao desenvolvimento de fluido advindo do trofonema uterino
(histotrofia lipidica). A vitelogénese, termo utilizado para denotar as fases de um processo
complexo, inclui a sintese de compostos organicos dentro do foliculo ovariano (JALABERT,
2005). Mudancas sazonais na composi¢do corporal (de armazenamento de agua, carboidratos,
lipideos e proteinas) tém sido observada em varias espécies, e estas alteracdes parecem estar
relacionadas com o crescimento e desenvolvimento das génadas, bem como outros processos
associados com a desova (SHAHJAHAN et al., 2014). A histotrofia lipidica, por sua vez,
envolve a producdo e secre¢do de um fluido rico em lipideos, proteinas e carboidratos, que €
entdo ingerido e/ou absorvido pelo embrido por filamentos branquiais externos, espiraculo e
boca (AMAZONAS, 2019; RANGEL, 2018; TOBERGTE e CURTIS, 2013; TRICAS et al.,
2000).

1.2 Biologia reprodutiva de arraias Potamotrygon

A reprodugdo dos Potamotrigonideos estd relacionada ao ciclo hidroldgico,
respondendo a uma sequéncia de eventos, com variagdo temporal espécie-especifica, sendo a
maturacdo gonadal a primeira de todas as etapas, levando de dois a quatro meses para ser
completada; o periodo de copula pode ocorrer durante a estacdo seca ou chuvosa; a fecundidade
ovariana pode variar de um a 11 odcitos por periodo reprodutivo; a fecundidade uterina de um
a oito embrides e a época do nascimento pode durar de trés a quatro meses (CHARVET-
ALMEIDA; GOES DE ARAUJO; DE ALMEIDA, 2005; GARRONE NETO et al., 2007;
GAMA, 2013). A maior parte da historia de vida deste género ainda corresponde a dos
ancestrais marinhos: baixa taxa de crescimento populacional, maturacdo lenta, baixa
fecundidade e longo periodo de gestacdo (CARRIER et al., 2004; CHARVET-ALMEIDA et
al., 2005).



De acordo com Charvet-Almeida et al. (2005), os machos amadurecem com largura de
disco menor que o das fémeas, como observado para Potamotrygon orbignyi com 390mm
macho /440mm fémea; Potamotrygon schroederi com 420mm macho/440 mm fémea. Esse
padrdo também é relatado no trabalho de Rincon Filho (2006), com a espécie P. orbignyi em
que foi observado 251mm macho/260mm fémea. O estudo de Garrone Neto (2010), com duas
espécies de Potamotrygon na regido do Alto Rio Parand, mostrou que a maturacao foi atingida
com largura de disco de 271mm macho/334mm fémea para Potamotrygon motoro e de 262mm
macho/326mm para Potamotrygon falkneri. A idade de maturidade sexual foi estimada apenas
para duas espécies até 0 momento, sendo para Paratrygon aiereba de aproximadamente 35 anos
e para a pequena arraia de agua doce "cururu™ (Potamotrygon wallacei), com idade estimada
de 2 anos (CHARVET- ALMEIDA; GOES DE ARAUJO; ALMEIDA, 2005). Rincon Filho
(2006), trabalhando com a espécie P. orbignyi estimou que a idade de maturacgéo foi de 5 anos

com longevidade maxima de 10 anos.

A maioria dos Potamotrigonideos estudados até 0 momento parece ter apenas um ovario
funcional, o esquerdo, descrito em P. motoro (CASTEX, 1963; ACHENBACH;
ACHENBACH, 1976; THORSON et al., 1983; PRATT, 1988), Potamotrygon
brachyura (CASTEX; MACIEL, 1965), Potamotrygon constellata (THORSON et al. 1983), P.
orbignyi (LASSO et al. 1996) e Potamotrygon sp. (ARAUJO, 1998). Silva (2017), avaliou a
morfologia dos ovarios da raia cururu, P. wallacei, e verificou que o ovéario esquerdo é
volumetricamente 55 vezes maior que o direito. No lado direito, 0 volume tecidual (ovéario/ 6rgao
epigonal) € constituido por 7,3% de ovario e 92,7% de 6rgao epigonal, enquanto o ovario
esquerdo ocupa 51,2%, e o 6rgdo epigonal apenas 48,8% do volume tecidual total. Em
contraponto, o estudo de Teshima e Takeshita (1992) mencionou que ambos 0s ovarios de
Potamotrygon magdalenae sédo funcionais e o trabalho de Rincon Filho (2006), relata a
funcionalidade do ovério direito, com desenvolvimento de foliculos vitelogénicos, embora
menos frequente que o ovario esquerdo, além de ndo apresentar diferencas estatisticas na largura

e comprimento médios entre 0s ovarios.

Charvet-Almeida et al. (2005), mostrou que a fecundidade ovariana variou entre as
espécies, sendo o valor mais baixo observado de um a cinco o6citos em P. iwamae e 0 maior
de seis a onze odcitos em P. motoro. Adicionalmente, a fecundidade uterina apresentou um
numero médio de embrides que variaram de um a oito, para P. orbignyi uma media de dois

embrides, mesmo achado para esta espécie feito por Rincon Filho (2006) e para P. motoro sete



embrides. Estudo de Garrone Neto (2010), relata que o nimero de filhotes oscilou entre um e
trés para as espécies P. motoro e P. falkneri.

Os abortos sdo muito frequentes para espécies do género Potamotrygon, e parecem
ocorrer quando as fémeas gravidas sdo expostas a condi¢des estressantes, os embrides quase
nunca sobrevivem nessas circunstancias, independente do estdgio de desenvolvimento
(CHARVET- ALMEIDA; GOES DE ARAUJO; DE ALMEIDA, 2005). A ocorréncia comum
de abortos entre fémeas gravidas também foi indicada por Schomburgk (1843), Achenbach e
Achenbach (1976) e Charvet-Almeida (2001). Gama (2013), relata que das 29 fémeas gravidas
estudadas, 20 foram observadas abortando embrides em diferentes fases de desenvolvimento e
Garrone Neto (2010), aborda que em todas as ocasides, apenas filhotes fémeas foramabortados
para as espécies P. falkneri e P. motoro. Observac@es sobre o evento de aborto em
P. amandae foram feitas por nosso grupo de pesquisa e evidenciaram alguns pontos
importantes, tais como a relagcdo do tempo para este evento, tamanho da ninhada e o tamanho
materno, mostrando que fémeas maiores e em estagio mais avancado de gravidez sdo mais

susceptiveis ao aborto ou parto induzido (Rangel et al., 2020).

Quanto a composic¢ao do fluido uterino, “leite”, somente foi descrita para a espécie P.
wallacei no ano de 2019, mostrando a presenga de gonadotrofinas e hormonios esteroides,
sinalizando a comunicacdo entre ovarios e Uteros na sincronizagdo da gestacdo, além de altas
concentracdes de Ca2+ e Mg2+ no inicio da gestacdo, como mobilizacdo materno fetal de
componentes formadores de cartilagem e altas concentracdes de colesterol e triglicerideos ao
final do periodo gestacional, em detrimento da glicose, demostrando a histotrofia lipidica da
espécie (AMAZONAS, 2019).

1.3 Metabolismo de substratos energético em elasmobranquios

O metabolismo dos elasmobranquios difere dos demais vertebrados, apresentando uma
organizagdo metabdlica incomum, que inclui baixa capacidade de oxidacdo lipidica extra
hepatica, dependéncia de corpos cetonicos, principalmente o B-hidroxibutirato (f- HB), e
aminoacidos como combustiveis oxidativos nos tecidos musculares (esquelético e cardiaco)
(SPEERS-ROESCH et al., 2006). Unido a baixa capacidade de oxidacdo de lipideos nos
tecidos, sdo descritos baixos niveis de acidos graxos ndo esterificados no plasma, devido a
auséncia funcional da albumina, proteina de ligacdo e transporte deste metabolito (SPEERS-
ROESCH et al., 2006; BALLANTYNE, 2016, RANGEL, 2018).



Tais caracteristicas foram exaustivamente analisadas, a partir do que foi postulado de
“Hipotese da ureia”. Segundo esta hipdtese se acreditava que altos niveis de ureia plasmatica
eram uma restricao a capacidade dos elasmobranquios marinhos para transportar acidos graxos
na correntesanguinea, e que talvez elasmobranquios de agua doce, com seus menores teores
de ureia, novamente priorizariam os lipideos como um combustivel metabolico extra hepatico,
reduzindoa importancia dos corpos de cetdnicos e dos aminoécidos (SPEERS- ROESCH et
al., 2006).

E amplamente aceito que todos os elasmobranquios de agua doce s&o derivados de
formas marinhas (THORSON e BROOKS, 1983) e que para entender a fisiologia dos
elasmobranquios na agua doce entéo, faz-se necessario compreender os aspectos relevantes da
fisiologia das formas marinhas. A fisiologia dos elasmobrénquios marinhos € muito diferente
da dos teledsteos marinhos e a caracteristica de distincdo do sistema osmorregulador marinho
elasmobranquios é a retencdo de altos niveis de ureia (SPEERS- ROESCH et al., 2006;
BALLANTYNE e ROBINSON, 2010). Nos elasmobranquios a principal funcdo da ureia é
osmotica, tornando o animal hiperosmotico em relagdo ao meio (BALLANTYNE e
ROBINSON, 2010).

Secundariamente, a ureia interrompe as interacdes hidrofobicas necessarias para a
estrutura e funcdo adequadas das proteinas, e como as interac@es hidrofdbicas sdo as principais
responsaveis pela ligacdo dos &cidos graxos a albumina, o transporte de acidos graxos estaria
comprometido nestes animais (WETLAUFER et al., 1964; YANCEY et al., 1982; PETERS,
JR, 1996). A evolucdo da osmorregulacdo a base de ureia em elasmobranquios pode, portanto,
ter sido associada ao desenvolvimento de uma organizacdo metabdlica extra hepatica que nao
enfatiza os acidos graxos em favor de corpos cetdnicos e aminoacidos altamente sollveis, que
ndo requerem transportadores especiais (BALLANTYNE e MOON, 1986; SPEERS-ROESCH
et al., 2006).

Todavia, o trabalho de Speers-Roesch et al. (2006) refuta essa hipdtese, mostrando que
a oxidacdo lipidica extra hepatica ocorre em elasmobréanquios, principalmente nos rins e na
glandula retal; a capacidade para a oxidacdo e transporte de lipideos extra hepéaticos ndo é
reforcada em elasmobranquios de 4gua doce com baixo teor de ureia em relagdo as espécies
marinhas; a capacidade de oxidag&o do corpos cetonicos foi detectada em todos os tecidos de
todas as espécies de adgua doce investigados e nenhuma evidéncia de diminuicdo de utilizacao
de corpos cetdnicos foi observada em formas de agua doce; a capacidade glicolitica, indicado
pela atividade da piruvato quinase, forneceu informacdes sobre a importancia de carboidratos
como combustivel metabdlico (SPEERS-ROESCH et al., 2006). A explicacdo para tais



resultados estaria ligada a evolucdo, em que espécies dulciaquicolas apenas mantiveram
caracteristicas de seus ancestrais marinhos, e que a coloniza¢do do ambiente de agua doce néo
foi uma forca seletiva suficientemente poderosa para causar a adogdo de uma organizacéo

metabdlica semelhante a dos teledsteos.

1.3.1 Metabolismo de proteinas

O metabolismo de aminoacidos é uma importante fonte de energia para 0s
elasmobranquios, especialmente o aminoacido glutamina, como combustivel oxidativo
(SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010). A glutamina sintetase (GS) é uma enzima essencial
nos elasmobranquios marinhos por seu papel na eliminacdo de aménia para a sintese de ureia.
A atividade de GS é mais baixa em Potamotrygon spp. de agua doce do que em outras
espécies marinhas e € semelhante ao dos teledsteos de agua doce. (SPEERS- ROESCH et al.,
2006; BALLANTYNE e ROBINSON, 2010). Alta atividade de glutaminase no musculo
vermelho eno coracdo de elasmobranquios foram atribuidos ao uso deste aminoacido para
oxidagdo (SHADWICK; FARRELL; BRAUNER, 2015).

A glutamato desidrogenase (GDH) esta geralmente associada a oxidacdo de
aminoacidos. Os niveis de GDH no figado de diferentes espécies de elasmobranquios variam
de acordo com a necessidade de nitrogénio para a sintese de ureia. As atividades mais altas de
GDH ocorrem nos potamotrigonideos de dgua doce que ndo acumulam ureia. Os niveis mais
baixos ocorrem em espécies marinhas, onde a oxidacao reduzida de aminoacidos garante que a
maior parte do glutamato esteja disponivel para a sintese de glutamina via glutamina sintetase
(SHADWICK; FARRELL; BRAUNER, 2015).

1.3.2 Metabolismo de lipideos

Os vertebrados apresentam diferentes estratégias para armazenamento e utilizacéo dos
estoques lipidicos, que podem variar com a histéria de vida de cada espécie (SHERIDAN,
1994; SPEAKE e THOMPSON, 2000). O figado € o principal sitio de armazenamento de
lipideos em elasmobranquios marinhos, com niveis muito altos acumulando-se em espécies
ndo-bentbnicas para aumentar a flutuabilidade ndo ha evidéncias de que as animais de agua
doce sejam diferentes (BALLANTYNE e ROBINSON, 2010; SHADWICK; FARRELL,;
BRAUNER, 2015). Nenhuma espécie de elasmobréanquio apresenta reserva na forma de
tecido adiposo, o que promove importancia extra ao tecido hepatico como armazenador
deste substrato (BALLANTYNE, 1997).



Os lipideos constituem um grupo diverso de compostos ricos em carbono, e sdo a
forma mais concentrada de energia nos animais, funcionando como moléculas de
armazenamento de energia e como componentes estruturais das células, principalmente
devido as suas caracteristicas bioquimicas de serem combustiveis quimicamente reduzidos,
de maior rendimento energético (~38 kJ g') quando comparados aos carboidratos e
proteinas (~18 kJ g ), e armazenados sem a necessidade de agua (NELSON E COX, 2014).
Além de serem considerados como a principal fonte de energia metabdlica, os lipidios estéo
estreitamente ligados as condi¢cdes ambientais, como quantidade e qualidade de presas,
ciclos bioldgicos da reproducdo e migracdo (SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010;
PETHYBRIDGE et al., 2014; VALLS et al., 2016; GALLAGHER et al., 2017).

Dentre as classes de lipidios neutros, os triacilglicerois (TAG), compostos formados
por trés cadeias de acidos graxos (FA, do inglés fatty acids), ligados a uma molécula de
glicerol, séo a principal fonte de energia metabolica e 0 componente principal de estoques
energéticos. Estudos tem revelado a positiva correlacdo entre as concentracdes de TAG e a
deposicéo de gordura em vertebrados (WILLIAMS etal., 1999; GALLAGHER et al., 2014),
e acumulo deste substrato durante o preparo para eventos energeticamente desgastantes, tais
como migracdo e reproducdo (JENNI-EIERMANN et al., 2002; McWILLIAMS et al.,
2004). Em tubardes, 0 TAG plasmaético tem sido positivamente associado com a condi¢do
corporea (GALLAGHER et al., 2014) e parecem seguir padrées sazonais, com maiores

valores encontrados durante a primavera e verdo (GALLAGHER et al., 2017).

A enzima carnitina palmitoiltransferase (CPT), responsavel pelo transporte de acidos
graxos a mitocondria, e sinalizadora de oxidacdo lipidica, foi investigada em 5 espécies de
elasmobranquios no trabalho de Speers-Roesch et al. (2006), sendo trés arraias de ambientes
distintos: P. motoro- agua doce, Himantura signifer- eurialina, Taeniura lymma- agua salgada
e um tubardo: Chilosccyllium puntatum, e foi detectada em varios tecidos de todas as espécies,
demonstrando a capacidade de oxidagdo de acidos graxos em elasmobrénquios. Deve-se,
porém, ressaltar a alta atividade desta nos rins e glandula retal, e excluir esta atividade nos
tecidos musculares (BALLANTYNE e ROBINSON, 2010). Adicionalmente, a HOAD,
enzima envolvida na beta oxidacdo de &cidos graxos, foi facilmente detectavel em todos os
tecidos, com a maior atividade no figado em todas as espécies testadas, atividades mais baixas
foram observadas nos rins, musculo esquelético, coracdo e glandula retal (SPEERS-ROESCH
et al., 2006).



Paralelamente ao estudo de mobilizacdo e metabolismo lipidico, conhecer o perfil de
acidos graxos de espécies de elasmobranquios é relevante, ja que tais componentes presentes
no vitelo, mobilizados pelos tecidos maternos, suportam o crescimento tecidual dos embrides,
além de serem utilizados como reserva energetica para o tecido embrionario (PETHYBRIDGE
et al., 2010), além da clara ligacdo da mobilizacdo dos acidos graxos a embriogénese, o perfil
destes esté intimamente associado a dieta materna, sendo, portanto, um importante biomarcador
tréfico (RANGEL et al., 2020).

1.3.3 Metabolismo de carboidratos

Com base na atividade da hexoquinase tecidual, no musculo vermelho, coragéo, cérebro,
rim e glandula retal € possivel conjecturar sobre a alta capacidade de utilizagéo de glicose como
metabdlito, sugerindo que a glicose circulante pode ser um combustivel oxidativo importante
nos tecidos (WALSH et al., 2006, SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010). A dependéncia de
carboidratos como combustiveis aerdbicos parece ser amplamente semelhante em
elasmobranquios e teledsteos carnivoros (DRIEDZIC e HART, 1984; SIDELL et al., 1987;
MOYES et al., 1989; CHAMBERLIN et al., 1991).

Assim como nos teledsteos, o glicogénio é uma importante fonte de combustivel nos
musculos locomotores de elasmobranquios (SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010). Além
disso, a gliconeogénese hepatica ocorre em elasmobranquios, mas a taxa € muito menor do que
0 encontrado nos teledsteos. Um ponto importante levantado é a importancia dos aminoacidos
para a gliconeogénese hepética (SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010).

1.4 Espécie modelo

Potamotrygon amandae Loboda & Carvalho 2013 (Fig. 1), conhecida popularmente
como raia-comum e raia-de-fogo (LOBODA e CARVALHO, 2013), se encontra distribuida
nos sistemas de dgua doce na América do Sul, incluindo rios da Bolivia, Paraguai, Argentina e
Brasil (LASSO et al., 2016; LOBODA e CARVALHO, 2013). Apresenta coloracdo dorsal
predominantemente cinzenta ou castanho escuro, a maioria dos espécimes apresentam ocelos
bicolores com uma mancha central branca, cinza clara ou amarela claro, cercado por um anel
preto, com a coloracdo ventral predominantemente cinzenta, cobrindo quase todo o disco
ventral. Adicionalmente, apresenta denticulos dérmicos pequenos em forma de estrela,
espalhada por toda a regido dorsal do disco (LOBODA e CARVALHO, 2013; LASSO et al.,
2016; RAMOS, 2017).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#16
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#16
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#16
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#16
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Figura 1. Potamotrygon amandae Loboda & Carvalho, 2013. Fémea adulta, coletada em

fevereiro /2018, traco representa escala de 1cm.

Estudos de Pagliarini et al. (2020), analisando a dieta, posicao tréfica e valor nutricional
da dieta de P. amandae classificou a espécie como sendo onivora com tendéncia a carnivoria,
com grande plasticidade alimentar no rio Parana, SP, com detrito e fragmento de peixe como
principais itens encontrados no estomdgo desta espécies. Adicionalmente, os autores
descrevem alto consumo de animais benténicos como larvas e ninfas de insetos aquéticos, que
estdo relacionados com as taticas de forrageamento, que com o movimento ondulatorio do
disco, a espécie agita o substrato, escavando-o, proporcionando a formacdo de nuvens de
poeira, que seconstitui num atrativo para quatro espécies de ciclideos (as mais consumidas).
Esses, por sua vez, se aproximam das nuvens de poeiras imediatamente apds o forrageio e
permanecem nas proximidades das arraias enquanto durar essa atividade (GARRONE NETO;
SAZIMA, 2009; OLIVEIRA, 2013), demonstrando que essa espécie apresenta alta capacidade

de exploragéo derecursos no ambiente, como observado por Lonardoni et al. (2006).

Os estudos das arraias de agua doce sdo escassos, fato que fez com que o Programa de
Biologia do Instituto de Pesquisa de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt (IAvH)
propusesse, desde 2012, a inclusdo de espécies de arraias dulciaquicolas no status de
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provavelmente em perigo no Apéndice Ill da CITES (Comercio Internacional de Espécies
Ameacadas de Fauna e Flora Silvestre), como uma tentativa de mitigar uma possivel
superexploracdo, havendo a necessidade de regular o comércio e tentar converter a pesca
ornamental em uma atividade sustentavel, uma vez que o principal impacto das arraias de agua
doce deriva de sua importancia como peixes ornamentais, como alimento e também advindos
de impacto na saude publica (LASSO et al., 2016). A partir da data de inclusdo na lista CITES
em 2017, para a exportacdo da arraia do género Potamotrygon passou a ser exigida a licenca
CITES outorgada pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis (IBAMA) e a ndo observancia podera acarretar multa e apreensao dos espécimes.

Esta espécie foi escolhida devido a disponibilidade de captura, pois, j& vem sendo
estudada por colaboradores do nosso grupo de pesquisa, com trabalhos que abordam aspectos
parasitoldgicos, histomorfolgicos e hormonais nestes animais. No entanto, mesmo
considerando esta facilidade de captura, a escassez de informagdes ndo permite qualquer plano
de conservacdo. Esta espécie é classificada na Lista Vermelha da IUCN (International Union
for Conservation of Nature) como “Data Deficient”, ou seja, sem dados suficientes para
classificacdo do estado de conservagdo. Dessa forma, estudos sobre o papel desempenhado por
espécies invasoras como as arraias, tornam-se relevantes, pois, as informacgdes obtidas
possibilitariam a implantacdo de sistemas adequados de manejo desses ecossistemas e a propria
preservacdo das espécies originais. Desse modo, € importante o entendimento dos processos
fisiologicos ligados a dindmica reprodutiva, adaptaces fisiologicas associadas a relacdo trofica
materno-fetal e os padrfes de alocacdo de substratos energéticos durante o ciclo reprodutivo
pré e durante a gestacdo, que possam refletir particularidades nutricionais e ambientais na

espécie escolhida.

Além da indiscutivel importancia de se descrever aspectos reprodutivos de espécies
pouco estudadas, como o caso de arraias de agua doce (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005), é
amplamente discutido na literatura um padrdo de alteracfes reprodutivas em espécies ndo-
nativas, como forma de adaptacdo a um novo ambiente (WHITNEY e GABLER, 2008). Isto
justifica a necessidade de estudos relacionados a alteracfes de padrdes reprodutivos na regido
do Alto Parana, que, através de varios inventarios realizados, tem uma fauna historicamente
alterada, com registros varias espécies aloctones e exaéticas, mostrando que cercade 6 a 15% das
espécies referidas sdo novas (LANGEANI, 2007).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Investigar a dindmica de armazenamento e alocacdo de substratos metabolicos ao longo
do ciclo reprodutivo de fémeas da espécie vivipara histotréfica Potamotrygon amandae em area

de ocorréncia ndo- natural, no reservatdrio de Jupid, llha Solteira, SP.

2.2 Objetivos especificos
e Classificar os estagios reprodutivos de fémeas da espécie Potamotrygon amandae no
reservatorio de Jupid, llha Solteira, SP, com base nas observac@es morfologicas e

indices gonadossomatico e hepatossomatico mensais;

e Avaliar o perfil de substratos metabdlicos em fases distintas do ciclo reprodutivo em
diferentes tecidos, com vistas a compreender padrdes associados ao ciclo reprodutivos

destes substratos;

e Descrever o perfil de acidos graxos que compdem os tecidos desta espécie e suas

modificacdes reprodutivas;

e Testar modelos metabodlicos/reprodutivos atraves de Modelagem de Equacdes
Estruturais, explorando caminhos metabdlicos/teciduais no ciclo reprodutivo da espécie.
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3 Material e método

3.1 Areade trabalho e métodos de coleta

As coletas dos espécimes foram realizadas mensalmente entre janeiro e dezembro de
2018 a montante do reservatério de Jupia, que se localiza no municipio de Ilha Solteira/SP,
Brasil (20°23'03.9"S 51°21'19.8"W) (Fig. 2). Foram coletados aleatoriamente 10 espécimes
por més, (autorizacdo SISBIO 50019-1 e cadastro SisGen AO01CBE).

Ao
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Figura 2. Localizacdo geografica da area de coleta de exemplares de Potamotrygon amandae no
Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, Ilha Solteira/SP). Marcador vermelho: local de

amostragem. Fonte da imagem: Bruno Silva.

Os dados referentes a temperatura e pluviosidade (Fig. 3) foram extraidos da Rede

Agrometeoroldgica do Noroeste Paulista, disponiveis no site https:// http://clima.feis.unesp.br/.,

e mostram dois periodos bem marcados na regido de coleta: cheia, correspondendo aos meses

de outubro a fevereiro e seca, correspondendo ao periodo de margo a setembro.


http://clima.feis.unesp.br/
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Dados meteoroldgicos da area da coleta

3 14
30 1
25 10
o 20 5 &
° 15 6 €
10 4
> 2
0 0
I TN R, S G R ® @
NN N N N R SN NN RN PN
S FF eV &S ¥

mmmm T°C == P|uviosidade

Figura 3. Dados de temperatura e pluviosidade anual da regido de coleta: municipio de Ilha

Solteira, SP. Fonte: Rede Agrometeoroldgica do Noroeste Paulista.

Arpdes e tarrafas foram utilizados como método de captura dos animais. Os espécimes

foram anestesiados com Eugenol 0,2 g.L'1 por via respiratéria (CEUA FEIS 15/2017),
individualizados em caixas de polietileno e transportados vivos para o Laboratério de Estudos
em Fisiologia Animal (LEFISA) UNESP/llha Solteira, onde foram aferidos os dados
biométricos (massa do animal, comprimento de disco (CD), comprimento total (CT) e largura
de disco (LD)) (Fig. 4). A massa do tecido hepatico e gonadal (ovariana) foi aferida para os
calculos dos indices hepatossomatico e gonadossomatico:

indices = (Massa tecido/Massa corpérea total) x 100.

Figura 4. Afericdo de dados biométricos de Potamotrygon amandae: comprimento do disco

(CD), largura do disco (LD) e comprimento total (CT).
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Apo6s a biometria os animais foram eutanasiados e necropsiados com coleta dos tecidos
hepético, muscular, uterino e ovariano (padronizou-se a coleta de tecido do ovério esquerdo,
funcional em Potamotrygon) os tecidos foram armazenados em criotubos e mantidos em

freezer a -80°C até o momento das analises.

3.2 Classificacdo do estagio reprodutivo da espécie

Os espécimes capturados foram classificados de acordo com anélise macroscopica dos
ovarios e presenca de filhotes, em 4 estagios reprodutivos: repouso, vitelogénese, gravidas e
imaturas. Esta classificacdo se baseou no trabalho de Gama (2013), que de acordo com Charvet-

Almeida (2006), utilizam os seguintes parametros:

Repouso (Fig. 5): Ovaério esquerdo bem irrigado; presenca de foliculos ovarianos em
inicio de desenvolvimento ou em desenvolvimento; Gtero (ou Uteros) vazio; o Utero encontra-

se menos irrigado e mais retraido.

Vitelogénese (Fig. 6): Ovario esquerdo bem desenvolvido e irrigado; presenca de
foliculos ovarianos em desenvolvimento e bem desenvolvidos; Utero pouco irrigado e com

trofonemas pouco desenvolvidos.

Gréavida (Fig. 7): Ovaério esquerdo bem irrigado; presenca de foliculos ovarianos em
desenvolvimento; Utero (ou Uteros) contendo embrifes bem desenvolvidos, com paredes

distendidas, presenca de trofonemas em abundéncia em seu interior.

Imatura: Fémeas juvenis.

Uteros Ovarios

H

Figura 5. Analise macroscopica das gbnadas de Potamotrygon amandae no estagio de repouso:

Ovario esquerdo bem irrigado, Uteros vazios, menos irrigados e mais retraidos. Escala de 1cm.
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Ovarios

Figura 6. Analise macroscopica das gdnadas de Potamotrygon amandae no estagio de
vitelogénese: Ovério esquerdo bem desenvolvido e irrigado. Setas indicam foliculos ovarianos

em desenvolvimento e bem desenvolvidos. Escala de 1cm

Ovarios

Figura 7. Andlise macroscépica das gbnadas de Potamotrygon amandae no estagio de gravidez:
Ovério esquerdo bem irrigado; uteros com presenca de trofonemas em abundéncia. A-

Trofonema. B- Leite Uterino. C- Odcitos em desenvolvimento. Escala de 1cm.

3.3 Analise de substratos metabdlicos
3.3.1 Extracdo de proteinas totais

As proteinas totais dos tecidos foram extraidas ap0Os precipitacdo e solubilizacdo
segundo Milligan & Girard (1993). As amostras foram pesadas (+100mg de musculo, ovario e
utero e +50mg de figado) e homogeneizadas com 5 volumes da solucdo de PCA (acido
perclorico). Apds a homogeneizagdo e centrifugacao a 11.000 rpm em centrifuga eppendorf por
5 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 4 volumes de PCA e o procedimento de
centrifugacdo foi repetido mais 3 vezes. Em seguida, foram adicionados 14 volumes de KOH
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(hidréxido de potassio) e o precipitado foi mantido por 24 horas em agitacdo constante em

temperatura ambiente.

3.3.2 Quantificacdo das proteinas totais

A concentragéo de proteinas totais dos tecidos foi analisada pelo método colorimétrico
de Lowry et al. (1951). O solubilizado restante foi diluido 50 e 100 vezes (dependendo do
tecido) com agua destilada para dosagem protéica. O volume diluido foi pipetado em tubos
eppendorfs e adicionado 1000 pL da mistura reativa (hidroxido de sodio + carbonato de sédio
+ tartarato de sodio e potassio + sulfato de cobre). Posteriormente, adicionou-se 100 pL de
reagente Folin-Ciocalteu (1:1) e ap6s 30 minutos as amostras foram lidas em espectrofotdmetro
a um comprimento de onda de 660 nm. A concentracdo de proteinas totais foi calculada
utilizando-se uma curva de albumina sérica bovina (Bovine serum albumin, Sigma Diagnostics)

e 0s resultados foram expressos em mg/g para as amostras teciduais.

3.3.3 Extracdo de lipideos totais

Os lipideos totais dos tecidos foram extraidos com uma solucdo de cloroférmio:
metanol: adgua (FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, (1957) adaptada por PARRISH,
(1999)). As amostras foram pesadas (+10mg de figado, +100mg de musculo e £50mg de ovario
e Utero) e diluidas em uma solucdo contendo cloroférmio, methanol e &gua em uma proporcao
de 1:0,5:0,5 e, posteriormente homogeneizadas. O homogenado centrifugado a 3000 rpm por
5 minutos e, posteriormente, foi retirada a fase liquida inferior, contendo os lipideos, através
da técnica de dupla pipeta e tranferidos para fracos de vidros. O procedimento foi repetido
mais duas vezes adicionando-se cloroférmio para remocdo dos lipideos remanescentes.
Posteriormente, o solvente foi evaporado em nitrogénio e os tubos vedados com parafilme e

armazenado em geladeira para as posteriores analises.

3.3.4 Quantificacdo de lipideos totais

A concentracao dos lipideos totais teciduais foi determinada pelo método colorimétrico
de FRINGS et al. (1972), utilizando-se como padrdo 6leo de figado de bacalhau (Cod liver oil
fatty acid methyl esters, SIGMA). A solu¢do padrdo e as amostras foram ressuspendidas em
cloroférmio e uma aliquota foi pipetada em tubos de ensaio. Os tubos foram mantidos em uma
estufa a 100°C por 15 minutos para evaporacdo do solvente. No extrato lipidico seco foi
adicionado acido sulfurico concentrado e colocado em banho-maria a 100°C por 10minutos.
Apos o resfriamento, adicionou-se sulfofosfovanilina e os tubos foram mantidos em banho
maria a 37°C por 15 minutos. Posteriormente, 290um das amostras foram lidas em

espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm e a concentragdo de lipideos totais foi
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calculada utilizando-se uma curva de 6leo de figado de bacalhau (cod liver oil methyl esters,
Sigma Diagnostics). Os resultados foram expressos em mg/g para as amostras teciduais e mg/dL

para as amostras plasmaticas.

3.3.5 Transmetilacao e perfil de acidos graxos

Os lipideos utilizados para realizar o perfil de &cidos graxos foram extraidos a partir do
método de transmetilagcdo. As amostras foram pesadas (£100mg de musculo e ovario e £50mg
de figado e utero) e diluidas em solucéo de metilacdo (10:1:1 de metanol: diclorometano: &cido
cloridrico) e homogeneizadas em microprocessador. Posteriormente os tubos contendo as
amostras foram colocadas sob uma atmosfera de nitrogénio no nitrogénio e colocados em
banho maria a 80°C por 2 horas. Em seguida foram adicionados 1,5 ml de &gua destilada,
seguido de 1,5 ml de hexano e 0,3ml de diclorometano e centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos. Posteriormente foi retirada a fase superior e transferidas para tubos vials, 0s quais
foram submetidos a uma atmosfera de nitrogénio para evaporagdo do solvente sem causar
oxidacdo dos &cidos graxos e os tubos vedados com parafilme e mantidos no freezer até

proxima etapa.

O perfil de &acidos graxos foi determinado com o célculo de tempo de retencdo,
utilizando-se um padrdo de acidos graxos com tempo de retencdo conhecido (Supelco, 37
components). A partir da metilacdo das amostras (para formacao dos metis ésteres) pelo método
de de Kitson; Larsen; MCewen (1996), que utiliza o cloreto de acetila e metanol como
catalisadores da reacdo, os metis foram analisados em cromatografia gasosa (GC), acoplada a
um ionizador de chama (FID) e auto injetor (VARIAN GC 3900) e o resultados foram

expressos emporcentagem (%).

Na andlise dos &cidos graxos foi utilizada uma programacdo no cromatégrafo na quala
leitura foi iniciada a uma temperatura de 170°C mantida por 1 minuto e em seguida por uma
rampa de 2.5°C/minuto, até atingir a temperatura final de 220°C, que foi mantida por 5 minutos.
O injetor e o detector foram mantidos a 250°C, e foi utilizada uma coluna CP wax 52 CB, com
espessura de 0,25 mm, diametro interno de 0,25 um e 30 m de comprimento, tendo o hidrogénio

como o gas de arraste.

3.3.6 Extracdo de glicogénio total

O glicogénio total dos tecidos foi extraido a partir do método de Bidinotto; Moraes;
Souza (1997). As amostras congeladas foram pesadas (x50mg figado e £100mg de musculo,
ovario e Utero) e rapidamente diluidas em solucao de 1 ml de KOH, evitando deixar as amostras

descongelarem, e em seguida foram colocadas em banho maria fervente por 4 minutos.
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Posteriormente, os tubos foram agitados em vortex para completa dissolucéo dos tecidos. Para
0 isolamento do glicogénio, foi retirada uma aliquota do homogenado (+250ul) e transferidos
para tubos de centrifuga, onde forma adicionados 3ml de &lcool 95% e misturados em vortex.
Em seguida foram acrescentados 100ul de solucdo K2SO4 (sulfato de potassio) e novamente
agitados em vortex. O homogenado foi centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos e descartado o
sobrenadante. Posteriormente adicionou-se 2,5 ml de &gua destilada nas amostras de figado e

ovario e 0,5ml para as amostras de musculo e Utero para dissolug&o.

3.3.7 Quantificacdo de glicogénio total

A determinagdo de glicogénio dos tecidos foi analisada pelo método colorimétrico de
Dubois (1956). Em tubos de ensaio tomou-se 100l da solugéo anterior e em seguida adicionou-
se 700ul de fenol. Posteriormente foi adicionado 2ml de &cido sulfurico e aguardou-se
aproximadamente 10 minutos. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 480 nm e a concentracdo do substrato foi calculada utilizando-se uma curva de

glicose 100nmoles, e os resultados foram expressos em pmol de glicosil-glicose/g de tecido.

3.4 Tratamento estatistico

Os valores de cada indice corpéreo, IHS e IGS e variaveis metabolicas proteicas,
lipidicas, de acidos graxos e de glicogénio foram comparados mensalmente ao longo do ano
utilizando-se o teste de Analise de Variancia (One-Way ANOVA). Os dados que cumpriram
0s requerimentosde uma analise paramétrica foram comparados utilizado a analise post-hoc
Student- NewmannKeuls e os dados que ndo cumpriram esses requerimentos foram analisados

pelo teste de Mann-Whitney pairwise. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

A correlagdo entre IHS e IGS foi realizada utilizando o RStudio, em que os indices
foram comparados ao longo do ano, considerando-se cada més, utilizando-se a andlise de

correlagdo de Spearman.

Adicionalmente, os dados foram analisados segundo modelo de equagGes estruturais
(SEM) visando verificar relages simultaneas de efeito entre diversas varidveis determinadas,

usando o programa STATA.
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4 Resultados e discussao

4.1 Temperatura e pluviosidade

De acordo com os dados de temperatura e pluviosidade (Fig. 3) foi possivel identificar
que o periodo de cheia corresponde aos meses de gravidez dos espécimes coletados (Fig. 8) e o
periodo de seca corresponde aos meses que forma amostrados espécimes em repouso e
vitelogénese (Fig. 8). O periodo de amostragem de espécimes deste trabalho correspondeu a um
ano sob influéncia de La Nifia (CPTEC-INPE, 2021). Foi observado para a espécie P. motoro
a incidéncia de dois periodos de gestacdo durante fendmenos de La Nifia (Profa Dra Maria
Lacia Gées de Aradjo- Comunicacdo oral durante o Il GEEP Week em 2021), o que nédo se
comprovou com P. amandae, que somente apresentou um periodo de gravidez e parto durante
0 ano de 2018.

4.2 Classificacdo do estagio reprodutivo das fémeas

De acordo com a figura 8, foram observados 100% animais em vitelogénese no més de
julho, setembro e outubro e fémeas gravidas e em vitelogénese em novembro de 2018,
demonstrando claramente o inicio do periodo de gestacdo da espécie e o desenvolvimento
reprodutivo dos animais, enfatizando o periodo de gravidez com a representacdo de 100% de
fémeas gravidas no més de janeiro. Também foram observadas que a maior representacdo das
espécies em repouso esta no més de abrile maio, mostrando o fim do periodo de gestagdo e

parto dos animais.
ESTAGIOS REPRODUTIVOS
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Figura 8. Classificacdo de estagios reprodutivos de fémeas de Potamotrygon amandae com base

nas analises macroscopicas dos ovarios e presenca de embrides no Utero, coletadas no Alto Rio
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Parand (reservatorio de Jupia, llha Solteira/SP). Cor azul indica estagio Imatura, cor laranja
Repouso, cor cinza Vitelogénese e cor amarela Gravida.

4.3 Indice Hepatossomatico (IHS) e Gonadossomatico (IGS)

O valor médio de IHS (Fig. 9) neste trabalho foi de 5,48+0,89, com amplitude de
resultados entre 1,42 a 9,52%, valores superiores aos observados para espécies do mesmo grupo
(Potamotrygonidae), P. motoro no reservatorio de Itaipu, 3,52% ( KIRCHHEIM et al., 2013),
P. orbignyi no Rio Parana-Tocantins, 4% (RINCON FILHO, 2006), P. iwamae na Baia de
Marajo, 3,09% (CHARVET-ALMEIDA, 2001) e P. wallacei, 3,15 (MACEDO, 2019). As
maiores porcentagens observadas para P. amandae neste trabalho podem ser fruto da dieta desta
espécie, que consumiu, aléem de artrépodes e peixes, itens comuns a Potamotrigonideos
(LONARDONI et al.; 2009; MORO et al., 2012), sementes de soja e milho(com contribui¢ao
de 7% da dieta), o consumo desses itens exdgenos ndo sdo descritos na literatura (dados

obtidos com os mesmos exemplares de nosso trabalho- Pagliarini et al., 2020).

Foi observado que os maiores valores de IHS foram correspondentes aos meses do
periodo de seca, excluindo o0 més de janeiro, o que corrobora com os dados de Almeida (2006)
para P. motoro coletada na regido da llha de Marajo, e ndo corrobora com o obtido em dois
trabalhos com a espécie P. orbignyi (MAUES, 2002; RINCON FILHO, 2006), que mostraram
0s maiores IHS no periodo chuvoso. As trés espécies apresentam vitelogénese nos meses de
seca e parto no periodo chuvoso (CHARVET-ALMEIDA et al., 2005), mostrando que a
discrepancia de meses com maiores IHS é espécie-especifica, e pode estar relacionada a
diferentes estratégias de alocagdo de substratos metabdlicos. Neste trabalho foi observado um
padrdo de diminuicdo de IHS no inicio do periodo de gravidez, mesmo comportamento descrito
em P. wallacei (MACEDO, 2019), o que denota para as duas espécies o alto custo energético

da reproducéo.

A médiade IGS (Fig. 10) foi 0,50+0,66, com variacdo de 0,23 a 2,77%, valores similares
aos observados em P. iwamae (CHARVET-ALMEIDA, 2001), de 0,9%, e P. motoro, 0,68%
(CHARVET-ALMEIDA, 2006) e bem abaixo do observado para algumas espécies de
teledsteos, como é o caso da truta, Oncorhynchus mykiss, que atinge IHS de 12% nos meses de
vitelogénese ativa (GOMES, et al., 2020), o que pode ser explicado pela baixa fecundidade
ovariana em arraias na comparagdo com teleosteos. A distribuicdo de 1GS ao longo do ciclo

reprodutivo foi responsiva ao periodo de vitelogénese, com valores aumentando nos meses de
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julho a setembro, sendo o maior valor observado no més de agosto, e declinio com o inicio da
gravidez, em dezembro, atingindo os menores valores em abril, mesmo padréo de queda de
IHS, coincidindo com o inicio do estagio de repouso (pds-parto), caracterizando claramente o

final do periodo de parto, e 0 comeco de um novo ciclo reprodutivo para esta espécie.
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Figura 9. Indice Hepatossomatico de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio

Parana (reservatdrio de Jupia, llha Solteira/SP): &b mostram diferenca estatistica significativa

(P <0,05) entre os meses de coleta.
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significativa (P <0,05) entre os meses de coleta.
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Sabendo-se que a vitelogénese estd relacionada com a alocacdo de substratos
energéticos do tecido hepético para o gonadal (JALABERT, 2005), optamos por trabalhar os
dados de correlacdo entre os indices. Esta analise revelou correlacdo positiva entre os indices

nos mesesde abril, maio, junho, julho, setembro e dezembro (Fig. 11). Os valores de RZ2 ¢ P

estatistico estdo demonstrados na Tabela 1, os valores de R2 obtidos sdo altos, acima de 0,78,

demonstrando ajuste do modelo aos dados.
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Figura 11. Correlacdo de Spearman entre o Indice Hepatossomatico (IHS) e Indice
Gonadossomatico (IGS) de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio Parana
(reservatorio de Jupid, llha Solteira/SP). A intensidade das cores indica maior indice de
correlacdo, proximas de 1 ou -1. A cor azul indica correlacéo positiva e vermelha correlacéo

negativa entre as variaveis testadas.

Tabela 1. Valores de Correlacéo R2 ¢ P estatistico entre o indice Hepatossomatico (IHS) e
indice Gonadossomatico (IGS) de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio

Parand (reservatdrio de Jupia, llha Solteira/SP).

Més Valor P

Abril 0,896 0,0008
Maio 0,827 0,0218
Junho 0,814 0,0000
Julho 0,980 0,0000
Setembro 0,788 0,0000
Dezembro 0,811 0,0412

*s80 apresentados nesta tabela apenas as correlagdes com significancia estatistica.
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Nota-se que correlacdo sempre é positiva, com os dois indices aumentando de modo
concomitante, o que refuta a hipétese de alocacao de substrato com reflexo na massa tecidual
para esta espécie. Almeida (2006), observou um padréo claro de diminui¢do de IHS e aumento
de IGS no periodo de vitelogénese em P. motoro. De acordo com a figura 8, observa-se que nos
meses de abril e maio, 0s animais estdo deixando o periodo entre ciclos reprodutivos (repouso).
Junho, julho e setembro, estdo inseridos no periodo de vitelogénese em que se inicia a
mobilizacdo de substrato energéticos armazenados no figado para as gonadas, dando inicio a
maturacao dos o0citos, o que enfatiza o aumento de IGS no més de julho. Adicionalmente, o
més de dezembro representa 0 estdgio de gravidez, mostrando diminuicdo expressiva e

concomitante dos dois indices.

4.4 Substratos metabdlicos

4.4.1 Proteinas totais
Os resultados de proteinas totais estdo apresentados na figura 12 e na tabela do

apéndice 1.

A analise das proteinas totais hepaticas, mostrou um aumento gradual da concentracédo
quando as fémeas estavam em parte do periodo de repouso (abril e maio) e vitelogénese (junho,
agosto e setembro) e uma posterior queda dessa concentracéo no final da vitelogénese (outubro),
se mantendo baixa durante o periodo de gravidez, mostrando a mobilizacéo desse substrato para
as gbnadas e manutencdo dos filhotes. Adicionalmente, essa diminuicdo da concentracdo de
proteinas durante a gravidez esta relacionada com o fato dessa espécie ndo se alimentar neste
periodo, apresentando a valvula espiral sem evidéncias de alimentos (dados obtidos com o0s
mesmos exemplares de nosso trabalho- Pagliarini et al., (2020)), o que explica a diminuicdo

desse substrato neste tecido.

Perfil muito similar foi observado para os ovarios, com valores aumentando no final do
repouso, porém, existe uma manutencdo de altas concentracBes até o més de dezembro.
Adicionalmente, nota-se uma diminuic¢éo da concentracdo de proteinas neste tecido no més de
abril, 0 que corresponde ao estagio de repouso, més em que foi observado o menor nimero de

o0citos no ovario ( dados ndo apresentados).
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As proteinas totais musculares mostraram-se altas no més de transicdo entre ciclos
(marco), quando ha estocagem de substratos metabdlicos na vitelogénese (agosto, setembro e
outubro) e gravidez (dezembro). Foi observado uma diminuigcdo dessa concentracdo quando as
fémeas se encontravam no final do estagio de gravidez (janeiro), mostrando que grande parte
dessa proteina pode ter sido recrutada pelo figado e mobilizada para as gbnadas (como

observado na Fig. 12- figado e ovarios em janeiro).

Os dados de proteinas totais uterinas, ndo revelam padrdo, mostrando que as
concentracdes se mantém constantes, exceto no més de janeiro, quando ha uma diminuicéo
dessa concentracdo, o que é explicado por ser a fase de nascimento dos filhotes, quando a

atividade do tecido uterino é esgotada (Fig. 8).

Para todos os tecidos analisados observamos 0 mesmo padrdo de valores diminuidos do
substrato proteico no més de julho, correspondente ao meio do periodo de seca (Fig. 3), e de
vitelogénese ativa, este padrdo pode estar ligado a menor oferta de alimento, e menor acesso a
proteinas como substrato de armazenamento, ja que flutuacdes sazonais influenciam diretamente
na disponibilidade de recursos e consumo de itens alimentares. Lonardoni et al. (2006)
observaram, em trabalho investigando a sobreposicéo tréfica de P. motoro e P. falkneri no alto
rio Parand, diferencas na dieta das duas espécies na seca, 0 que pode ser resultado de um
processode diferenciacdo nas estratégias de exploracdo dos recursos com o intuito de evitar

interacdes competitivas neste periodo.
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Figura 12. Concentracao de proteinas totais teciduais de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupid, Ilha Solteira/SP).

ab |etras acima das barras mostram diferenca estatistica significativa (P <0,05) entre os meses de coleta.



27

4.4.2 Lipideos totais

Os resultados de lipideos totais estdo apresentados na figura 13 e tabela do apéndice 1.

Os resultados serdo apresentados de modo distinto neste topico, j que 0 metabolismo
lipidico do tecido hepatico € bastante incomum na comparagd0 com outros grupos de
vertebrados, e sera destacado, e ap0s este destaque serdo trabalhados os dados com vistas a

entender o perfil deste substrato no ciclo reprodutivo.
*tecido hepético

A partir da analide dos lipideos totais hepaticos, pode-se observar que as
concentragdes se mantém altas na comparacdo com os outros tecidos analisados, chegando a
ser 100 vezes maiores que a concentracdo no tecido muscular. Além desta diferenca entre 0s
tecidos, podemos observar diferencas marcantes na comparacdo com teleosteos (tabela 2).
Arapaima gigas, Steindachneridion parahybae, Pseudoplatystoma reticulatum, trés espécies
com habito alimentar piscivoro, mostraram valores até 20 vezes inferiores a de P. amandae
Adicionalmente, a comparacdo com a espécie onivora O. niloticus foi ainda mais discrepante,
com valores 100 vezes menores. A explicacdo para tais diferencas pode ser atribuida ao fato de
que, ao contrario dos mamiferos e de muitos teledsteos, os elasmobranquios sdo desprovidos
de tecido adiposo, e o figado é o principal local de armazenamento de lipideos
(BALLANTYNE, 1997), bem como um importante local de sintese deste substrato, além disso,
os elasmobranquios sdo famosos por apresentarem figados grandes, com alto IHS em
comparacdo com os teledsteos e outros vertebrados (BALLANTYNE, 1997; BALLANTYNE
e ROBINSON 2010; SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010; BALLANTYNE, 2016).

Comparando-se os resultados de lipideos hepaticos da espécie analisada neste trabalho
e especies de elasmobranquios de ambiente marinho ¢é possivel observar menores valores totais
paraanimais de agua doce. Os valores para animais marinhos alcancam 795 mg/g, ou seja, 79,5%
da massa hepatica para a espécie Carcharodon carcharias € lipidica, os autores ressaltaram que
0s niveis elevados de lipideos no tecido hepatico sdo indicativos do papel central do 6rgao no
metabolismo e armazenamento lipidico desse grupo (PETHYBRIDGE et al., 2014,
DAVIDSON et al., 2014). Além da importancia metabdlica, os lipideos tém papel fundamental
na flutuabilidade em espécies bentopelagicas (BALLANTYNE e ROBINSON, 2010;
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SHADWICK; FARRELL; BRAUNER, 2015) o que pode explicar os menores valores

observados nas espécies dulciaquicolas.

Tabela 2. Lipideos totais hepaticos em elasmobranquios e teledsteos.

Espécies mg/g tecido Referéncia
hepatico
Elasmobranquios
P. amandae 305,75+62,15 Este trabalho
P. falkneri 234.96£30.59 Pagliarini et al. (2020)
C. carcharias 795 Pethybridge et al. (2014)
Mustelus mustelus 571 Ozyilmaz e 0Ozy (2015)
Rhinoptera marginata 580 Ozyilmaz e 00zy (2015)
Myliobatis aquila 657 Ozyilmaz e 0Ozy (2015)
Dasyatis pastinaca 680 Ozyilmaz e 00zy (2015)
Rhinobatos rhinobatos 692 Ozyilmaz e 0Ozy (2015)
Carcharhinus altimus 731 Ozyilmaz e 0Ozy (2015)
Rhinoptera brasiliensis 280 Rangel et al. (2020)
Dasyatis marmorata 405 Kebir et al. (2003)
Rhinobatos cemiculus 226 Kebir et al. (2003)
Rhinoptera marginata 475 Kebir et al. (2003)
Teledsteos
A. gigas 17,57+£3,17 Amaral (2009)
S. parahybae 15,00+2,23 Tolussi et al. (2018)
P. reticulatum 38,63+6,99 Mello (2010)
O. niloticus 3,3+0,42 Ribeiro et al. (2014)

*Lipideos e ciclo reprodutivo

Padrdes de alocacéo de substrato lipidico entre tecidos durante o ciclo reprodutivo devem
ser tratados com muita cautela para elasmobranquios, ja que a auséncia de albumina e a baixa
concentracdo de outras lipoproteinas de transporte (BALLANTYNE e ROBINSON,2010),
além de baixos valores de acidos graxos livres (AGL) no plasma (SPEERS-ROESCH et al.,
2006), podem inviabilizar ou tornar ineficiente a tarefa de mobilidade circulatéria de tal

substrato.



29

O tecido hepético mostrou alguma varia¢do anual, com maiores valores amostrados no
més de janeiro, e menores no més de outubro, delimitando perfeitamente os meses em que todas
as fémeas coletadas estavam gréavidas e 0 més em que todas estavam em vitelogénese (Fig. 5).
Estes achados podem estar relacionados a energia gasta nos processos ligados a reproducao, ja
que o tecido hepatico é o local preferencial de oxidacdo deste substrato, demonstrado pela
atividade da enzima HOAD, comparativamente maior no figado em comparag¢édo com o rim e
coragdo de espécies de elasmobranquios marinhos e de 4gua doce (SPEERS-ROESCH et al.,
2006).

Os menores valores de outubro podem estar diretamente relacionados ao periodo de
cépula da espécie, (relatado por Garrone Neto (2010)), sendo este comportamento custoso
energeticamente, enquanto os maiores valores observados em janeiro comprovam a importancia

deste substrato durante a gravidez, também observado por Macedo (2019) em P. wallacei.

Os lipideos totais musculares foram extremamente baixos, explicado pela auséncia de
atividade de enzimas de oxidacéo deste substrato (CPT e HOAD) na musculatura vermelha e
branca dos elasmobranquios (SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010), e o baixo
armazenamento deste substrato entre as fibras musculares. Os baixos niveis de AGL, descrito
acima, correlacionam-se a auséncia de oxidacao lipidica significativa em muitos tecidos, uma
vez que estes acidos graxos plasmaticos sdo importantes para a oxidacdo rapida em outros
tecidos (SPEERS-ROESCH et al., 2006), o que corrobora as baixas concentracbes musculares

observadas em P. amandae em todos os meses do ano.

Na descricdo da oogénese da raia Urolophus jamaicensis realizada por Hamlett, Jezior;
Spieler (1999), os autores descrevem no periodo de vitelogénese ativa o surgimento de células
grandes e redondas na parede folicular dos o6citos, contendo goticulas de lipideos, essas céelulas
diminuem de tamanho e nimero a medida que a foliculogénese prossegue e eventualmente
desaparecem antes da ovulacdo, esta descrigdo histoldgica mostra a importancia do substrato
lipidico para a formacdo dos odcitos em elasmobranquios, o que é corroborado diretamente pela
alta concentracéo de lipideos ovarianos no més de julho. As menores concentracdes de lipideos
estdo no ultimo més de vitelogénese (outubro), mostrando que a maturacdo desses odcitos esta

préxima do término, com possivel ovulacao.

Arraias da ordem Myliobatiformes apresentam histotrofia lipidica, isso é, os filhotes,
ap0Os o consumo do saco vitelinico, se alimentam do histotrofo, um fluido lipidico produzido e
liberado pelo trofonema das mdes (HAMLETT e HYSSEL, 1998). Este fluido uterino é
produzido logo apds a ovulacdo e continua a ser produzido até o parto (AMESBURY et al.,

1999a), para que esta producdo ocorra a morfologia do 6rgdo se transforma drasticamente
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durante a gestacdo, a vascularizacdo aumenta, os capilares hipertrofiaram no inicio e no meio
da gestacdo e gotas lipidicas se acumulam nas fossas glandulares no meio e no final da gestacéo
(AMESBURY et al., 1999b). Neste trabalho, os lipideos totais uterinos mostram maiores
concentracdes no periodo de gravidez, que vai de dezembro, més com a maior concentracéo
observada- 10,5 mg/g, até final de fevereiro, quando ocorre o nascimento da maioria dos
filhotes. Adicionalmente foi observado que os meses de junho e julho sdo meses chaves
durante a vitelogénese, apresentando altas concentracdes de lipideos no tecido uterino
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Figura 13. Concentracdo de lipideos totais teciduais de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio Parana (reservatorio de Jupia, llha Solteira/SP).

ab letras acima das barras mostram diferenca estatistica significativa (P <0,05) entre os meses de coleta.
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4.4.3 Acidos Graxos

Nos apéndices (2 a 5) estdo apresentados os perfis de &cidos graxos totais dos tecidos
hepatico, muscular, ovariano e uterino de P. amandae durante o ciclo reprodutivo. A
nomenclatura de cada acido graxo e sua classificacdo de acordo com o nimero de carbonos,
grau de insaturacdo e posicdo da primeira insaturacdo seguiram as regras da IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). A andlise do perfil de &cidos graxos dos
tecidos dos animais permitiu avaliar a porcentagem de cada &cido graxo e consequentemente
0s principais agrupamentos: acidos graxos saturados (SAT), monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA), e dentro destes os acidos graxos 6mega 3 (PUFAN3) e dmega 6
(PUFANG) dos quatro tecidos analisados, além das somatorias de acidos graxos de cadeia curta
(C18n) e cadeia longa (C20-22n) 6mega 3 e 6mega 6. Fazendo-se uma analise da diversidade
de acidos graxos foi possivel observar alta prevaléncia de C16:0 e C18:0 como SAT com maior
representatividade, C16:1 e C18:1 como MUFA prevalentes e C20:4n6, C20:5n3, C22:5n3,
C22:2n6; C22:5n6 e C22:6n3 como principais PUFA.

Os lipideos armazenados sob a forma de triacilgliceréis sdo a principal reserva
energética rapida na maioria dos vertebrados (SHERIDAN, 1994). Em geral, esses compostos
sdo formados por dois SAT ou MUFAs e uma cadeia central de PUFA. Assim, sabe-se que
aproximadamente 80% da composicdo dos triacilglicerdis correspondem aos acidos graxos
saturados e monoinsaturados (BELL HENDERSON et al., 1986. A diferenca na composicao
dos tecidos pode ser resultado da especificidade e afinidade de acidos graxos por estes ou do
metabolismoda espécie, bem como da dieta do animal. De uma forma geral, os FAs tém papel
diferenciado no metabolismo dos vertebrados, e os fosfolipideos sdo importantes constituintes
de membranas e funcionam comoo principal precursores de prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos, enquanto os triacilglicerdis servem como depositos para acidos graxos que séo
catabolizados no metabolismo energético celular (NELSON e COX, 2011). Neste trabalho
optou-se por analisar o perfil total dos &cidos graxos, sem separacdo de fosfolipideos e

triacilglicerois.

Dada a variedade estrutural e diferengcas metabolicas, a deposicdo de FAs especificos
pode variar entre os tecidos (BECKMANN et al., 2014). Assim, a anélise do perfil de FA

tecidual pode ajudar a elucidar padrées de mobilizacéo e explorar mudancas na dieta ao longo
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do tempo (EVERY et al., 2016), além sustentarem demandas energéticas e estruturais ligadas
a energética dos parentais e prole e embriogénese (CARVALHO e CARAMUJO, 2018).
Estudos com elasmobranquios tém demonstrado que MUFA sdo armazenados
preferencialmente no figado, e PUFA e SAT no musculo (DAVIDSON e CLIFF, 2002;
PETHYBRIDGE et al., 2010). Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com estas
informagdes; observou-se maiores valores de MUFA no tecido hepéatico (29 — 38%) em
comparacgéo ao tecido muscular (17 — 29%), bem como maiores valores de SAT e PUFA para
o0 tecido muscular (43 — 55% e 14 — 37%) na comparagdo com o tecido hepatico (38 — 46% e
17 — 29%), este mesmo padrdo também foi observado por Spada et al. (2020), com a espécie
congenérica P. falkneri. No estudo de Rangel (2018), com a espécie marinha Rhinoptera
bonasus foram observadas propor¢des semelhantes dos FAs totais no figado, plasma e masculo,
que apresentou maiores proporcdes de PUFA (40 — 61%), sequido de SAT (28 — 37%) e
menores proporcdes de MUFA (10 — 20%), indicando que os FAs sdo retidos da dieta em

proporcoes semelhantes nestes tecidos.

A anélise do tecido tecido hepatico possibilitou detectar intensas diferencas entre 0 més
de janeiro e os demais, com possibilidade de se tracar um padrdo bastante claro, de maiores
valores para SAT nos meses de janeiro, fevereiro, marco e abril, na comparacdo com 0s
demais mesesdo ano. Ja para MUFA, foi possivel observar maiores valores no més de janeiro,
setembro e dezembro, com menor porcentagem no més de abril. Em contrapartida, os acidos
graxos PUFA apresentaram menores valores para 0 més de janeiro em compara¢do com 0S
demais meses do ano, esta diminuicdo tem reflexo direto de PUFA n3, e estdo intimamente
relacionados aos &cidos graxos de cadeia longa e curtas desta classe. O padrdo de
armazenamento de acidos graxos energéticos no més de maior incidéncia de partos, mostra a
necessidade destes acidos graxos para este processo, com diminui¢do destas classes no més de
abril, més com maior representatividade do estdgio de repouso (Fig. 8). Um padrao
semelhante foi demonstrado por Spada et al. (2020) com a espécie P. falkneri, maiores valores
de MUFA para 0s animais no estagio maduro na compara¢ao com 0s animais em repouso. Em
contrapartida, os acidos graxosPUFA apresentaram menores valores para 0 més de janeiro em
comparagdo com o0s demais meses do ano, e esta diminuic¢do tem reflexo direto em PUFA n3 e
n6, e estdo intimamente relacionados aos FA de cadeia longa e curtas. Desse modo, observou-
se maiores valores de PUFA no inicio da vitelogénese e a medida que a mesma vai
progredindo observou-se uma diminuicdo desses acidos graxos. Este padrdo mostra a clara
mobilizagdo de PUFA para o tecido
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ovariano durante o amadurecimento oocitéario, estando certamente relacionado ao papel

hepético de mobilizacao de vitelogenina para o tecido ovariano (PATINO e SULLIVAN, 2003).

O tecido muscular revelou apenas uma diferenca estatistica para SAT, maior
porcentagem no més de agosto em comparacdo ao més de outubro. Identifica-se nos meses de
marco, abril e maio menores valores de MUFA na comparacdo com agosto. Os meses de
janeiro, abril e outubro mostraram retencdo de PUFA neste tecido, com diminuigdo de SAT e
MUFA, sendo este aumento de PUFA reflexo do PUFA n3 e n6. O musculo tem sido descrito
como o melhor tecido para avaliar mudancas na dieta. Estudos com o tubardo da Groelandia
(Somniosus microcephalus) encontraram que o perfil de FA do mdsculo foi proporcional ao
encontrado nas presas, sugerindo uma incorporagdo de FA com pequenas modificacfes neste
tecido (McMEANS et al.,, 2012). Isso foi encontrado em estudos experimentais com
alimentacdo controlada por Beckmann et al. (2013), em que os FA da dieta foram
preferencialmente utilizados e acumulados no tecido muscular do tubardo Heterodontus
portusjacksoni. Pagliarini et al. (2020), avaliando o nicho tréfico de duas espécies de arraias
dulciaquicolas, P. falkneri e P. amandae (mesmos animais amostrados para este trabalho),
mostrou consumo preferencial de Baetidae para a primeira e detrito para a segunda, com
variacdo temporal importante; e aumento do consumo de peixes durante 0s meses com menor
pluviosidade, o que explica maior porcentagem de SAT em agosto, e mais diversidade de itens
alimentares nos meses com maior pluviosidade, explicando o aumento de PUFA entre outubro

e abril.

Identificamos que o tecido ovariano se manteve como tecido mais estavel durante o
ciclo. Foram observado maiores valores de SAT nos meses de maio e setembro em
comparagdo aosmeses de julho e novembro, isto mostra que SAT iniciam altos no final do
estagio de repouso ecomeco da vitelogénese, decaem durante a vitelogénese ativa e voltam a
aumentar ao final deste processo, se mantendo altos. Para MUFA identificou-se maiores
valores no més de setembro em comparacao aos meses de abril e junho. Ja para PUFA, houve
apenas uma diferenca, maiores porcentagens em junho na comparacdo com 0 més de
setembro, com reflexo do C18 n6, e isto comprova o perfil de maiores valores de SAT e
MUFA e uma diminuicdo de PUFA no més desetembro, de vitelogénese final.

Analisando o tecido uterino foi possivel observar que 0s meses de janeiro, agosto e
setembro, apresentaram maiores valores de SAT em compara¢do com 0s demais meses do ano.
Ja para MUFA observou-se que 0s meses de gravidez (dezembro e janeiro) foram os meses com

maiores valores desta classe de acidos graxos em comparacao ao restante do ano. Isto mostra
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que nos meses de gravidez cerca de 90% da composic¢do do tecido uterino (reflexo para a
composicédo do leite uterino) sdo representados por SAT e MUFA. O contrério é verdadeiro
para os acidos graxos PUFA, e observou-se que nestes mesmos meses as porcentagens sdo
menores em comparacao ao resto do ano, destacando que foram observados maiores valores de
PUFA nos meses de repouso (abril e maio), reflexo direto dos PUFA n3 e PUFA n6 de cadeia

longa para este tecido.

Este padréo parece refletir a preparacéo destes tecidos para o cuidado parental, j& que
o tecido hepatico e muscular ira encaminhar suprimentos para o tecido uterino, que é
responsavel por grande parte do aporte energético dos filhotes, com a liberacdo do leite uterino
(TOCHER, 2003; ARISTIZABAL, 2007; NARVAEZ et al., 2008; PETHYBRIDGE et al.,
2014). Pethybridge et al., (2014) estudando tubarGes brancos (Carcharodon carcharias)
mostrou que lipideos musculares e hepaticos sdo extremamente relacionados ao sucesso
reprodutivo em elasmobranquios. Estes achados ndo corroboram com o obtido no trabalho com
a espécie P. falkneri (SPADA et al., 2020), que mostraram um aumento significativo de PUFA
e PUFA n6 no periodo maduro, o que evidencia que essa diferenca é espécie-especifica, e pode

estar relacionada a diferentes estratégias de alocacdo de substratos metabolicos.
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4.4.4 Glicogénio

Os resultados da analise de glicogénio teciduais de fémeas de P. amandae estd
apresentado na figura 14 (A, B, C e D) e na tabela do apéndice 1. Notou-se que o tecido
hepético e ovariano (A e C) apresentam maiores concentracfes de glicogénio em relacdo ao

tecido muscular (B) e tecido uterino (D).
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Figura 14. Concentracdo de glicogénio em fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no
Alto Rio Parana (reservatorio de Jupid, Ilha Solteira/SP. A) Glicogénio hepatico. B) Glicogénio

muscular. C) Glicogénio ovariano. D) Glicogénio uterino. Média = Desvio: ab mostram

diferenca estatistica significativa (P <0,05) entre 0os meses de coleta.
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De acordo com Ballantyne e Robinson (2010), a gliconeogénese pode ocorrer
primariamente no figado e nos rins na espécie de raia dulciaquicola P. magdalenae, padréo
semelhante a dos elasmobranquios marinhos e comparavel a encontrada em teleGsteos
carnivoros. Isso explica o fato de a concentracdo de glicogénio no figado ser maior que a
concentracdo dos demais tecidos analisados. O més de janeiro mostrou o maior valor observado
para este substrato, este més corresponde a gravidez dos espécimes, com os maiores filhotes
mensurados (dados nédo publicados), o trabalho de Ahmed-Sorour e Bailey (1981), mostrou uma
relacdo direta do aumento da capacidade de gliconeogénese hepética em ratos tratados com
combinacdo de hormonios estradiol e progesterona, o que corrobora diretamente os resultados

deste trabalho quanto a evolucédo da gravidez.

Surpreendentemente, no tecido ovariano as concentracfes de glicogénio sdo maiores
que as concentracdes do tecido muscular, podendo sugerir que este tecido apresenta capacidade
de gliconeogénese e armazenamento deste substrato aumentada, similar a do tecido hepatico,
provavelmente resultado da interconversdo de substrato proteico em glicogénio (vide a
diminuicdo do primeiro substrato e aumento do segundo no més de abril- Apéndice 1), pela
via aminoacidica/ glicogénio que é preferencial em elasmobranquios (SPEERS-ROESCH e

TREBERG, 2010), o que também pode ser observado no tecido hepaticopara 0 mesmo més.

No tecido uterino, nota-se menores concentragdes de glicogénio, mostrando que este
tecido praticamente ndo participa da utilizacdo de carboidrato como combustivel metabolico no
ciclo reprodutivo. Esta incapacidade uterina de realizacdo de gliconeogénese e de alocagéo
deste substrato para a placenta ja foi apontada para ratos (PALACIN; LASUNCION;
HERRERA, 1987).

Como ja levantado anteriormente, a quebra de lipideos é nula no tecido muscular de
elasmobranquios (SPEERS-ROESCH e TREBERG, 2010), intuitivamente esperdvamos
maiores valores de glicogénio neste tecido, ja que a glicose é combustivel preferencial de quebra
aerobica em vertebrados (POLAKOF, MOMMSEN; SOENGAS, 2011) o que nédo foi
confirmado, mas levantou a hipotese de que este substrato pode ser quebrado rapidamente neste
tecido, 0 que ndo nos permitiu observar altasconcentraces, comparado com o tecido hepatico.
Esta hip6tese encontra base na literatura, a capacidade glicolitica, representada pela enzima
piruvato quinase (PK), fornece informacdes sobre a importancia dos carboidratos como
combustivel metabolico para este grupo, o trabalho de Speers-Roesch et al. (2006), com as

espécies de raia P. motoro; H. signifer, T. lymma; e o tubardo C. punctatum, mostrou que a PK
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foi maior no masculo (T. lymma 522+17 pmol-min_l-g_1 e C. punctatum 221.1+22.3

1-9_1 ), e menor no figado em todas as espécies (P. motoro 16.3+0.7 pmol-min_l-g_

-1. _1-9_1 e C. punctatum

pmol-min~—

1; H. signifer 15.5+1.2 umol-min g_l; T. lymma 21.9£1.1 pmol-min

7.31£1.05 pmol-min_l-g_l), isso mostra que o tecido hepatico participa mais na

gliconeogénese do que da quebra da glicose para producdo de energia metabdlica.

Adicionalmente, o Unico valor publicado de concentracdo de glicose no sangue em uma
arraia Potamotrygon sp. (GRIFFITH et al., 1973) é semelhante ao dos elasmobranquios
marinhos, de 22 mg/dl de glicose, os animais deste trabalho apresentaram uma concentragdo
média de 23,09+9,67 mg/dl de glicose no plasma (dados ndo publicados), mostrando
similaridade entre as espécies, e baixos valores na comparagdo com outros vertebrados
(POLAKOF; MOMMSEN; SOENGAS,2011).

4.5 Modelos de Equacéo Estrutural (SEM)

Com os resultados dos indices corporeos, substratos metabdlicos e estagio de maturacéo
dos espécimes capturados (excluindo-se o estagio imaturo) foram testadas conexdes entre as
varidveis a fim de possibilitar a verificacdo de efeitos preditivos ou ndo dos caminhos de
alocacdo de recursos metabolicos ao longo do ciclo reprodutivo de P. amandae, usando modelos

de equacéo estrutural.

Os modelos serdo descritos na seguinte ordem: predicao fisiologica, modelo testado e
resultados.

Modelo 1: Influéncia do estagio reprodutivo em substratos metabdlicos proteicos e lipidicos.

Predigdo: as concentragOes de substratos metabolicos apresentam mudancas significativas

guiadas pelo estagio reprodutivo.
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Figura 15. Modelo de equacdo estrutural (SEM) mostrando conexdes diretas entre o estagio
reprodutivo e os substratos proteicos e lipidicos teciduais. Os nimeros associados as relacées
entre as varidveis sdo coeficientes apresentados como valores padronizados pelos desvios-
padrdo das varidveis. Os numeros dentro das caixas sdo os valores de R? de cada uma das
variaveis de saida do modelo. Setas sélidas mostram conexdes significativas (P<0,05), setas
tracejadas mostram conexdes néo significativas (P>0,05). Qualidade do ajuste do SEM: P (y?)
= 0,386 (um bom ajuste do modelo indicando que o modelo claramente ndo € significativamente

diferente do modelo tedrico). PM- Proteina muscular; PF- Proteina hepatica; PO- Proteina ovariana; PU-

Proteina uterina; LM- Lipideo muscular; LF- Lipideo hepatico; LO- Lipideo ovariana; LU- Lipideo uterina.

Resultados: O modelo mostrou conexdes significativas entre o estagio reprodutivo, PF, LF e
LU. Estagio reprodutivo afeta negativamente as proteinas hepaticas e positivamente lipideos
hepaticos e uterinos. Este modelo encontra base tedrica quando observamos a importancia dos
lipideos para a gestacdo e retencdo de filhotes nesta espécie (histotrofia lipidica), enquanto as
proteinas tendem a decrescer com o avanco do ciclo reprodutivo, possivelmente para

manutencdo de tecidos reprodutivos abastecidos durante o periodo.

Modelo 2: O estagio reprodutivo influencia o IHS e este requla os niveis de substratos hepaticos.

Predicédo: o figado, em resposta ao estradiol inicia o processo de vitelogénese, recrutando
substratos metabolicos de tecidos de armazenamento, aumentando as concentracfes destes em

seu tecido.
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Figura 16. Modelo de equacdo estrutural (SEM) mostrando conexdes diretas entre o estagio
reprodutivo e os substratos hepaticos e indiretas entre estagio reprodutivo e substratos hepaticos
via indice hepatossomatico. Os numeros associados as relacBes entre as variaveis sao
coeficientes apresentados como valores padronizados pelos desvios- padrdo das variaveis. Os
nameros dentro das caixas sdo os valores de R2 de cada uma das variaveis de saida do modelo.
Setas sélidas mostram conexdes significativas (P<0,05), setas tracejadas mostram conexdes nao
significativas (P> 0,05). Qualidade do ajuste do SEM: P (¥?) = 0,477 (um bom ajuste do modelo
indicando que o modelo claramente ndo é significativamente diferente do modelo tedrico). PF-

Proteina hepética; LF- Lipideo hepatico; GF- Glicogénio hepético.

Resultados: O modelo testado mostrou relagfes significativas diretas entre estagio reprodutivo
com PF, GF e IHS, e indireta com LF via IHS. E importante ressaltar que este modelo testou duas
unidades distintas, concentracdo de substratos, dadas em mg/g de tecido e a massa do tecido
integral em relagdo & massa total do animal (IHS). Observou- se, como no modelo anterior,
relacdo negativa direta entre o estagio reprodutivo e proteinas hepéticas. As demais relaces
observadas sdo positivas, como entre estagio reprodutivo e glicogénio hepatico, reflexo possivel
da capacidade de realizacdo de gliconeogénese deste tecido e das altas concentragdes deste
substrato durante a gravidez. Adicionalmente, o estagio reprodutivo influenciou lipideos
hepaticos somente via IHS, ndo sendo observada, entretanto, ligacdo direta entre estagio
reprodutivo e lipideos hepaticos, mostrando que o estagio reprodutivo afeta este substrato
indiretamente, via IHS, enquanto os outros substratos do mesmo tecido nédo séo influenciados por

este indice.
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Modelo 3: Mobilizacdo de substratos hepéticos para tecidos reprodutivos.

Predicéo: O tecido hepatico, via acdo do estradiol, recruta substratos metabolicos e os organiza,
formando a macromolécula vitelogenina (VTG), que é alocada ao tecido ovariano.
Adicionalmente, existe alocacdo de substratos hepaticos ao Utero, durante o desenvolvimento

do trofonema e histotrofia.

Modelo testado:

................ 0,026 RS
.................. N cseasmaisnassso=spl P
@ 0,161 0,054 0,011 0,013 0,013
4 0,00054
Estagio — e E Er
; v' ] O e M LO | o LU
reprodutivo 19 ool 00054 goo)] o002 0,002
10,013
@ v 0,039 P
29 o L VT | —— | Gu
0,049 0,071 L0085 0,0045 0,165

Figura 17. Modelo de equacdo estrutural (SEM) mostrando conexdes diretas entre o estagio
reprodutivo, substratos hepéticos, ovarianos e uterinos e indiretas entre estagio reprodutivo e
substratos ovarianos e uterinos via substratos hepéaticos. Os nimeros associados as relagdes
entre as varidveis sdo coeficientes apresentados como valores padronizados pelos desvios-
padrdo das varidveis. Os numeros dentro das caixas sdo os valores de R? de cada uma das
variaveis de saida do modelo. Setas sélidas mostram conexdes significativas (P<0,05), setas
tracejadas mostram conexdes ndo significativas (P> 0,05). Qualidade do ajuste do SEM: P (y?)
=0,128 (um bom ajuste do modelo indicando que o modelo claramente ndo é significativamente
diferente do modelo teo6rico). PF- Proteina hepética; LF- Lipideo hepatico; GF- Glicogénio hepatico; PO-

Proteina ovariana; LO- Lipideo ovariano; GF- Glicogénio ovariano; PU- Proteina uterina; LF- Lipideo uterino;

GF- Glicogénio uterino.

Resultados: Houve relacdo significativa entre o estagio reprodutivo e o0s trés substratos
hepaticos, e indireta entre o estagio reprodutivo, GO e GU. Neste modelo, corroborando 0s
anteriores, 0 estagio reprodutivo afeta negativamente as proteinas no tecido hepatico, e
positivamente os lipideos e glicogénio no mesmo tecido. As proteinas hepaticas néo
influenciam significativamente os dois tecidos reprodutivos, o que é inesperado, ja que

quimicamente a VTG e composta por 79% de proteinas e 19% de lipideos, um ponto importante,
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observado nos resultados apresentados anteriormente, é a aparente estabilidade dos ovarios e
Utero na concentracdo de proteinas totais, enquanto ha claramente reflexo direto do ciclo na
concentracdo hepatica (instabilidade das concentrac@es)- a constancia do tecido gonadal que
pode ter mascarado o padrdo de alocacdo. A ndo alocacdo de substratos lipidicos corrobora a
incapacidade ou ineficiéncia de transporte de lipideos em elasmobranquios, como consequéncia
da auséncia de albumina, e como reflexo na baixa concentragdo de &cidos graxos livres
plasmaticos. O estagio reprodutivo influenciou de modo indireto o glicogénio nos dois tecidos

gonadais testados, o que deve ser investigado.



43

5 Conclusoes

O presente estudo permite concluir que:

A arraia P. amandae apresenta estdgio de repouso ocorrendo entre 0s meses de
fevereiro a maio, vitelogénese nos meses de maio a novembro e gravidez entre 0s meses

de novembro a marco;

Foi observada correlacdo positiva entre os dois indices analisados, o que inviabiliza a
hipbtese de alocacdo entre o tecido hepatico e gonadal (massa especifico) no ciclo

reprodutivo;

A queda dos valores de IHS, IGS e proteinas ovarianas no més de abril marca o final do
periodo de parto e 0 comego de um novo ciclo reprodutivo para esta espécie;

As proteinas hepaticas mostraram padrdo de alocacdo tecidual, com aumento durante a
vitelogénese e diminuicdo durante o periodo de gravidez, com Utero e ovario mantendo
concentracdes estaveis deste substrato. Julho parece ser um més de prejuizo deste
substrato, com menores valores para figado, musculo e ovarios, aparentemente fruto da

escassez de recursos;

P. amandae, assim como outros elasmobranquios, apresenta altas concentracfes de
lipideos hepaticos; enquanto o tecido muscular apresenta valores infimos deste

substrato, fruto da auséncia de oxidacdo muscular deste combustivel;

A histotrofia lipidica foi demostrada pelas maiores concentracGes de lipideos nos meses
correspondentes ao periodo de gravidez no tecido uterino, além das maiores

porcentagens de SAT e MUFA neste periodo;

Nos meses de gravidez cerca de 90% da composicao do tecido uterino (reflexo para a
composicao do leite uterino) séo representados por SAT e MUFA;

A gliconeogénese e armazenamento de glicogénio parecem ocorrer nos tecidos hepatico
e ovariano, enquanto o tecido muscular aparentemente realiza glicolise mais ativamente.
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Apéndice 1. Dados dos substratos metabdlicos (proteinas, lipideos e glicogénio) em fémeas de Potamotrygon amandae coletadas noAlto Rio Parané (reservatorio

de Jupid, llha Solteira/SP) (Média + Desvio padrao).

Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro
Figado
Proteinas 122,5+12,308 60,3+20,58% 151,7+9,62f 171,0£62,22%f%  175,0+36,729 168,3%11,46h9 109,9+14,62° 162,2+27,17%  159,1+13,90° 23,744,064 26,2+22,242 48,8+12,93°
Lipideos 330,4478,13%¢  307,0£50,05%  316,3+47,50%  314,1462,29%f  264,1+69,69%" 309,6+58,66°" 269,7+63,89% 261,4+80,30°" 304,4+58,40°F 244,3+4529F 253 9+70,29%F 320,2+62,03%
Glicogénio 12,246,032 5,444, 75b° 4,944, 20bed 6,9+10,302ce 5,6+2,82bcdf 3,2+1,734f 2,8+1,284f 2,7+1,39f 4,3+2 484 2,2+0,52f 4,12 3707 5,1+2,60bcdh
Mdsculo Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro  Dezembro
Proteinas 40,1+22,52° 125,0+14,09° 150,2+15,80°¢ 120,2+18,44"  114,9+17,30° 129,3+21,74*  76,0+16,59°  125,7+#31,30°  174,2420,48% 141,3+27,59*°  148,9+29,38° 147,5+30,70%
Lipideos 4,4+1,70%¢ 3,8+1,80%¢ 3,5+1,402b¢ 3,3+1,21% 2,7+1,11b¢ 4,1+1,58% 3,3+1,882¢ 3,5+2,11%¢ 3,3+1,342b¢ 5,3+4,61°%¢ 4,0+1,492¢ 4,5+1,012
Glicogénio  0,7+5,86%d 1,0+2,66%f 0,6+1,62% 0,5+0,722 1,1+2,20b¢ 0,6+0,8 4,3+3,550 0,4+1,59% 0,5+1,08% 1,242,012 0,6+0,86° 1,4+6,322d
Ovarios Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro
Proteinas 84,2+24,46% 90,6+26,26% 121,1+15,74° 55,9+16,98? 119,9+13,04%  83,9+31,82*  69,6+21,10W  108,5+17,99™  126,0+23,89° 110,946,434  88,3+39,37%¢  103,4+16,61%
Lipideos 17,3+9,77% 15,644,58% 15,5+1,61¢ 15,8+11,62 14,2+9,64b 13,9+4,08% 22,7+5,31° 15,7+6,15% 15,3+1,30° 4,1+£3,502 13,2+14,48 19,5+12,43
Glicogénio 4,8+1,99bd 4,432 54P 3,7+1,27™ 5,0+1,26° 4,2+1,75% 2,5+1,20% 1,6+0,662 3,5+1,51b¢ 3,3+0,51¢ 3,6+1,02b¢ 4,02 570 3,643,062
Uteros Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro
Proteinas 40,1+36,38%  125,0+100,72%¢¢  51,3+21,282 116,6+32,26%¢  96,5+16,25b0¢ 88,3+14,66° 76,0£52,04%¢ 935422 15  105,2+14,55%  97,7+7,91%%  88,9+28,27bce 90,0+2,20b¢e
Lipideos 8,6+3,90% 8,6+2,14% 7,745,202 8,242,67 7,542,262 9,044,262 8,944,450 5,9+3,71b¢ 6,4+3,14b 5,7+4,16" 7,243,270 10,5+2,682
Glicogénio 0,3+0,07" 0,3+0,06" 0,2+0,10% 0,2+0,08¢¢ 0,3+0,06%f 0,2+0,10% 0,2+0,10% 0,1+0,10%¢ 0,2+0,06% 0,3+0,07% 0,2+0,090df 0,3+0,07"f

ab mostram diferenca estatistica significativa (P <0,05) entre os meses de coleta, One Way ANOVA.
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Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18 Mai/18 Jun/18 Jul/18 Ago/18 Set/18 Out/18 Nov/18 Dez/18
C14:0 2,26+0,18 2,29+0,38 1,99+0,81 0,69+0,31 2,21+0,97 3,09+0,66 1,93+0,81 2,14+0,90 2,17+0,20 0,98+0,19 1,92+0,66 1,78+0,53
Cl4:1 4,99+0,69 4,40£1,24 3,10+1,89 2,92+1,70 5,07£1,58 3,96+0,99 4,51+1,39 4,52+2,58 4,91+0,82 3,44+0,52 6,76+1,89 5,56+1,73
C15:0 1,97+0,23 1,83+0,23 1,68+0,54 2,80+1,39 2,12+0,33 2,02+0,33 1,86+0,23 2,28+0,72 2,06+0,26 2,30+0,54 1,87+0,40 1,75+0,32
C15:1 1,60+0,19 1,50+0,20 1,31+0,55 0,57+0,37 1,65+0,18 1,62+0,24 1,59+0,63 1,82+0,67 1,61+0,23 0,42+0,10 1,71+0,27 1,48+0,46
C16:0 30,89+3,81 27,99+145 29,35+1,81 28,87+7,85 26,58+2,74  25,39+2,02 26,55+1,91 25,84+4,18 26,86+1,88  28,98+2,75  22,51+3,50  27,10+1,50
Cl6:1 13,27£1,41  9,94+2,04 11,90+2,32  8,61+4,32 9,02+2,87 8,84+2,43 11,56+1,35 10,16+3,21 13,46+3,39 11,88+1,76 6,56+4,94 10,82+4,66
C17:0 2,66+0,39 3,54+0,29 2,96+0,23 3,76x1,65 3,34+0,62 3,02+0,61 3,13+0,48 3,46%2,25 3,10+0,56 3,30+0,34 3,89+0,84 2,91+0,31
Cir:1 1,02+0,11 1,16+0,26 1,02+0,24 0,79+0,56 0,97+0,48 1,08+0,12 1,01+0,20 1,30+0,38 1,10+0,23 0,55+0,44 0,95+0,19 1,08+0,36
C18:0 4,62+0,63 5,88+0,44 5,44+0,90 6,24+1,34 5,62+1,51 5,91+0,84 5,28+0,40 5,57£3,06 5,17+0,64 5,50+0,77 6,56+1,58 5,29+1,40
C18:1 17,57+0,95 16,19+1,38  16,94+0,49  15,04+3,53  15,27+3,30 15,86+0,71 17,19+1,14 17,59+1,20 16,43+1,26 15,731,336 16,86+3,71  17,67+1,70
C18:2n6 2,14+0,27 2,44+0,75 2,43+0,38 2,11+1,77 2,25+1,03 3,37+1,01 2,64+0,56 3,29+0,55 2,54+0,55 2,67+1,34 2,22+0,71 2,28+0,54
C18:3n3 0,81+0,28 1,78+0,79 0,95+0,69 1,55+0,98 0,58+0,87 1,86+0,42 1,43+0,84 1,86+1,80 1,80+0,86 1,80+0,95 0,98+0,55 0,96+0,51
C20:2n6 1,26+0,18 1,46+0,46 1,35+0,53 0,57+0,42 1,76+0,25 1,53+0,34 1,37+0,17 0,96+0,53 0,97+0,48 1,28+0,39 1,26+0,27 1,10+0,37
C20:3n6 0,95+0,22 1,08+0,38 1,29+0,29 1,91+0,56 1,55+0,20 1,33+0,25 1,32+0,21 1,02+0,31 1,23+0,41 1,25+0,21 1,01+0,44 0,88+0,30
C20:4n6 6,82+0,90 8,58+1,48 7,26£3,85 1,86+4,13  10,25+3,65 8,33%1,10 9,55+1,20 7,44+0,42 6,51+3,34 7,78+1,35 8,81+1,69 7,01+1,43
C20:3n3 0,18+0,05 0,28+0,14 0,47+4,50 0,34+5,46 0,19+0,10 0,41+0,06 0,29+0,16 0,25+0,31 0,27£3,17 0,36+0,10 0,21+0,14 0,13+0,12
C20:4n3 0,11+0,04 0,27+0,08 0,25+0,07 0,13+0,57 0,32+0,40 0,35+0,05 0,16+0,13 0,16+0,09 0,13+0,17 0,26+0,16 0,18+0,11 0,15+0,06
C20:5n3 2,55+0,65 4,30+1,75 2,75x2,47 1,95+0,96 3,19+1,60 3,79+2,35 4,94+1,72 4,87+4,10 4,99+1,65 5,82+1,36 4,42+3,58 4,13+2,10
C22:0 0,34+0,16 0,63+0,16 0,54+1,63 0,99+8,53 0,83+0,58 0,79+0,19 0,56+0,22 0,52+0,26 0,51+0,31 0,71+0,18 0,75+0,36 0,29+0,35
C22:2n6 0,93+0,11 1,00+0,12 0,53+0,35 0,16+1,52 0,45+0,20 0,20+0,12 0,80+0,27 0,79+0,31 0,19+0,11 0,26+0,13 0,68+0,28 0,86+0,10
C23:0 0,34+0,97 0,31+0,04 0,45+0,39 0,33+0,19 0,32+0,22 0,08+0,04 0,35+0,14 0,27+0,59 0,05+0,07 0,17+0,05 0,47+0,16 0,28+0,13
C22:5n6 1,40+0,25 2,21+0,39 1,99+0,84 2,79+1,44 2,91+1,45 2,47+1,58 2,38+0,67 1,91+0,48 2,77+0,50 2,64+0,64 3,13+1,34 2,37+0,44
C22:5n3 0,07+0,03 0,12+0,06 0,14+0,07 0,34+8,49 0,30+0,39 0,20+0,03 0,19+0,25 0,01+0,02 0,16+0,06 0,34+0,13 0,27+0,33 0,02+0,02
C22:6n3 0,22+0,31 0,38+0,07 0,55+0,68 0,49+0,82 0,98+0,87 0,53+3,72 0,46+0,32 0,22+1,31 0,61+0,23 0,57+0,59 1,58+0,65 1,33+£2,32
SAT 43,98+2,81%¢ 42,03+1,22° 43,68+4,18% 46,47+2,98% 40,43+2,42°4 39,68+1,79>  40,10+1,74%9 43,54+4,04%  39,17+0,89¢ 41,91+2 87 38,22+4,60°¢ 40,44+1,88™
MUFA 37,92+1,38% 33,04+2,84™ 34,82+3,12% 2974+8,31° 31,99+598% 31,44+3,28° 34,81+1,96* 3546+3,82° 38,63+4,04° 32,24+1,70" 32,85+6,63% 37,27+5,28%
PUFA 17,814+2,64% 24,95+265% 21,16+2,88% 24,35+6,16™ 28,41+6,23" 29,00+4,62°¢ 24,95+358°  20,95+7,37°¢ 22,36+4,59% 2519+3,65° 2550+4,45° 22,68+5,11%
PUFA n3 4,71+1,03°  6,73+2,46®®  9,67+3,53" 12,63+8,27° 6,37+2,30®  9,92+3,20° 7,59+2,27° 6,62+6,96° 8,41+5,39° 9,54+1,47°  8,54+4,27%  6,62+3,97%
PUFAN6  13,10+1,67% 17,1142 37" 14,82+4509% 12,1742 47% 20,12+4,71% 19,08+1,75% 17,87+2,05° 14,32+0,69% 13,15+4,40%% 1505+2,87% 16,96+3,02° 14,88+2,62%%
C18n3 0,81+0,28° 1,78+0,79"  0,95+0,69%° 1,55+0,98*® 0,58+0,87®  1,86+0,42" 1,43+0,84%  1,86+1,80% 1,80+0,86%  1,80+0,95®  0,98+0,55*  0,96+0,51%
C20-22n3  3,80+0,79% 5,11+1,76®  7,24+3,16° 10,15+8,54° 4,95+1,93%  7,71+3,24° 6,16+1,99° 5,89+5,55P 6,61+4,62° 8,20+1,75°  7,40+3,83®  5,66+3,49°
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C18 n6 2,140,278 2,44%0,75®  2,43+0,38% 2,11+1,77%  2,25+1,03%® 3,37+1,01° 2,64+0,56% 3,29+0,55P 2,54+0,55% 2,67+1,34>  2,22+0,71%  2,28+0,54%
C20-22n6 11,13+1,42%¢ 13,81+2,48™ 12,38+4,92%% 8 15+3,05% 1508+5,08> 14,87+1,37>W 1522+1 51" 11 53+0,69% 10,38+4,08°%" 12 66+2,31%" 13,87+3,56"" 12,32+2,323%

) etras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1 ndo foram considerados. SFA, MUFA, PUFA, PUFAnS,
C18n6, C20-22n6, PUFAN3, C18n3 e C20-22n3, sdo as somatorias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de polinsaturados né,
cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3.
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Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18 Mai/18 Jun/18 Jul/18 Ago/18 Set/18 Out/18 Nov/18 Dez/18
C14:0 0,69+0,22  1,19+0,45 0,63+0,16 0,36+0,22 0,90+0,31 0,76+0,53 1,07+0,26 1,62+0,22 0,82+0,40 0,40+0,47 0,74+0,26 0,74+0,26
Cl4:1 1,03+0,68  1,33+0,63 1,20+0,24 1,02+0,61 1,34+0,46 1,44+0,34 1,47+0,32 2,60+0,23 1,26+0,70 1,34+0,60 1,92+0,44 1,92+0,44
C15:0 0,50+0,29  0,78+0,37  0,75+13,13  0,96+0,96 0,66+0,17 1,11+0,36 0,73+0,19 1,05+0,70 0,61+0,12 1,06+0,37 0,47+0,25 0,47+0,25
C16:0 25,4845,12 34,00+5,22 34,82+12,52 27,40+226 31,22+7,28 33,99+5,67 31,53+4,48 29,24+28  30,76+4,40 27,34+150 28,17+6,16 28,17+6,16
Cl6:1 6,28+2,23  8,27+1,72 6,47+2,24 2,66+1,43 4,47+1,29 6,44+0,97 5,55+2,37 8,88+1,56 9,58+2,20 7,05+1,19 4,76+2,87 4,76+2,87
C17:0 1,50+0,53  2,55+0,88 1,90+0,31 1,48+0,51 1,60+0,61 1,75+0,49 1,98+0,46 2,31+0,33 1,64+0,54 1,51+0,72 1,86+0,29 1,86+0,29
C18:0 14,65+1,81 15,7742,27 15,13+292 14,46x190 16,51+3,54 14,26+2,29 12,58+2,19  15,09+28 12,99+292 12,23+0,56 16,18+3,03 16,18+3,03
Ci8:1 13,42+264 18,16+190 16,31+3,08 10,81+2,18 15,45+2,60 1546+1,15 14,48+295 17,17+21  16,43+2,48 16,47+2,23  13,99+3,77 13,99+3,77
C18:2n6 0,92+0,46  1,98+0,57 1,17+0,24 1,19+0,63 1,09+0,79 1,92+0,47 1,63+0,61 1,32+0,89 1,31+0,49 1,39+1,12 1,68+0,51 1,68+0,51
C18:3n6 0,49+0,14  0,47+0,11 0,13+0,17 0,24+0,24 0,35+0,23 0,33+0,20 0,47+0,05 0,45+0,14 0,31+0,24 0,36+0,86 0,41+0,18 0,41+0,18
C20:0 0,38+0,25 0,51+0,23 0,61+0,37 0,49+0,40 0,60+0,27 0,33+0,28 1,48+0,41 1,65+0,45 0,97+0,56 0,33+0,48 1,03+0,39 1,03+0,39
C20:1 0,15+0,15 0,21+0,14 0,14+0,22 0,31+0,52 0,09+0,07 1,13+0,61 0,13+0,17 0,33+0,12 0,56+0,27 0,58+0,38 0,14+0,19 0,14+0,19
C20:2n6 0,67+0,32  0,68+0,32 0,90+0,32 0,26+6,00 0,78+0,53 0,78+0,38 0,89+0,30 0,64+0,43 0,64+0,33 0,52+0,43 0,60+0,39 0,60+0,39
C20:3n6 1,43+0,44  0,74+0,43 1,37+0,29 0,72+0,51 0,88+0,68 1,28+0,46 1,50+0,20 0,93+0,56 1,11+0,44 1,56+0,36 0,90+0,41 0,90+0,41
C20:4n6  23,28+7,28 6,29+6,21  10,86+8,63 16,85+9,06 12,62+9,44 11,36+6,36  11,45+7,17 7,03+4,48  14,05+6,84 16,59+6,28 19,01+9,12 19,01+9,17
C20:5n3 1,82+1,12 0,75%1,60 1,59+0,72 1,37+0,40 1,24+2,09 1,30+1,14 1,75+0,96 0,91+097 1,52+1,65 2,05+0,85 1,7741,43 1,7741,43
C22:0 0,46+£0,10  0,38+0,24 0,34+0,21 0,61+0,62 0,57+0,26 0,48+0,20 0,32+0,11 0,57+0,19 0,34+0,10 0,41+0,16 0,40+0,22 0,40+0,22
C22:1n9 0,43+0,21  0,24+1,26 0,48+0,26 1,18+1,13 0,65+0,22 0,48+0,39 0,35+0,17 0,47+0,05 0,36+0,14 0,23+0,25 0,53+0,18 0,53+0,18
C22:2n6 1,22+0,18  1,33%0,11 1,04+0,41 3,26+1,68 1,07+0,87 0,71+0,58 1,06+0,34 1,29+0,43 0,66+0,29 1,15+0,94 0,84+0,66 0,84+0,66
C22:5n6 2,01+1,38  0,67+1,79 1,48+0,98 1,08+0,97 2,16+3,01 1,22+1,91 1,90+1,55 0,94+0,96 0,95+2,10 1,34+1,33 1,52+2,01 1,52+2,01
C22:5n3 0,27+0,33  0,44+0,77 0,22+0,09 1,86+0,89 0,27+0,23 0,62+0,27 0,35+0,12 0,56+0,31 0,29+1,42 2,36+1,15 0,31+0,18 0,31+0,18
C22:6n3 2,39+1,34  0,73+1,68 0,84+1,32 3,38+0,97 0,92+1,25 1,73+0,84 0,64+0,96 0,52+0,54 0,53+1,00 1,17+0,89 1,88+2,43 1,88+2,43
C24:0 0,34+0,22  0,17+0,61 0,56+0,39 1,35+0,79 1,00+0,43 0,69+0,44 0,54+0,16 0,23+0,30 0,75+0,89 0,45+0,17 0,73+0,29 0,73+0,29
SAT 43,9046,24 5555+7,64 5556+6,78% 44724509 52,12+11,05% 53,33+7,89 51,16+6,54® 50,00+5,6 48,94+7,39% 43,71+235 51,00+9,24%® 51,00+9,24%
MUFA 20,96+5,45 29,17+4,53 24,30+4,90° 17,60+4,89 22,26+4,16° 2523+229 22,25+543% 2926+29 27,09+4,24* 26,71+3,20 20,74+6,89% 20,74+6,89%
PUFA 37,74+11,2 14,10+10,6 19,57+11,32 38,93+9,63 25,62+15,02% 20,23+9,40 18,98+10,25 20,19+6,1 22,49+10,62 30,44+4,74 28,26+14,85 28,26+14,85
PUFA 4,83+233% 28442192 234+202%  6,20+0,942 2,99+275% 3 67+1,24> 255+1,82° 2,83+0,94° 2,7042,92%  585+1 972  3,58+3,70%  3,58+3,70%
PUFA 32,05+9,23 12,59+8,97 17,23+9,34% 32 88+950 22,63+12,478 17,59+834 17,30+8,48% 16,69+5,2 19,46+7,93% 24 59+363 24,68+1157 24,68+11,57
C20-22 4,83+2332 28442192 234+202%  6,20+0,942 2,99+275%  367+1,24> 255+1,82° 2,83+0,94° 2,7042,92%  585+1 9728  3,58+3,70%  3,58+3,70%
C18n6 1,41+0,59* 2,60+0,59%  1,44+0,18°  1,48+0,55° 1,37+0,98% 2,08+0,58% 1,98+0,61* 1,69+0,89°% 1,61+0,62% 1,73+1,90® 2,17+0,62%®  2,17+0,62%
C20-22 30,64+9,01 9,60+8,712 15,81+9,46% 31,29+9,07 19,39+12,65° 15,36+8,33 15,32+8,60% 13,7245,3 17,97+8,13% 2132+4,94 2250+11,41 22,50+11,41

3 | etras diferentes mostram diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1 ndo foram considerados. SFA, MUFA, PUFA, PUFANG,
C18n6, C20-22n6, PUFAN3, C18n3 e C20-22n3, sdo as somatdrias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de polinsaturados n6,
cadeias longas de polinsaturados n6é, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3.
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Apéndice 4. Perfil de acidos graxos (%) do tecido ovariano de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio Parana (reservatdrio de Jupia,
IlhaSolteira/SP) ao longo do ciclo reprodutivo (Média + EPM).

Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18 Mai/18 Jun/18 Jul/18 Ago/18 Set/18 Out/18 Nov/18 Dez/18
C14:0 0,96 0,47 1,62+0,55 1,24+0,32 0,18+0,67 2,04+0,43 1,67+0,44 1,1940,40 1,75+0,53 2,59+0,64 0,20+1,03 1,65+0,49 1,40+0,51
Cl4:1 4,08+1,28 3,44+0,85 4,00£0,86 2,60+1,56 4,03+0,36 3,93+0,50 3,75+1,02 4,29+1,09 4,57+0,78 1,92+1,03 4,29+1,13 4,32+0,68
C15:0 1,11+0,34 1,45+1,12 1,42+0,29 2,56+1,06 1,58+0,20 1,43+0,21 1,18+0,33 1,55+0,34 1,88+0,45 3,14+1,09 1,22+0,25 1,07+0,35
C15:1 0,91+0,36 1,16+0,25 1,18+0,28 1,50+0,46 1,11+0,12 1,21+0,16 1,38+0,84 1,41+0,13 1,46£0,51 1,33+0,32 1,04+0,29 1,05£0,26
C16:0 23,36+5,92  25,02+2,23  26,50+4,52  23,80+5,79  24,00+1,70  23,22+0,67 23,62+4,04 2594+429  26,62+2,96  27,19+4,63  22,89+440  26,69+7,08
Cl6:1 6,48+1,49 6,16+1,07 6,35+1,77 4,72+0,99 7,72+0,68 6,08+0,79 7,29+1,11 9,33+1,11 7,47+0,94 8,18+1,25 6,53+1,63 5,70+1,22
C17:.0 2,19+0,72 2,94+0,74 2,20£0,59 3,12+1,47 2,65+0,46 3,36+0,36 2,64+0,75 2,99+0,73 2,97+0,75 2,79+0,59 2,43+0,68 2,69+0,99
C18:0 10,42+5,83  16,28+1,51  14,80+2,90 14,99+7,17  14,57+0,47 12,73t3,70 10,94+1,32 11,04+250 15,27+3,01  15,10+3,65 11,68+2,46  14,03t5,79
C18:1 17,28+£3,62 14,90+1,54  15,30+2,98 15,26+1,90 13,94+1,67 13,80+1,69 14,52+3,72  15,60£2,58  15,75+1,71 14,45+4,29 14,99+2,71 15,57£2,11
C18:2n6 1,49+0,24 2,38+0,76 1,83+0,36 2,30+7,36 2,08+0,48 3,13+5,08 2,00+0,41 1,84+0,34 1,9310,35 1,2740,51 1,87+0,47 1,49+0,48
C18:3n6 0,44+0,22 0,58+0,15 0,53+0,20 0,57+0,58 0,3740,15 0,53+0,82 0,41+0,08 0,48+0,07 0,37+0,13 0,4140,25 0,3340,12 0,49+0,33
C20:0 0,27+0,21 0,61+0,32 0,31+0,19 0,26+0,10 0,54+0,22 0,36+0,21 0,29+0,10 0,31+0,23 0,36+0,40 0,32+1,56 0,37+0,08 0,38+0,18
C20:1 0,41+0,17 0,42+0,19 0,05+0,15 1,28+1,37 1,35+0,79 0,36+0,23 0,56+0,93 0,46+0,09 0,55+0,14 1,28+1,01 0,50+40,23 0,34+0,19
C20:2n6 1,15+0,43 0,84+0,17 0,50+0,14 0,64+0,30 0,60+0,21 0,89+0,27 1,14+0,18 1,08+0,16 0,87+0,59 0,43+0,38 0,72+0,19 1,14+0,44
C20:3n6 0,96+0,38 0,60+0,08 0,55+0,35 0,54+0,11 0,71+0,30 0,98+0,31 1,06+0,23 1,08+0,18 0,71+0,46 0,99+1,38 0,7840,10 0,74+0,50
C20:4n6 17,91+11,19 7,3846,65  10,22+7,64 10,9246,54  12,58+2,56  12,37+6,83 13,01+2,76  8,58+2,65 4,42+4,68 3,4746,45 14,30+8,34 8,23+9,59
C20:5n3 1,99+1,77 0,56+0,86 0,59+2,08 1,55+1,21 1,63+0,70 2,18+3,71 2,71+3,81 3,88+2,50 1,67+0,61 1,82+2,60 3,45+1,10 1,59+2,35
C22:0 0,67+0,36 1,30+0,21 1,03+0,29 1,29+0,38 0,97+0,16 0,82+0,54 0,64+0,05 0,55+0,05 0,69+0,19 0,46+0,24 0,85+0,14 0,78+0,37
C22:1n9 0,68+1,07 3,49+0,79 2,54+1,33 2,73+1,16 2,98+0,29 2,13+0,96 1,06+0,64 1,37+0,89 2,30+1,11 1,32+0,78 1,54+0,60 1,68+0,75
C22:2n6 1,12+0,16 1,02+0,22 0,32+0,16 0,53+0,53 0,81+0,18 0,37+0,32 0,90+0,27 1,38+0,32 0,38+0,45 1,05+1,97 0,87+0,22 0,85+0,07
C23:.0 0,62+0,22 0,71+0,16 0,83+0,27 1,09+0,36 0,75+0,14 0,66+0,21 0,77+0,05 0,32+1,02 0,46+0,26 0,79+2,99 0,70+0,11 0,48+0,24
C22:5n6 3,2845,41 0,86+0,36 0,98+3,60 1,02+3,64 0,94+0,29 1,32+1,40 2,38+2,16 2,74+1,56 1,05£1,10 0,84+1,96 2,34+2,02 1,1543,45
C22:5n3 0,35+0,38 1,22+0,19 1,48+0,69 1,63+0,35 1,23+0,16 1,13+0,19 0,81+0,34 0,98+0,29 1,00+0,56 1,07+0,45 0,97+0,32 1,03+1,14
C22:6n3 1,88+2,31 1,71+0,37 2,53+0,83 1,69+1,41 1,46+0,05 1,86+1,05 0,91+0,84 0,58+0,27 1,41+0,93 1,30+0,96 1,62+0,91 2,54+4,08
C24:0 0,54+0,50 1,11+0,41 1,12+0,74 1,42+0,69 1,39+0,14 0,80+0,51 0,44+0,29 0,57+0,41 1,42+0,64 0,93+0,19 1,07+0,44 0,73+0,42
SAT 39,43+13,91% 52,01+4,96% 49,99+8,82% 48,82+11,11% 48,59+1,88% 45,89+4,84® 43,16+573" 43,45+6,68% 52,60+556% 51,82+5,68%®° 45,69+7,27° 50,68+14,75%
MUFA 30,11+6,87% 30,63+1,74® 31,3745,40®® 28,15+2,75° 29,58+248% 2744+2,42° 31,19+4,53% 32,11+2,13* 31,93+1,86% 30,26+5,94%® 30,22+4,04%®° 27,05+4,34%®
PUFA 30,47+20,52% 16,64+6,06% 17,45+13,94% 23,87+11,57® 21,83+3,83® 26,67+6,91° 25,14+9,95% 22 47+6,12% 14,25+6,32% 17,92+11,36%° 24,22+10,03®® 20,19+18,64%
PUFA n3 4,12+3,72 3,52+0,77 3,99+2 57 4,54+2 54 4,35+0,63 5,83+4,04 4,48+4,73 5,07+2,31 3,85+0,93 3,7043,34 6,59+1,78 7,06+4,86

PUFA n6 26,35+16,88 13,16+6,39 13,82+11,50  19,34+9,99 18,11+3,39  20,60+4,38  20,65+5,29 17,40+3,92  9,97+6,74 14,22+8,08 21,03+8,90 14,01+14,29
C20-22 n3 4,12+3,72 3,52+0,77 3,99+2 57 4,54+2 54 4,35+0,63 5,83+4,04 4,48+4,73 5,07£2,31 3,85+0,93 3,70£3,34 6,59+1,78 7,06+4,86
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C18 n6 1,96+0,32°  2,86+0,70%  2,45+0,46% 2,87+7,922 2,35+0,44%  3,41+5,88%  241+0,40® 2,37+0,35%® 2,29+0,45°¢  1,69+0,37®  2,13+0,49%¢ 2 32+0,62%
C20-22 n6 24,43+17,13 10,31+6,31 12,04+11,44 13,94+10,30 15,60+3,23  17,20+8,12  18,37+5,04  15,22+4,10  7,48+6,53 12,06+7,81 18,89+8,88  12,05+13,73

) etras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1 ndo foram considerados. SFA, MUFA, PUFA, PUFANG,
C18n6, C20-22n6, PUFAN3, C18n3 e C20-22n3, sdo as somatorias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de polinsaturados n6,
cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3.



Apéndice 5. Perfil de acidos graxos (%) do tecido uterino de fémeas de Potamotrygon amandae coletadas no Alto Rio Parand (reservatério de Jupia,

IIhaSolteira/SP) ao longo do ciclo reprodutivo (Média + EPM).
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Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18 Mai/18 Jun/18 Jul/18 Ago/18 Set/18 Out/18 Nov/18 Dez/18
C14:0 1,59+0,51  1,03+0,41 1,30+0,36 1,21+0,67 0,9740,25 1,82+0,48 1,35+0,28 1,92+0,53 1,68+0,33 1,87+0,64 1,08+0,47 1,80+0,22
Cl4:1 3,00+1,561  2,15+0,68 2,75+0,69 3,65+1,41 2,42+0,38 3,30+0,19 3,16+1,41 2,74+0,72 3,13+0,50 3,44+0,84 2,11+0,64 4,26+0,88
C15:0 1,28+0,56  0,99+0,31 1,29+0,29 1,47+0,40 1,33+0,26 1,49+0,28 1,19+0,46 1,50£0,21 1,56+0,19 1,53+0,62 1,02+0,17 1,67+0,43
C15:1 1,02+0,35  0,87+0,21 0,93+0,24 1,54+1,43 1,11+0,23 1,28+0,24 1,07+0,44 0,81+0,19 1,13+0,09 1,20+0,50 0,57+0,36 1,12+0,23
C16:0 31,01+1,21 26,69+2,89 28,74+2,17 24,45+351 25,00+2,19 26,05+1,28 27,89+1,53 28,47+1,66 27,85t1,37  26,97+3,39  26,66+2,59  28,88+1,65
Cl6:1 10,60+1,14  6,66+0,89 7,20+1,20 5,18+1,64 5,78+0,41 6,57+1,05 8,51+0,67 8,40+1,18 9,12+1,89 8,59+1,65 9,04+1,34 9,51+1,53
C17:.0 2,47+0,33  2,95+0,67 3,14+0,50 2,17+0,91 3,06+0,65 2,82+0,79 2,92+1,15 2,57+0,61 2,88+0,18 2,42+0,74 2,07+0,45 2,86+0,46
C18:0 16,27+3,20 15,18+2,60 15,18+2,57 13,55+1,76 14,98+1,60 14,26+1,09 17,70+3,02 17,1740,95 14,77+1,19  13,71+2,08  1517+127 12,79+1,24
C18:1 22,14+2,34 20,41+2,14 23,20+2,41 22,33t3,78 22,85+2,68 24,46+1,44 22,59+235 2451+2,14 22,29+1,32  20,67+4,61 24,00+3,66 24,80+1,74
C18:2n6 1,27+0,56  1,35+0,46 1,53+0,55 1,49+0,79 1,45+0,33 1,51+0,43 0,96+0,51 0,79+0,35 1,40+0,38 1,48+0,84 1,05+0,30 1,43+0,34
C18:3n6 0,35+0,17  0,44+0,13 0,27+0,13 1,87+1,10 0,1240,18 0,63+0,33 0,38+0,18 0,36+0,09 0,26+0,26 0,64+0,50 0,3740,23 0,40+0,07
C18:4n3 0,05+0,12  0,20+0,12 0,15+0,20 0,14+0,19 0,7040,31 0,58+0,24 0,1040,15 0,08+0,06 0,3940,17 0,1540,18 0,3040,41 0,08+0,02
C20:0 0,24+0,20  0,55%0,24 0,36+0,34 0,30+0,42 0,56+0,19 0,77+0,11 0,54+0,12 0,52+0,11 0,78+0,27 0,30+0,19 0,45+0,17 0,40+0,16
C20:1 0,26+0,16  0,41+0,06 0,32+0,10 0,60+0,32 0,3310,10 0,54+0,64 0,30+0,08 0,32+0,11 0,40+0,23 0,3310,32 0,39+0,07 0,26+0,13
C20:2n6 0,56+0,27  0,91+0,48 0,43+0,21 1,10+0,66 0,53+0,20 0,44+0,60 0,80+0,52 0,72+0,24 0,67+0,47 0,58+0,96 1,04+0,94 0,7740,12
C20:3n6 0,5740,59  0,27+0,12 0,68+1,19 0,4143,44 0,84+0,38 0,21+0,18 0,18+0,17 0,19+0,16 0,28+0,39 0,41+0,37 0,34+0,44 0,27+0,12
C20:4n6 1,99+1,13  6,46%6,30 4,58+4,34 2,82+2,84 7,80+4,17 2,63+2,04 2,81+2,14 1,78+1,20 4,62+1,70 5,69+4,98 5,61+4,36 3,86+1,53
C20:3n3 0,09+0,06  0,21+0,07 0,08+0,04 0,57+0,61 0,10+0,03 0,29+0,31 0,1040,12 0,24+0,20 0,11+0,08 0,11+0,11 0,06+0,13 0,22+0,20
C20:5n3 0,26+0,14  0,89+0,40 0,63+0,45 1,23+1,52 0,78+0,52 0,74+0,37 0,06+0,19 0,3240,29 0,81+0,25 1,33+0,99 1,18+0,46 0,77+0,24
C22:0 0,54+0,18  0,78+0,37 1,02+0,25 1,21+1,12 1,05+0,18 1,28+0,26 0,95+0,42 0,67+0,33 0,9240,25 1,07+0,54 0,89+0,20 0,55+0,17
C22:1n9 1,06£0,65  0,75+0,35 0,52+0,53 1,67+1,80 1,03+0,25 0,91+0,24 0,78+0,49 0,91+0,30 0,69+0,28 0,55+0,30 0,59+0,26 0,62+0,24
C22:2n6 1,10+0,78  1,56+0,51 1,20+0,31 1,85+0,76 1,05+0,77 0,77+0,53 1,40+0,44 0,68+0,94 0,93+0,24 2,24+1,06 1,33+0,14 0,89+0,10
C23:.0 0,51+0,33  0,84+0,32 0,63+2,44 2,04+1,25 0,90+0,23 1,44+0,90 0,89+1,10 0,45+0,29 0,64+0,21 0,85+0,42 0,56+0,23 0,36+0,29
C22:5n6 0,50+0,32  1,55+0,98 1,01+0,55 2,39+0,87 0,61+0,42 1,40+0,61 0,92+0,39 0,56+0,41 0,59+0,59 1,14+0,75 0,49+0,81 1,08+0,61
C22:5n3 0,64+0,33  0,86+0,28 0,98+0,41 1,32+0,68 1,23+0,36 0,83+0,54 1,36+3,24 1,41+0,34 0,91+0,27 0,94+0,23 0,70£0,30 0,65+0,17
C22:6n3 0,53+0,40  0,73+0,36 0,73+0,22 1,16+0,65 1,22+0,18 0,73+0,18 0,97+0,56 0,50+0,15 0,42+0,35 0,52+0,30 1,06+0,36 0,39+0,20
SAT 52,70+1,55% 52,46+5,49® 51,99+2,98% 46,25+3,81° 48,42+3,60° 50,51+1,60° 54,32+3,16® 54,28+1,42% 51,51+0,87 49,34+3,45® 48,71+3,81° 50,64+1,92
MUFA 39,25+2,80°" 33,11+2,72% 34,67+2,42% 33,56+1,21° 35,37+3,00% 37,79+0,90° 36,75+4,61°%" 37,62+1,99° 36,91+2,72°F 33,44+5,64°%" 36,05+3,98°F 40,27+2,33"
PUFA 7,33+2,82° 14,43+8,20%° 11,47+4,55% 18,99+4,25° 16,21+6,29°° 12,29+2,02*° 10,25+4,63% 9,87+2,24° 12,08+2,94 19,34+8,01* 15,30+6,84®® 10,07+2,15"
PUFA n3 1,42+0,80* 3,15+0,82% 2,98+0,49° 3,77+1,87°%¢  4,58+0,94°  3,44+0,50° 3,35+3,24®  2,61+0,62* 2,97+0,77%  3,32+0,99°¢  4,05+1,24%  1,91+0,272
PUFA n6 5,90+2,13Y 11,7447,75% 8,84+4,14® 13,13+4,28* 12,8345,68% 8,91+1,84° 8,14+1,79¢  7,13+1,65° 9,20+2,20° 15,90+7,09% 11,25+5,89%* 8,15+2,07*
C18n3 0,05+0,12% 0,20+0,12*  0,15+0,20%  0,14+0,19*  0,70+0,31®  0,58+0,24* 0,10+0,15¢ 0,08+0,06° 0,39+0,17% 0,15+0,18®  0,30+0,41*  0,08+0,02
C20-22 n3 1,38+0,69% 2,86+0,77°¢ 2,95+0,65°¢ 3,24+1,92®¢  3,88+0,65° 3,01+0,43" 2,99+323%  259+0,58 2,76+0,67*  2,88+0,98°¢  3,04+1,02® 1,800,282



C18 n6 1,62+0,39° 1,84+0,44%  1,74+0,44>  3,13+1,12%  1,7740,39"  2,14+0,50  1,34+0,67  1,14+0,44° 1,65+0,32° 1,90+1,03%°  1,54+0,43
C20-22 n6 4,28+1,74° 9,41+7,76 6,55+4,17% 8,01+3,85* 10,43+556° 6,65+1,48% 6,13+2,24®° 528+1,44% 730+2,14%  14,26+6,31% 9,34+6,09°

1,79+0,39b¢
6,73+2,13%

®|_etras diferentes significam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1 n&o foram considerados. SFA, MUFA, PUFA,
PUFANG, C18n6, C20-22n6, PUFAN3, C18n3 e C20-22n3, sdo as somatdrias dos acidos graxos saturados, monoinsaturados, polinsaturados n6, cadeias curtas de
polinsaturados n6, cadeias longas de polinsaturados n6, polinsaturados n3, cadeias curtas de polinsaturados n3, cadeias longas de polinsaturados n3.
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