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Metabolismo lipidico da raia vivipara Potamotrygon falkneri Castex
& Maciel, 1963 durante a reprodug¢do

Mudangas sazonais na composi¢do corporal tém sido observadas em varias espécies de vertebrados, e estas alteragdes parecem estar relacionadas com a vitelogénese, bem como outros
processos associados com a desova, transferéncia materno-fetal e sobrevida da prole. No caso de arraias certamente a distribui¢do metabdlica e compromisso de reservas energéticas para
areprodugdo se estendera a periodos pds-vitelogénicos, ja que o sucesso reprodutivo destas espécies dependera do desenvolvimento do trofonema e do leite uterino, que servirdo de base
nutritiva para os embrides até o momento do parto. O objetivo deste trabalho foi investigar o padrdo de armazenamento, mobilizagdo e utilizagdo de substratos lipidicos e acidos graxos
envolvida com a reprodugdo da espécie Potamotrygon falkneri em diferentes fases do ciclo reprodutivo. Os animais coletados foram anestesiados e eutanasiados, com posterior extragdo e
determinagdo da concentragdo de lipideos totais e perfil de dcidos graxos dos tecidos hepatico, muscular, ovariano e uterino. Apés as coletas e analise macroscépica dos ovarios os animais
foram separados em trés grupos, correspondentes aos estagios reprodutivos: Repouso, Vitelogénese e Maduro. Os resultados suportam a hipdtese de que a estratégia histotrdfica lipidica
de Myliobatiformes, mostrando aparente armazenamento de lipideos no tecido uterino durante a maturagdo dos animais, culminando nos maiores valores amostrados no periodo maduro.
Os tecidos uterino e hepdtico apresentaram concentragdes até 100 vezes superiores de lipideos na comparagdo com o tecido muscular e ovariano, corroborando o papel armazenados deste
substrato nestes tecidos. O perfil de dcidos graxos mostrou um padrdo de mobilizagdo de acidos graxos dos tecidos hepatico e muscular para o tecido uterino, notadamente para acidos
graxos polinsaturados (totais, 6mega 3 e dmega 6) importantes no desenvolvimento de embrides e juvenis.

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

Lipid metabolism of viviparous stingray Potamotrygon falkneri
Castex & Maciel, 1963 during reproduction

Seasonal changes in body composition have been observed in several species of vertebrates, and these changes appear to be related to the vitellogenesis, as well as other processes associated
with maternal-fetal transfer and offspring survival. In the case of stingrays, the metabolic distribution and commitment of energy reserves for reproduction will certainly extend to post-
vitellogenic periods, since the reproductive success of these species will depend on the development of the trophonema and uterine milk, which will serve as a nutritional base for the
embryos until the time of parturition. The objective of this work was to investigate the pattern of storage, mobilization and use of lipid substrates and fatty acids involved with the reproduction
of the species Potamotrygon falkneri in different phases of the reproductive cycle. The animals collected were anesthetized and euthanized, with subsequent extraction and determination
of the total lipid concentration and fatty acid profile of the liver, muscle, ovarian and uterine tissues. After collections and macroscopic analysis of the ovaries, the animals were separated
into three groups, corresponding to the reproductive stages: Rest, Vitelogenesis and Mature. The results support the hypothesis that the lipid histotrophic strategy of Myliobatiformes,
showing apparent lipid storage in the uterine tissue during the maturation of the animals, culminating in the highest values sampled in the mature period. The uterine and hepatic tissues
showed concentrations up to 100 times higher than lipids in comparison with muscle and ovarian tissue, corroborating the stored role of this substrate in these tissues. The fatty acid profile
showed a pattern of fatty acid mobilization from the liver and muscle tissues to the uterine tissue, notably to polyunsaturated fatty acids (total, omega 3 and omega 6) important in the
development of embryos and juveniles.

Keywords: Lipid histotrophy; Freshwater stingrays; Fatty acid profile; Vitelogenesis.
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INTRODUGAO

Elasmobranquios exibem duas estratégias reprodutivas: oviparidade e viviparidade. Arraias da
familia Potamotrygonidae (Elasmobranchii: Myliobatiformes) apresentam viviparidade aplacentaria
histotroéfica, com embrides retidos no Utero das fémeas até o momento do parto (PEDREROS-SIERRA et al.,
2016; SILVA et al., 2017). E possivel conjecturar, entdo, sobre dois periodos de organizacio metabdlica em
fémeas deste grupo, a primeira ligada a vitelogénese ovariana e a segunda ligada ao desenvolvimento de
fluido advindo do trofonema uterino, que é rico em lipideos e proteinas de grande peso molecular, conhecido
como “leite uterino”, ainda pouco estudado, que servira de base nutritiva para os embrides até o momento
do parto (HAMLETT et al., 1993; MARUSKA et al., 2011; TOBERGTE et al., 2013).

A reproducdo dos potamotrigonideos esta relacionada ao ciclo hidrolégico, respondendo a uma
sequéncia de eventos, com variacdo 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 cépula também varia
entre as espécies e pode ocorrer durante a estagdo 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 et al., 2005; GAMA, 2013; GARRONE
NETO et al.,, 2007). A maior parte da histdria de vida deste grupo 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)

Na regido do alto rio Parand, apds a inundagdo do Salto de Sete Quedas para a construgao da Usina
Hidrelétrica de Itaipu, muitas espécies antes existentes apenas na parte baixa desta Bacia hidrografica,
iniciaram um processo de dispersdo, colonizando regides a jusante desta Bacia, notadamente Potamotrygon
falkneri, Potamotrygon motoro e Potamotrygon schuhmacheri, que passaram a desempenhar o papel de
espécies invasoras neste novo habitat. Atualmente, as arraias estdo estabelecidas até a regido de llha
Solteira-SP (Alto Parana), com possibilidade de ja terem atingido pontos superiores nesta bacia (LOVEJOY,
1996; CARVALHO, et al., 2003; LASSO et al., 2016).

Visto a importancia do entendimento dos processos fisioldgicos ligados a dindmica reprodutiva,
adaptacdes fisioldgicas associadas a relagcdo tréfica materno-fetal e os padrdes de alocagdo de substratos
energéticos durante o ciclo reprodutivo pré e durante a gestacdo, que possam refletir particularidades
nutricionais e ambientais na espécie escolhida, o objetivo deste trabalho foi investigar o padrdo de
armazenamento, mobilizacdo e utilizagcdo de substratos lipidicos e a estrutura de membrana envolvida com

a reproducdo da espécie P. falkneri em diferentes fases do ciclo reprodutivo

MATERIAIS E METODOS
Coletas
As coletas de P. falkneri (Figura 1b) foram realizadas a montante do reservatdrio de Porto Primavera,

que se localiza no municipio de Castilho/SP (202 87°05.53"", 51249'01.81"") (Figura 1a) entre setembro a
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dezembro de 2016. Foram utilizados arpdes e varas de mdo para a captura (Figura 1c). Os espécimes
coletados foram anestesiados com solugdo saturada de Benzocaina em etanol 92% na regido cardiaca,
individualizados em sacos plasticos e armazenados em caixas térmicas de polietileno preenchidas com gelo
até o momento da dissecacdo e transportados vivos para o Laboratério de Estudos em Fisiologia Animal
(LEFISA) UNESP/Ilha Solteira onde foram aferidos os dados biométricos (massa, comprimento total (CT),
comprimento de disco (CD) e largura de disco (LD)). Os animais coletados apresentaram 4,6 + 3,17 kg; 74,3 +
6,00cm de CT; 47,3+3,5cm de CD e 44,5 £ 4,29 cm de LD.

Os animais coletados foram eutanasiados por seccdo da medula espinhal e, em seguida foram
coletados os seguintes tecidos: musculatura epaxial branca, figado, ovarios e Uteros. O cuidado e o uso de
animais experimentais obedeceram as leis, diretrizes e politicas do Comité de Conduta Etica em Uso de
Animais (CEUA, 15/2018), conforme aprovado pela Universidade Estadual Paulista, UNESP, e Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, CONCEA. A permissdo para coleta foi fornecida pelo
IBAMA/ICMBio (niimero de autorizacdo do SISBIO 50019-1) e pelo SISGEN (nimero de registro AOO1CBE).

Apds as coletas e andlise macroscépica dos ovarios os animais coletados foram separados em trés
grupos, correspondentes aos estagios reprodutivos: os quais, Repouso (n=7), Vitelogénese (n=8) e Maduro
(n=7) (Figura 1 e-g). A classificagdao dos animais nos estagios reprodutivos foi realizada a partir de analises
macroscopicas dos ovdrios: animais em repouso nao apresentaram foliculos ovulatdrios (Figura 1e), animais
em vitelogénese apresentam pequena quantidade de foliculos de tamanho reduzido (Figura 1f) e os animais

maduros apresentaram grande quantidade de ovdcitos e de tamanho grande (Figura 1g).

Figura 1: (a) Localizagdo geografica do local de coleta dos exemplares, Castilho, SP, Brasil, (b) Fémea adulta de
Potamotrygon falkneri, escala de 1 cm, (c-d) Método de captura usando arpao, (e, f, g) Ovarios de Potamotrygon
falkneri em diferentes estagios do ciclo reprodutivo, e- repouso, f- vitelogénese, g- maduro.
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Anadlise de tecidos

A concentracdo de lipideos totais dos tecidos (muscular, hepatico, ovariano e uterino) foi analisada
pelo método colorimétrico de Frings et al. (1972), apds extragdo com uma solucdo de cloroférmio: metanol:
agua (FOLCH et al., 1957) adaptada por Parrish (1998), para organismos aquaticos. A concentrag¢do de lipideos
totais foi calculada utilizando-se como padrdo 6leo de figado de bacalhau (Cod liver oil fatty acid methyl
esters, SIGMA) e os resultados expressos em mg/g de tecido Umido. O extrato, contendo as diferentes classes
de lipideos, foi separado em lipideos polares e neutros por cromatografia de coluna (YANG, 1995) e a
metilacdo dos extratos de lipideos polares e neutros foram realizadas pelo método de Kitson et al. (1996). O
perfil dos acidos graxos foi realizado por cromatografia gasosa, utilizando um cromatografo gasoso acoplado
a um ionizador de chama (FID) (Varian GC 3900) e a identificacdo dessas moléculas foi feita com base nos
tempos de retencdo, utilizando-se um padrdo composto de metil ésteres (FAME) (SUPELCO, 37 components).

Todos os resultados sdo apresentados como Média + Erro padrdo da média. Os valores de cada
parametro avaliado foram comparados usando o teste de andlise de varidncia (ANOVA), utilizando o
programa estatistico Sigma Stat for Windows (Version 3.10 Copyright©). Os dados que cumpriram os
requerimentos de uma analise paramétrica foram comparados pelo teste de Student Newman Keuls e os
dados que ndo cumpriram esses requerimentos foram analisados pelo teste de Dunn’s. O nivel de

significancia adotado foi de 0,05.

RESULTADOS
Lipideos totais

Os resultados da andlise de lipideos totais teciduais de fémeas de P. falkneri estdo apresentados na
figura 2 (A, B, C e D respectivamente). Foi detectada diferenca estatistica apenas nos lipideos uterinos entre
o estagio de repouso e maduro, com maiores concentra¢cdes no estagio maduro (p=0,024). Além disso,
mesmo sem diferenca estatistica significativa, pode-se observar que houve um aumento da concentragdo de
lipideos no musculo e nos ovarios analisados quando as fémeas estavam em vitelogénese e uma posterior
gueda dessa concentracdo quando as fémeas estavam maduras, exceto no tecido hepatico, em que a

concentragdo de lipideos se manteve estavel durante todo o ciclo.

MUSCULO A FIGADO B

mg/g
O = N W H U1 OO N

REPOUSO  VITELOGENESE = MADURO REPOUSO  VITELOGENESE MADURO
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Figura 2: Lipideos totais em fémeas de Potamotrygon falkneri em diferentes fases do ciclo reprodutivo, (A) lipideos
musculares, (B) lipideos hepaticos, (C) lipideos ovarianos, (D) lipideos uterinos. 2 Letras diferentes denotam
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os estagios analisados.

Acidos graxos

A determinacdo do perfil de acidos graxos dos tecidos dos animais permitiu avaliar a porcentagem

de cada 4cido graxo e consequentemente os principais agrupamentos, como os acidos graxos saturados

(SAT), monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA), neste grupo os acidos graxos da familia 6mega 3

(PUFAN3) e mega 6 (PUFANG) dos quatro tecidos analisados, musculo, figado, ovarios e Uteros. Os resultados

de cada tecido analisados estdo listados nas tabelas 1 a 4.

Tabela 1: Perfil de acidos graxos (%) das frages polares e neutras do tecido hepatico de fémeas de Potamotrygon
falkneri ao longo do ciclo reprodutivo (Média + EPM).

Fragdo Polar

Fracdo Neutra

Acido Graxo/ Estagio  REPOUSO VITELOGENESE ~ MADURO REPOUSO VITELOGENESE ~ MADURO
C15:0 1,15 +0/55 090 +0,76 1,08 +1,38 0,45 +0,20 0,38 +0,04 0,28 +0,08
C16:0 23,65 +2,13 20,26 +586 22,02 +1,26 26,07 +0,92 2528 +1,47 21,66 +0,92
C16:1 443 +061 2,40 +0,07 330 +1,03 4,33 +0,22 494 +167 3,64 +0,12
C18:0 12,50 +1,11 12,80 +4,65 929 +2,95 864 +083 6,78 +0,62 595 +0,13
c18:1 20,98 +4,33 23,10 +6,29 32,81 +3,11 28,43 +3,52 36,09 +2,78 35,64 +1,46
C18:2n6 469 +0,48 4,30 +1,24 536 +0,71 6,25 +0,38 530 +042 587 +0,26
C18:3n3 1,73 +0,65 156 +053 1,19 +0,10 1,68 +0,56 1,62 +0,24 1,25 +0,11
€20:0 0,20 +0,07 1,33 +2,88 026 +0,10 1,88 +0,64 158 +0,40 3,21 +0,82
C20:1 2,16 +0,49 0,60 +0,08 1,08 +033 039 056 027 +0,10 0,50 +0,20
C20:2n6 1,55 +0,22 2,73 +057 1,54 +0,38 0,99 +0,24 0,75 +0,23 066 +0,54
C21:0 049 +0,22 0,76 +0,29 027 0,14 0,83 +0,04 045 +0,10 0,64 +0,19
C20:4n6 0,78 +0,96 1,09 +530 092 +024 471 +155 518 +107 3,47 +1,54
C20:3n3 0,76 +0,17 046 +0,12 086 +021 009 +0,17 0,21 +005 0,15 +0,04
C20:5n3 9,11 +1,13 7,62 +362 708 +0,78 4,43 +193 198 +0,88 4,07 +1,09
€22:0 0,20 +0,09 0,25 +0,32 004 +005 007 003 0,13 +007 0,04 +0,40
c22:1 0,21 +0,06 047 +0,15 0,19 +0,06 0,20 +0,03 020 +0,06 0,10 +0,07
C22:4n3 6,44 +232 1,73 +0,72 198 +039 034 +129 031 +030 049 +0,40
C22:5n6 1,95 +0,70 1,46 +0,18 1,86 +0,30 1,90 +0,42 2,06 +0,35 3,30 +0,62
C22:6n3 589 +0,31 2,44 +1,11 674 +095 579 +054 629 +037 817 +0,21
C24:0 0,04 +0,06 1,86 +0,69 0,11 +004 002 +001 002 +001 0,03 +0,00
SAT 38,07 +0,53 33,75 +519 3444 +3,14 38,19 +0,58° 34,46 +1,82% 31,91 +0,87°
MUFA 29,00 +3,47° 27,03 +6,16% 3666 +3,06° 33,48 +295 41,42 +1,23 39,77 +1,61
PUFA 32,93 +3,952 31,04 +4,012> 28,44 +206° 28,49 +3,07 23,70 +1,14 28,32 +0,84
PUFA n3 26,60 +3,85% 1490 +3,08® 17,61 +1,93® 12,94 +347 10,82 +1,37 14,00 +1,41
PUFA n6 10,31 +1,62 1064 +554 946 +0,91 13,92 +2,02 13,28 +1,81 13,17 +1,93

a | etras diferentes denotam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1
ndao foram considerados. SAT, MUFA, PUFA, PUFAn6, E PUFANn3, sdo as somatdrias dos acidos graxos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados n6, e polinsaturados n3.
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Tabela 2: Perfil de acidos graxos (%) das fragGes polares e neutras do tecido muscular de fémeas de Potamotrygon
falkneri ao longo do ciclo reprodutivo (Média + EPM).

Fragdo Polar Fragao Neutra

Acido Graxo/ Estdgio  REPOUSO VITELOGENESE ~ MADURO REPOUSO VITELOGENESE ~ MADURO

C16:0 15,52 +2,98 16,05 *1,75 16,26 +2,70 20,59 1,56 15,47 2,73 19,46 +1,42
C16:1 9,05 +2,03 6,31 +2,24 848 +1,22 13,38 +4,66 29,86 +10,19 21,58 =+2,72
C18:0 21,48 +3,89 15,65 +2,28 2508 +515 14,37 +1,37 14,13 +1,41 11,94 +1,73
c18:1 11,40 +2,54 18,04 +4,14 17,94 +6,41 16,32 +2,17 12,01 +7,70 19,97 £1,93
C18:2n6 1,97 043 483 +097 291 1,04 3,12 0,9 2,16 +1,58 2,11 *1,37
C18:3n6 1,06 +0,28 1,11 +0,08 085 0,43 103 0,34 099 1,16 0,10 *1,31
C18:3n3 1,31 +0,29 166 +038 0,78 +0,30 2,30 +0,55 359 +235 159 +0,74
C20:0 2,04 +066 3,63 +085 0,74 +026 255 +063 2,68 +025 2,78 +1,77
€20:1 059 +0,19 0,31 +0,30 0,78 +0,08 0,64 +042 0,27 +020 047 0,76
C20:4n6 13,49 +2,03 12,38 +3,04 11,57 *2,15 691 2,76 551 +1,79 1,43 £1,10
C20:3n3 058 +044 1,45 +0,20 0,23 +008 0,74 +0,28 1,13 +1,15 1,86 =+1,48
€20:5n3 1,94 +122 188 +030 147 +050 362 +045 534 +237 556 +1,39
C22:5n3 2,14 +038 153 +054 1,16 +038 164 +0,36 1,12 +055 1,26 +1,65
C22:5n6 408 +0,88 2,09 £036 1,92 0,25 233 +041 2,40 +0,87 231 064
C22:6n3 983 +1,46 7,51 +1,07 7,32 +096 4,59 1,77 2,75 +166 3,76 1,19
C24:0 083 +024 049 +0,22 0,08 +003 0,79 +024 0,33 +0,14 081 0,24
SAT 4369 +3,70 37,32 +193 42,16 +2,77 37,80 +153 32,25 +1,76 34,99 +2,42
MUFA 20,48 +1,15 27,42 464 27,20 +534 33,01 +3,71 41,43 +247 38,89 +2,97
PUFA 36,32 +3,58 33,91 524 29,49 +2,81 24,68 +4,65 30,19 +1,71 26,13 £5,01
PUFA n3 16,74 +1,332 14,28 +1,89% 11,87 +1,41® 14,45 1,48 13,67 +4,06 14,24 +4,89
PUFA n6 19,30 +2,45 19,64 +3,46 17,62 +1,40 13,83 +3,40 12,13 3,80 7,29 +241

a | etras diferentes denotam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1
ndao foram considerados. SAT, MUFA, PUFA, PUFAn6, E PUFANn3, sdo as somatdrias dos dcidos graxos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados n6, e polinsaturados n3.

Adicionalmente foram divididas as fracdes neutras e polares teciduais, com vistas a determinar o
perfil energético e estrutural dos lipideos. Fazendo-se uma analise da variedade de acidos graxos da fracdo
neutra foi possivel observar alta prevaléncia de C16:0 e C18:0 como SAT com maior representatividade, C16:1
e C18:1, C20:1, C14:1, C15:1 e C20:1n9 como MUFA prevalentes e C18:2n6, C20:5n3 e C22:6n3, C16:3n4,
C20:4n6, C16:2n4 e C22:5n3 como principais PUFA. Para os acidos graxos da fracdo polar observou-se alta
prevaléncia de C15:0, C16:0 e C18:0 como principais SAT, C14:1, C18:1 e C20:1 como principais MUFA,
C16:2n4, C16:3n4, C18:2n6, C20:4n6, e C22:6n3 para PUFA.

Para a fracdo neutra do tecido hepatico (Tabela 1) foi possivel detectar que o periodo de vitelogénese
nado apresentou diferengas quando comparado com os periodos de repouso e maduro, demostrando uma
inatividade metabdlica neste momento da reproduc¢do no tecido hepatico. Por outro lado, entre o periodo
de repouso e maduro foi possivel detectar maiores valores para SAT em animais em repouso, na comparagao
com animais maduros (p=0,048). O mesmo padrao foi detectado para o tecido uterino (Tabela 4), maiores
valores de SAT para o periodo de repouso na comparagao com maduro (p=0,035). Os tecidos musculares
(Tabela2) e ovariano (Tabela 3) ndo apresentaram influéncia do estagio reprodutivo nos acidos graxos na
fracao neutra, fato que pode ser explicado pelos altos valores de desvio padrdao encontrados, demostrando

alta variabilidade individual.

Tabela 3: Perfil de acidos graxos (%) das fragdes polares e neutras do tecido ovariano fémeas de Potamotrygon falkneri
ao longo do ciclo reprodutivo (Média + EPM).

Fragdo Polar Fracao Neutra
Acido Graxo/ Estagio ~ REPOUSO VITELOGENESE  MADURO REPOUSO VITELOGENESE  MADURO
C15:0 16,00 +4,11 17,40 +£5,00 18,51 +3,47 21,76 +1,43 14,77 +4,73 16,86 +2,33
C16:0 11,22 +1,04 1124 +1,16 12,33 0,39 10,17 +1,26 18,25 2,08 13,91 3,07
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Cle:1 12,22 +1,96 14,23 +£3,51 14,76 *2,95 15,70 +0,83 11,30 *2,66 12,42 +1,09
C18:0 14,01 +1,71 16,16 +1,73 14,09 +2,28 856 +0,93 10,84 +096 8,00 +0,39
C18:1 18,83 +1,34 1691 +091 17,53 +1,53 1585 +1,23 25,79 +2,69 19,50 +3,63
C18:2n6 0,29 +0,05 0,37 +0,33 0,34 £0,05 0,04 +0,06 0,20 +0,11 0,31 0,12
C18:3n6 0,92 +040 1,17 +0,90 1,00 *0,26 2,03 042 3,15 +1,04 2,03 0,56
C18:3n3 1,65 039 1,73 +2,02 1,73 £0,33 3,37 +0,35 1,56 +0,27 2,54 0,16
C20:0 0,51 +£0,18 0,52 +131 0,18 006 034 063 0,34 +0,11 0,06 0,02
C20:1 2,81 +0,41 3,35 +1,58 3,16 +0,65 3,94 +0,43 2,31 +0,87 3,09 0,71
C20:2n6 1,23 +0,50 1,38 +0,45 192 054 3,09 033 1,24 +0,35 093 1,09
C21:0 0,31 +0,11 048 +062 018 0,14 032 0,19 0,35 +0,15 054 0,24
C20:4n6 7,34  +£2,41 4,54 +4,09 3,83 *1,09 2,48 0,16 2,01 +2,11 2,62 0,40
C20:4n3 0,43 +0,12 0,97 +0,20 095 £0,37 1,34 +0,52 0,74 +0,37 0,71 1,11
C20:5n3 0,59 +0,50 0,31 +0,78 0,32 £0,05 0,19 0,13 0,71 +0,12 0,63 0,15
C21:5n3 1,63 +0,28 1,32 +0,33 1,38 *0,20 2,24 +0,10 091 +0,43 1,50 0,13
C22:1 0,49 +0,14 0,99 +044 0,75 036 076 0,55 0,52 +0,30 0,47 1,15
C22:4n6 1,74 +1,23 1,53 +0,68 1,74 £0,72 091 +061 1,13 +0,76 0,32 0,31
C22:5n3 0,47 +0,24 041 0,47 037 £1,12 0,71 +0,10 1,83 +0,39 0,58 0,16
C22:6n3 2,01 +046 1,46 +0,63 1,17 +9,68 1,60 +0,28 1,87 +1,31 3,07 0,23
C24:.0 0,06 +0,04 0,18 +0,28 0,17 £0,25 0,11 +0,03 0,05 +0,08 0,07 0,03
SAT 43,99 +2,44 4497 +3,24 47,02 +£5,72 43,34 +0,86 41,63 +3,16 44,60 +1,90
MUFA 3539 +1,21 3553 +299 36,28 +539 37,14 +145 3897 +168 3981 2,05
PUFA 20,83 +3,43 18,53 +6,07 16,70 +10,42 17,81 +1,31 17,15 4,40 1558 +3,78
PUFA n3 7,08 +0,79 6,65 +2,49 6,73 +10,05 9,72 096 8,33 +1,01 9,56 1,62
PUFA n6 12,66 +3,34> 8,78 +5432 9,08 +14 902 +0,66 8,82 +3,50 6,03 217

a | etras diferentes denotam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1
ndao foram considerados. SAT, MUFA, PUFA, PUFAn6, E PUFANn3, sdo as somatdrias dos dcidos graxos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados n6, e polinsaturados n3.

Tabela 4: Perfil de acidos graxos (%) das fragOes polares e neutras do tecido uterino de fémeas de Potamotrygon falkneri
ao longo do ciclo reprodutivo (Média + EPM).

Fragdo Polar

Fracao Neutra

Acido Graxo/ Estdgio  REPOUSO VITELOGENESE MADURO REPOUSO VITELOGENESE  MADURO
C15:0 7,00 +241 734 +3,18 7,53 +2,42 529 +£3,04 7,16 4,01 3,40 4,01
C15:1 99 +2,13 17,12 091 10,57 +1,03 13,09 1,67 10,89 4,08 12,57 +3,56
C16:0 7,02 +2,44 6,14 +2,31 165 +1,81 4,77 +2,13 5,02 +3,03 3,75 £0,94
Cle:1 14,80 +2,13 10,82 +1,52 17,55 +1,34 6,78 +2,70 11,53 +5,68 11,12 +6,29
C18:0 12,21 +2,23 23,83 +3,67 13,55 +0,86 13,46 +3,49 13,43 15,68 17,17 +3,34
C18:1 3,18 +482 387 +0,74 2,82 +0,08 210 064 162 +£1,10 1,85 +0,92
C18:2n6 0,64 *0,79 0,12 +0,11 066 021 7,70 +4,38 3,01 2,14 8,67 4,59
C18:3n6 0,52 +0,09 068 +030 033 037 051 £022 0,39 0,24 0,19 *0,06
C18:3n3 0,57 +0,16 0,26 0,16 033 0,14 138 +1,52 139 +1,29 1,03 0,50
C20:0 1,42 0,26 1,12 +0,12 2,17 050 084 +0,28 1,12 *0,78 1,17 0,33
C20:1 1,91 051 058 +095 130 +099 151 +0,553 1,06 0,40 1,08 +0,16
C20:2n6 0% +042 036 +095 1,14 +035 187 +460 09,79 +3,66 7,41  £2,69
C20:4n6 18,30 +3,14 8,74 +268 21,38 +163 650 +232 103 +£1,50 0,97 £3,29
C20:3n6 0,25 +0,16 106 +048 0,73 0,26 053 *0,26 097 0,81 4,32 +2,35
C20:4n3 2,21 +0,50 2,28 051 243 +1,05 3,70 120 0,27 0,31 1,31 +£2,38
C20:5n3 0,47 +0,29 0,45 +0,26 043 005 030 +0,10 0,68 0,34 0,30 +0,38
C21:5n3 09 +030 044 019 036 0,11 0,10 £035 3,52 0,9 0,87 0,58
C22:1 081 +087 157 029 1,41 +1,39 1,21 +1,22 246 0,35 2,76 £1,13
C22:4n6 2,83 +040 2,30 +0,28 230 +08 126 +0552 145 +0,88 1,22 +0,83
C22:5n6 1,8 +034 150 +0,84 126 +09 097 +0,33 233 094 2,04 £0,66
C22:5n3 262 +0,22 357 +231 169 +060 09 011 099 +0,16 0,47 +0,66
C22:6n3 1,87 +1,47 2,77 +1,77 4,13 +3,87 4,14 +144 6,36 0,80 2,19 £2,07
C24:.0 0,07 +002 047 024 051 0,22 004 £0,16 0,14 0,12 0,59 +0,38
SAT 41,45 +2,75° 57,00 +£9,50° 37,77 £4,22° 50,38 6,132 42,36 +3,35% 3844 +2,55°
MUFA 22,64 +291 16,09 £3,11 23,59 0,84 1436 +260 17,88 +4,87 19,39 +6,30
PUFA 35,27 +2,08® 28,76 +6,76° 40,67 +4,89° 37,83 745 3836 +2,82 39,43 +6,09
PUFA n3 10,58 +1,22 13,75 +2,54 13,44 +4,36 11,87 +2,38 12,68 +1,19 12,12 +2,80
PUFA n6 26,94 +2,08° 1502 +4,832 29,31 120" 21,77 +7,05 2572 %261 27,11 8,12

a | etras diferentes denotam diferencas estatisticas (P<0,05) ao longo do ciclo anual para fémeas. Valores abaixo de 0.1
nao foram considerados. SAT, MUFA, PUFA, PUFANn6, E PUFAn3, sdo as somatdrias dos acidos graxos saturados,
monoinsaturados, polinsaturados n6, e polinsaturados n3.
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A fracdo polar hepatica (Tabela 1) mostrou maiores valores de MUFA (p=0,042) nos animais maduros
na comparagao com os animais em repouso. Concomitantemente observa-se um padrdo de diminui¢do de
PUFA e PUFA n3 (PUFA- repouso x maduro, p=0,027; PUFA n3- repouso x vitelogénese p= 0,027, repouso x
maduro p=0,030; vitelogénese x maduro, p=0,014). Analisando-se a fracdo polar muscular (Tabela 2)
observamos uma tendéncia (ndo estatistica) de diminuicdo de PUFA com o decorrer da maturagao, tendéncia
que se concretizou em diferenca estatistica significativa para a classe 6mega 3, na comparagdo entre animais
em repouso e maduros (p=0,045). A fracdo polar ovariana (Tabela 3) apresentou maiores valores de PUFA n6
para os animais em repouso comparacdo com animais maduros (p=0,005). O tecido uterino (Tabela 4)
mostrou maiores valores de SAT para os animais em vitelogénese na comparag¢do com repouso (p=0,022) e
maduro (p=0,005), este padrdo parece ter sido compensado por menores valores de PUFA e PUFA n6 para o
estagio de vitelogénese na comparagdo com animais em repouso e maduro (p<0,05 para todas as

comparagoes).

DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados diferentes parametros fisioldgicos que estdo intimamente associados
a reproducgdo. Os resultados demonstram que as fémeas de P. falkneri apresentaram altera¢Ges no
metabolismo de lipideos e acidos graxos ao longo do ciclo reprodutivo. Este é o primeiro estudo que abrange
as diferentes variaveis fisioldgicas (metabdlicas e estruturais) que regulam a reprodugdo desta espécie

(Figura 3).

Lipideos totais

Lipideos sdo as principais fontes de energia metabdlica em elasmobranquios e estdo estreitamente
ligadas as condigGes ambientais, como quantidade e qualidade de presas, ciclos biolégicos da reproducéao e
migracdo (PETHYBRIDGE et al.,, 2014). Analisando-se os tecidos neste trabalho observamos que as
concentracdes hepaticas e uterinas se mantém altas, chegando a ser 100 vezes maiores que a concentragado
no tecido muscular. 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 grandes massas hepdticas em comparagao com os teledsteos e outros vertebrados (BALLANTYNE, 1997,
BALLANTYNE et al., 2010; SPEERS-ROESCH et al., 2010). A n3do alteracdo das concentragGes de lipideos no
tecido hepatico é um sinal claro da grande capacidade de metabolizacdo e encaminhamento dos substratos
durante o ciclo reprodutivo desta espécie (SHERIDAN, 1994).

Adicionalmente, arraias da ordem Myliobatiformes apresentam histotrofia lipidica, isso &, os filhotes,
apds o consumo do saco vitelinico, se alimentam do histotrofo, um fluido lipidico produzido e liberado pelo
trofonema das maes (HAMLETT et al., 1998), o que explica as concentracdes elevadas do substrato lipidico

no tecido uterino analisado. Sabe-se que o fluido uterino é produzido logo apds a ovulagdo e continua a ser
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produzido até o parto (HAMLETT et al., 1993), para que esta produgdao ocorra a morfologia do érgao se
transforma drasticamente durante a gestacdo, a vascularizagdo 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
gestacdo (HAMLETT et al., 1993). Neste trabalho os lipideos totais uterinos mostram maiores concentragées
no periodo maduro, em que as fémeas estdo preparadas para a produgdo do leite uterino, que nutrird os

filhotes.

Perfil de acidos graxos

De forma geral, os acidos graxos tém papel diferenciado no metabolismo dos vertebrados, os
fosfolipideos (lipideos polares) sdo importantes constituintes de membranas e funcionam como o principal
precursor de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, enquanto os triacilglicerdis (lipideos neutros)
servem como depdsitos para acidos graxos que sdo catabolizados no metabolismo energético celular
(NELSON et al., 2012).

Os lipideos armazenados sob a forma de triacilglicerdis sdo a principal reserva energética rapida na
maioria dos vertebrados (SHERIDAN, 1994). Em geral, esses compostos sdao formados por dois SAT ou MUFA
e uma cadeia central de PUFA. Assim, sabe-se que aproximadamente 80% da composicao dos triacilglicerdis
correspondem aos acidos graxos saturados e monoinsaturados (BELL et al., 1986). Corroborando essas
informacdes, a composicdo de acidos graxos de todos os tecidos analisados em fémeas adultas de P. falkneri
apresentaram maiores porcentagens de SAT e MUFAs do que PUFAs (Tabelas 1 a 4).

Foi observado um padrdao de aumento de &acidos graxos saturados na fracdo neutra do tecido
hepatico e uterino no estagio maduro, em comparagdo com o estagio de inatividade reprodutiva dos animais
(repouso), este padrdo parece refletir a preparacdo destes tecidos para o cuidado parental, ja que o tecido
hepatico ird 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 tubardes brancos (Carcharodon
carcharias), mostrou que lipideos musculares e hepaticos sdo extremamente relacionados ao sucesso
reprodutivo em elasmobranquios.

Os vertebrados de modo geral requerem os PUFAs para um crescimento e desenvolvimento normal,
incluindo a reproducdo. Esses AGs atuam na reproducgado influenciando nos padrdes de desenvolvimento
gonadal, na qualidade dos ovos, na fecundidade e na taxa de sobrevivéncia dos filhotes (IZQUIERDO et al.,
2001; HUANG et al., 2003). Deste modo é esperado que ocorram altera¢des no perfil de acidos graxos, mais
especificamente os PUFA, nos diferentes tecidos de reserva ao longo do ciclo reprodutivo de fémeas, como
visto no presente trabalho, em que foram observadas diminui¢cao de PUFAN3 no tecido hepatico no periodo
maduro, PUFA n6 no tecido muscular e PUFA total nos tecidos muscular e ovariano comparando-se o periodo
de inatividade (repouso) e o periodo maduro para os trés tecidos. Alternativamente, o tecido uterino
mostrou aumento significativo de PUFA e PUFA n6 no periodo maduro, o que mostra a mobilizagcdo desta

classe lipidica ao tecido uterino, denotando a transferéncia materno-fetal de suprimentos energéticos e
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estruturais para os filhotes durante a gestacao, padrao observado na espécie vivipara Rhinoptera bonasus

(RANGEL et al., 2020).

CONCLUSOES

Os resultados suportam a hipdtese de que a estratégia histotréfica lipidica de Myliobatiformes,
mostrando aparente armazenamento de lipideos no tecido uterino durante a maturacdo dos animais,
culminando nos maiores valores amostrados no periodo maduro. Os tecidos uterino e hepatico
apresentaram concentragoes até 100 vezes superiores de lipideos na comparacdo com o tecido muscular e
ovariano, corroborando o papel armazenados deste substrato nestes tecidos. O perfil de acidos graxos
mostrou um padrdo de mobilizagdo de acidos graxos dos tecidos hepatico e muscular para o tecido uterino,
notadamente para 4cidos graxos polinsaturados (totais, 6mega 3 e Omega 6) importantes no

desenvolvimento de embrides e juvenis. A Figura 3 mostra a compilacdao de todos os resultados analisados

neste trabalho.

Desenvolvimento ovariano
» %
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Figura 3: Figura conceitual das alteragdes lipidicas e de maturagdo gonadal de arraias de dgua doce (Potamotrygon
falkneri), integrando todas as respostas observadas no presente estudo.
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