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RESUMO

A diversidade das oscilagcdes no ambiente aquético pode ser intensificada pela falta de
metodologias preventivas no manejo. A falta de conhecimento a respeito dos parametros de
qualidade de 4gua, como transparéncia, alcalinidade, dureza, oxigénio dissolvido, pH, amdnia,
nitrito e poluentes, causa vérios problemas. A elevacdo na concentracdo da amdnia causa
toxicidade para os organismos aqudticos, pois interage com os parametros biolégicos e pode
ser intensificada pela falta de um manejo adequado na dgua. Animais expostos a esses
contaminantes podem sofrer alteragdes nos processos metabdlicos, imunoldgicas, fisiol6gicos,
lesdes teciduais e nos Orgdos-alvo como branquias e figado. O lambari (Bryconops
caudomaculatus) é uma espécie nativa com potencial para piscicultura, com grandes
possibilidades de expansdo, tem alta proliferacdo, ciclo curto de producdo, aceita alimento
artificial e serve de alimento para outras espécies. A falta de informagdo e a demanda por
conhecimento sobre os distirbios causados nesses animais pelo aumento das concentragdes de
amodnia na 4gua exigem estudos mais especificos nesses orgdos-alvo. O objetivo deste
experimento foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo de amdnia ndo ionizada (NH3) em juvenis de
Bryconops caudomaculatus, e as alteragdes histopatoldgicas e morfoldgicas nas branquias e
no figado. Foram utilizados 150 juvenis de lambaris submetidos a cinco tratamentos, em
tripicata, com concentragdes de NHs (mg L'l): controle 0,003 + 0,4; 0,15 +£0,5; 0,30 = 0,3;
0,50 £ 0,5; 1,00 = 0,4. Ap6s o periodo experimental foram coletados 12 animais de cada
tratamento, para a obtencdo das branquias e do figado. Apds, os 6rgaos-alvo passaram pelos
processos fixacao, desidratacdo, diafranizagdo e inclusdo em parafina. A técnica de coloragao
utilizada foi a Azul de Toluidina para branquias e a Hematoxilina-Eosina para o figado. Foi
utilizada andlise de variancia para os dados paramétricos e teste de Kruskall-Wallis para as
andlises descritivas. Observou-se alteracdes morfolégicas nas lamelas secunddrias nas
branquias a partir de 0,15mg L, como hiperplasia, hipertrofia, deslocamento epitelial, fusio
lamelar, edemas, aneurisma lamelar com ruptura do epitélio e aumento na largura das lamelas.
Houve presenga também de histopatolégias no figado a partir de 0,30 mg L™ como congestio
nos capilares, processos inflamatérios, pigmentacio enddgena e no tratamento com maior
concentragdo os hepatdcitos apresentaram necrose. Essas alteragdes causadas pelos processos
de intoxicacdo prejudicaram as fungOes vitais, metabolizacdo, os processos de respiragdo e

desintoxicacdo do organismo, hematopoiese e provavelmente na osmorregulacao.

Palavras-chave: alteracdes, branquias, figado, histologia, morfologia.



ABSTRACT

The diversity of the oscillations in the aquatic environment can be enhanced by the
lack of preventive methods in management. The lack of knowledge about the parameters of
water quality, such as transparency, alkalinity, hardness, dissolved oxygen, pH, ammonia,
nitrite and pollutants cause various problems. The increase in the concentration of ammonia
causes toxicity to aquatic organisms as it interacts with the biological parameters and can be
intensified by the lack of appropriate management in water. Animals exposed to these
contaminants may change in metabolic, immunologic, physiologic, and tissue damage in
target organs such as gills and liver processes. The tetra (Bryconops caudomaculatus) is a
native species with potential for aquaculture, with great potential for expansion, have high
proliferation, short production cycle, accepts artificial food and serves as food for other
species. The lack of information and the demand for knowledge about the disturbances caused
by these animals increased concentrations of ammonia in the water require more specific
studies in these target organs. The objective of this experiment was to evaluate the effects of
exposure of un-ionized ammonia (NH3) in juvenile Bryconops caudomaculatus, and
morphological and histopathological changes in the gills and liver. 150 juvenile minnows
subjected to five treatments in tripicata with concentrations of NH3 (mg L-1) were control
0.003 £ 0.4; 0.15 £0.5; 0.30 £ 0.3; 0.50 £ 0.5; 1.00 £ 0.4. After the experimental period, 12
animals from each treatment were collected to obtain the gills and liver. After, target organs
passed by fixation, dehydration, and paraffin embedding diafranizacdo processes. The staining
technique used was toluidine blue for gills and hematoxylin-eosin for the liver. Analysis of
variance was used for parametric data and Kruskal-Wallis test for the descriptive analyzes.
Morphological changes were observed in the secondary lamellae in the gills from 0.15 mg L-1
as hyperplasia, hypertrophy, epithelial displacement, lamellar melt, edema, aneurysm rupture
lamellar epithelium and increase in width of the lamellae. There was also the presence of liver
histopathologies from 0.30 mg L-1 as the capillary congestion, inflammation, pigmentation
and endogenous treatment with the highest concentration in hepatocytes showed necrosis.
These changes caused by the processes of intoxication impaired vital functions, metabolism,
processes of respiration and detoxification of the body, probably in hematopoiesis and

osmoregulation.

Keywords: change, gills, liver histology, morphology.



CAPITULO1

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil contempla boas condi¢cdes para o desenvolvimento sustentdvel da
Aquicultura, podendo se tornar uma poténcia, competindo com produtores importantes como
a India, Noruega e até a China. As atividades de pesca e aquicultura obtiveram um grande
aumento em relagdo aos anos anteriores, com producao de 160 milhdes de toneladas em 2013.
A produgdo aquicola alcancou cerca de 70 milhdes de toneladas, o que representa 44% da
producdo total de peixes e 49% do pescado para consumo humano direto. A receita das
exportagdes atingiu mais de 35 milhdes de dblares, ultrapassando os ganhos (ONU, 2014).

No ambiente natural, as oscilagcdes na qualidade da dgua sdo ocasionadas pela acdo
da chuva, material orgénico e inorganico. Em processo produtivo os residuos que impactam o
meio ambiente podem vir do escoamento agricola, adubos, fertilizantes, decomposi¢dao da
alimentacdo artificial, podendo provocar problemas dependendo do tipo e intensidade da
producdo. Devido a isso, € necessdrio estabelecer técnicas de manejo produtivo de forma
eficiente e ecologicamente responsdvel (RANDALL; TSUI, 2002; PEREIRA; MERCANTE,
2005).

As condicdes fisicas e quimicas do solo e da dgua determinam o sucesso da
piscicultura. Vérios fatores determinam a qualidade da dgua de um viveiro como temperatura,
oxigénio dissolvido, transparéncia, pH, alcalinidade, dureza e a concentracdo de residuos
metabdlicos, principalmente amdnia e nitrito, assim como de outras substincias nocivas,
como poluentes em geral (URBINATI; CARNEIRO, 2004).

Estes fatores interferem no funcionamento e na homeostase do sistema fisioldgico
dos organismos aqudticos, influenciando decisivamente no desenvolvimento dessa atividade.
E indispensdvel conhecer os fatores limitantes de cada espécie, em relacio aos compostos
nitrogenados, que sdo perigosos para os sistemas aquéaticos de cultivo intensivo (CAMPOS et
al., 2012).

Boas préticas de manejo sdo necessarias para melhorar a qualidade da 4gua e
diminuir a quantidade de poluentes. O manejo alimentar, o controle do tempo de retencdo da
dgua com sistema de recirculacdo ou de renovacdo da dgua, a taxa de lotacdo de peixes nos
viveiros, sdo praticas simples na producdo, que podem interferir na quantidade de compostos

nitrogenados, como a amdnia (BOYD; QUEIROZ, 2001).
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A elevacdo da concentracdo de amoOnia ndo ionizada (NH3) no ambiente, pode
indicar aumento da toxicidade em peixes, resultado da interacdo com outros pardmetros, como
o pH e o oxigénio dissolvido. Este metabdlito apresenta variagdes no decorrer do dia devido a
atividade microbiana, que ocorre no sedimento da 4gua, e depende da intensidade dos
processos de fotossintese e respiracdo que ocorrem no ambiente. Elevados niveis de amdnia
ambiental podem influenciar na retencdo da amdnia metabdlica do sangue a qual se torna
toxica e por consequéncia, gera alteracdes na fisiologia dos animais expostos (REIS;
MENDONCA, 1999; ARANA, 2010).

O conhecimento sobre a toxicidade da amonia ndo ionizada auxilia na determinacao
dos niveis prejudiciais para espécies aqudticas. E um indicativo importante para determinar
alteracdes nos parametros de qualidade da &4gua e nas alteragdes fisiologicas, sendo
influenciada pela espécie, tamanho e idade do individuo (PIEDRAS et al., 2006).

Algumas importantes hipéteses formuladas para explicar os mecanismos de toxidez
da amodnia foram sumarizadas por Ruffier et al. (1981), onde o desequilibrio da
osmorregulacdo provoca falhas nos rins, diminui¢do do processo de excrecdo da amdnia
produzida pelo organismo, disfuncdo citolégica e neuroldgica e dano no epitélio branquial que
provoca a asfixia do animal.

No Brasil os niveis maximos permitidos de amdnia na forma nao-ionizada em
viveiros € de 0,02 mg/L (CONAMA, 2005) e para nitrogénio total devem estar entre 2,0 a
3,0mg/L (BOYD; TUCKER, 1998). Animais expostos a esses contaminantes podem ter
alteracdes metabdlicas, como neurotoxicidade, infertilidade, distirbios imunolégicos,
desenvolvimento e inibi¢do da capacidade reprodutiva, distirbios genéticos, susceptibilidade
a doencas, entre outros efeitos que podem levar a morte, além de ser um problema para o
desenvolvimento dos sistemas produtivos (SUSKI et al., 2007).

A caréncia de informacOes a cerca desta problemaética gera uma maior demanda por
conhecimentos dos disturbios causados pelo aumento das concentracdes da amdnia na forma
ndo-ionizada. A evidéncia dos limites de tolerancia para as diferentes espécies € importante
para a verificacdo dos disturbios fisioldogicos e histopatologicos causados nos animais
afetados. Esses disturbios podem causar prejuizos no desenvolvimento zootécnico, na
conversdao alimentar, no crescimento, na reproducdo, no equilibrio ecoldgico e no

desempenho de forma geral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Espécie: Lambari (Bryconops caudomaculatus)

Na producdo aquicola, hd espécies identificadas como nobres, com mercado
estabelecido, mais também existem espécies consideradas secunddrias na criagdo comercial de
peixes. A familia Characidade é composta de espécies secunddrias conhecidas como lambari,
tetra, piaba ou tambid, sendo encontrados em pequenos riachos, lagos e em grandes rios
formadores das bacias hidrograficas de todo o ambiente tropical (GARUTTI, 2003; COSTA-
PEREIRA; SEVERO-NETO, 2012).

Destaca-se pela facil aceitacdo de alimentacdo artificial, alta proliferacdo, ciclo curto
de producido, sendo bem aceito como petisco e bastante procurado como isca para a pesca
esportiva. Também € uma espécie utilizada para o consumo humano ou para alimentagcao de
outras espécies de aquaticas (PORTO-FORESTI et al., 2010).

Entre as diversas espécies nativas com potencial para piscicultura, o lambari possui
um mercado especifico, porém com grandes possibilidades de expansdo. O lambari tem
recebido maior atencdo por parte dos piscicultores por ser uma espécie rustica, de pequeno
porte, com ciclo de vida rdpido e que apresenta elevada produtividade em cultivo intensivo.
Seu cultivo pode ter inicio em qualquer época e se processa da forma mais natural possivel,
apenas com o emprego adequado de técnicas de manejo (CHERNOFF; MACHADO-
ALLISON, 2005).

O Bryconops caudomaculatus (Gunther 1864), € a espécie mais complexa e numerosa
da familia (Figura 1), ocorrendo nas regides costeiras da Guiana e bacias do rio Amazonas no
Brasil, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela, constituindo um importante item alimentar

de espécies piscivoras (CAMARA et al., 1991; SILVA et al., 2008).

Figura 1: Juvenil de Bryconops caudomaculatus.
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2.2 Toxidez da Amonia (NH3)

Atualmente a toxicologia aplicada aos estudos com animais de produgdo estd em
amplo desenvolvimento. Toda substancia quimica € capaz de produzir efeito nocivo em um
sistema bioldgico, sendo considerada como um agente téxico, dependendo das condicdes de
exposi¢do: concentracdo, duracdo, frequéncia, via de exposi¢cdo, além das propriedades fisico-
quimicas do agente e a suscetibilidade individual (RIGHI et al., 2008).

Em cultivo € comum ocorrerem oscilagdes das varidveis ambientais, como os niveis
de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, dureza e compostos nitrogenados, principalmente
amonia e nitrito, o que muitas vezes, pode causar grande mortalidade dos peixes e problemas
aos produtores. A dgua de ma qualidade leva os peixes ao estresse, afetando sua sobrevivéncia
e seu crescimento e tornando-os mais sensiveis as enfermidades em geral. Pelo fato da amonia
ser o principal composto nitrogenado excretado pelos animais aqudticos, problemas com
toxidez podem ocorrer em todos os tipos de sistemas de cultivo (FERREIRA, 2008).

A toxicidade pode se referir ao potencial de uma dada substancia e seu efeito nocivo a
um organismo vivo. A partir deste dado é possivel estimar a concentracio tolerdvel para o
crescimento da espécie e o nivel mdximo de amodnia na dgua sem prejudicar 0s processos
biolégicos e o seu desenvolvimento (TOMASSO, 1994; MARTINEZ; cOLUS, 2002).

A alimentagdo de peixes em confinamento apresenta elevados niveis de proteinas
(aminoécidos). Os compostos nitrogenados que sdo eliminados e o nitrogénio contido nestes
residuos podem ser excretados como nitrogénio organico (excretas) ou inorganico (amonia),
que € a principal forma de excre¢do de nitrogénio dos peixes. A adicdo de fertilizantes, como
o sulfato de amodnio, e adubos organicos, assim como a decomposi¢do do alimento ndo
consumido pode aumentar o teor dos compostos nitrogenados em viveiros de piscicultura
(SANTOS; OBA, 2009).

O termo amonia total pode ser representado como NHz + NH," e se refere 2 soma de
ambas as formas de amoOnia. A amOnia ndo ionizada € representada como NH3, enquanto a
forma ionizada € representada pelo NH,*. H4 o incremento da toxidez da amOnia quando h4

baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (ARANA, 2010).
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A concentragdo relativa de NH3 se eleva com o aumento da temperatura e do pH e
diminui com o aumento da salinidade em sistemas de cultivo com altas densidades e podem
alcancar niveis que comprometem o desenvolvimento da atividade (WAJSBROT et al, 1993).

A exposicdo de niveis toxicos de NH3 tem sido relatada em vérios estudos envolvendo
peixes de dgua doce, sofrendo variagGes entre as diferentes espécies, idade, sexo e grau e
intensidade de exposicdo (TOMASSO, 1994; ATWOQD et al, 2000; EL-SHAFAI et al, 2004;
BOLNER, 2007; MIRON et al., 2011). Niveis acima de 0,3 mg/L podem ser letais para peixes
de dgua doce (PERSON-LE RUYET et al., 1995).

2.3 Alteracoes Causadas pela Amonia

Estudos de toxicidade utilizando peixes permitem avaliar seus efeitos através dos
danos teciduais, obtendo informagdes importantes correspondentes aos efeitos causados na
biota de determinado ecossistema, em ambiente natural (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2000).
A amonia € um poluente comum ao meio aquitico e € expressivamente toxica para esses
organismos. Entre as varidveis que influenciam a qualidade da d4gua, a amdnia € descrita como
um dos parametros mais limitantes a sobrevivéncia e o crescimento dos organismos aquéticos
(ISMINO-ORBE et al., 2003; ARANA, 2010).

Em sistemas de producdo intensiva, a producdo continua de residuos nitrogenados,
especialmente amdnia e nitrito, podem atingir niveis bastante elevados. E de suma
importancia obter um manejo eficiente, controlando e respeitando os niveis seguros, de
acordo com a sensibilidade, idade e especificacio para cada espécie (MIRON et al., 2011).

A exposi¢do a amdnia inibe o crescimento dos animais aqudticos, além de promover
alteracdes no sangue e em vdrios Orgdos vitais como branquias, rins e figado. Sendo o
principal composto nitrogenado excretado pelos peixes, a amoOnia € eliminada principalmente
pelas branquias, sendo que o rim colabora com menos de 2% da excrecao de amonia total dos
teledsteos (WOOD, 2001; DAS et al., 2004).

As alteracdes histologicas em peixes sdo utilizadas como biomarcadores dos
estressores ambientais sinalizando respostas a exposicdo de agentes toxicos. Essa categoria de
biomarcadores tem a vantagem de permitir o exame de orgaos-alvo e células especificas em

animais expostos a poluentes (OLIVEIRA-RIBEIRO et al., 2002).
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Um dos primeiros 6rgdos afetados pelos poluentes e o principal para absor¢cdo de
contaminantes sdo as branquias. Atuam como 6rgdos-alvo dos peixes para os contaminantes,
uma vez que tem extensa superficie e estdo em contato direto com 0 meio ambiente externo
(SADAUSKAS-HENRIQUE et al., 2007; ARANA, 2010).

As branquias sdo divididas em quatro arcos branquiais de cada lado da faringe e estes,
por sua vez, sdo formados por duas fileiras de filamentos branquiais, onde ficam as lamelas
branquiais. As lamelas sao formadas por células pilares e cobertas por uma membrana basal e
o epitélio, que € continuo com o do filamento e é constituido por uma camada interna de
células pavimentosas (BALDISSEROTTO, 2009).

O figado € um o6rgdo-alvo importante, pois em condi¢cdes normais, produz parte da
NH3, seguido do misculo esquelético, rins e branquias. Altos niveis de amonia reduzem o pH
sanguineo devido ao acimulo de metabdlitos dcidos provocando edemas e fusdo das lamelas

nas branquias e nos processos de osmorregulacio (EVANS et al., 2005; WALSH et al., 2007).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Expor juvenis de Bryconops caudomaculatus, a diferentes concentracdes de amonia

ndo ionizada na dgua (NH3) e observar possiveis alteracdes nas branquias e no figado.

3.2 Objetivos Especificos

1. Awvaliar os efeitos da exposi¢do de amdnia ndo ionizada na sobrevivéncia de juvenis de

lambari Bryconops caudomaculatus;

2. Avaliar alteracdes morfolégicas e histolégicas nas branquias de juvenis de lambari

submetidos a concentracoes de amodnia ndo ionizada;

3. Analisar possiveis alteragdes histolégicas do figado de juvenis de lambari submetidos

a concentracdes de amonia ndo ionizada.
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CAPITULO 11

ANALISE HISTOLOGICA NAS BRANQUIAS DE LAMBARIS Bryconops
caudomaculatus (GUNTHER, 18§4), EXPOSTpS A DIFERENTES
CONCENTRACOES DE AMONIA

RESUMO

Poucos sdo os estudos em teledsteos dulcicolas sobre as alteracdes morfoldgicas das branquias em
relacdo a toxicidade da amonia. Neste contexto para avaliar possiveis alteragdes branquiais em
lambaris, 150 animais (16,27g + 1,35 e 11,41 £ 0,3cm) foram submetidos a diferentes concentragdes
de amdnia ndo-ionizada NHj: 0,003 (controle); 0,15; 0,30; 0,50 e 1,0 (mg L") por 4 dias (96h).
Posteriormente foram separados aleatoriamente 12 animais por tratamento, para retirada das branquias
e observacdo das alteracdes. Em seguida foram feitos os processos de fixacdo, desidratacdo e
diafranizacdo, seguida da inclusdo das amostras em parafina. A coloragdo usada foi o Azul de
Toluidina para as observacdes em microscopio de luz. Os resultados foram submetidos a andlise
descritiva, onde foram examinados a ocorréncia e grau das alteracdes, e para as andlises estatisticas, os
dados foram transformados em nimeros para o teste de Kruskall-Wallis. A exposicdo dos lambaris as
concentracdes de amonia ndo-ionizada acima de 0,15 mg L™ promoveram alteracdes nas branquias
como hiperplasia, fusdo e hipertrofia do epitélio lamelar. Observou-se também edemas, deslocamento
epitelial, dilatacdo e congestdo dos capilares, aneurismas, hemorragias, a presenca de necroses e
alteracdes causadas pelos processos de intoxicacdo. Concluiu-se que a amonia ndo ionizada causou
sérias alteracdes nas lamelas branquiais, e que as concentracdes acima de 0,30 mg L™ prejudicaram as
funcdes vitais como os processos de respiracao e osmorregulacao dos animais expostos.

Palavras-chave: alteracdes, intoxica¢io, osmorregulacio, respiragao, teledsteos.

Histological analysis on gills of minnows Bryconops caudomaculatus (Gunther, 1864),
exposed to different concentrations of ammonia

ABSTRACT

There are few studies on the morphological changes of the gills in relation to ammonia toxicity in
freshwater teleost. In this context to assess possible changes in gill, 150 animals (16.27 + 1.35 g and
11.41 £ 0.3 cm) were subjected to different concentrations of un-ionized ammonia NH3: 0.003
(control); 0.15; 0.30; 0.50 and 1.0 (mg L-1) for 4 days (96h). Were subsequently randomly assigned
12 animals per treatment to remove the gills and observing the changes. Then was made fixing
processes, dehydration and diafranizacdo, followed by the addition of the samples in paraffin. The
color used was toluidine blue for light microscope observations. The results were submitted to
descriptive analysis, where they were examined the occurrence and degree of change, and for
statistical analysis, data were transformed into numbers for the Kruskal-Wallis test. The exposure of
minnows at concentrations of un-ionized ammonia above 0.15 mg L-1 induced variations in the gills
as hyperplasia, hypertrophy and fusion of lamellar epithelium. It was also observed edema, epithelial
displacement, dilation and congestion of the capillaries, aneurysms, bleeding, necroses, and the
presence of process changes caused by intoxication. It was concluded that the un-ionized ammonia
caused serious changes in gill lamellae, and that concentrations above 0.30 mg L-1 damaged the vital
functions such as respiration and osmoregulation processes of animals exposed.

Keywords: changes, intoxication, osmoregulation, respiration, teleost.
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Introducao

O meio ambiente ¢ muito diversificado em relacdo as alteracdes que ocorrem em sua
composi¢do e estrutura. Ao longo do tempo, a sobrevivéncia de organismos aqudticos, a estas
mudangas, aconteceu pela capacidade de adaptacdo morfoldgica e fisiologica, decorrentes de
vérios estressantes ambientais. As branquias sdo estruturas vitais para a saude dos peixes, pois
€ o principal local de trocas gasosas, alem de auxiliar em processos de osmorregulacdo,
equilibrio 4cido-bdsico, excrecao de compostos nitrogenados e ainda € um 6rgao sensorial da
gustacao (Winkaler et al., 2001; Lopes, 2006; Silva et al. 2012).

As branquias sdo formadas por quatro arcos branquiais de cada lado da faringe, e por
duas fileiras de filamentos branquiais. As lamelas que se localizam no filamento, sdo
formadas por células pilares e sd@o cobertas por membrana basal e epitélio respiratério. O
epitélio € continuo com o do filamento, e sua espessura tem variagao de acordo com o tipo de
natacdo dos peixes (rdpida ou lenta). As lamelas s@o constituidas por duas camadas de células
epiteliais, e estes separam a dgua do sangue circulante, que flui em direcdo oposta a 4gua,
onde ocorrem as trocas gasosas (Fernandes & Mazon, 2003; Baldisserotto, 2009).

Por estarem em contato direto com &4gua e com as alteracdes fisico-quimicas
ambientais, as branquias podem sofrer lesdes e alteragdes em sua morfologia, e estas lesdes
podem interferir na homeostase fisioldgica do peixe, comprometendo a sobrevivéncia destes
animais (Fontainhas-Fernandes et al., 2008).

As condicdes ambientais podem comprometer a integridade estrutural das brinquias,
levando a alteragdes histoldgicas. Entre as principais lesdes estdo o edema e hiperplasia
epitelial das lamelas secundarias, infiltragao de células epiteliais, fusao lamelar, assim como a
morte de células mucosas, devido a longos periodos de hipersecrecio de muco. Todas essas
alteracdes sdo uma resposta defensiva (cronica) a infeccdes parasitdrias, bacterianas ou a
irritantes quimicos (Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Reis et al., 2009).

Estas lesdes provavelmente estdo relacionadas a agentes toxicos, € podem
comprometer as trocas gasosas € a osmorregulacdo. Representam também estratégias
adaptativas que o animal desenvolveu para auxiliar e ndo comprometer as suas funcgodes

bioldgicas (Laurent & Perry, 1991; Miron et al., 2008).
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As alteracdes histolégicas nas branquias de peixes sao utilizadas como biomarcadores
de estressores ambientais. Essas alteragdes sinalizam os efeitos e respostas resultantes da
exposi¢do de um ou mais agentes toxicos, assim permitem o exame de 6rgdos-alvo e células
especificas em animais expostos a poluentes (Hinton et al., 1992; Cavichiolo, 2009).

A presenga elevada de compostos nitrogenados no meio aquético pode gerar varios
problemas fisioldgicos e hemolinfiticos. A toxicidade da amoOnia atua sobre o processo de
transporte de oxigénio, transformando hemocianina em metahemocianina, a qual € incapaz de
transferir oxigénio para os tecidos (Gross, 2004), podendo gerar alteracdes nas estruturas de
orgdos importantes para a sobrevivéncia desses animais (Cavero et al., 2004).

Os compostos nitrogenados sao considerados como substancias de pequena toxicidade.
Mas em longo prazo, e por ser o produto final da nitrificacdo, pode gerar a amdnia nao-
ionizada, que se acumula principalmente em sistemas de cultivo fechado, gerando efeitos
letais ou sub-letais para diferentes organismos aqudticos, sendo necessario o estudo dos seus
efeitos téxicos para as diferentes espécies de peixes (Campos et al., 2012).

Realizou-se este trabalho com o objetivo de avaliar o efeito da exposicdo de diferentes
concentragdes de amoOnia ndo-ionizada (NH3) sobre possiveis alteracdes histologicas nas

branquias de lambaris (Bryconops caudomaculatus).

Material e Métodos

Juvenis de lambari foram coletados na regido de Araguaina/TO (Lat. 7°11°31 Sul/
Long. 48°12°28 Oeste) ¢ em seguida foram transportados para o Laboratério de
Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins
(UFT), onde foram aclimatados durante 30 dias em caixas de 250L com aeragdo constante e
alimentacao duas vezes ao dia, com racao comercial (40% de proteina bruta).

ApOs a aclimatacdo, 150 lambaris (16,27g + 1,35 e 11,41 + 0,3cm), foram distribuidos
aleatoriamente em 15 caixas de polietileno (250L), numa densidade de 10 juvenis por caixa,
onde permaneceram por quatro dias (96 horas) para o experimento. Os animais foram
submetidos a cinco tratamentos, com concentracdes de NH3 (mgL'l): controle 0,003 + 0,4;

0,15 +0,5; 0,30 +£0,3; 0,50 +0,5; 1,00 0,4, em triplicata.
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A concentragdo de amdnia ndo ionizada foi mantida através da adicdo de solucdo de
NH4CL concentrado (Miron et al., 2011). Foi respeitado o limite de NH3 para espécie da
mesma familia, descrito por Porto-Foresti et al. (2010), que relataram mortalidade em
concentracdes de amdnia acima de 1,00 mg L™

Durante o periodo experimental, foi mantida aeracdo constante e diariamente foi feita
a limpeza das caixas por sifonagem para retirada de residuos (fezes). A 4gua retirada foi
substituida por outra nas mesmas condicdes do inicio de cada experimento numa renovagao
didria de até 40% da 4gua das caixas. Durante o experimento nio foi fornecido alimento aos
individuos e a cada 12 horas as caixas foram revisadas para observar alteracdes
comportamentais como frequéncia respiratéria, natacdo, canibalismo e para contabilizar a
sobrevivéncia.

As andlises do oxigénio dissolvido e da temperatura da dgua foram efetuadas
diariamente com um oximetro digital (ITT 71440) e o pH foi aferido pelo método de azul de
bromofenol. As concentracdes de amoOnia dos respectivos tratamentos foram analisadas
segundo Verdouw et al. (1978), e a NH3 foi calculada segundo Piper et al (1982). A dureza da
dgua por titulometria segundo Greenberg et al. (2005) e o nitrito (Boyd & Tucker, 1992)
foram determinados no inicio e ao final do periodo experimental apenas para controle.

Apdbs 96 horas de exposicdo, foram coletados aleatoriamente, 12 animais de cada
tratamento e colocados em recipiente contendo dgua e gelo (5 minutos) a fim de anestesid-los,
para posterior necropsia e coleta das branquias para as avalia¢des histolgicas e morfol6gicas.
As branquias foram fixadas em Bouin, e posteriormente passaram pelo processo de
desidratacdo e diafranizacdo para a inclusdo em parafina. Foram feitos cortes seriados de 3
mm para a confec¢do das laminas e usada a coloracdo com a técnica de Azul de Toluidina
(Junqueira & Junqueira, 1983).

Para as andlises nas branquias, foram escolhidos aleatoriamente em cada ldmina, cinco
lamelas primadrias (LP), e em cada uma foi feita a observacido de 10 lamelas secundérias (LS).
As alteracdes foram classificadas a partir da ocorréncia e do grau das lesdes. As mensuracoes
foram realizadas em microscopio com régua micrométrica em objetiva superplanocromética

de 100 x.
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Os resultados das alteracdes observadas nas branquias foram submetidas a andlise
descritiva, onde foram utilizados escores de intensidade das alteracdes, classificando em: 0
sem alteracdes visiveis; + leve; ++ moderado; e +++ acentuada (Gad & Rousseaux, 2002;
Moron, 2009). Para a andlise estatistica foram atribuidos nlimeros para os escores: 1 para +, 2
para ++, 3 para +++.

Foi realizada ANOVA (Teste de Dunnett), para os dados paramétricos, e aqueles que
ndo apresentaram normalidade (dados de intensidade de lesdes histologicas), foram
submetidos a analise ndo paramétrica (Kruskall Wallis), através do programa estatistico
software GraphPad Instat v 3.00 para Windows 95® (GRAPHPAD INSTAT, 1998). Para
diferengas significativas, foi considerada a probabilidade de p<0,05.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da

Universidade Federal do Tocantins/TO (protocolo nimero: 23101.000282/2014.16).

Resultados e Discussao

A qualidade da 4gua nao diferiu entre os tratamentos durante o periodo experimental
(Tabela 1). Os valores obtidos de oxigénio dissolvido, temperatura, pH e dureza mantiveram-
se dentro da faixa recomenddvel para o cultivo de peixes da mesma familia (Garutti, 2003;

Porto-Foresti et al., 2010).

Tabela 1. Pardmetros de qualidade da 4gua durante o periodo experimental.

Parimet 0,003 0,15 0,30 0,50 1,00
arametros mg L! mg L! mg L! mg L! mg L!
'pH 63+02 64+0,1 6305 63+04 64+03
'Oxigénio dissolvido (mg L™) 8,5+0,1 87+03 85+0,6 8,6+04 85+04
. . 26,7 + 25,6 + 25,6 + 26,7 +
Temperatura (°C) 26,2 £0,3 0.6 0.4 0.2 0.1
. N 0,003 + 0,15 + 0,32 + 0,53 + 1,05 +
NH, (mg L) 0.4 0.5 0.3 0.5 0.4
*Dureza (mg L'CaCO3) 52,5 54,5 55,5 60,5 60,5
*#Nitrito (mg L™) 0,075 0,100 0,170 0,250 0,300

"'Valores de médias e erros padrdo p<0,05; * Médias.
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Durante o periodo experimental, houve mortalidade de apenas dois animais no
tratamento exposto a 0,50 mg L NH3, podendo ser atribuida a fatores decorrentes aos

individuos.

Foi observada no presente estudo diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos,
onde as concentracdes de amdnia ndo ionizada (0,30, 0,50 e 1,0 mg L'l), evidenciaram
maiores niveis de alteracdes morfolégicas, em relagio ao tratamento controle (0,003 mg L
NH3). Nestes tratamentos houve a presenca de alteracdes (Tabela 2) como necrose,
hipertrofias do epitélio lamelar, hiperplasias, fusio das lamelas secundarias e edemas,
corroborando com outros estudos que também evidenciaram essas alteracdes decorrentes das

concentragdes de amodnia na dgua (Perry & Gilmour, 2006).

Tabela 2. Alteracdes histopatolégicas das branquiais de B. caudomaculatus expostos a

concentragdes de amoOnia nio ionizada.

ESTAGIO I 0,003mgL”' 0,15mgL”’ 030mgL’ 050mgL’ 1,00mgL"’
Hipertrofia + + ++ ++ +++
Hiperplasia + + + + ++
Congestao vascular + + + ++ ++
Dilatagdo capilar + + ++ ++ ++
Deslocamento

L 0 + + ++ ++
epitelial
Constricao capilar 0 0 + + +
Fusdo lamelar 0 + + + ++
Edema 0 + + + +

ESTAGIO II
Aneurisma lamelar 0 + + + ++
Ruptura Epitelial

. + + + ++ ++
(hemorragia)
ESTAGIO I
Necrose focal 0 0 + + +
0 significa ausente; +leve;  ++ moderado;  +++ acentuada.
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Alteracdes morfolégicas sao os primeiros € mais comuns problemas observados nas
branquias, quando os animais estdo expostos a agentes toxicos. Entre as alteragdes
morfoldgicas que podem ocorrer no epitélio branquial encontramos a sintese ou destrui¢do de
componentes moleculares do sistema de transporte, alteracdes como hiperplasia, fusdo
lamelar, hipertrofia, que dificultam as trocas gasosas, equilibrio dcido-bdsico e excrecdo de
compostos nitrogenados (Cerqueira & Fernandes, 2002; Evans et al., 2005).

Robbins e Cotran (2005) relataram que essas alteracdes estdo relacionadas aos
processos de intoxicacdo, onde a extensdo e a gravidade da lesdo sdo proporcionais ao tipo,
duracgdo, severidade da agressao e estado fisiolégico do animal envolvido.

Neste contexto, nossos resultados sdo similares (Figura 1) aos de Flores-Lopes e
Thomaz (2011), que analisaram as alteragdes morfologicas das branquias de Astianax
fasciatus, quando estes estavam submetidos a um alto nivel de degradacao ambiental. Foram
observadas alteragdes na estrutura do epitélio lamelar, vacuolizacdo e hiperplasia, além de
hipertrofia, fusdo, e a ocorréncia de aneurismas em varias lamelas secundérias.

Foi observado também a fusdo do epitélio lamelar nos tratamentos 0,5 e 1,0 mg L
NH3, em relacio ao grupo controle (0,003 mg L™ NH3). A hiperplasia pode levar a fusdo
entre duas ou mais lamelas secundarias, dificultando as trocas gasosas, diminuindo a drea e a
eficiéncia respiratéria. Outros estudos também mostraram que a amdnia pode gerar lesdes
causando diminui¢do da drea de superficie branquial. Estas alteracdes podem reduzir a
capacidade de trocas gasosas, e de difusdo das brinquias, consequentemente prejudicar os
processos vitais de respiracdo, equilibrio 4cido-bdsico, osmorregulacdo e excre¢do de
compostos nitrogenados (Frances et al., 2000; Randall & Tsui, 2006).

Martinez et al.,, (2004) observando branquias de Astianax fasciatus, Piaractus
mesopotamicus € Prochilodus lineatus, ambém evidenciaram, o descolamento do epitélio
branquial, hiperplasia celular, pequena quantidade de aneurisma, caracterizado pelo
extravasamento de sangue (hemorragia) no interior da lamela e consequente congestdo e

dilatagcdo dos canais sanguineos.
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FIGURA 1: Fotomicrografia das LS de Bryconops caudomaculatus. (a) Controle (0,003mg.L"): LS com normalidade;
(b)Trat. 0,15 mg.L’I: LS com hipertrofia; (c)Trat. 0,30 mg.L'I: hipertrofia (seta), congestdo do epitélio lamelar (estrela);
(d)Trat. 0,50 mg.L": hiperplasia das LS; (e)Trat. 0,50 mg.L": aneurisma, com ruptura epitélial; (f)Trat. 0,50 mg.L™":
hipertrofia (seta) e edema (estrela); (g e h)Trat. 1,0 mg.L'I: deslocamento epitelial (seta), fusdo das lamelas, com focos de
necrose. Azul de toluidina. 100x
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A morfometria das lamelas é um recurso metodolégico e taxondmico importante para
a andlise das branquias. Fornece dado para fundamentar os danos causados, e auxilia na
comprovacdo das alteracdes que podem comprometer as fungdes vitais da espécie estudada
(Rocha & Paiva, 2013).

Observa-se na Tabela 3, que houve um aumento significativo (p<0,05) entre as
larguras das lamelas secundarias dos tratamentos com concentracdo acima de 0,5 mg.L™ de
NHj3 quando comparados com os grupos de menor concentragio (Tabela 3). Provavelmente a
diferenca esta relacionada as alteragdes nas branquiais que provocaram alteragdes no tecido e

aumentaram a largura das lamelas.

Tabela 3. Largura das lamelas secunddrias das branquias de B. caudomaculatus expostos a

NHs.

0,003 mg.L™" 0,15 mg.L"! 0,30 mg.L"’ 0,50 mg.L™" 1,0 mg.L™"

4,1 +0,20° 43 +0,14% 5,2+0.29% 5,5 +0,28° 5.8 +0,27°

*Meédia e erro padrio. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Conclusao

Concentracdes de amdnia nio ionizada (NH3) acima de 0,30 mg Lt promoveram
alteracOes relevantes na estrutura morfolégica das branquias de Bryconops caudomaculatus,
como hiperplasia, hipertrofia, deslocamento epitelial, fusdo lamelar, edemas, aneurisma
lamelar com ruptura do epitélio e alteracOes que causaram aumento significativo na largura
das lamelas secunddrias, dificultando as fungdes vitais como os processos de respiracdo e

provavelmente osmorregulacao.
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CAPITULO III
Histopatologias do figado de lambaris Bryconops caudomaculatus (Gunther, 1864),
expostos a concentracoes de amonia
Histopathology liver of lambaris Bryconops caudomaculatus (GUNTHER, 1864), exposed to

concentration of ammonia

Resumo

Para avaliar possiveis alteracdes no figado de lambaris, 150 animais (16,27g + 1,35 e 11,41 + 0,3cm)
foram submetidos a diferentes concentracdes de amdnia nao-ionizada NHj;: 0,003 (controle); 0,15;
0,30; 0,50 e 1,0 (mg LY por 4 dias (96h). Posteriormente foram separados aleatoriamente 12 animais
de cada tratamento para necropsia e coleta de amostras de figado. Em seguida foi feita a fixacdo em
Bouin, e os processos de desidratacdo e diafranizacdo das amostras para inclusdo em parafina. A
confec¢do das laminas foi feita com cortes seriados de 3mm, e a coloracdo usada para visualizac¢do das
alteragdes nas estruturas e na morfologia do figado foi a Hematoxilina e Eosina (HE), observados em
microscopio de luz. Os resultados foram submetidos a andlise descritiva (teste de Kruskal-Wallis),
onde foram examinados a ocorréncia e grau das alteracdes, assim como os efeitos no funcionamento
do figado. A exposicdo de lambaris as concentracdes de NH3 acima de 0,30 mg L' promoveram
alteragdes histopatoldgicas, como congestdo nos capilares, processos inflamatdrios e pigmentacao
endégena. Nos animais expostos as maiores concentragdes de NH3 (0,50 e 1,00 mg L") apresentaram
necrose nos hepatécitos. O aumento dessas altera¢des prejudicaram as fungdes vitais, a metabolizagao,

a desintoxicagdo do organismo e a hematopoiese.

Palavras-chave: alteracdes, histologia, morfologia, tele6steos, toxicidade.
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Abstract

To assess possible changes in the liver of minnows, 150 animals (16.27 £ 1.35 g and 11.41 £ 0.3 cm)
were subjected to different concentrations of un-ionized ammonia NH3: 0.003 (control); 0.15; 0.30;
0.50 and 1.0 (mg L-1) for 4 days (96h). Subsequently 12 animals were randomly assigned to each
treatment for necropsy and collection of liver samples. After fixation in Bouin was taken, and the
samples diafranizacdo dehydration and embedded in paraffin process. The preparation of slides was
performed with serial sections of 3mm, and the color used to show the changes in the structure and
morphology of the liver was hematoxylin and eosin (HE), observed under light microscope. The
results were submitted to descriptive analysis (Kruskal-Wallis), where they were examined the
occurrence and extent of the changes, as well as the effects on liver function. Exposure of tetra to
concentrations NH3 above 0.30 mg L-1 promoted histopathological changes such as congestion in the
capillaries, inflammatory processes and endogenous pigmentation. In animals exposed to the highest
concentrations of NH3 (0.50 and 1.00 mg L-1) showed necrosis of hepatocytes. The increase in these

changes undermined the vital functions, metabolism, detoxification of the body and hematopoiesis.

Keywords: change, histology, morphology, teleost, toxicity.

Introducao

Na piscicultura intensiva, os peixes normalmente recebem alimento com altos niveis
de proteina. Parte desta proteina € assimilada e utilizada na deposicio da proteina corporal e o
restante € eliminado como nitrogé€nio inorganico na forma de amdnia. A amdnia pode chegar
a niveis elevados na 4dgua, sendo um fator limitante para o crescimento e a sobrevivéncia dos

organismos aquaticos (PERSON-LE RUYET et al., 1995).
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A amodnia € um estressor quimico para os peixes, inibindo e comprometendo a
producdo, e a eficdcia no desempenho e na sua sobrevivéncia. O desequilibrio entre os
parametros limnolégicos e o manejo inadequado do ambiente cultivado, sdo alguns
precursores para os principais problemas relacionados a toxicidade da amdnia (PORTO-
FORESTI et al., 2010).

Em concentragdes excessivas, a amdnia na forma nio-ionizada (NH3) pode prejudicar
a transformacdo da energia alimentar em ATP, reduzindo o crescimento dos peixes e
provocando a desaminacdo dos aminodcidos, o que, por sua vez, impossibilita a formacgao de
proteinas, essencial ao crescimento (ARANA, 2010). Segundo WOOD (2001) concentragdes
sub-letais de amdnia podem causar modificac¢des fisioldgicas e histolégicas nos rins, figado,
baco, tecidos tiredideos e sangue inibindo o crescimento dos peixes.

As alteracdes histologicas em peixes sdo utilizadas como biomarcadores dos
estressores ambientais e sinalizam os efeitos e respostas resultantes da exposi¢do a agentes
toxicos. Em animais expostos a poluentes essa categoria de biomarcadores tem a vantagem de
permitir o exame de 6rgaos-alvo e células especificas (ALBINATI et al., 2009).

Dentre os 6rgios de maior importancia do corpo, o figado realiza fun¢des essenciais
como sintese de proteinas, fungdo imune e metabolismo da bilirrubina, dos acidos biliares,
dos carboidratos, lipidios, e dos xenobidticos. Alteracdes na atividade do figado estdo entre
os possiveis efeitos negativos gerados no organismo animal pela amodnia, pois o figado é o
principal sitio de metabolismo da am6nia (McGAVIN, 2009).

O figado dos teledsteos, em geral € constituido de parénquima hepatico, apresentando
lobagdo reconhecida, com dois ou até trés lobos bem distintos e subdivisdes hexagonais do

parénquima (I6bulos hepaticos) com pouca ou nenhuma subdivisdo (VINCENTINI et al.,
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2005). As triades portais, constituidas pela ramificacdo da veia porta, a artéria hepdtica e
ducto biliar, sdo indistintas, se ndo ausentes (BOMBONATO et al., 2007).

Principal 6rgdo do metabolismo de substincias téxicas, o figado entra em contato
direto com poluentes absorvidos do ambiente, sendo os hepatdcitos considerados como as
principais células alvo dos agentes toxicos. Estes poluentes chegam ao figado pela corrente
sanguinea e exercem seus efeitos nos hepatdcitos por maior tempo devido a lentidao do fluxo
sanguineo. Em peixes, o fluxo biliar € mais lento que o de mamiferos, tornando mais lenta a
depuracao de produtos téxicos nestes grupos (GINGERICH, 1982).

O Bryconops caudomaculatus, popularmente conhecido como lambari ou tetra, ¢ uma
espécie neotropical da familia Characidae que estd amplamente distribuida nos grandes rios
formadores das bacias hidrogrificas de todo o ambiente tropical. E uma espécie de pequeno
porte, que ocorre em aguas rapidas com fundos rochosos. Apresenta hdbito alimentar onivoro,
mas se alimenta de pequenos peixes (grande flexibilidade alimentar) além de servir de
alimento para peixes carnivoros (MARTINEZ et al., 2004; PORTO-FORESTTI et al., 2010;
COSTA-PEREIRA & SEVERO-NETO, 2012).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar e identificar possiveis alteragdes
histolégicas no figado de lamibaris (Bryconops caudomaculatus) expostos a diferentes

concentragdes de amoOnia nao-ionizada (NH3).

Material e Métodos

Juvenis de lambari foram coletados na regido de Araguaina/TO (Lat. 7°11°31 Sul/
Long. 48°12°28 Oeste) e em seguida transportados para o Laboratério de Morfofisiologia e

Bioquimica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins (UFT), onde foram
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aclimatados durante 30 dias em caixas de 250L com aeragdo constante e alimentados duas
vezes ao dia, com ra¢do comercial (40% de proteina bruta).

Ap6s a aclimatagdo, 150 lambaris (16,27g + 1,35 e 11,41 + 0,3cm), foram distribuidos
aleatoriamente em 15 caixas de polietileno (250L), numa densidade de 10 juvenis por caixa,
onde permaneceram por quatro dias (96 horas) para o experimento. Os animais foram
submetidos a cinco tratamentos, com concentracdes de NH3 (mgL'l): controle 0,003 + 0,4;
0,15 £0,5; 0,30 +£0,3; 0,50 £0,5; 1,00 £ 0,4. Para cada concentracdo de NH3 foram feitos
testes em triplicata. A concentracdo de amdnia ndo ionizada foi mantida através da adi¢ao de
solu¢do de NH4CL concentrado, segundo MIRON et al. (2011). Foi respeitado o limite de
NH; para espécie da mesma familia, descrito por PORTO-FORESTI et al., (2010), que
relataram mortalidade em concentracdes de amonia acima de 1,00 mg L™

Diariamente foi feita a limpeza das caixas por sifonagem para retirada de residuos
(fezes) e mantida aeracdo constante durante o periodo experimental. A 4gua retirada foi
substituida por outra nas mesmas condi¢des do inicio do experimento numa renovacgao didria
de até 40% da agua das caixas. Durante o experimento niao foi fornecido alimento aos
individuos e a cada 12 horas as caixas foram revisadas para observar alteragdes
comportamentais como frequéncia respiratéria, natacdo, canibalismo e para contabilizar a
sobrevivéncia.

As andlises do oxigénio dissolvido e da temperatura da 4gua foram efetuadas
diariamente com um oximetro digital (ITT 71440) e o pH foi aferido pelo método de azul de
bromofenol. As concentragdes de amodnia dos respectivos tratamentos foram analisadas
segundo VERDOUW et al. (1978), e a NH3 foi calculada segundo PIPER et al. (1982). A

dureza da 4gua por titulometria segundo GREENBERG et al. (2005) e o nitrito (BOYD &
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TUCKER, 1992) foram determinados no inicio e ao final do periodo experimental apenas
para controle.

Apbs 96 horas de exposicdo, foram coletados aleatoriamente 12 animais de cada
tratamento (04 por repeti¢cdo) e colocados em recipiente contendo dgua e gelo (5 minutos) a
fim de anestesid-los, para posterior necropsia e coleta de material para as andlises. As
amostras de figado foram fixadas em Bouin, em seguida passaram pelo processo de
desidratacdo e diafranizacdo para a inclusdo em parafina. Para a confec¢ao das laminas, foram
feitos cortes seriados de 3 mm e a coloracdo usada para a visualizacdo de possiveis alteragdes
nas estruturas morfolégicas do figado foi a Hematoxilina e Eosina (HE) e posteriormente
analisados em microscopio de luz (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).

Os resultados das alteracdes no figado foram submetidos a andlise descritiva, onde
foram examinados a ocorréncia e grau das lesdes, assim como os efeitos das concentracdes de
NH3 no funcionamento do mesmo. As alteracdes foram classificadas de acordo a incidéncia: 0
sem alteragdes visiveis; + alteragdes leves, com incidéncia em até 30 hepatdcitos lesionadas;
++ incidéncia entre 30 a 60 campos; +++ incidéncia com mais de 60 campos com alteracdes
(GAD & ROUSSEAUX, 2002). Para as andlises estatisticas foram atribuido niimeros para os
escores: 0 para nenhuma lesdo, 1 para +, 2 para ++ e 3 para +++.

Para a determinacdo da drea coberta por glicogénio, foram contados os granulos de
glicogénio contidos em 10 campos por lamina. As mensuracOes feitas para a morfometria
foram realizadas em fotografias obtidas por camera digital LEYCA DM 500, com objetiva
superplanocromédtica com um aumento de 400 vezes.

Foi feita ANOVA (Teste de Dunnett) para os dados paramétricos, € para 0s ndo
paramétricos (alteracdes histolégicas), os resultados foram submetidos ao teste de Kruskall

Wallis através do programa estatistico software GraphPad Instat v 3.00 para Windows 95®
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(GRAPHPAD INSTAT, 1998). O nivel minimo de significancia considerado foi de 95%

(P<0,05).

Resultados e Discussao

A qualidade da dgua ndo diferiu entre os tratamentos durante o periodo experimental
(Tabela 1). Os valores obtidos de oxigénio dissolvido, temperatura, pH e dureza mantiveram-
se dentro da faixa recomendavel para o cultivo de peixes da mesma familia (GARUTTI, 2003;

PORTO-FORESTI et al., 2010).

Tabela 1. Parametros de qualidade da dgua durante o periodo experimental (96 horas).

Parimetros 0,003 0,15 0,30 0,50 1,00
mg L™ mg L™ mg L™ mg L’ mg L’

'pPH 6,3+0,2 6,4 +0,1 6,3+0,5 6,3+0,4 6,4+0,3
'Oxigénio dissolvido (mgL™")  8,5+0,1 8,7+0,3 8,5+0,6 8,6 +0,4 8,5+04
'"Temperatura (°C) 262+03 26,7+0,6 256+04 256+0,2 26,7+0,1
'NH; (mg L™) 0’%02 * 0,15+£0,5 032+03 053+0,5 1,05+04
*Dureza ((mg L CaCO3) 52,5 54,5 55,5 60,5 60,5
*#Nitrito (mg L™) 0,075 0,100 0,170 0,250 0,300

"Valores de médias e erros padrio p<0,05 * Médias.

Durante todo o periodo experimental, houve mortalidade de apenas 1% dos animais no
tratamento com 0,50 mg L™ NH3, podendo ser atribuida a variagio decorrente aos animais, ja
que nos outros tratamentos nao foi observado mortalidade. Registros de espécies de peixes
que toleram altos niveis de amOnia na dgua t€ém sido apresentados Opsanus beta, Opsanus tau
e Porichthys notatus, todos da familia Batrachoididae (WANG & WALSH, 2000). Essa

tolerancia pode estar associada a adaptacdes ou estratégias desenvolvidas pelos peixes ao
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longo de sua evolucdo, como o fato de minimizarem a a¢do da amdnia produzindo compostos
derivados como a uréia em Clarias batrachus (SAHA et al., 2002), ou glutamina, em
Oncorhynchus mykiss (WICKS & RANDALL, 2002). Em Oreochromis niloticus foi
observado (BENLI et al., 2008) grande resisténcia aos efeitos toxicos da amdnia, ocorrendo
mortalidade apenas em niveis acima de 4,98 mg L'l,

As células hepdticas possuem diversas fungdes vitais como a metabolizacdo de
proteinas, lipideos e carboidratos, atuam na desintoxica¢do do organismo e na hematopoiese,
durante a fase larval, além de estarem envolvidos na producdo de anticorpos (SIMONATO et
al., 2007).

A sintese e a deposi¢ao de glicogénio no figado sdo influenciadas pelo consumo e
gasto de energia. Medidas morfométricas no nucleo dos hepatécitos sdo utilizadas para
mostrar que o volume nuclear apresenta reducao significativa decorrente do gasto energético
(CARRIQUIRIBORDE et al., 2007)

A superficie ocupada por granulos de glicogénio hepatico dos peixes submetidos ao
tratamento com 0,5 mg L™, foi menor do que aquela encontrada nos hepatéeitos dos peixes do
tratamento controle (0,003 mg L! NH3). No tratamento com 1,0 mg Lt NH3, houve grande
incidéncia de necrose, impossibilitando a visualizagao desta alteracao.

Assim, a maior quantidade de energia gasta pelos peixes submetidos as maiores
concentracdes de amdnia ndo-ionizada (0,5 ¢ 1,0 mg L), pode ter reduzido a atividade
nuclear dos hepatdcitos, o que resultou em menor quantidade de glicogénio estocado e
menor didmetro  dessas células (Figuras 1), mecanismo importante para manter a
osmorregulacdo (EVANS et al., 2005).

Foi observada neste estudo a diminui¢do no acumulo de glicogénio nos individuos

expostos a niveis mais elevados de amodnia em relacdo ao tratamento controle (Tabela 2),
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revelando que uma parte destes nutrientes foi recrutada para o controle da intoxicagdo e

possivelmente com a deteriorizacdo dos hepatdcitos, foi diminuida a capacidade de

armazenamento de nutrientes nos mesmos.

Tabela 2. Frequéncia das histopatologias no figado de lambari B. caudomaculatus expostos a

concentracdes de amdnia nao ionizada (NH3).

0,003 0,15 0,30 0,50 1,00
mg L' mg L' mg L' mg L' mg L’
Colestase + + ++ ++ ++
Desorganizagdo Hepdtica + + + ++ ++
Degeneragao Vacuolar + ++ ++ ++ ++
Actmulo de glicogénio +++ ++ ++ ++ ++
Dilatacao dos capilares + + ++ +++ +++
Congestao + + ++ +++ +++
Hiperplasia das células de
+ ++ ++ ++ ++
Kupfter
Dilatag@o dos sinusdides + ++ ++ ++ ++
Infiltrado inflamatério + ++ ++ ++ +++
Necrose 0 + + ++ ++
(0) ausente; (+) leve; (++) moderada: (+++) acentuada.

*Estatistica Descritiva, Teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

A avaliagdo histopatolégica do figado dos lambaris expostos ao NHs (Figura 1)

evidenciou congestdo, necrose de hepatdcitos, infiltrado inflamatério mononuclear no

hepatopancrea, e hepatdcitos contendo pigmentos de bilirrubina. Segundo ROBBINS &

COTRAN (2005), a extensdo e a gravidade da lesdo € proporcional ao tipo, a duracdo, a

severidade da agressdo e ao estado fisioldgico da célula envolvida.
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Figura 1: Fotomicrografia dos figados de Bryconops caudomaculatus (A) Tratamento 1: (controle) sem alteragdes
expressivas, degeneracio vacuolar com aumento de glicogénio; (B) Tratamento 2: Area afetada com pigmentacio endégena
(seta), infiltrado inflamatério (estrela); (C) Tratamento 3: Dilatacdo da parede epitelial do capilar; (D) Tratamento 3:
Enraizamento com proliferacdo das células de Kupffer, dilatacdo dos sinuséides; (E) Tratamento 4: Congestdo do capilar
(estrela), presenca de linfécitos (seta); (F) Tratamento 5: Necrose, desorganizacdo hepatoldgica. Coradas com HE. 400x
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Esses resultados evidenciam que a exposicdo de peixes a ambientes com elevada
concentracdes de NH3 pode ocasionar danos no figado, como a vacuolizacdo dos hepatdcitos,
diminuicdo das reservas de glicogénio e outras alteracdes, comprometendo as funcdes vitais
dos mesmos. A degeneracdo encontrada no figado dos animais expostos aos niveis mais altos
de amodnia ndo ionizada (0,30, 0,50 e 1,00 mg L'l), ¢ um estdgio de degeneracdo, o qual é
caracterizado por vacuolizacdo nuclear, degeneracdo citoplasmatica e nuclear, estagnacao
biliar e nudcleos picnédticos, devido principalmente a degradacdo citoplasmdtica e a
vacuolizacdo (MADUENHO & MARTINEZ, 2008).

O figado como glandula digestiva tem a funcdo de secretar bile, a qual € produzida
pelas células hepdticas e transportada para canaliculos intracelulares e posteriormente levada
para canaliculos extracelulares. Observou-se uma diminui¢do na concentracdo de bile no
tecido hepatico (Figura 1-B), em funcdo do aumento das concentracdes de amoOnia nao
ionizada, o que possivelmente resultou em diminuicio da secre¢do de bile pelos hepatdcitos,
gerando pigmentagao endégena (JIRAUNGKOOSKUL et. al., 2002; THOOLEN et al., 2010).

A permanéncia de bile na forma de granulos castanho-amarelado no citoplasma dos
hepatdcitos sugere uma possivel estase biliar. A bilirrubina € um subproduto normal, mas em
certas ocasides pode ocorrer em excesso. Pode ter agdo antioxidante e por ser parte integrante
da bile pode servir como meio de excrecdo de xenobidticos entre outras substincias
(ZACHARY & McGAVIN, 2013).

Essa alteracdo, denominada colestase ou estagnacao biliar, € uma alteragdo metabdlica,
onde € a manifestagdo de uma condi¢do patofisioldgica atribuida a falha do metabolismo ou
da excrecdo de pigmentos biliares (FANTA et al. 2003). SANTOS et al. (2004) em estudo
com tilapias criadas em tanque-rede na represa de Guarapiranga, Sdo Paulo observou um

actimulo de bile ou estase biliar, indicando possivel dano ao metabolismo hepético.
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Resultados semelhantes foram encontrados por CAMARGO & MARTINEZ (2007),
onde as principais alteracdes foram o aumento do volume nuclear e celular, degeneracao
citoplasmatica, degeneracao nuclear, vacuolizacdo nuclear e estagnacdo biliar, com colestase.
Estes danos provavelmente sdo causados devido a um acimulo da amonia no figado, que
causaram posteriormente a degeneracdo e necrose dos hepatdcitos, tumefacdo da parede do
endotélio vascular, limitando as funcdes vitais do figado, prejudicando o organismo em geral.

Observou-se também que houve uma alta concentracdo de linfécitos em torno dos
vasos (FIGURA 1-E) no tratamento 4 (0,50 mg L'l). Houve também uma vacuolizacdo mais
rapida das células mais proximas aos grandes vasos, onde o metabolismo das mesmas ficou
comprometido. Isto se deve, provavelmente, a uma alta atividade das células mais proximas
aos vasos, que acabam por entrar em contado mais rdpido com as toxinas (LINS et al., 2010).

A morte de uma célula ou parte de um tecido em um organismo vivo € caracterizado
como necrose. A necrose hepdtica foi observada de forma moderada nos peixes expostos as
maiores concentragdes de NH3 (0,5 e 1,0 mg L'). A ocorréncia de necrose hepatica também
foi observada por SILVA (2004) em peixes com sinais de intoxica¢do. A congestdao sugere
que o fluxo sanguineo que drena uma drea é obstruido e, consequentemente, 0 sangue se
acumula na circulagdo venosa. Pode ser causada por obstrucdo fisica de pequenos ou grandes
vasos ou pela falha do fluxo normal (JONES et al., 2000).

O processo de congestdo foi observado moderadamente nos peixes expostos a 0,30 mg
L e com maior frequéncia no tratamento com as concentra¢des de 0,50 mg L' ¢ 1,0 mg L™
Esses resultados corroboram com CAMPOS et al. (2008) que observaram o mesmo processo
em peixes silvestres. Possivelmente o processo de necrose focal, impossibilitou a visualiza¢do
desta alteracdo no tratamento 0,50 mg L™ e 1,0 mg L", ji que é um estdgio histopatolégico

critico.

50



Conclusao

Conclui-se que a exposicdo a diferentes concentracdes de amodnia ndo-ionizada,
promoveram alteracdes histolégicas no figado de lambaris (Bryconops caudomaculatus),
relacionadas aos processos de intoxicacdo, e que concentra¢des acima de 0,30 mg L

provocaram um aumento no grau e na intensidade destas lesdes.
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ANEXO 1: NORMAS DA REVISTA REFERENTES AO CAPITULO 2
NEOTROPICAL ICHTHYOLOGY

e Escopo e politica editorial

O manuscrito deve conter os resultados de pesquisas originais em peixes neotropicais
de 4gua doce e marinhos nas dreas de Biologia, Ecologia, Etologia, Fisiologia, Genética e
Biologia Molecular e Sistemadtica.

Notas cientificas ndo sdo aceitas. O Editor e os editores de drea irdo realizar uma
andlise prévia do manuscrito submetido para analisar se o seu conteido € apropriado para a
revista Neotropical Ichthyology.

A revista estd aberta para submissdes a todos os pesquisadores da ictiofauna
Neotropical. O pagamento dos custos de publicacdo pode ser requerido se nenhum dos autores

for membro da Sociedade Brasileira de Ictiologia.

e Submissao de manuscritos

Manuscritos  devem  ser  submetidos como  arquivos  digitais = no
sitio http://mc0O4.manuscriptcentral.com/ni-scielo.

Na submissao do manuscrito, os autores devem incluir uma carta com uma declaragao
de que se constitui em pesquisa original ndo submetida a outro periddico.

Nos manuscritos com multiplos autores, o autor responsdvel pela submissdo deve
declarar na carta de submissao que todos os co-autores estao cientes e de AC

ordo com a submissio do manuscrito. Todos 0s co-autores e respectivos e-mails
devem ser registrados nos formularios indicados durante a submissdo do manuscrito.

Durante a submissdo, indicar a area da revista (Bioquimica e Fisiologia, Biologia,
Ecologia, Etologia, Genética e Biologia Molecular, Sistemdtica) a que o manuscrito se refere.

Durante a submissdo, indique trés possiveis referees (nome, instituicdo, pais e email)
para a analise do manuscrito.

Manuscritos submetidos fora do formato requerido nas instrugdes aos autores serdo
devolvidos. Manuscritos submetidos com uso inapropriado da lingua inglesa serdo devolvidos

sem revisdao. O uso adequado da lingua inglesa € um requisito para a revisao e publicacgdo.
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e Forma e preparacio de manuscritos

Texto deve ser em Word for Windows ou arquivos rtf;

Figuras e tabelas devem ser carregadas separadamente como arquivos individuais;

Nao duplique informagdes no texto, figuras e tabelas. Apresente apenas figuras e tabelas
que sdo estritamente necessdrias.

e Formato: Texto deve ser apresentado em ingl€s.

¢ O manuscrito deve conter os seguintes itens, nesta ordem:
Titulo: Titulo em mintsculas da seguinte forma: “Isbrueckerichthys epakmos, a new species
of loricariid catfish from the rio Ribeira de Iguape basin, Brazil (Teleostei: Siluriformes)”.
Téxons subordinados dever ser separados por dois-pontos, como segue: "(Siluriformes:
Loricariidae)".
Autor (es) nome (s): SO as iniciais devem ser em letras maidsculas. Nunca abrevie o primeiro
nome.
Enderecos: Nao apresente os enderecos em nota de rodapé. Use nimeros ardbicos
sobrescritos' para identificacio no caso de multiplos autores e enderecos. Listar enderecos
completos e email de todos os autores.
Abstract: Em inglés.
Resumo: Em Portugués ou espanhol. Deve ter o mesmo contetido do Abstract em inglés.
Palavras-chave: Cinco palavras-chave em inglés, ndo repetir palavras ou expressdes do
titulo.
Introducao
Material e Métodos
Resultados
Discussao
Agradecimentos
Literatura citada
Tabela (s)
Legenda(s) da(s) Figura(s):

Em trabalhos taxondmicos Verifique também: Neotropical Ichthyology taxonomic

contribution style sheet.
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e Texto
Pé4ginas de texto ndo podem incluir cabecalhos, rodapés, ou notas de rodapé (exceto o
nimero de pagina) ou qualquer formato de pardgrafo. Texto deve ser alinhado a esquerda.
Usar Times New Roman fonte tamanho 12. Nio hifenizar o texto.

Usar a fonte "symbol" para representar os caracteres a seguir:
YUl oepTYL1IOTAGIOYNOKAITPVZOQIAD

Espécies, géneros e termos em Latim (et al., in vitro, in vivo, vs.) devem ser em itdlico.

Termos em Latim apresentados entre os nomes genéricos e especificos - cf., aff. (por
exemplo, Hoplias cf. malabaricus) ndo devem ser em itélico.

Nao abreviar o nome do género no inicio de uma frase. Nao sublinhar palavras.

Os titulos a seguir devem ser apresentados em negrito: Introduction, Material and
Methods, Results, Discussion, Acknowledgements, Literature Cited.

Listar abreviaturas utilizadas no texto em Material e métodos, exceto para aqueles de
uso comum (por exemplo, min, km, mm, kg, m, s, h, ml, L, g).

As medidas devem usar o sistema métrico.

Manuscritos devem conter as siglas institucionais e os nimeros de catdlogo de
espécimes-testemunho.

Descritores geograficos (rio, igarapé, arroio, corrego) devem ser em letras minusculas,
exceto quando se refere a um nome de localidade (e.g. municipality of Arroio dos Ratos, State

of Rio Grande do Sul, etc). O agradecimento deve ser conciso.

e Nomenclatura
Nomes cientificos devem ser citados de acordo com o ICZN (1999).
A autoria de nomes cientificos € necessdria apenas em trabalhos taxondmicos e na
primeira referéncia de uma espécie ou género. Nao inclua autoria no resumo e abstract.
Verifique a ortografia, nomes validos e autoria de espécies no Catalog of

fishes emhttp://research.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatmain.asp
e Tabelas

Tabelas devem ser numeradas sequencialmente de acordo com a sua ordem de citagdo

no texto, usando os seguintes formatos: Table 1, Tables 1-2, Tables 1, 4.
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A palavra Table e o respectivo nimero devem ser grifados em negrito nas legendas
das Tabelas.

Tabelas devem ser construidas usando linhas e colunas; ndo use tabulacdes e espacos.
Nao podem conter linhas verticais ou notas de rodapé. Arquivos digitais de tabelas devem ser
formatados em células. Arquivos digitais de tabelas com colunas separadas por tabulacdo ou
espaco nao serdo aceitas.

Legendas devem ser incluidas no final do manuscrito, no seguinte formato: Table
1. Monthly variation of the gonadosomatic index in Diapoma speculiferum....

Os locais aproximados onde as tabelas devem ser inseridas devem ser indicados ao

longo da margem do texto.

e Figuras

Figuras devem ser numeradas sequencialmente de acordo com a sua ordem de citagao
no texto, usando os seguintes formatos: Fig. 1, Figs. 1-2, Fig. 1a, Figs. 1a-b, Figs. 1a, c.

A palavra Fig. e respectivo nimero devem ser apresentados em negrito nas legendas.
Figuras devem ser de alta qualidade e definic¢ao.

Texto incluido em gréficos e imagens deve ter tamanho de fonte compativel com
reducdes a largura da pagina (175 mm) ou largura da coluna (85 mm). Gréficos serdo
impressos preferencialmente com a largura de uma coluna (85 mm).

Fotos coloridas serdo aceitas somente se necessario € o custo da impressao podera ser
cobrado dos autores. Figuras compostas devem ser preparadas a fim de ajustar-se a largura da
pagina (175 mm) ou largura da coluna (85 mm).

Ilustragdes devem incluir uma escala ou uma referéncia para o tamanho do item
ilustrado na legenda da figura. Nunca inclua objetos ou ilustra¢des na legenda da figura.
Substituir por texto (por exemplo, "tridngulo negro") ou representar seu significado na prépria
figura. Uma lista de legendas das figuras deve ser apresentada no final do arquivo do

manuscrito.

e Literatura citada
Use os seguintes formatos de citacdo no texto: Eigenmann (1915, 1921) ou
(Eigenmann, 1915, 1921; Fowler, 1945, 1948) ou Eigenmann & Norris (1918) ou
Eigenmann et al. (1910a, 1910b).
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Nao inclua resumos e relatorios técnicos na literatura citada. Evite referéncias
desnecessdrias a teses ou dissertacdes. Nunca use tabulagdo ou espaco para formatar
referéncias. A literatura citada deve ser ordenada em ordem alfabética. Referéncias com dois
ou mais autores devem ser listadas na ordem alfabética do sobrenome do primeiro autor e, em
seguida, do sobrenome do segundo autor e assim sucessivamente.

Nao abreviar nomes dos periddicos. Nao use itdlico ou negrito para titulos de livros e
revistas. As citagdes no texto devem corresponder as referéncias em Literatura Cited.

e Use os seguintes formatos:
Livros:
Campos-da-Paz, R. & J. S. Albert. 1998. The gymnotiform "eels" of Tropical America: a
history of classification and phylogeny of the South American electric knifefishes (Teleostei:
Ostariophysi: Siluriphysi). Pp. 419-446. In: Malabarba, L. R., R. E. Reis, R. P. Vari, Z. M. S.
Lucena & C. A. S. Lucena (Eds.). Phylogeny and Classification of Neotropical Fishes. Porto
Alegre, Edipucrs.
Teses/Dissertacdes:
Langeani, F. 1996. Estudo filogenético e revisdo taxondmica da familia Hemiodontidae
Boulenger, 1904 (sensu Roberts, 1974) (Ostariophysi, Characiformes). Unpublished Ph.D.
Dissertation, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo. 171p.
Artigos:
Lundberg, J. G., F. Mago-Leccia & P. Nass. 1991. Exallodontus aguanai, a new genus and
species of Pimelodidae (Teleostei: Siluriformes) from deep river channels of South America
and delimitation of the subfamily Pimelodinae. Proceedings of the Biological Society of
Washington, 104: 840-869.
Artigos no prelo:
Burns, J. R., A. D. Meisner, S. H. Weitzman & L. R. Malabarba. (in press). Sperm and
spermatozeugma  ultrastructure ~ in  the inseminating catfish, Trachelyopterus
lucenai (Ostariophysi: Siluriformes: Auchenipteridae). Copeia, 2002: 173-179.
Recursos da Internet:
Author. 2002. Title of website, database or other resources, Publisher name and location (if

indicated), number of pages (if known). Available from: http://xxx.xxx.xxx/ (Date of access).

e INFORMACOES ADICIONAIS: Contate o editor em neoichth@ufrgs.br
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ANEXO 2: NORMAS DA REVISTA REFERENTES AO CAPITULO 3
REVISTA CIENCIA RURAL

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes

a drea de Ciéncias Agrérias, que deverao ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisoes e notas devem ser encaminhados via eletronica e editados
em idioma Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverao ser numeradas e paginadas no lado
inferior direito. O trabalho deverd ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no
maximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo, com margens superior, inferior, esquerda e
direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15
para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas,
graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e
individualmente por pdgina, sendo que nao poderao ultrapassar as margens e nem estar

com apresentacao paisagem.

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com
Revisdao de Literatura; Material e Meétodos; Resultados e Discussdo; Conclusao e
Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo; Informe Verbal;
Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacao de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode
ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracio Modelo Humano, Declaracio Modelo

Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo;
Desenvolvimento; Conclusdo; e Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentagdo; Fontes de
Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranga devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem

apresentar parecer de aprovacao de um comité de ética institucional ja na submissao.
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Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragio Modelo

Humano, Declaracio Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com
introducdo; metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou
figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe
Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovaciao de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode
ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo

Animal).

6. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no

endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve
ser maitscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas € nomes cientificos no
titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessdrio. Esses

devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais secoes quando necessarios.

8. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maidsculas seguidas do
ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados
por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma md formagao congénita
(MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme

normas proprias da revista.
9.1. Citagdo de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazonia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.
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9.2. Capitulo de livro com autoria:

GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,
D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

9.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirirgicas em

animais de grande porte. S3o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

9.4. Artigo completo: O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero

de identificacdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different

stages of the stored product pests Tribolium confusum(Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:

Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37,
p.153-164, 2001. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>.
Acesso em: 20 nov. 2008. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus
oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a
diferentes concentracdes de terra de diatomdcea em trigo armazenado a granel. Ciéncia
Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php ?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

9.5. Resumos:
RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
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Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de Pds-graduacdo e Pesquisa, 1992.

V.1. 420p. p.236.
9.6. Tese, dissertacdo:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacao/Tese
(Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pds-graduacdo em

Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

9.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Producdo Animal, 1942.
20p. (Boletim Técnico, 20).

9.8. Informacdo verbal:

Identificada no préprio texto logo apds a informacao, através da expressao entre parénteses.
Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto,
antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail),

e/ou local, evento, data e tipo de apresentacdo na qual foi emitida a informacao.
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GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.Proceedings... Prague:
WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf7LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Acessado

em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and

conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen.Maturitas, (Ireland), v.34,
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n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000. Acessado
em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www. Medscape.com/server-

java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de recuperacao
de ulcera de cornea ndo infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO
LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes,
Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete.
1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem
em algarismos ardbicos. A revista ndo usa a denominacdo quadro. As figuras devem ser
disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos (com largura de
no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em qualidade méxima com
pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do

nimero de ordem em algarismo ardbico e nao devem exceder uma lauda.

11. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)

autor(es).

12. Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submiss@o. O artigo nao
tramitard enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta

prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser utilizado.
13. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

14. Os artigos nao aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de

uma justificativa pelo indeferimento.

15. Em caso de dudvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a

Comissao Editorial.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UFT

O projeto intitulado “Tolerancia de lambaris (Bryconops causomaculatus) submetidos
a diferentes concentracdes de amoénia”, processo n° 23101.000282/2014-16 sob a
responsabilidade de Mayara Ribeiro, estd de acordo com as normas éticas estabelecidas pela
lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais, de 8 de outubro de 2008, estando
aprovado para a sua execucdo pelo parecerista da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Tocantins.

Araguaina, 28 de marco de 2014.

Atenciosamente,

i

F i 'r.' If T‘ |l P i Fi f
Alberto Yim Junior | |
Presidente da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da UFT
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