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RESUMO

Os rios da bacia amazénica apresentam diferentes caracteristicas fisico-quimicas:
de modo que rios de agua preta podem atuar como uma barreira hidrografica,
contendo a dispersdo das espécies. Nesta bacia, a ordem Osteoglossiforme,
representada pelas espécies Osteoglossum ferreirai, O. bicirrhosum e Arapaima
gigas, hd modos de respiracdo distintos; Osteoglossum spp. € um respirador
aguatico obrigatério e A. gigas apresenta um remodelamento branquial ao longo de
seu desenvolvimento, 0 que acarreta mudancas no compromisso osmorrespiratorio
com implicacbes para as fungcbes branquiais, que se relacionam principalmente as
trocas ibnicas e a respiracao. Na distribuicdo destas espécies O. bicirrhosum é uma
espécie de agua branca, enquanto que A. gigas pode ocupar rios de agua preta e
lagos de agua branca. O presente estudo teve como objetivo avaliar alteracdes e
caracteristicas do compromisso osmorregulatorio de duas espécies de
Osteoglossiformes (O. bicirrhosum e A. gigas) expondo-as as diferentes aguas
amazobnicas de forma a investigar o efeito da barreira hidrografica por agua preta.
Exemplares de A. gigas foram divididos em dois grupos, considerando os estagios
distintos de morfologia branquial; um grupo com peixes menores (~200 g), nos quais
a morfologia branquial € semelhante a de peixes respiradores aquaticos e outro
grupo de peixes maiores (2000 g). Exemplares grandes de A. gigas =2000 g
apresentam uma rapida recuperacao das perdas idnicas em agua preta de modo
gue infere-se que estes animais ndao devem sofrer influéncia da barreira hidrografica
de rios de agua preta na dispersdo da espécie. Comparativamente A. gigas e O.
bicirhosum apresentam uma capacidade ion-regulatéria bem eficiente em
ambientes de agua branca, principalmente pela retomada de ions (influxo de ions).
Dados imunohistoquimicos para marcac¢do da enzima Na+/K+-ATPase e os dados
morfométricos de area fracional de células ricas em mitocondrias e densidade de
células ricas em mitocondrias indicam que exemplares grandes de A. gigas o
compromisso osmorrespiratério € deslocado para processos de regulacéo de ions. O
namero de células ricas em mitocondrias foi menor provavelmente devido ao
aumento da barreira de difusdo de gases Quanto ao padrédo de regulacao ibnica e
morfologia funcional ha similaridades entre O. bicirrhosum e A. gigas menores,
~200g, entretanto O. bicirrhosum ndo apresenta o0 mesmo potencial de recuperacao

das perdas de ions que A. gigas.
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ABSTRACT

In the Amazon basin, the Osteoglossiforme order is represented by the species
Osteoglossum ferreirai, O. bicirrhosum and Arapaima gigas. Although belonging to
the same order, these species show different modes of breathing; while
Osteoglossum ssp. is an obligatory water breather, A. gigas shows a gill remodeling
during its development, which causes changes in the osmorespiratory compromise
with implications for the gill functions which turns more related to the ion exchanges.
The rivers of the Amazon basin have different physicochemical features. While the
white water rivers (WW) are slightly alkaline and its waters are considered "soft",
black water rivers (BW) are practically “distilled" having an acidic pH. Such different
characteristics between these waters leads to hypothesize that black water rivers can
act as an hydrographic barrier, containing the spread of some species. This can be
observed in the distribution of some amazonian fish since there are several species
unique from black waters while other species are distributed in white and black
waters as others only in white waters. In Osteoglossiformes, data from literature
suggest O. bicirrhosum as a fish from white water, while A. gigas can be found in
black water rivers as white water lakes. This study tested the hydrographic barrier
hypothesis exposing the animals in the Amazonian waters and observing responses
of ionic fluxes, proliferation of mitochondria rich cells (MRCs), responsible for
regulating ion, the presence of mucous cells (MCs) and changes in morphology
functional gills.In A. gigas ~2000 g there is a fast recovery from ion losses so
probably there is no influence of the hydrographic barrier for this specie. Comparing
A. gigas and O. bicirrhosum, these fishes are able to ion regulation iin white water
environments, mostly by the ion uptake showed in 3 hours. Data from
immunohistochemistry for NKA enzyme of MRCs and morphometric data (CRMsFA
and density) of these cell indicates that A. gigas 2000g have the gill functions related
to ion regulation. About the ion regulation pattern and functional morphology there
are similarities between O. bicirrhosum and 200g A. gigas however O. bicirrhosum

did not showed the same potential to recovery ion losses as A. gigas.
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INTRODUCAO GERAL

A Amazbnia contém aproximadamente 60% das florestas tropicais
remanescentes (WHITMORE, 1997) sendo fonte de uma enorme biodiversidade e
sua ictiofauna € representada por praticamente todos os grupos de peixes de agua
doce. Estas espécies estdo aptas a viver desde lagos quase em total hipdxia até
aguas acidificadas (VAL & ALMEIDA-VAL, 1995). Estas diferencas nos ambientes
aguaticos amazonicos se deve a caracteristicas Unicas de seus rios e afluentes tais
como concentracbes de ions, pH, condutividade e niveis de matéria organica
dissolvida, conforme pode ser observado na Tabela I. Estas diferencas encontradas
nos rios da Bacia Amazonica permite uma classificagdo das dguas amazodnicas em
trés principais categorias: rios de agua branca (WW), rios de agua preta (BW) e rios

de agua clara (CW) (WALLACE, 1853; JUNK, 1983; VAL & ALMEIDA-VAL, 1995).

Na bacia Amazénica, o rio Solimdes é um representante tipico de rio de WW
e tém seu inicio na regido dos Andes e seu aspecto, como descrito na expedigéo a-
helix, € de uma aparéncia “cafe-au-/ait” (HOCHACHKA & RANDALL, 1978). Esta
caracteristica € devido a uma grande quantidade de sedimentos trazidos de seus
afluentes. As aguas destes rios sdo consideradas “moles”, tém baixos niveis de
minerais e metais alcalinos dissolvidos que resulta em aguas com pH neutro ou
levemente acidificado (pH 6,3 — 7,0; Tabela I). Os rios de BW tém suas nascentes
em relevos suaves, como o0s das Guianas ou em sedimentos terciarios da bacia
Amazonica; e em consequéncia de processos erosivos, o transporte de sedimentos
para o leito do rio € baixo, resultando em rios com aguas pobres em ions, grande
guantidade de matéria organica dissolvida e pH éacido (RICHEY et al., 1990;
MORTATTI & PROBST, 2003). O pH destes rios € influenciado por acidos humicos e

fulvicos produtos da decomposicdo de matéria organica. O rio Negro € um tipico
1



representante de rios de BW, seu pH em alguns trechos é de aproximadamente 5,0
— 6,0 devido a matéria organica dissolvida, entretanto em pequenos corregos e
areas alagadas o pH destas aguas pode atingir aproximadamente 3,0 — 4,0

(MATSUO & VAL, 2007).

TABELA | — Parametros mensurados

nos dois principais rios amazénicos de WW e BW

Parametro fisico Rio Rio

e quimico Solimdes Negro
Na (mg.L?) 2.3+0.8 0.380 + 0.124
K (mg.Lt) 09+0.2 0.327 + 0.107
Mg (mg.L™?) 1.1+0.2 0.114 + 0.035
Ca (mg.L?) 72+1.6 0.212 + 0.066
Cl (mg.L?) 3.1+21 1.7+0.7
Si (mg.L?) 4.0+0.9 20+05
Sr (mg.L?Y) 37.8+8.8 3.6+1.0
Ba (mg.L?) 22.7+5.9 8.1+27
Al (mg.L?) 44 + 37 112 + 29
Fe (mg.L?) 109 + 76 178 + 58
Mn (mg.Lt) 59+5.1 9.0+24
Cu (mg.L?) 2.4+0.6 1.8 +0.5
Zn (mg.L?) 3.2+15 41+1.8
Condutancia 57+8 9+2
pH 6.9+ 0.4 51+0.6
P Total (ug.L?) 105 + 58 25+ 17
C total (mg.L?) 13.5+3.1 105+ 1.3
HCO3zC (mg.L?t) 6.7+0.8 1.7+05

FURCH (1984) apud VAL & ALMEIDA-VAL (1995).

A ordem Osteoglossiforme é representada na bacia Amazbnica por duas
espécies do género Osteoglossum, O. ferreirai e O. bichirrhossum, e uma do género
Arapaima, A. gigas. Este dltimo tem ampla distribuicdo na bacia Amazénica, sendo
que estudos recentes utilizando marcadores genéticos (HRBEK et al., 2005)
revelaram que A. gigas forma uma grande populacdo panmitica na bacia do

Amazonas, sendo encontrando mais freqientemente em rios de agua branca da
2



bacia Amazobnica e da Guiana. Esta espécie até o oitavo ou nono dia ap0s a ecloséo
dos ovos apresenta modo de respiracdo exclusivamente branquial, em animais
jovens (até 200-500 g), a estrutura branquial é semelhante aquela dos peixes
teledsteos de respiracdo exclusivamente aquética e ha, até certo tamanho, uma
dependéncia das branquias para a respiragdo e outras fungbes como regulacdo de
ions, equilibrio acido-base, etc. (GRAHAM, 1997; RAMOS, 2008). Em animais
adultos embora possa ocorrer absor¢do de Oz através do epitélio branquial
(BRAUNER et al., 2004; GONZALEZ et al., 2010), este ndo é suficiente para suprir a
demanda de Oz e a maior parte do Oz é absorvido através da bexiga natatéria
modificada. A bexiga natatéria é muito semelhante ao pulmdo dos peixes
pulmonados, mas constitui um uUnico 6érgdo enquanto que os pulmdes sao,

geralmente, érgaos pares (VAL & ALMEIDA-VAL, 1995).

As espécies Osteoglossum, também conhecidos como aruand e macaco
d’agua, tem corpo comprido e alongado e podem alcancar 1m de comprimento total
(KANAZAWA, 1966; SANTOS, 2004), sao espécies bentopelagicas que habitam
lagos e igarapés. Curiosamente as duas espécies descritas, O. bicirrhosum e O.
ferreirai sdo popularmente conhecidos como aruand-pardo e aruanéd-preto e dados
da literatura sugerem que estes animais apresentam uma distribuicdo restrita a
algum tipo de agua amazobnica: O. bicirrhosum é encontrado em rios de agua branca
enguanto que O. ferreirai é restrito a rios de agua preta (GOULDING & CARVALHO,
1988; FERREIRA, 1993; MERONA et al., 2001; RABELLO-NETO, 2002; SIQUEIRA-
SOUZA & FREITAS, 2004; YAMAMOTO, 2004; CLARO-JR., 2003) sendo que, nos
periodos de cheia, estas espécies sao frequentemente encontradas nas florestas
alagadas (SAINT-PAUL et al., 2000). Estas espécies também podem sobreviver em

condicbes hipdxicas apresentando o comportamento de respiracdo na superficie



aguatica; para isto os animais projetam seus barbilhdes que auxiliam na aeracdo das

branquias (BRAUM & BOCK, 1985).

Estas espécies sdo de grande importancia econdmica, pois em 2003,
Osteoglossum spp. tiveram um percentual de 3,75% e A. gigas 0,11% do total da
producdo pesqueira desembarcada nos portos dos principais municipios do Estado
do Amazonas (THOME-SOUZA et al., 2007). Existe grande interesse de A. gigas em
sistemas de pisciculturas, pois apresenta grande produtividade (VAL & ALMEIDA-
VAL, 1995; GOMES et al., 2006), podendo atingir 4kg em apenas 1 ano (VAL &
ALMEIDA-VAL, 1995). As espécies de Osteoglossum tém grande importancia como
fonte de proteina para as populac¢des ribeirinhas (QUEIROZ & CRAMPTON, 1999), e
tém grande potencial para exploracdo local, pois 0s seus alevinos sao
comercializados no mundo todo como peixes ornamentais (BROWN, 1995;

CRAMPTON, 1999).

Apesar do apelo econbmico destas espécies e de sua importancia, dados
sobre os mecanismos fisiolégicos de adaptacdo destas espécies nas &guas
amazonicas sdo escassos. O estudo dos mecanismos de regulagcdo destas espécies
nas aguas amazobnicas além de fornecer subsidios para uma melhor compreenséo
da histéria biogeogréfica da espécie podera auxiliar em estratégias de manejo e
conservacdo das espécies. O estudo dos mecanismos de regulacdo ibnica em
espécies amazobnicas estdo restritas a apenas algumas espécies como
Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum scalare (GONZALEZ & WILSON, 2001),
Metynnis hypsauchen (BALDISSEROTTO & VAL, 2002), Potamotrygon sp. (WOOD
et al., 2002), Paracheirodon axelrodi (MATSUO & VAL, 2007), Hoplosternum littorale

e A. gigas (BALDISSEROTTO et al., 2008).



Tendo em vista as diferencas nas caracteristicas fisicas e quimicas das aguas
dos rios da Amazonia e a hipotese que essas caracteristicas podem atuar como uma
barreira hidrogréfica que restringe a dispersdo de algumas espécies de peixes
(LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000; HUBERT & RENNO, 2006; WILLIS et al., 2007) é
interessante enfatizar que a espécie O. ferreirai tem distribuicdo exclusivamente em
BW enquanto as espécies mais proximas como o O. bicirrhosum e A. gigas nao sao
exclusivos destas aguas, ou seja, apresentam distribuicdo tanto em BW quanto em
WW. Sendo assim o0 presente estudo buscou investigar as respostas destas
espécies quando expostas as diferentes aguas amazbnicas, do modo a
compreender melhor os ajustes fisiolégicos desses animais e qual é a possivel
influéncia para a dispersao destas espécies. Este estudo estd organizado em dois
capitulos. No primeiro capitulo investigou-se as respostas, em termos de fluxos
ibnicos, das duas espécies estudadas durante a exposicdo as dguas amazoénicas.
No segundo capitulo sdo descritas e discutidas caracteristicas inerentes a
morfologia funcional das branquias e qual o seu papel no ajuste as aguas

amazonicas.



AS HIPOTESES DESTE ESTUDO

Quanto as comparacdes entre as espécies de peixes e 0s tipos de &aguas
amazoénicas

H1 - A. gigas e O. bicirrhosum apresentam respostas morfofuncionais das branquias
diferenciadas sob influéncia das diferentes aguas amazénicas.

HO - A. gigas e O. bicirrhosum ndo apresentam respostas fisiomorfolégicas

diferenciadas sob influéncia de dguas amazonicas.

Quanto as comparacdes entre duas etapas distintas de desenvolvimento em A.
gigas

H1 — O remodelamento branquial em A. gigas a medida que o animal cresce tem
influéncia na distribuicdo da espécie nos diferentes tipos de dgua amazénica.

HO — O remodelamento branquial em A. gigas a medida que o animal cresce tem

influéncia na sua distribuicdo nos diferentes tipos de &gua amazodnica.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar os ajustes para a manutengdo do compromisso osmorespiratorio nos
Osteoglossiformes, O. bicirrhossum e A. gigas, em agua branca e agua preta,
verificando suas similaridades e divergéncias quanto a plasticidade branquial nestes
ambientes e a potencialidade do efeito da barreira hidrografica formada por rios de

agua preta.

Objetivos Especificos

Capitulo 1:
Investigar os fluxos de ions em A. gigas e O. bichirrhosum em agua branca e
agua preta de modo a inferir se o tipo de agua pode atuar como uma barreira

hidrogréfica limitando a distribuicdo dessas espécies na Amazonia.

Capitulo 2:
Investigar a morfologia funcional das branquias de A. gigas em duas etapas
distintas de desenvolvimento e de O. bicirrhosum, apds exposi¢cdo a agua branca e

agua preta.
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Capitulo 1

CAPITULO 1

Efeito das aguas amazobnicas nos fluxos idnicos de
Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhossum, dois

Osteoglossiformes Amazonicos

Palavras-chave: Compromisso osmorrespiratério, aruana, pirarucu, agua-branca e

agua-preta.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A bacia Amazdnica é um vasto sistema hidrografico que apresenta uma grande
variabilidade de caracteristicas fisico e quimicas em suas aguas. Ja no século XIX
WALLACE (1853) descreveu a classificou &s dguas do Amazonas e seus tribuitarios
como branca, preta e clara (WW, BW e CW, respectivamente), uma classificacédo
baseada apenas na coloracdo destas aguas. Assim como ha essa heterogeneidade
na coloracdo das aguas, suas caracteristicas fisico e quimicas também sao diferentes.
Os rios de WW tém uma coloracédo “café-au-lait” concentracdes de ions e solutos
elevados, pH neutro & ligeiramente alcalino (FURCH, 1984; SIOLI, 1984) assim como
solutos dissolvidos sé@o carregados das regides dos Andes, de onde também se
originam seus mananciais (KONHAUSER et al., 1994; AUCOUR et al., 2003). Os rios
de BW apresentam uma coloracdo escurecida devido a uma grande presenca de
carbono orgéanico dissolvido na forma de &cidos falvicos e humicos (MATSUO & VAL,
2007) e consequentemente o pH destas aguas é acidificado (RICHEY et al., 1990;
MORTATTI & PROBST, 2003). Os rios de CW tém aguas transparentes e apresentam
baixas quantidades de ions e sedimentos dissolvidos e pH variando de acido a alcalino
(SIOLI, 1984; KONHAUSER et al.,, 1994). DUNCAN & FERNANDES (2010),
analisando as aguas do rio Amazonas, Negro e seus tributarios observaram uma
variabilidade longitudinal dos valores de pH, condutividade e TDS da agua, que foi
atribuida as descargas dos seus tributarios, os quais se originam em diferentes

provincias geologicas.

Como as aguas da bacia Amazonica apresentam diferencas tdo marcantes,
embora estando interconectadas pela calha principal do rio Amazonas e seus

tributarios, pode ser hipotetizado que as condi¢cdes de alguns rios com BW podem
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Capitulo 1

formar uma barreira hidrogréfica que restringe a dispersao das espécies, o que perfitiu
ao longo da histéria filogenética de algumas espécies, a especiacado alopatrica
(LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000; HUBERT & RENNO, 2006; WILLIS et al., 2007).
DUNCAN & FERNANDES (2010) estudaram o efeito dessa barreira hidrografica em
arraias Potamotrigonidae e segundo os autores a tolerancia & ambientes acidos e
diluidos de BW se da pela morfologia branquial (DUNCAN et al., 2010) e
caractecteristicas fisiologicas (WOOD et al., 2002) destes animais. Outros estudos
tém sido realizados em busca de uma melhor compreenséo da relagdo entre a
distribuicdo dos peixes e as caracteristicas fisicas e quimicas da agua dos rios da
bacia Amazdnica. GONZALEZ & WILSON (2001) compararam o padrdo de regulagcéo
ibnica de Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum scalare expostos a BW do rio Negro;
WOOD et al. (2002) analisaram o0s mecanismos de transportes i6nicos do
elasmobranquio estenohialino Potamotrygon sp., endémico do rio Negro; MATSUO &
VAL (2007) investigaram o possivel papel de acidos himicos nos fluxos de Ca?* em
P. axelrodi exposto ao pH baixo; DUNCAN et al. (2011) estimaram dados
morfométricos, de imunolocalizacéo e de atividade das células ricas em mitocondrias

(CRMs) em arraias Potamotrigonidae.

Alguns estudos tém analisado os fluxos idnicos destes peixes e esta ferramenta
permite inferir os padrdoes de regulacdo ibnica dos peixes, especialmente aqueles
expostos a aguas acidificadas, hipdxicas e pobres em ions. GONZALEZ et al. (1997)
investigaram a regulacéo idbnica em BW por Gymnocorymbus ternetzi; GONZALEZ et
al. (1998) investigaram o padrédo de regulacdo i6nica em algumas espécies do rio
Negro; BALDISSEROTTO & VAL (2002) observaram o efeito da temperatura nos
fluxos ibnicos de Metynnishy psauchen, um peixe nativo do rio Negro; GONZALEZ et

al. (2002); BALDISSEROTTO et al. (2008) compararam os fluxos de ions de
17



Capitulo 1

Hoplosternum littorale e A. gigas expostos a diferentes tipos de aguas amazénicas;
BRINN et al. (2012) investigaram os fluxos i6nicos relacionando-o as respostas de

stress na arraia Potamotrygon cf. histrix durante o transporte no rio Negro.

Para as espécies Osteoglossiformes ha poucos estudos, principalmente
inferindo dados sobre o compromisso osmorrespiratério (BRAUNER et al., 2004;
GONZALEZ et al., 2010). Na bacia Amazodnica estas espécies sao representadas
pelo aruana, Osteoglossum bicirrhosum e O. ferreirai e pelo pirarucu, A. gigas. Quanto
a sua distribuicdo nas aguas amazonicas, O. bicirrhossum é endémico de WW
(LOWE-MCCONNELL, 1964) enquanto O. ferreirai € endémico de BW (KANAZAWA,
1966; GOULDING & CARVALHO, 1988) e a espécie A. gigas tém distribuicdo em
ambos os rios sendo que estudos utilizando marcadores moleculares sugerem uma

Unica populacdo panmitica (HRBEK et al., 2005).

Apesar de pertencerem a uma mesma ordem, estes géneros
Osteoglossiformes apresentam distintos modos de respiracdo. Enquanto A. gigas
(Arapaimidae) é um respirador aéreo obrigatorio, que utiliza a bexiga natatéria como
orgdo de respiracdo aérea. Nessa espécie, a estrutura branquial apresenta
caracteristicas tipicas de um peixe com respiracdo aquatica até aproximadamente
400-5009 e, em animais maiores que 5009, ocorre atrofia do sistema de células pilares
e intensa proliferacdo de células epiteliais e de CRMs, que aumenta a distancia agua-
sangue e possivelmetne reduz a capacidade de difusdo dos gases respiratérios das
branquias (RAMOS, 2008). Os Osteoglossum (Osteoglossidae) sdo respiradores
aguaticos obrigatorios, que utilizam o epitélio branquial para as trocas gasosas,

embora possam sobreviver em condi¢cdes hipoxicas apresentando o comportamento
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de respiracdo na superficie aquatica; para isto 0os animais projetam seus barbilhdes

gue auxiliam na aeragéo das branquias (BRAUM & BOCK, 1985).

Sendo assim, como as espécies Osteoglossiformes apresentam padrées de
distribuicdo nos rios da bacia Amazbnica distintos e como ha diferengcas no
desenvolvimento de suas estruturas para a manutengdo do COmMpPromisso
osmorrespiratério, o objeto do presente estudo € investigar os fluxos de ions em A.
gigas e O. bichirrhossum em agua branca e agua preta testando a hipotese da barreira
hidrogréfica iferindo as respostas fisioldégicas que estes animais apresentam quando

expostos as aguas amazénicas.
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MATERIAIS E METODOS

Aquisicao e aclimatagao dos animais

O estudo foi realizado mediante autorizagdo ambiental para coleta e transporte
dos animais pelo IBAMA (licenga n°17102-3, Anexo). Exemplares de A. gigas, foram
adquiridos em pisciculturas da regido proxima a Manaus e os exemplares de O.
bicirrhossum foram coletados na natureza, na regido de Barcelos, AM. Todos o0s
animais foram transportados em sacos plasticos para o Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia (INPA), Coordenacao de Pesquisas em Aquicultura (CPAQ)
e mantidos em viveiros escavados e abertos, alimentados com agua de poco
(caracteristicas fisico e quimicas expressas na tabela Il). Os animais foram
alimentados “ad libitum” com ragao propria para piscicultura dessa espécie e
produzida pela CPAq (45% de proteina) e foram mantidos nos tanques durante trinta
dias para aclimatacdo e controle de doencas e parasitas através de observacdes da

sanidade dos animais.

Delineamento experimental e exposicdo as aguas amazodnicas

Apos a aclimatacao aos viveiros do INPA, os animais foram separados em trés
tanques com capacidade de 500 L para aclimatacao as aguas amazoénicas, um tanque
contendo agua branca (grupo WW) coletada do rio Solimées, um tanque contendo
agua preta (grupo BW) coletada do rio Negro e um tanque contendo agua de poco, a

mesma que abastecia 0s viveiros (grupo C), utilizada como controle. Para testar a
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influéncia do pH a agua preta foi acidificada para pH 3,5, utilizando solucdo de acido
cloridrico. Os animais foram mantidos nestes tanques por um periodo de sete dias
com renovacédo de agua a cada 48h no final da tarde, sendo alimentados pelo menos
guatro horas antes da renovacédo de 4gua. O monitoramento da qualidade da agua foi
efetuado diariamente analisando os seguintes parametros: amonia (mg L) e nitrito
(mg L) que foram determinados de acordo com VERDOUW et al. (1978) e BOYD
(1979), respectivamente; dureza (mg L* de CaCO3) e alcalinidade (mg L' de CaCO3)
de acordo com ADAD (1982) e (GOLTERMAN et al., 1978), respectivamente; pH e
conductividade (uS) foram determinados utilizando um pHmetro (YSI, modelo 60/10),
0 oxigénio dissolvido (DO, mg L) e temperatura (°C) foram mensurados usando um
oximetro (YSI, modelo 85/10) e, o diéxido de carbono dissolvido (DCO, mg L) foi

estimado pelo método de BOYD & TUCKER (1992).

Considerando o remodelamento branquial de A. gigas e a morfologia em fases
distintas de seu desenvolvimento, os animais foram separados em dois grupos, um
com peixes pequenos (=200 g) e outro com peixes grandes (2000 g). Desta forma o
experimento contou com trés grupos, O. bicirrhosum, A. gigas pequenos e grandes,
cada um dividido em trés grupos experimentais: C, WW e BW. A tabela | resume os

grupos utilizados e sua distribuicdo no delineamento experimental.
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TABELA | — Grupos controle e experimentais e respectivos numeros
amostrais de cada grupo

Agua Agua
Controle Branca Preta
O. bicirrhossum 10 10 10
. <=200 g 10 10 10
A. gigas
>=~2000 g 10 10 10

Mensuracédo dos fluxos de ions

Apoés sete dias de aclimatacdo em cada tipo de 4gua (C, WW and BW), cada
peixe teve sua massa corporea (M) mensurada. Exemplares de A. gigas foram
alojados em camaras individuais com aproximadamente 20 L (Fig. 01-A) contendo o
mesmo tipo de 4gua na qual estava previamente mantido (tanques de 500 L).
Exemplares de O. bicirrhossum devido sua baixa massa corpérea (=5g), foram
acondicionados em uma Unica camara de 2 L tendo um agrupamento de todos os

animais em uma unica camara para as mensuracgdes de fluxo de ions.

Os animais foram mantidos nestas camaras para exposi¢cao e mensuragao dos
fluxos de ions (influxo ou efluxo) durante trés horas. Amostras de agua (250 mL, Fig.
01-B) foram coletadas no inicio (tempo 0), depois de 2 e 3 horas. Em cada amostra
de agua foram determinados os niveis dissolvidos (mg L) de Na*, K*, Ca**, pH, DO,
DCO, amonia, nitrito, dureza e alcalinidade. As concentragcdes dos ions (Na*, K*, Ca*™)
foram mensuradas utilizando um espectrofotdmetro de absorcéo atdmica (Micronal®

GBC906) no laboratério temético de solos do INPA e, posteriormente, os fluxos de
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ions foram calculados de acordo com a metodologia de (GONZALEZ et al., 1998)

descrita pela seguinte equacéao:

Jnet = V([ion]s-[ion]2).(Mt) 1,

onde [ion]s e [ion]2 representam as concentracdes de ions ao inicio e depois de duas
horas de experimento ou em relagdo ao inicio e depois de trés horas de experimento,
V é o volume da camara (L), M é a massa corporea do peixe (kg) e t € o periodo de

duragéo no experimento de fluxo (h).

H
-
[ &
|

o.'4

Figura 01 — A: camaras de acondicionamento individual; B: Garrafas de 250 mL para
coleta e acondicionamento das amostras.

As demais analises (pH, DO, DCO, amonia, nitrito, dureza e alcalinidade) foram

efetuadas conforme descrito em “Delineamento Experimental”.

Analises estatisticas

Para testar o efeito das diferengas na estrutura branquial de A. gigas nos fluxos

de ions foram comparados os resultados em peixes pequenos e grandes utilizando o
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teste t de Student’s para dados com distribuicdo normal, ou o teste de Mann-Whitney

para dados com distribuicdo nao-normal.

Para a determinacao da significancia das diferencas entre os grupos C, WW e
BW foi aplicado o teste one-way ANOVA para dados com distribuicdo normal ou
ANOVA “on ranks” para dados com distribuicdo ndo-normal. O teste pos hoc de Dunn
foi utilizado para determinar onde ocorreram as diferencas com nivel de significancia
de 95% de confianca (p<0.05). Os testes foram efetuados utilizando o software

Sigmaplot 11 e os dados estao apresentados como média = SEM.
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RESULTADOS

A Tabela Il mostra os dados obtidos do monitoramento diario das variaveis
fisicas e quimicas na 4gua dos tanques de experiementacdo (C, WW e BW). Nao
houveram varia¢des significativas nos sete dias de aclimatagao a cada um dos tipos

de &guas amazoénicas que antecederam as mensuracdes dos fluxos de ions.

Variaveis fisico e quimicas das amostras de agua durante trés horas de

exposicao dos peixes as aguas amazdnicas

Durante o periodo experimental total (3 h) ocorreu um aumento na massa
corporea de A gigas ~200 g (p< 0,05) e uma diminuicdo da mesma em animais de
~2000 g (p< 0,05) em todos os tipos de agua, C, BW e WW. Em O. bicirrhossum houve

aumento na massa corporea nos animais do grupo BW.

Durante os experimentos de exposicao de A. gigas (=200 g e 2000 g) e O.
bicirrhossum as aguas C, WW e BW ocorreram alteragdes significativas nas variaveis
fisico e quimicas da agua (dureza, pH, condutividade, DCO, etc.) e os dados estédo

apresentados na tabela Ill.

Durante os experimentos de exposicdo de A. gigas ~200 g, a dureza da agua
aumentou significativamente durante as 3 h de experimentos em C e BW e diminuiu
em WW. Nesses experimentos houve diferenca significativa entre A gigas ~200 g e
~2000 g sendo que a dureza da agua foi mais alta em A. gigas ~200 g no grupo C em
todo o tempo de exposicdo e nos grupos WW e BW foi significativamente elevada em

A. gigas ~2000 g ao término do experimento (3 h). A dureza na a4gua aumentou
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significativamente depois de 3 h de exposicdo em O. bicirrhossum no grupo C
enquanto no grupo WW aumentou em 2 h e diminuiu na hora seguinte. No grupo BW

diminuiu em 2 h e aumentou na hora seguinte.

Quanto aos valores de pH da 4gua nao foram observadas diferencas entre A.
gigas 200 g e 2000 g nos grupos C e WW, mas o pH aumentou significativamente ao
longo do exposicdo em C e BW para A. gigas 200 g, 2000 g e também O. bicirrhossum,
entretanto no grupo WW apenas A. gigas 200 g foi observado o mesmo padrdo de

resposta.

Os valores de condutividade da agua diminuiram durante exposicao de A. gigas
a C. Em A. gigas 200 g expostos a WW depois de 2 h apresentou um aumento da
condutividade na agua e no grupo BW houve um aumento em 2 h seguido de reducéo
na hora seguinte. Nas comparacdes entre A. gigas 200 g e 2000 g observou-se que
animais ~2000 g frequentemente apresentaram valores elevados. Em O. bicirrhossum
foi observado que a condutividade da agua diminuiu durante as trés horas em que

foram expostos a C, WW e BW.

O DCO foi significativamente mais elevado em A. gigas 2000 g em todos 0s
grupos, comparativamente a 200 g. No grupo C A. gigas 200 g aumentou em 2 h e
diminuiu na hora seguinte e animais 2000 g diminuiu em 2 h se manteve na hora
seguinte, no grupo WW A. gigas 200 g e 2000 g houve aumento do DCO nas 3 h de
exposi¢cdo. No grupo BW em ambas MC houve uma diminuicdo em 2 h seguida de
aumento na hora final. Em O. bicirrhossum ndo foram observadas alteracbes
significativas no DCO no grupo C enquanto que no grupo WW houve um aumento
apos 2 h que se manteve na hora final. No grupo BW houve um aumento apos 2 h

com uma redugao na hora final de exposigao.
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A alcalinidade na &gua foi significativamente mais elevada em A. gigas 200 g
dos grupos C e WW e em BW nao houve diferencas significativas entre as duas faixas
de MC. Ao longo do periodo de exposi¢cdo, no grupo C a alcalinidade da agua
aumentou significativamente ao longo de 3 h. No grupo WW houve uma redugao em
2 h. seguido de um aumento na hora seguinte e no grupo BW néo fora observadas

alterag@es significativas ao longo da exposi¢édo a BW.

A temperatura, DO, ambnia e nitrito na dgua ndo apresentaram diferencas
significativas durante os experimentos entre A. gigas 200 g e 2000 g. Dos niveis de
amoOnia observados, foi registrada diferenca significativa entre A. gigas 200 g e 2000g,
entretanto ndo foi observado um padrdo em que animais 200 g ou 2000 g
apresentassem valores mais elevados, independentemente do grupo experimental.
Nas comparacdes ao longo do tempo de exposicao, observou-se, no grupo C, que A.
gigas 200 g apresentaram aumento significativo dos niveis de aménia na agua
enguanto que em A. gigas 2000 g ndo foram registradas diferencas significativas. Nos
grupos WW e BW, tanto A. gigas 200 g quanto 2000 g apresentaram aumento
significativo da aménia na agua. Em O. bicirrhossum observou-se que em todos os
grupos houve um aumento da amoénia dissolvida na agua ao longo das 3h de

exposicao.
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TABELA Il — Valores médios (+ SEM) dos parametros mensurados nos tanques de aclimatagdo as aguas amazonicas (Controle (C),
agua branca (WW) e agua preta (BW) durante os sete dias de aclimatacdo de Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhossum que

antecederam aos experimentos de fluxo idnico.

C WW BW
A. gigas ici A. gigas L A. gigas N
~200 g ~2000 g O. bicirrhossum ~200 g ~2000 g O. bicirrhossum ~200 g ~2000 g O. bicirrhossum
Dureza 0,95+0,4 0,97+0,3 0,9310,3 3,97+0,2 4,03+0,4 3,99+0,6 8,84+0,4 8,92+0,4 8,89+0,3
(mg L CaCO3) AR A R 2= 10oEY 19920, 8420, 19210, ,89+0,
Alcalinidade

(mg L1 CaCO3)
pH

Condutividade
(1S)
Temperatura
(°C)
DCO
(mg L)
DO
(mg L)
Amonia
(mg L)
Nitrito
(mg L)

1,10.10-°+0,03

5,26+0,8

159+2,9

25,6+0,1

47,50+5,2

41,08+7,3

7,25+1,51

0,162+0,02

1,12.1054£0,02

5,31+0,6

160+3,4

26,3+0,2

49,01+6,8

42,12+4.9

6,89+1,63

0,157+0,01

1,08.10°+0,04

5,41+0,03

157+6,1

25,5+0,2

44,32+3,5

41,12+5,2

6,38+2,0

0,161+0,03

9,90.10°+0,04

6,8+0,2

84,75+4,8

25,7+0,2

48,12+5,7

42,06+6,8

7,01+1,68

0,171+0,03

9,96.105+0,06

7,1+0,3

89,01+2,8

25,840,1

49,56+6,3

45,13+8,1

6,79+1,77

0,112+0,01

9,94.105+0,02

6,5+0,3

85,8345,2

25,0+0,3

46,62+6,2

40,92+6,1

6,9+2,10

0,169+0,03

3,12.10°+0,01

3,2+0,4

230,3+4,7

25,7+0,1

50,1+4,7

41,29+7,1

7,30+1,68

0,178+0,02

3,20.105+0,03

3,3+0,3

235,2+6,2

25,3+0,2

51,8+7,2

46,32+8,4

7,01+1,63

0,156+0,01

3,16.105+0,05

3,4+0,6

241+8,1

25,5+0,4

53,12+3,9

44,25+8,1

7,17+2,10

0,161+0,03

N&o ocorreram variagdes significativas entre as amostras analisadas nos sete dias em que os animais foram aclimatados.
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TABELA Il - Valores médios (x SEM) da massa corpoOrea de Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhossum e parametros fisico e
guimicos mensurados durante o periodo de exposi¢do as dguas amazoénicas: Controle (C), gua branca (WW) e agua preta (BW).

C WW BW
A. gigas 0. A. gigas 0. A. gigas 0.
=200 g =2000 g ibijcirrhossum| =200 g =2000 g ibicirrhossum| =200g =~2000 g :bicirrhossum
Massa E:)Orporea 227431 1964474 4,09+0,47 231+16 1984+55 7,36+0,93 265+25 2004+42 5,21+0,37
]
Dureza
0,92+0,2 # 0,50+0,1 1,0+0,2 39,21+2,59 # 41,30+3,37 29,03+0,9 6,92+0,33 # 7,34+1,9 7,01+0,3
(mg L1 CaCO3)
@)
pH 5,25+0,3 5,20+0,8 5,25+0,7 7,55+0,3 7,32+0,3 7,4+0,5 3,23+0,3 3,21+0,3 3,64+0,2 \Q_)
Z
Condl(JtISXIdade 159+1,95 160+2,2 159+3,0 90+4,2 # 85+3,9 191452 193+2,0 # 230+1,63 390+1,6
U
DCO
(mg L) 10,00+1,87 # 35,00+2,67 10,00+1,4 10,83+4,9 11,67+3,97 10,00+2,1 38,332,58 # 42,50+2,58 15,43+3,1
Dureza
#0,9520,01 # 0,50+0,01 1,20+0,01x 39,12+1,88 # 38,04+1,17 32,53+0,2% *7,9624,47 # 7,34£2,9 10,01+0,8x
(mg Lt CaCO3)
pH #6,15+0,41  6,20+0,79* 6,15+0,37x *7,47+0,06 7,2+0,07 7,55+0,1 *3,31+0,14 3,295+0,22% 3,74%0,3*
e
. ~
Condl(JtISXIdade *6145,1 # 70+2,6% 61+8,1% 93,02+3,6 # 10822, 4% 11242,0% #108+1,9 # 206+2,64% 268+2,8%
u
DCO
(mg L) *15,00+2,7 # 30,00+4,1% 10,0045,3 %*13,33+2,03 # 16,67+1,37* 15,00+3,0* x31,33+6,38 # 37,83+5,16% 20+3,7%*
Massa Corporea *239+27  1952+53% 3,53+0,30 #254+21  1962+42% 7,57+0,65 #274+17 1981+68* 5,93+0,18x
(9)
Dureza
1 x]1,25+0,92 # 0,50+0,08 1,50+0,9=* *35,54+3,22 # 39,79+2,55 30,03+0,3* *8,09+2,34 # 8,84+1,9% 9,51+0,4*
(mg L* CaCO3)
pH *7,26+0,12 7,30%0,20* 7,26%0,29% *7,82+0,10 7,30+0,10 7,48+0,37 *3,42+0,17 3,42+0,27% 3,79+0,2% i
Condl::'s\;'dade *34+2,1 # 40+3 0% 34:4.1x | *112,97+2,9 # 1213,1x 108+1,8+ #179+4,0 # 185+3,36+ 250+2,8+
DCO
(mg L) *10,00+1,85 # 30,00+2,96 10,00+1,5 #36,67+6,2 # 45,00+1,25+ 15,00+2,8 £46,33+2,59 # 51,67+8,37+ | 15,00+3,6%

(*) indica diferencga significativa p < 0,05 em relacdo coleta de agua no periodo anterior e (#) indica diferenca significativa p < 0,05 em relagao a A.gigas ~200

g e 2000 g.
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...continuagéo da tabela Ill.

C WW BW
A. gigas O. A. gigas 0. A. gigas O.
=200 9 =2000 9 ibicirrhossum| =200g =20009 :bicirrhossum| =200g =2000 g :bicirrhossum
Alcalinidade 13,6.10540,3 # 12,0.105+0,5 | 13,2.105:0,4 | 74,6.10°:0,5 # 71,9.1050,7 | 75,9.105+0,8 [ 0,8.105:0,4 1,0.105:0,5 | 1,1.105:0,6
(mg L* CaCOs3)
Temperatura 25,5+0,2 25,4403 25,2+0,1 25,6+0,4 25,6+0,3 25,3+0,2 25,2+0,1 25,3+0,2 25,2+0,1
(°C)
o
DO 7,51+0,5 7,26%0,2 7,47+0,3 7,19+0,6 7,67%0,7 7,65+0,5 7,63:0,6 7,84+0,5 7,51+0,7 o
(mg L) =
A(\mo[q;a 4.05:0.4 # 5.0740,7 0,26+0.1 0,390,1 # 0,60+0,2 0,37+0,2 2,11#0,2 # 1,790,4 0,22+0,1
mg L’
Nitrito 0,746+0,002 0,770£0,004 | 0,069:0,003| 0,317+0,004 0,311+0,001 i 0,115+0,001| 0,0326+0,001 0,0257+0,002 i 0,012+0,001
(mg LY
Alcalinidade #14,2.105+0,5 # 13,5.10°5+0,7+:15,4.105+0,8%|470,4.105+0,7 # 68,3.10°+0,6+:64,9.105+0,8%| 0,9.105+0,5 1,0.105:0,8 | 1,2.105:0,7
(mg Lt CaCOs3)
Temr()oeér)atura 25,4+0,2 26,0201 26,2+0,1 24,9+0,2 25,6201 26,2+0,2 25,6+0,1 25,3+0,1 26,2+0,1
DO 7,35+0,4 7,28+0,6 5,95+0,5 7,24+0,6 7,6520,4 7,35+0,5 7,620,6 7,58:0,3 7,50+0,4 <
(mg L) N
Amodnia
(mg LY *6,78+0,6 # 5,47+0,5 *1,8520,4 *7,79+0,5 # 7,26+0,4% %6,25+0,6 +4,06+0,4 # 5,10+0,4% *4,47+0,5
mg L’
(Nltrll_'[(l)) 0,774+0,001  0,794+0,002 0,018+0,002*| 0,224+0,001 0,162+0,002 i 0,105+0,001| 0,025+0,001 0,020£0,001 i 0,070+0,001
mg L’
Alcalinidade 1,105 105106 # 16,7.10540,6+ 110,6.10540,2¢ [ +74,1.1050,3 # 71,0.10540,4+ 68,3.105:03q  08.10%405 09.10507 | 11.1007
(mg L CaCOs)
Tem;()oe(::r)atura 25,6+0,2 26,1%0,4 25,2+0,2 25,2+0,3 25,3%0,2 25,2+0,4 26,0:0,1 25,3+0,3 25,2+0,2
( DCL) , 7,34+0,4 # 7,9420,3 7,27+0,5 6,99+0,7 # 7,51+0,3 7,71+0,3 7,19+0,3 # 7,44+0,5 7,50+0,2 i
mg L’
Amodnia *7,13+0,6
(mg LY *4,10+0,6 # 5,10+0,7 *3,42+0,6 *#11,6520,6 # 11,53+0,5+ %9,35+0,6 *13,39+0,5 # 12,4020,7* 11320,
mg L’
(N'trl'_t?) 0,798+0,001 0,806+0,001 :0,349+0,001*| 0,202+0,003 0,137+0,002 i 0,119+0,003| 0,034+0,003 0,016+0,002 i 0,058+0,002
mg L’

(*) indica diferenca significativa p < 0,05 em relagao coleta de dgua no periodo anterior e (#) indica diferencga significativa p < 0,05 em relagéo a A.gigas ~200

g e 2000 g.
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Analises dos fluxos de ions

Para as andlises dos fluxos de ions ao longo da exposicdo em C, WW e BW
foram considerados os movimentos dos ions nos animais determinados como
diminuicdo de ions na agua representando a absor¢cdo de ions (influxo liquido) e
aumento de ions na agua representando a difusdo para o meio aquético (efluxo
liquido).

Em A. gigas ~200 g o efluxo liquido de Na* foi significativamente maior (p<0.05)
em peixes expostos a BW e aumentaram durante a exposicéo (Fig. 02). Em A. gigas
~2000 g os valores de efluxo liquido foram significativamente menores em relacéo a
A. gigas ~200 g sendo que houve uma reducao significativa no efluxo liquido de Na*
mais evidente no grupo WW (Fig. 02). Em O. bicirrhossum houve efluxo deste ion nos
grupos C e WW, sendo que em C houve um aumento significativo em 3h enquanto
gue em WW né&o houveram diferengas significativas (Fig. 02). Em BW ocorreu influxo
deste ion, que reduziu em 3h de exposicao (Fig. 02).

Em relacdo ao fluxo liquido de K* (Fig. 03), em A. gigas o efluxo de K* foi mais
elevado em animais =200 g dos grupos C e BW. No grupo WW, A. gigas ~200 g
apresentaram efluxo deste ion e A. gigas ~2000 g influxo, em 2 h e em 3h 0s animais
~200 g apresentaram influxo e os ~2000 g efluxo (Fig. 03). Nas observacfes ao longo
das 3h de exposicao, A. gigas =200 g expostos a WW observou-se efluxo de K* nas
primeiras 2 h de experimento e foi seguido de influxo apos 3 h; em A. gigas ~2000 g
ocorreu um influxo inicial (2 h) seguido de efluxo apos 3 h. Em animais expostos a BW
ocorreu um efluxo em 2 h de exposicdo e um aumento significativo em 3 h sendo que
o efluxo foi significativamente mais alto nos animais menores (Fig. 03). Em O.

bicirrhossum, observou-se no grupo C influxo, que diminuiu ao longo de 3 h. No grupo
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WW néo houveram diferencgas significativas nas 3 h de exposi¢cdo e no grupo BW
houve efluxo inicial que aumentou significativamente em 3 h de exposigéo (Fig. 03).
Em relac&o ao fluxo liquido de Ca** (Fig. 04), em A. gigas foram observados 0s
maiores valores de efluxos de Ca* em animais ~200 g, em todos os grupos (C, WW
e BW) em 2 h. Ap6s 3 h de experimento, A. gigas ~200 g apresentaram reducdo no
efluxo em A. gigas ~2000 g o grupo C teve uma ligeira reducao do efluxo inicial, o
grupo WW teve a maior reducdo do efluxo e o grupo BW nao foram observadas
diferencas significativas apés 3 h de exposicdo. Em O. bicirrhossum, houve efluxo
deste cation nos grupos C e BW, enquanto que em WW, ap6s um efluxo inicial houve

um influxo ao término das 3 h de exposicao.
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FLUXOS LIQUIDOS DE Na* EM OSTEOGLOSSIFORMES APOS EXPOSICAO EM AGUAS AMAZONICAS

Arapaima gigas O_stgoglossum Arapaima gigas Osteoglossum
pequenos  grandes bicirrhossum pequenos  grandes bicirrhossum
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Figura 02: Fluxos liquidos de Na* em Arapaima gigas [pequenos (~200 g) e grandes (22000 g)] e em Osteoglossum bicirrhossum.
Note que em A. gigas houve reducéo do efluxo de Na*em WW e aumento em BW, enquanto em O. bicirrhossum houve aumento do
efluxo no grupo C seguido de influxo de Na*, apds trés horas, no grupo BW.

* indica diferenca significativa entre o periodo de 2 h e 3 h.
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FLUXOS LIQUIDOS DE K* EM OSTEOGLOSSIFORMES APOS EXPOSICAO EM AGUAS AMAZONICAS

Arapaima gigas Osteoglossum Arapaima gigas Osteoglossum
200 pequenos  grandes bicirrhossum pequenos  grandes bicirrhossum
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Figura 03: Fluxos liquidos de K* em A. gigas pequenos (~200 g) e grandes (~2000 g)] e O. bicirrhossum. Note reduc¢éo do efluxo de
K* nos exemplares menores de A. gigas no grupo C, influxo no grupo WW e aumento do efluxo em BW apds 3 h; nos exemplares
maiores note aumento de efluxo no grupo C, mudancga de influxo (2 h) para efluxo (3 h) em WW e aumento de efluxo em BW. Em O.
bicirrhossum note influxo (2 h) e efluxo (3 h) no grupo C e aumento de efluxo em BW e auséncia de alteracdes significativas em WW.
* indica diferenca significativa entre o periodo de 2 h e 3 h.
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FLUXOS LIQUIDOS DE Ca** EM OSTEOGLOSSIFORMES APOS EXPOSICAO EM AGUAS AMAZONICAS
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Figura 04: Fluxos liquidos de Ca*" em A. gigas pequenos (~200 g) e grandes (~2000 g)] e O. bicirrhossum. Observa-se em exemplares
menores de A. gigas reducéo do efluxo nos grupo C, WW e BW; exemplares maiores apresentaram reducao de efluxo nos grupos C
e WW. Em O. bicirrhossum houve diminui¢éo de influxo no grupo C, reducéo do efluxo em WW e aumento de efluxo em BW. * indica
diferenca significativa entre o periodo de 2 h e 3 h.
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DISCUSSAO

Inferéncias sobre os processos de regulacao ibnica em animais expostos a
diferentes aguas amazonicas podem ser formuladas baseando-se em respostas dos
parametros mensurados durante o tempo de exposi¢cdo do animais a estas aguas. A
comparacdo das variagbes destes parametros entre animais pequenos e grandes

pode estar relacionada com a variagdo na morfologia branquial.

As alteracdes constatadas nos valores da massa corpérea (MC) de A. gigas
como a reducao da MC nos animais maiores e aumento nos animais menores podem
ser reflexo da morfologia branquial destes animais. A. gigas com até ~200 ¢
apresentam uma barreira branquial de difusdo de gases delgada, conforme
demonstrado por RAMOS (2008) a qual pode favorecer o fluxo de agua para o corpo
do animal assim como a difusdo de ions para o meio externo. Em A. gigas com ~2000
g o sistema de células pilares esta embebido no tecido epitelial dos filamentos de
forma que o influxo de &gua para o animal é reduzido, assim como as perdas idnicas.
Exemplares de A. gigas de até ~400 g apresentam respiracdo bimodal e a sua
estrutura branquial é tipica de um respirador aquatico obrigatério sendo suas
branquias o principal sitio para as trocas gasosas (GRAHAM, 1997); nos peixes
maiores (>400 g) a bexiga natatoria, modificada passa a ser o principal sitio para a
absorcdo do Oz, via atmosfera. Nestes animais as branquias séo o principal sitio de
regulacdo de ions devido a grande proliferacdo de células ricas em mitocondrias

(CRMs) (RAMOS, 2008).

As mudancas na dureza, alcalinidade, condutividade e pH na agua, durante o

periodo de exposicdo nas diferentes aguas amazonicas podem estar associadas as
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modificacdes na fisiologia destes animais a despeito da regulacéo ibnica e excre¢ao
de compostos nitrogenados. Com base nos resultados observados na dureza, pH e
condutividade e fluxos de ions podem ser feitas inferéncias acerca dos mecanismos
de transporte ibnico nos animais Foi constatado no grupo C e WW e BW um aumento
do pH na agua para ambas as espécies deste estudo, entretanto em A. gigas ~2000
g nao foi observado tal aumento. Considerando o modelo proposto por HIROSE et al.
(2003), que sugere a atividade de transportadores do tipo V-ATPases localizados nas
membranas basolaterais das CRMs, nos exemplares de A. gigas ~2000 pode haver
contribuicdo destas proteinas para manter o pH estavel ao longo da exposi¢cdo em
WW. Considerando ainda que animais nesta faixa de MC apresentam grande
proliferacdo de CRMs (RAMOS, 2008) a hipotese da atividade destas enzimas como
agente da manutencdo do pH é plausivel. A reducdo da condutividade da agua
constatada pode estar relacionada com a absor¢do de ions (influxos) e este padrédo
foi observado em O. bicirrhosum em todos os grupos, entretanto em A. gigas, ambas
MCs, no grupo WW houve aumento da condutividade, indicando perdas de ions
(efluxo). BRINN et al. (2012) estudando o stress em Potamotrygon cf. histrix durante
transporte no rio Negro, registrou aumento da condutividade na agua e relacionou-o
com aumento das perdas de Na* e K* e excrecdo de ambnia na agua. Estes dados
refutam a hipotese de que A. gigas teria melhor capacidade ion regulatoria em WW,
pois se for considerado que este animal é tipico de WW as perdas de ions seriam
reduzidas. Esta divergéncia pode ser explicada pelo aumento da liberacdo de amoénia

para o meio e também o aumento da alcalinidade e dureza.

Os valores observados nos fluxos de ions também permitem uma inferéncia no
padrdo de regulacdo de ions nas aguas a que 0s animais foram expostos. Os

aumentos dos valores de efluxo liqguido de Na* em peixes pequenos do grupo BW ao
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longo de 3 h contrastando com a reducéo deste efluxo em WW é um indicativo que
em WW a capacidade ion regulatdria de A. gigas é mais eficiente. Nas comparagdes
entre A. gigas ~200 g e ~2000g estes ultimo grupo apresentou um efluxo menor que
0s animais ~200 g o que leva a hipotese de que animais ~2000 g tém menos perdas
do ion Na*. Esta hipbtese é suportada pelo estudo de BRAUNER et al. (2004), que
observou elevada imunoreatividade por imunofluorescéncia para a enzima NKA de
peixes de 1000 g, e também pelo estudo de (RAMOS, 2008) que observou nas
branquias de animais a partir de ~400 g grande proliferacéo de células que envolvem
o sistema de células pilares acarretando em uma diminuicdo das perdas ibnicas.
GONZALEZ et al. (2010) observaram em A. gigas de ~67,5g, os valores de absorc¢éo
de Na* dos peixes de ~724,2 g foi quase 3,5 vezes maior, ressaltando o envolvimento
das branquias destes animais com a regulacdo de ions. Neste estudo os autores
observaram a atividade da enzima NKA nas branquias e rins e esta mostrou-se mais
elevada nos peixes menores (~67,5g). Considerando os resultados obtidos por
GONZALEZ et al. (2010) a grande ocorréncia de CRMs observada em peixes grandes
(BRAUNER et al., 2004; RAMOS, 2008) contrasta com sua baixa atividade. Neste
caso pode haver uma baixa quantidade da proteina NKA nas CRMs. Sendo assim a
diminuicdo nos efluxos de Na* observados no presente trabalho podem estar
relacionados com outras vias como o trocador Na*/H* na membrana apical. A
ocorréncia e atividade destas proteinas pode, também, estar relaciona com o aumento
do pH na agua, observado em todos os grupos, exceto A. gigas ~2000 g e O.
bicirrhosum em WW. Nas comparacdes entre as duas espécies seria esperado que
O. bicirrhosum apresentasse um padrédo de regulacdo idnica semelhante ou proxima
a de A. gigas ~200g, por conta das semelhancas na estrutura branquial. Alguns

resultados mostraram-se semelhantes, como o efluxo de Na* em C e WW, K* em BW
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e Ca*™ em WW e BW, entretanto para 0s outros ions e grupos os resultados entre as
duas espécies contrastaram. Estas diferencas tém duas explicacdes, primeiramente
a diferenca morfométrica dos rins destes animais e suas ATPases. HOCHACHKA et
al. (1978) observaram que o rim de A. gigas é cerca de 3,5 vezes maior que o rim de
O. bicirrhossum e a atividade de NKA renal em A. gigas é cerca de 4 vezes maior que
de O. bicirrhossum. Além disso GONZALEZ et al. (2010) observaram diferencas na
atividade NKA dos rins e das branquias. Segundo estes autores, em peixes pequenos
a atividade NKA renal é cerca de 75% maior que a branquial e em peixes grandes

apenas 4 vezes maior.

Sobre o transporte de Na* em BW, estudos sugerem dois padrdes basicos de
regulacdo idnica. O primeiro, de acordo com GONZALEZ & WILSON (2001), sugere
a presenca de transportadores de Na* com uma alta afinidade pelo ion e
consequentemente altas taxas de absorcdo e perda de Na*. O segundo padréo,
proposto por GONZALEZ et al. (2002) sugere uma baixa afinidade dos
transportadores de Na* e consequentemente baixas taxas de absorc¢éo e perdas deste
ion. No presente estudo foi observado uma pequena, mas significativa, absorcdo de
Na* em WW para ambas MC de A. gigas enquanto que em O. bicirrhossum nao
ocorreu alteracdes. Deste modo, pode-se inferir que a afinidade do transportador de
Na* e a taxa de absorcdo sdo baixas. Resultados similares foram constatados por
BALDISSEROTTO et al. (2008), que citaram uma taxa muito baixa de tomada de Na*
(70 umol kgt h'l) em A. gigas ~1000 g. Algumas espécies apresentam um transporte
de Na* que é mais acentuado em pH baixo, o que permite a sobrevivéncia em aguas
acidificadas (GONZALEZ & WILSON, 2001). Esse padrdo de resposta nao foi

observado nas espécies do presente estudo, de modo que em BW, A. gigas ~200 g
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teve um aumento da perda de Na+ enquanto A. gigas 2000 g teve uma ligeira reducgéo

das perdas de Na* e em O. bicirrhossum ocorreu um aumento das perdas de Na™.

Esta maior perda de Na* em BW e, comparativamente menor em A. gigas
~2000 g, permitem inferir que em ambientes de WW exemplares grandes de A. gigas
devem apresentar uma capacidade de regulagcédo ibnica otimizada. Quanto aos
exemplaras grandes (2000 g), de acordo com os dados encontrados no Cap. 2,
corroborando o estudo de RAMOS (2008), os animais maiores, a partir de 1000 g tém
suas branquias como sitios de regulacao ibnica através das CRMs e sabe-se que as
CRMs apresentam bombas eletrogénicas do tipo NKA (HIROSE et al., 2003) e estudos
tém demonstrado grandes quantidades desta bomba eletrogénica nas branquias de
A. gigas (BRAUNER et al., 2004; RAMOS, 2008; GONZALEZ et al., 2010) e também
conforme demonstrado no Cap 2. a bomba NKA também é responséavel pelo
transporte intracelular de K* e no presente estudo esta enzima pode ter contribuido

para reducéo do efluxo deste ion no periodo de trés horas de exposi¢éo (Fig. 03).

A literatura cita que a tomada de Ca** é muito menor que a de Na* (MATSUO
et al., 2005; BALDISSEROTTO et al., 2009) e este ion que desempenha importantes
funcBes como na coagulacao e sinalizagdo celular € adquirido nos peixes por fontes
nutricionais ou absorcao pelas branquias (FLIK et al., 1995). No presente estudo 0s
efluxos de Ca** e consequentemente sua reducdo ao longo de 3 h sugerem que
animais menores do grupo WW apresentam vias de regulagdo ibnica para este ion
mais eficiente que animais maiores. BALDISSEROTTO et al. (2009) observaram que
o fluxo de Ca*™ em Hoplosternum littoralle transferido de BW para WW ou vice-versa
era resultado em perdas deste ion apenas nas 2 h iniciais do experimento. Os autores

ainda concluem que a transferéncia deste peixe para as BW leva a uma perda de Ca**
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temporaria e a disponibilidade de Ca** na WW pode prevenir a perda deste ion apos
a transferéncia do peixe. Considerando que no presente estudo A. gigas (ambas MC),
tanto em WW quanto em BW apresentaram uma ligeira tomada de ions e
provavelmente este fato se deve aos animais ja estavam aclimatados nestas aguas
por sete dias e ndo foram transferidos de BW a WW, ou vice-versa. O mesmo nao se
aplica para O. bicirrhosum, que em WW apresentou uma absor¢céo de Ca** ao longo
de 3h em contraste com a exposi¢cdo a BW onde observou-se um aumento do efluxo

deste ion.

No presente estudo, a absor¢cdo de Ca*, constatada em A. gigas pode ser
reflexo da morfologia branquial, mais precisamente pelo aumento de CRMs
(BRAUNER et al., 2004; RAMOS, 2008; GONZALEZ et al., 2010). De acordo com
HIROSE et al. (2003) o principal contribuidor para o transporte deste cation pelas
CRMs é o cotransportador Na*/Ca** (NCX) e a bomba eletrogénica Ca**-ATPAse
(PMCA). Por outro lado o Ca** pode influenciar na alcalinidade e dureza da &gua, pois
a analise destes dois parametros se da por mensuracdes de CaCOzs livre na agua
(GOLTERMAN et al., 1978; ADAD, 1982). A reducao dos efluxos destes céations ao
longo de trés horas de exposi¢ao provavelmente ndo estao relacionados a alterac6es
de alcalinidade pois este parametro apresentou um ligeiro aumento embora nao
significativo. Outro fator que pode influenciar a disponibilidade de CaCOs livre é a
secrecdo de H* e HCO3s pelas CRMs, considerando a seguinte reacao: H* + CaCOs
—> HCOs + Ca**. Deste modo, o H* e HCOg" liberado pelas CRMs poderia diminuir
ou aumentar a alcalinidade do meio, respectivamente. No presente estudo foi
verificado uma alta taxa de efluxo de Ca** e um aumento da alcalinidade e dureza na
agua, sendo assim o aumento do efluxo de Ca** nao esta relacionado com o0 aumento

da alcalinidade/dureza. Uma secrecdo de HCOs pelas CRMs associada com uma
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liberacdo de Ca** contribuiria para 0 aumento da dureza, mas isso nao foi observado
nos experimentos uma vez que houve aumento dos efluxos de Ca*™ em BW
concomitantemente com o aumento da dureza/alcalinidade. Sendo assim a reducao
dos niveis de Ca** provavelmente se deve a atividade da NCX e PCMA. O aumento
do pH observado nos grupos C e WW néo foi observado no grupo BW, provavelmente
devido ao caréter acido desta agua. Resultado similar foi observado por HUANG &
LIN (2011), que estudaram os fluxos de ions em Trichogasterlalius sp., um peixe de
respiracdo aérea. Os autores observaram diferentes padrdes de regulacéo idbnica em
ambientes acidificados que envolvem também alteracdes morfolégicas do epitélio
branquial, similares as observacdes de estudos recentes (SOLLID et al., 2003;
SOLLID et al., 2005; SOLLID & NILSSON, 2006), ou seja, um remodelamento do
epitélio branquial que aumenta a espessura da barreira de difusdo contribuindo para
diminuir as perdas ibnicas. As espécies do presente estudo ndo apresentaram

alteracdes semelhantes a observada pelos autores, conforme discutido no Cap. 2.

Embora as branquias sejam sitios ativos de regulacdo ibnica, 0s rins e
intestinos devem ser considerados na regulacéo idnica e osmaética do animal e o
transporte de ions nesses 6rgaos também pode ser afetado por alteracbes no meio
externo. DUNCAN et al. (2011) sugerem que arraias Potamotrigonidae de agua doce
coletadas no rio Negro podem realizar uma “up-regulation” da atividade da enzima
NKA, comparado a outros peixes amazébnicos, e que em ambientes de agua preta
ocorreria uma reabsorcéo de Na* pelos rins. Tal resultado seria esperado para animais
endémicos de ambientes com aguas moles e pobres em ions de modo que a
proliferacdo de CRMs nos filamentos e lamelas dessas arraias poderia manter o
compromisso osmorrespiratorio dos animais (DUNCAN et al., 2010; DUNCAN et al.,

2011). De acordo com GONZALEZ & MCDONALD (1992); GONZALEZ &
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MCDONALD (1994) a absorcéo de ions do meio depende de seu pH, temperatura e
osmolaridade e WOOD (1989) sugere que a reducao ou inibicdo do influxo de Na* é
uma resposta tipica de peixes de agua doce expostos a baixo pH, assim como o0s

resultados observados no presente estudo.

Na bacia Amazénica, devido as caracteristicas fisico e quimicas da agua dos
rios de WW e BW, tem sido hipotetizado que os de BW formariam uma barreira
hidrogréfica restringindo a dispersao dos peixes (LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000;
HUBERT & RENNO, 2006; WILLIS et al., 2007). No caso de A. gigas os resultados
claramente indicam que esta espécie pode permanecer em ambientes de BW com pH
baixo, entretanto os espécimes maiores possuem maior capacidade para regular a
homeostase idnica em relacdo aos menores. O mesmo padrao de resultados foi
observado em O. bicirrhossum o que sugere que animais de A. gigas podem migrar
através dos rios de BW para rios de WW, permitindo a dispersdo da espécie.
Entretanto, A. gigas menores e O. bichirrossum, devido a morfologia de suas
branquias tipica de respiradores aquéticos, sdo mais suscetiveis ao ambiente pobre
em ions e acidificado tipicos de BW. Com o remodelamento do epitélio branquial,
exemplares maiores de A. gigas tem maior possibilidade de migracéao entre rios de
diferentes aguas enquanto que O. bicirrhossum se restringe ao rios de WW,
baseando-se no aumento das perdas de ions em BW e a morfologia branquial desta

espécie (discutida no Cap. 2).

Os resultados do presente estudo, quanto ao fluxo iénico nas diferentes aguas
amazonicas corrobora a hipotese de HRBEK et al. (2005) que baseados em
marcadores genéticos, sugerem que esta espécie forma uma Unica populacéo

panmitica. Deste modo a espécie pode migrar por ambientes de BW sendo que a
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regulagdo ibnica deve ser mais eficiente em WW. No entanto a espécie O.
bichirrossum ndo deve apresentar tal plasticidade e portanto explica-se a sua

distribuicdo em rios de WW (LOWE-MCCONNELL, 1964).

Dentre as multifuncdes executadas pelas branquias esta a liberacdo de
produtos nitrogenados (EVANS et al., 2005; MARSHALL & GROSELL, 2006) e no
presente estudo foi observado um ligeiro, mas nao significativo, aumento nos niveis
de amoénia durante as exposi¢cdes em WW e BW. Segundo WOOD (1993) e WILKIE
(1997) este composto nitrogenado € liberado para o ambiente de forma passiva e
pelas branquias, entretanto em A. gigas, devido ao sistema de células pilares
obstruidos por epitélio nos animais maiores a amonia liberada para a agua deve

ocorrer por atividade do trocador Na*/NH4* renal (BRAUNER et al., 2004).

As alteracdes na regulagéo ionica tém efeito direto nas trocas gasosas, pelo
espessamento da barreira de difusdo, de modo que este balanco intrinseco entre a
‘demanda de oxigénio” e “regulagcdo ibnica” nas branquias € definido como
“‘compromisso osmorespiratorio” (NILSSON, 1986). Como A. gigas apresenta uma
morfologia branquial distinta entre peixes pequenos e grandes seria esperado
alteracOes nesse compromisso em peixes pequenos, assim como em O. bicirrhossum.
GONZALEZ et al. (2010) sugere que a reducdo na capacidade de difusdo branquial
em peixes grandes tem pouco efeito na tomada de O2, principalmente devido a
respiracdo aérea do animal. Nossos resultados sugerem uma rapida recuperagao dos
efluxos de ions (influxo) em peixes grandes, entretanto alteragdes de outras classes
nao podem ser descartadas, como remodelamento branquial em Carassius auratus e

C. carassius (SOLLID et al., 2003; SOLLID et al., 2005; SOLLID & NILSSON, 2006)
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ou atividade especifica das bombas eletrogénicas diferencias em ambientes de BW

(DUNCAN et al., 2011).
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem inferir sobre o padréo de regulacdo
ibnica em A. gigas e O. bicirrhosum. Primeiramente, testando o efeito do
remodelamento branquial de A. gigas, pode-se concluir que o epitélio branquial de A.
gigas ~2000 g teve efeito na regulacao de ions o que foi comprovado pelas menores
perdas ibnicas nos espécimes maiores. Considerando que a literatura cita que A. gigas
e O. bicirrhossum sédo espécies de ocorréncia em WW os fluxos de ions corroboram
esta afirmacao pois em WW as espécies apresentaram uma absor¢cao dos ions em 3h
de exposicdo. Finalmente, testando a hipotese da barreira hidrografica por BW o
estudo fornece subsidios para indicar que a espécie A. gigas nao sofre efeito da
barreira, principalmente os exemplares grandes que apresentam menores perdas de
ions, diferentemente de O. bicirrhossum onde observou-se que frequentemente em
BW ha um aumento das perdas idnicas em 3h enquanto em WW a retomada de ions

€ mais eficiente.
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Morfologia funcional das branquias de Osteoglossiformes

amazonicos em ambientes de agua branca e preta
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INTRODUCAO

As branquais dos teledsteos respiradores aquaticos obrigatérios apresenta
uma morfologia caracteristica constituida de arcos branquiais nos quais estédo
inseridas duas fileiras de filamentos branquiais unidos até certa extensao por um septo
(septo interbranquial) e em cada filamento, acima e abaixo do seu eixo longitudinal,
apresenta lamelas transversais que séo as estruturas efetivas para as trocas gasosas.
Estes 6rgdos sdo considerados multifuncionais (EVANS et al., 2005), pois além das
trocas gasosas, tem importante papel em outras funcées como equilibrio acido-base,
regulacéo ibnica e eliminacdo de produtos nitrogenados. O epitélio branquial é
constituido por trés tipos celulares principais, as células pavimentosas (CPs), células
ricas em mitocondrias (CRMs) e células mucosas (CMs) além de células
indiferenciadas (HUGHES, 1984; HOSSLER et al., 1985; PERRY, 1997; EVANS et
al., 2005). De acordo com estes estudos, as CPs sdo as mais numerosas, as CMs séo
responsaveis pela secrecdo de mucosubstancias e as CRMs séo responsaveis pela
absorcéo de ions Na*, K*, Cl e Ca?* nos peixes de agua doce. As CRMs e CMs estédo
distribuidas entre as CPs no epitélio que reveste o filamento branquial e, dependendo
das caracteristicas fisicas e quimicas da agua, pode ocorrer proliferacdo das CRMs
no epitélio da lamela que € o local onde ocorrem as trocas gasosas (02 e COz)

aumentando a distancia de difusdo agua-sangue no processo respiratorio.

Diversos estudos quanto a organizacdo anatbmica e caracterizacdo da
morfologia funcional tém elucidado caracteristicas espécie-especifica e suas relacdes
com o meio ambiente (HUGHES, 1972; OLSON & FROMM, 1973; HOSSLER, 1980;
HOSSLER et al., 1985; FERNANDES et al., 2007; DUNCAN et al., 2010), entretanto

estudos envolvendo a influéncia dos diferentes tipos de aguas amazbnicas na
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morfologia branquial quanto ao compromisso osmorrespiratorio dos peixes da
Amazobnia sdo escassos. Os teledsteos amazonicos enfrentam diferentes desafios
osmaGticos uma vez que nos rios de agua branca (WW) h&d uma grande quantidade de
sedimentos, niveis de minerais e metais alcalinos dissolvidos baixos e pH neutro ou
levemente acidificado (pH 6,3 — 7,0) enquanto que nos rios de agua preta (BW) sao
pobres em ions, tem grande quantidade de matéria organica dissolvida e pH acido,
podendo atingir pH 3,0 — 4,0 (MORTATTI & PROBST, 2003; MATSUO & VAL, 2007).
Segundo LOVEJOY & DE ARAUJO (2000) os rios de BW, devido a suas
caracteristicas fisico e quimicas, formam uma barreira hidrografica contendo a
dispersdo de algumas espécies. Dentro desta hipGtese observa-se um quadro
diferente para duas espécies Osteoglossiformes estudadas. Osteoglossum
bicirrhosum, conhecido popularmente como aruana-pardo, € um respirador aquatico
obrigatério e que segundo (LOWE-MCCONNELL, 1964; KANAZAWA, 1966) tém
distribuicdo preferencialmente em rios de WW, enquanto que A. gigas, conhecido
popularmente como pirarucu € peixe endémico da regido Amazobnica, sendo
facilmente encontrado em toda bacia hidrografica da regido. Esta espécie apresenta
respiracédo bimodal, ou seja, possui respiracdo aquatica e aérea obrigatoria em fases
distintas de sua vida (GRAHAM, 1997), sendo que na primeira semana, apés a
eclosdo dos ovos, essa espécie respira, exclusivamente, através das branquias e este
orgdo é semelhante aquela dos peixes teledsteos de respiracdo exclusivamente
aquatica. Por outro lado, as branquias dos animais grandes (>600g) ndo sao mais
capazes de obter Oz suficiente para atender as necessidades metabdlicas do animal,
portanto, a maior absorcéo de Oz ocorre através da bexiga natatoria modificada. Deste
modo ha uma mudanca progressiva nas funcdes branquiais de forma que na transi¢ao

da fase de alevino a fase adulta ha um remodelamento do epitélio branquial, as
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branquias estédo relacionadas principalmente a regulacdo de ions (RAMOS, 2008;
GONZALEZ et al., 2010). Diferentemente de O. bicirrhosum, que ocorre em WW,
estudos utilizando marcadores genéticos sugerem que esta espécie compreende uma
Unica e grande populagcédo panmitica em toda a bacia Amazénica (HRBEK et al., 2005;
HRBEK et al., 2007) e deste modo pode ser inferido que a barreira hidrogréfica
formada por rios de agua preta teria pouca ou nenhuma influéncia para esta espécie
e a morfologia branquial pode ter contribuicdo significativa para estes animais
otimizarem a sua regulacéo i6nica em BW, pois como a morfologia branquial desta
espécie é caracteristica, o balanco do compromisso osmorespiratério € desviado para

as funcbes osmorregulatorias em detrimento as trocas gasosas (RAMOS, 2008).

Tendo em vista que as espécies de Osteoglossiformes apresentam modos de
respiracao distintos, e também, no caso de A. gigas com massa corporea (MC) 21000
g e < 400 g, o objetivo do presente estudo foi o de investigar a morfologia funcional
tanto de A. gigas em duas etapas distintas de desenvolvimento quanto de O.
bicirrhosum, em exposicdo a WW e BW, analisando parametros referentes a
guantidade, densidade e atividade das CRMs, participacdo das CMs e outras

alteracGes na morfologia funcional nestas aguas amazonicas.
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MATERIAIS E METODOS

Aquisicao e aclimatagao dos animais

O estudo foi realizado mediante autorizagdo ambiental para coleta e transporte
dos animais pelo IBAMA (licenga n°17102-3, Anexo). Exemplares de A. gigas (n = 10,
MC ~200 g e n = 10, MC = ~2000 g) foram adquiridos em pisciculturas da regiao
proxima a Manaus e os exemplares de O. bicirrhossum (n = 10, MC = 5 g) foram
coletados na natureza, na regido de Barcelos, AM. Todos o0s animais foram
transportados para o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA),
Coordenacdo de Pesquisas em Aquicultura (CPAQ) e mantidos em viveiros
escavados e abertos abastecidos com agua de pogo com aeragdo mecéanica. Os
animais foram alimentados “ad libitum” com ragdo comercial propria para piscicultura
dessa espécie, produzida pela CPAQ (45% de proteina). Os animais foram mantidos

nesse tanque durante trinta dias para aclimatacéo e controle de doencas e parasitas.

Delineamento experimental e exposi¢cdo as aguas amazdnicas

Apés a aclimatacdo de 30 dias nos viveiros do INPA, os animais foram
separados em trés tanques com capacidade de 500 L para aclimatacdo as aguas
amazonicas, um tanque contendo agua branca (grupo WW) coletada do rio Solimdes,
um tanque contendo agua preta (grupo BW) coletada do rio Negro e um tanque
contendo 4gua dos viveiros (grupo C) nos quais os animais foram aclimatados e foi
utilizada como controle. Para testar a influéncia do pH a agua preta foi acidificada para

pH 3,5, utilizando solucao de &acido cloridrico.
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A gqualidade da agua foi monitorada diariamente e renovada a cada 48 horas
para todos os grupos. Os animais foram mantidos nestes tanques por um periodo de
sete dias com renovacédo de agua a cada 48h, sendo alimentados pelo menos quatro
horas antes da renovacdo de agua. O monitoramento da qualidade da agua foi
efetuado diariamente analisando os seguintes parametros: amonia (mg L?) e nitrito
(mg L) que foram determinados de acordo com VERDOUW et al. (1978) e BOYD
(1979), respectivamente; dureza (mg L* de CaCO3) e alcalinidade (mg L' de CaCO3)
de acordo com ADAD (1982) e (GOLTERMAN et al., 1978), respectivamente; pH e
condutividade (uS) foram determinados utilizando-se um pHmetro (YSI, modelo
60/10), o oxigénio dissolvido (DO, mg L) e temperatura (°C) foram mensurados
usando um oximetro (YSI, modelo 85/10) e, o dioxido de carbono dissolvido (DCO,

mg L) foi estimado pelo método de BOYD & TUCKER (1992).

Coleta de amostras e processamento para microscopia de luz e eletrénica de

varredura

ApoOs os sete dias de aclimatacao foi realizada morfometria dos animais, os
mesmos foram sacrificados por lesdo medular e os segundos arcos branquiais (Abs)
foram removidos, lavados em solucdo fisiologica de NaCl 0,9%, e fixados em
glutaraldeido 3%, tamponado em solucao de fosfato de sédio a 0,1 M e pH 7,4. Dos
abs fixados, foram retiradas porcdes aleatérias dos filamentos branquiais e

processadas para microscopia de luz, imunohistoquimica e eletrdnica de varredura.
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Caracterizacdo histoquimica das sub-popula¢gdes de células mucosas

Amostras das branquias contendo 4-5 filamentos fixadas em glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato pH 7,4 foram desidratadas em série crescente em etanol (70 e
95%) e posteriormente incluidas em HistoresinalLeica®. Cortes seriados de 2 a 5 um,
sagitais ao filamento branquial, foram obtidos com micrétomo Micron®. Para a
identificacdo das principais mucosubstancias e tipos de células mucosas, os cortes
foram corados com Alcian blue (AB) em pH 1,0 para a identificacdo de glicoproteinas
sulfatadas, (LEV & SPICER, 1964) e em pH 2,5 para identificacdo de glicoproteinas
acidas (MOWRY, 1956; PEARSE, 1961), foi utilizado para a identificacdo de
glicoproteinas neutras a técnica do acido periodico Schiff (PAS) (MCMANUS, 1948).
Os cortes foram observados em microscopio de luz Olympus-Micronal® CBA-K. A
determinacao da densidade de células mucosas no epitélio branquial foi efetuada em
20 campos aleatérios e ndo continuos do epitélio do filamento (em cerca de 5
filamentos) e o registro das imagens foi realizado com uma camera de video acoplada
a um computador que contém o software de captura de imagens Scope Photo 2.0.4.
A incidéncia das CMs foi observada no arco (base dos filamentos), filamentos e
lamelas e quanto sua ocorréncia foi avaliada semi quantitativamente como 0 ausente,

+ raras, + + pouco frequentes e + + + muito frequentes.

Analises imunohistoquimicas nas células ricas em mitocondrias (CRMs)

Amostras de branquias fixadas com solucdo de Bouin foram gradualmente
desidratadas em alcool (70% -100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluidas

em parafina histolégica (INLAB). Cortes sagitais (8 um), longitudinais ao filamento
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branquial, foram obtidos com micrétomo Micron®. Os cortes foram submetidos a
reacdo imunohistoquimica como descrito para esta espécie por RAMOS (2008), onde:
a parafina dos cortes foi removida e estes foram colocados em solugéo de 1% H20:2
em metanol para remover a atividade das peroxidasse enddgenas; posteriormente, 0s
cortes rehidratados, lavados em tampao TRIS-salino e incubados com “Normal Goat
Serum” (NGS) para bloquear ligacbes nao especificas. Em seguida, os cortes foram
incubados com o anticorpo a-5 anti Na/K-ATPase (IgGa5, desenvolvido pelo Dr.
DOUGLAS FRAMBOUGH, Developmental Studies Hybridoma Bank, Department of
Biological Sciences, University of lowa, USA) diluido 1:3000 em camara Umida a 20°C
“overnight”. ApGs lavagem com tampao, os cortes foram incubados com o segundo
anticorpo (GAMPO - peroxidase-conjugatedgoatantimouse) diluido 1:100 em tampé&o
Tris por 1h. O complexo anticorpo-antigeno foi visualizado utilizando DAB-Ni
(3,3'diaminobenzidine, DAB e (NH4)2S04.NiSO4.6H20, Sigma®). Controles negativos
foram obtidos com a omissdo do primeiro ou segundo anticorpo. As laminas foram
entdo desidratadas em etanol (50-100%) e diafanizadas em xilol e montadas com
Entellan. A determinacéo da densidade das CRMs foi efetuada em microscépio de luz
Olympus-Micronal® CBA-K com observacédo de 20 campos aleatérios e ndo continuos
dos filamentos branquiais a sua regiado aferente. O registro das imagens foi realizado
com uma camera de video acoplada a um computador utilizando o software de captura

de imagens Scope Photo 2.0.4.

Processamento para Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras fixadas em glutaraldeido 2,5% em 0,1M de solucéo de tampao fosfato

pH 7,3 foram lavadas no mesmo tampao, em seguida foram tratadas para remocao
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de muco com glicerol 16%. Posteriormente, foram desidratadas em solugéo crescente
de etanol (30-100%). Em seguida foram passadas em 1,1,1,3,3,3-
hexadimetildisilazano (Aldrich) e, entdo, secas em temperatura ambiente. Apos
secagem, foram coladas com cola de prata (Degusa SA) em porta-amostra proprio
para MEV, metalizadas (ouro 99 % - Metalizador MTEC CA7625) e as imagens do
epitélio do filamento foram obticas em microscopio eletrénico de varredura FEI Quanta
250 em 25KV e as imagens foram obtidas e salvas em formato tif (Tagged Image File

Format).

Frequéncia, area apical e area fracional das células-cloreto e células mucosas

A area de superficie das CRMs expostas ao meio aquatico, a area fracional
dessas celulas (AFCRM) e sua densidade no epitélio do filamento branquial, regido
aferente, foi efetuada segundo BINDON et al. (1994), MORON et al. (2003) e
FERNANDES et al. (2007), utilizando-se de electronmicrografias em um aumento de
3000x (em cinco campos nao continuos de cada amostra) com auxilio do software
SigmaScan Pro 3.0 (JANDELL SCIENTIFIC Inc.) que foi utilizado para o delineamento
do perimetro das células e area total da imagem. Esta analise refere-se a fracdo da
area das células-cloreto por unidade de area do epitélio do filamento branquial sem
considerar as microvilosidades, microssaliéncias ou depressdes da superficie. A
analise foi comparativa em relacéo a area do perimetro branquial de acordo com as

seguintes equacdes:

AFCRM = [} éarea de todas as CRMs] / [area da fotografia]

Densidade = [AFCRM]/ [média da area das CRMs]
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Analises estatisticas

Para testar o efeito de A. gigas de diferentes tamanhos, peixes pequenos e
grandes, foi utilizado o teste t de Student’s, para dados com distribuicdo normal, ou o

teste de Mann-Whitney, para dados com distribuicdo nao-normal.

Para a determinacao da significancia das diferengas entre os grupos C, WW e
BW, para A. gigas e O. bicirrhosum, foi aplicado o teste one-way ANOVA, para dados
com distribuicdo normal, ou ANOVA onranks, para dados com distribuicdo nao-
normal.O testepos hoc de Dunn foi utilizado e a diferencas de p<0.05 foram
consideradas como significativas. Os testes foram efetuados utilizando o software

Sigmaplot® 11 e os dados estdo apresentados como média+SEM.
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RESULTADOS

Morfologia geral das branquias de A. gigas e O. bicirrhosum

Nas observacdes em microscopia de luz, a reacdo histoquimica da fucsina
bésica evidenciou a morfologia geral das branquias das espécies. As CPs, CRMs e
células pilares do tecido branquial foram coradas em azul enquanto as CMs sao
coradas em avermelhadas. As branquias de A. gigas e O. bicirrhosum se assemelham
entre si, apresentam quatro pares de arcos branquiais de modo que de cada um
partem duas fileiras de filamentos branquiais e as caracteristicas gerais das branquias
de A. gigas e O. bicirrhosum estédo apresentadas na Figura 01. A morfologia branquial
de O. bicirrhosum é a tipica de respiradores aquaticos obrigatorios, as suas lamelas
sdo bem desenvolvidas e perpendiculares ao filamento branquial. As branquias de A.
gigas apresentaram morfologia distinta nos dois grupos analisados (Figura 01).
Animais menores (=200 g) tém lamelas respiratérias onde € possivel observar um
sistema de células pilares desenvolvido e uma barreira de difusdo delgada. Nos
animais grandes (2000 g) ocorre atrofia do sistema de células pilares e o
espessamento do epitélio dos filamentos e lamelas e uma proliferacdo de CRMs e

CMs.

Caracterizacao histoquimica das sub-populacfes de células mucosas

Nas branquias de A. gigas e O. bicirrhosum foram identificadas CMs PAS
positivas (PAS+) e Alcian Blue positivas (AB+) (Figura 02). Quanto a sua localizacéo

e incidéncia nos arcos branquiais, em A. gigas tanto ~200 g quanto ~2000 g as CMs
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AB+ e PAS+ tém maior ocorréncia na regiao dos arcos branquiais, seguida da regiao
dos filamentos e estdo praticamente ausentes nas lamelas. Em A. gigas ~2000 g foi
observado uma densidade significativamente maior destas células nos filamentos e
lamelas. Em O. bicirrhosum, as CMs sdo pouco frequentes e localizadas

predominantemente nas regiées dos arcos branquiais.

O numero de CMs AB+ (pH 2,5 e 1,0) e PAS+ (Tabela Il) em A. gigas grandes
foi significativamente maior em relacdo aos animais menores nos animais do grupo C
e WW, exceto no grupo BW. O nimero de CMs AB+ (pH 2,5 e 1,0) diminuiu nos
grupos WW e BW em relacdo a C, tanto para peixes peguenos quanto para peixes
grandes. A densidade de CMs PAS+ diminuiu no grupo BW. Em O. bicirrhosum células
AB+ pH 2,5 aumentaram significativamente no grupo WW e diminuiram no grupo BW
e as CMs AB+ pH 1,0 diminuiram em WW e BW, sendo neste ultimo grupo o menor
valor observado. As células PAS+ diminuiram significativamente nos grupos WW e
BW em relagéo ao grupo C, entretanto no grupo WW a reducéo foi mais acentuada

(Tabela lI).

Quanto ao tipo de CM observada, foi registrado que em ambas as espécies e
em todos os grupos, C, WW e BW, o tipo de CM mais frequente sao as células PAS

+ seguidas das CMs AB+ em pH 2,5 seguida das CMs AB+ em pH 1,0.
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Figura 01: Morfologia branquial de O. Bicirrhosum (A), A. gigas pequenos (=200 g) (B) e grandes (2000 g) (C). Note que os filamentos branquiais
de O. bicirrhosum apresentam lamelas (L) bem evidentes, assim como exemplares pequenos de A. gigas. Nos exemplares grandes as lamelas
estdo inseridas no filamento branquial (F). Barra de escala: 40 um
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(Grande)

A. gigas

(Pequeno)

O. bicirrhosum

Figura 02: Celulas AB+
(pH 2,5) em azul e PAS+
em violeta (setas) As
duas primeiras linhas
correspondem a A. gigas
~2000 g e =200 g,
respectivamente e na
dltima linha em O.
bicirrhosum.

Em A, C, E G, 1 eK
observa-se a regiao
faringea, que apresenta
maior incidéncia de CMs
AB+ e PAS+ e em B, D,
F, H, J e L observam-se
as lamelas (L), onde as
CMs séo raras.

Barra de escala: 40 pm.
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TABELA | —Incidéncia e Localizagdo de Células Mucosas nas Branquias de A. gigas e O. bicirrhosum

A. gigas(=200g) A. gigas(=2000g) O. bicirrhosum
ARCO FILAMENTO  LAMELA ARCO FILAMENTO  LAMELA ARCO FILAMENTO  LAMELA
Alcian Blue pH 2,5 +++ + + +++ +++ + +++ + +
Alcian Blue pH 1,0 +++ + + +++ +++ + +++ + +
PAS +++ + + +++ +++ + +++ + +

Incidéncia das CMs arco (base dos filamentos), filamentos e lamelas de modo que quanto sua ocorréncia foi avaliada semi
guantitativamente como 0 ausente, + raras, + + pouco frequentes e + + + muito frequentes.
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TABELA Il - Densidade de células mucosas nas branquias de A. gigas e O. bicirrhosum, expostos a agua branca e agua preta

C WW BW
£.9929 i ﬁ' A gigas 0. bicirrhosum A. gigas 0. bicirrhosum
=200q =200QQq _: CMosUM I <500g =2000q =200q =2000q
E | Alcian Blue pH 2,5 | 4,92+0,8#9,67+1,1 | 9,85¢0,7 | *3,23+1,2 #5,00+1,0 | 11,2+0,7* | *2,65+0,6 #4,88+0,8* | 7,6+0,9*
(@]
— .
% | Alcian Blue pH 1,0 | 2,85:0,7 #5,02+0,9 | 7,240,8 | *1,12+0,9#4,65:0,5* | 5,6+0,9* | *1,16+0,8#3,86£0,5* | 3,7%0,5*
(¢D)
[&]
S PAS 6,13+0,7 #17,68+0,8 | 23.4+0,7 | *3,74+0,8 #16,17+0,9 i 14,620,7* | *5,08+0,8 5,15+0,9* | 21 3%0,6*

*indica diferencas significativas (p<0,5) de WW e BW contra o grupo C, e # entre A. gigas pequenos (=200 g) e grandes (=2000 g).
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Analises imunohistoquimicas nas células ricas em mitocdndrias

Quanto a localizagdo destas células, nos registros em microscopia 6ptica
(Figura 03), verificou-se que em exemplares de A. gigas ~200 g e exemplares de O.
bicirhosum as CRMs sdo encontradas na regido dos filamentos branquiais,
principalmente na borda aferente do filamento e foram praticamente ausentes nas
regibes das lamelas respiratorias. Por outro lado os exemplares de A. gigas ~2000 g
apresentaram uma morfologia branquial diferenciada em comparacdo aos padroes
observados em animais de ~200 g e em O. bicirrhosum. Deste modo, a ocorréncia
destas células foi em todo o epitélio branquial, sem distingcdo entre filamentos e
lamelas e assim como observado em A. gigas 200 g e O. bicirrhosum, as CRMs sao

frequentemente observadas na borda aferente do filamento branquial.

As CRMs estéao distribuidas no epitélio do flamento das duas espécies e podem
ser identificadas CRM claras (CRMc — com imunomarcacgéo pouco intensa) e CRM
escuras (CRMe - imunomarcacao muito intensa). Em A. gigas ~200 g e ~2000 g de
todos os grupos, C, WW e BW, houve diferencas significativas na densidade de CRMs
entre as duas faixas de massa corpérea (Figura 04). Nos animais do grupo C, A. gigas
~2000 g apresentaram valores mais elevados de CRMs claras, no grupo WW e
escuras no grupo C, os animais menores apresentaram valores mais elevados de
CRMc e os maiores apresentaram valores mais elevados de CRMe e no grupo BW,
0S animais pequenos apresentaram valores elevados de CRMe e CRMc em relagéo
aos animais grandes (Fig. 04). Nas comparacfes entre 0s grupos, para A. gigas,
observou-se nas as células claras que animais pequenos apresentaram aumento

significativo nos grupos WW e BW sendo o grupo WW observado o valor mais
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elevado. Nos animais grandes houve uma reducéo significativa do nimero de células
claras sendo que no grupo BW foi observado reducdo mais elevada. Em O.
bicirrrhossum as CRMs apresentaram valores mais elevados apenas no grupo WW,
guase o dobro em relacdo ao grupo C. Nas observacdes das células escuras, em A.
gigas observou-se que nos animais pequenos houve um aumento significativo destas
células nos grupos WW e BW sendo que neste ultimo foram observados os valores
mais elevados. Nos animais grandes observou-se que houve uma reducao
significativa destas células nos grupos WW e BW de modo que neste ultimo foram
observados os valores mais reduzidos. Em O. bicirrhosum foi observado um aumento
significativo destas células nos grupos WW e BW de modo que o grupo WW foi

ligeiramente mais elevado em relagdo ao grupo BW.
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(Grande)

. gigas

A

(Pequeno)

O. bicirrhosum

Figura 03: Células ricas em
mitocondrias (CRMS)
imunomarcadas para a enzima
Na‘/K*-ATPase (NKA), localizadas
na borda aferente do filamento
branquial de A. gigas grandes (2000
g) e pequenos (=200 g) e de O.
bicirrhosum.

Observa-se CRMs claras (setas
brancas) que apresentaram fraca
reacdo de imunomarcacdo e CRMs
escuras (setas pretas) que
apresentaram forte reacdo de
imunomarcacao.

Barra de escala: 40 um
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IMUNOHISTOQUIMICA DE CRMs EM OSTEOGLOSSIFORMES EXPOSTOS AS AGUAS AMAZONICAS

Arapaima gigas Osteoglossum Arapaima gigas Osteoglossum
pequenos  grandes bicirrhossum pequenos  grandes bicirrhossum
1 1

#
T T T
C WWBW CcC WWBW C WWBW C WWBW

0 —— |
Células Claras Células Escuras

Média de CRMs x 102/mm?2
)
I

e

A
NI
HN|
HN|
HH|
L LIl
L LIl
HN|
HN|
HN|
HH|
L LIl
L LIl
L LIl
HN|
HN|
i

N

C WWBW Cc WWBW

Figura 04: Células ricas em mitocdndrias (CRMs) imunomarcadas para a subunidade a-5 (alfa five) da enzima Na*/K*-ATPase (NKA). CRMs claras
apresentam fraca imunoreatividade e células escuras tém forte reatividade marcacao. * representa diferenca significativa (p<0,5) em relagcédo ao
grupo controle e a # representa diferencas significativas (p<0,5) entre A. gigas pequenos (~200 g) e grandes (=2000 g).
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Morfologia da superficie do epitélio branquial

Magnificacbes desta estrutura basica observada em microscopia de luz
revelaram caracteristica utraestruturais destas espécies, deste modo, verificou-se nos
exemplares A. gigas ~2000 g uma morfologia branquial tipica dessa espécie nesta
fase de desenvolvimento, observando-se a auséncia das lamelas respiratorias e
apenas dobras na superficie epitelial, resquicio das lamelas respiratorias, (Figura 05:
A). Em exemplares ~200 g, as lamelas ainda estéo presentes de modo que s&o mais
desenvolvidas na borda aferente (Figura 05: B). As branquias de O. bicirrhosum se
assemelham as de exemplares de A. gigas com ~200 g. As lamelas séo desenvolvidas
e 0s animais apresentam maior desenvolvimento destas estruturas na borda aferente

(Figura 05: C).

Em todas as espécies observaram-se trés principais tipos celulares em contato
com o ambiente externo, CPs, CMs e CRMs (Figura 06). As CPs, em A. gigas,
independentemente do tamanho, tem superficie irregular e convexa (Figura 07A e B).
A superficie apical possui microssaliéncias curtas com distribuicdo aleatéria (Figuras
07: A e B). Em O. bicirrossum, as CPs que revestem o epitélio branquial apresentam
uma superficie apical plana e o padrdo formado pelas microssaliéncias € concéntrico

(Figura 07: C) mas os limites celulares apicais ndo sdo bem evidenciados.

As CMs sao caracterizadas por formarem pequenas criptas entre CPs
adjacentes e, em geral, pode ser identificada a presenca de muco sendo secretado.
Estas células sdo encontradas abaixo das CPs e o contato com a superficie consiste
de uma superficie muito restrita, em geral, inferior a das CRMs. As CRMs estéo

localizadas principalmente na regido aferente dos filamentos branquiais. Em
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exemplares menores de A. gigas e de O. bicirrhosum estas células estdo também na
regido interlamelar. Nos exemplares maiores de A. gigas ndo ha um padréo especifico
de distribuicdo destas células de modo que estdo distribuidas em todo o filamento e

sé&o muito frequentes.

Apoés a mensuracao e calculos para determinar a AFCRMs e a densidade das
CRMs, observou-se que a AFCRM de exemplares de A. gigas (2000 g) foi
significativamente elevada nos grupos C e WW (Fig. 08). Nas comparacfes entre os
grupos expostos foi observado que em A. gigas (=200 g) houve um aumento
significativo da AFCRMs no grupo WW e BW. Nos exemplares maiores os valores de
AFCRMs foram mais elevados no grupo C, e significativamente mais baixos nos
grupos WW e BW. A densidade das CRMs nos filamentos de A. gigas menores foi
maior nos grupos C e WW do que nos maiores (Figura 09). Comparando 0s grupos
WW e BW contra o grupo C foi observado que em A. gigas com ~200 g ha um aumento
significativo da densidade das CRMs no grupo WW enguanto que em A. gigas com
~2000 g o grupo C e WW apresentaram valores mais elevados em relagcdo a animais
com ~200 g e no grupo BW houve uma reducédo significativa de aproximadamente
50% em relagéo aos grupos C e WW. Em O. bicirhossum dos valores encontrados
para a AFCRMs e densidade das CRMs verificou-se que o grupo WW apresentou
valor significativamente elevados para a AFCRMs assim como para a densidade das

CRMs.
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Figura 05: Morfologia do filamento branquial de A. gigas e O. bicirrhosum. Em “A”, os filamentos branquiais de A. gigas com =2000 g e em “B” de
um exemplar com =200 g. Em “C” filamentos branquiais de O. bicirrossum. Note que no exemplar ~200 g de A. gigas e em O. bicirrhosum as
lamelas (L) estdo presentes, enquanto que em um exemplar ~2000 g de A. gigas as lamelas s&o identificadas como dobras na superficie epitelial.

79



Capitulo 2

£ (
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" HV  spot W det mag . - 30 um — . "HV  |spot WD | det mag
25.00 kV 4.0 10.4 mm ETD 5 000 x 25.00 kV/ 4.0 10.1 mm ETD 5 000 x

Figura 06: Detalhe da regido aferente dos filamentos branquiais de A. gigas grandes (A), pequenos (B) e de O. bicirrhosum(C). Note indicado a
presenca de grande quantidade de células mucosas (CMs) (setas brancas) e as células ricas em mitocéndrias (CRMs) (setas pretas) que em todas
as espécies se apresentaram como criptas no epitélio branquial.
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HV [spot WD " det mag - . ; [e— um‘_‘ Y det | 7‘/‘-4’7[)# |spot|
25.00 kV| 4.0 10.4 mm/BSED 10 000 x ——— M20.00kV/ETD/10.4 mm| 4.0

Figura 07: Epitélio branquial de exemplares de A. gigas ~2000 g (A), ~200 g (B) e de O. bicirrhosum (C). Note epitélio irregular e padrao de
microssaliéncias aleatorio em A. gigas. Em O. bicirrhosum o padrao de organizacao das microcriptas € concéntrico e a superficie apical das células
é plano.
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Arapaima gigas Arapaima gigas Osteoglossum bicirrhossum
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Figura 08: Area fracional das células ricas em mitocondrias (AFCRMs) em A. gigas e em O. bicirrhosum expostos a agua branca (WW) e agua
preta (W). * indica diferenga significativa (p<0,5) dos grupos WW e BW em relagéo ao grupo C e # indica diferenga significativa (p<0,5) entre
exemplares pequenos e grandes de A. gigas.
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Arapaima gigas Arapaima gigas Osteoglossum bicirrhossum
pequenos grandes
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Figura 09: Densidade de células ricas em mitocondrias em A. gigas e em O. bicirrhosum expostos a agua branca (WW) e agua preta (W). * indica
diferencga significativa (p<0,5) dos grupos WW e BW em relagéo ao grupo C e # indica diferenca significativa (p<0,5) ente exemplares pequenos e
grandes de A. gigas.
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DISCUSSAO

A morfologia branquial dos peixes é altamente adaptada as trocas gasosas
através de uma pequena barreira de difusdo de gases, que aperfeicoa o processo de
trocas gasosas, permite que haja uma tendéncia natural de perdas de ions, que por
sua vez € minimizada através da proliferacdo de células-cloreto, de forma que ha um
comprometimento entre as trocas gasosas e a regulacdo ibnica, definido por
NILSSON (1986) como compromisso osmorrespiratorio. Deste modo o0s peixes
apresentam uma plasticidade da estrutura branquial que segundo SARDELLA &
BRAUNER (2007) pode ser classificada em alteragdes reversiveis e alteracdes
irreversiveis. Um exemplo de alteracao irreversivel é a que ocorre em A. gigas na
transicdo da respiracdo aquatica para a respiracdo aérea (BRAUNER (BRAUNER et
al., 2004; RAMOS, 2008) e um exemplo de alteracao reversivel € o desenvolvimento
de lamelas para otimizar as trocas gasosas (SOLLID et al., 2003; SOLLID et al., 2005;
SOLLID & NILSSON, 2006) ou o aumento da barreira de difusdo através de

proliferacdo de CRMs (SAKURAGUI et al., 2003).

Tendo em vista que as aguas da Bacia Amazonica apresentam diferentes
desafios osmoéticos aos peixes, podendo até mesmo interferir em padrdes de
distribuicdo das espécies, como as do presente estudo, as alteracées no compromisso
osmorrespiratério devem envolver ajustes para uma adaptacdo em peixes que
ocorrem em WW e BW. De acordo com a literatura os peixes que habitam BW
apresentam duas estratégias para a manutencdo do equilibrio i6nico; a primeira
estratégia consiste em uma alta capacidade de transporte idnico e uma alta afinidade
das proteinas de transporte por seus osmdélitos que em BW é extremamente eficiente

(GONZALEZ et al., 1997; GONZALEZ & WILSON, 2001; GONZALEZ et al., 2002). A
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outra estratégia (GONZALEZ & WILSON, 2001; GONZALEZ et al., 2005) consiste em
uma baixa capacidade de transporte de ions e uma baixa afinidade das proteinas
transportadoras por seus osmolitos de modo que pode ser completamente inibida em

pH baixo (4,0).

As espécies de Osteoglossiformes utilizadas no presente estudo apresentam
padrbes de distribuicéo distintos (LOWE-MCCONNELL, 1964; KANAZAWA, 1966) e
como A. gigas poderia ter ocorréncia em rios de agua preta, formando uma unica
populacdo Panmitica (HRBEK et al., 2005) esta espécie pode nao ser influenciada
pela barreira hidrografica formada por rios de BW (LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000;
HUBERT & RENNO, 2006; WILLIS et al., 2007) pois a microscopia optica revelou a
morfologia branquial distinta em duas etapas de desenvolvimento de A. gigas,
corroborando observacdes em estudos anteriores (BRAUNER et al., 2004; RAMOS,
2008; GONZALEZ et al., 2010). A. gigas ~200 g apresentam ainda lamelas respiratoria
com uma barreira de difuséo de gases delgada e consequentemente as perdas idnicas
nestes animais sdo mais acentuadas e em A. gigas ~2000 g as lamelas estéao
embebidas por células do epitélio do filamento, originadas de uma intensa proliferacao
celular que ocorre a partir de ~400 g (RAMOS, 2008). Uma das causas da auséncia
de lamelas funcionais em animais grandes pode ser explicada pelo surgimento do
modo de respiracao aérea, que ocorre atraves da bexiga natatéria, que é modificada
(GRAHAM, 1997). Considerando que as brénquias nestes animais diminuem ou
anulam a tomada de Oz o compromisso osmorrespiratorio seria deslocado para
funcbes de regulacdo ibnica, equilibrio &cido-base e liberacdo de produtos

nitrogenados e liberacdo de CO2 na forma de bicarbonato (BRAUNER & VAL, 1996).
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No presente estudo este deslocamento do compromisso osmorrespiratorio em
A. gigas é observado tanto com base nos dados da imunohistoquimica para marcacao
da enzima NKA quanto nos dados morfométricos de AFCRMs e densidade de CRMs
gue claramente sugerem que as branquias de animais grandes tém participacdo nos

processos de regulacdo de ions, conforme discutido adiante.

Nas andlises de imunomarcacao da subunidade a5 da bomba NKA observou-
se que o numero de células claras e escuras inumoreativas foi menor em A. gigas com
~2000 g expostos a WW e BW e provavelmente este resultado ocorre devido a uma
diminuicdo das perdas i6nicas para o meio, que pode ser reflexo do aumento da
barreira de difusdo de gases observadas nestes animais (COSTA et al.,, 2007,
RAMOS, 2008). Apesar dos resultados para imunomarcacdo da NKA de CRMs indicar
gue A. gigas ~200 g apresentam uma maior incidéncias destas proteinas de
membrana, contrastando com este resultado a AFCRMs e a sua densidade foi maior
em A. gigas ~2000 g. A intensidade da imunomarcacao reflete o grau de atividade da
NKA nestas células e a AFCRMs e densidade é indicativo do percentual em contato
com 0 meio externo e a ocorréncia destas células no filamento. Uma possivel
explicacéo para esta divergéncia nos resultados pode ser explicada pelo fato de que
uma grande &rea de contato com o meio e uma grande densidade destas células
acarreta em baixa atividade da NKA devido a disponibilidade destas células e da
reducdo das perdas ibnicas em A. gigas ~2000g, conforme discutido no Cap. 1. Deve-
se ser levado em consideracédo, também, que as CRMs além da NKA (localizada na
membrana basolateral) apresentam outras proteinas envolvidas com o transporte de
ions (HIROSE et al., 2003) como trocadores Cl/HCO3™ que participam da liberacdo do

CO: para o meio aquatico, bombas eletrogénicas do tipo V-ATPase (apicais e
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basolaterais) que participam do equilibrio 4cido-base, efetuando o transporte de H*,
trocadores Na*/H* que regulam os niveis de Na* intra e extracelulares e
transportadores de Ca* como a bomba Ca'*-ATPase e o trocador Ca*/3Na",
responsaveis pela absorcédo de Ca**. Desse modo pode-se inferir que as CRMs de A.
gigas ~2000 g podem apresentar atividade acentuada destas proteinas, em relacéo a

NKA.

Apesar das branquias de A. gigas apresentarem CRMs com elevada
imunoreatividade, segundo GONZALEZ et al. (2010) em A. gigas pequenos (=67 g) a
atividade da NKA branquial € 75% menor que a atividade renal e em A. gigas grandes
(=700 g) a atividade NKA branquial € 4 vezes menor que a atividade renal. Os dados
dos autores também sugerem um envolvimento das branquias de animais grandes
(>700 g) com funcdes ion-regulatérias mas deve ser considerado, também que a
atividade ion-regulatéria dos rins tém papel fundamental na dispersdo da espécie
anulando o efeito da barreira hidrografica formada por BW. Em O. bicirrhosum essa
situacdo ndo deve ocorrer pois o rim desta espécie é cerca de 3,5 vezes menor que 0

rim de A. gigas (HOCHACHKA et al., 1978).

Na espécie O. bicirrhosum, dos dados analisados para a imunomarcacao da
NKA, AFCRMs e densidade, observou-se similaridade aos resultados obtidos em A.
gigas com ~200 g, de modo que estes parametros foram acentuadamente maiores em
exposicdo a WW, indicando que nestas aguas as CRMs tém atividade mais
acentuada. Este resultado corrobora as observacfes do Cap. 1 onde verificou-se
maior efluxo de ions em exposicdo a BW. Nas investigacdes sob microscopia de luz
e microscopia eletronica registrou-se que a estrutura morfolégica das branquias de O.
bicirrhosum é tipica de respiradores aquaticos obrigatorios, ou seja, semelhante a
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exemplares de A. gigas com ~200 g. Deste modo, assim como A. gigas ~200 g,na
espécie O. bicirrhosum foi observada na borda aferente uma grande quantidade de
CRMs e os dados de imunoreatividade para a NKA mostraram grande quantidade de
células claras em WW e a AFCRMs e densidade foi baixa. Como as células claras
indicam um nivel de atividade baixo, pode-se inferir que a espécie mantenha um
turnover de CRMs e estas células podem estar em estagios precoces ou tardios de
maturacao ou, ainda, estar participando do transporte de outros osmalitos (HIROSE
et al., 2003; EVANS et al., 2005). Quanto a localizacdo das CRMs, assim como em A.
gigas, na espécie O. bicirrhosum foi registrado a presenca destas células
frequentemente na borda aferente. A localizacdo destas células é vantajosa, pois
recebe a agua imediatamente apds sua passagem pelas lamelas e antes de sua
eliminacdo pelo opérculo e deste modo reabsorve os ions perdidos pela barreira de
difusdo de gases e elimina diretamente 0s compostos nitrogenados para o0 meio

externo (HUGHES & MORGAN, 1973; HUGHES, 1984; EVANS et al., 2005).

Ainda na analise morfolégica do epitélio branquial de A. gigas, observando as
CPs, verificou-se que estas células possuem microssaliéncias curtas, do mesmo
modo descrito por RAMOS (2008). O padrdo das microssaliéncias geralmente é
diferente de uma espécie para outra (HUGHES & WRIGHT, 1970; OJHA et al., 1987,
MORON et al., 2003). Enquanto em A. gigas as microssaliéncias sao
morfologicamente semelhantes aquelas encontradas em Oncorhynchus mykiss
(OLSON & FROMM, 1973), Mugil platanus e M. curema (EIRAS-STOFELLA et al.,
2001), em O. bicirrhosum o padréo concéntrico das microssaliéncias € semelhante a
Fundulus heteroclitus (HOSSLER et al., 1985) e Odontesthes bonariensis (VIGLIANO
et al., 2006). Contrastando com as observacfes nas microssaliéncias neste estudo,

tanto em A. gigas quanto para O. bicirrhossum, DUNCAN et al. (2010) observaram
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padrbes de microssaliéncias distintos em arraias do rio Negro (geralmente
microssaliéncias curtas e com uma borda apical bem definida) de modo que as
microssaliéncias podem néo ter influéncia ou alteracbes em WW e BW. Altera¢des no
padrdo das microssaliéncias do filamento e/ou lamelas em uma mesma espécie
podem ser causadas por mudancas na temperatura ou salinidade (FERRI, 1982;
1983; AVELLA et al., 1993) e exposicdo a poluentes (MAZON et al., 2002; PAULINO
et al., 2011). A literatura cita que as microssaliéncias podem representar uma
expansao da area de superficie no epitélio de trocas e criar um fluxo de agua sobre
as células mais lento de forma a otimizar as trocas gasosas (KENDALL & DALE,
1979), entretando deve-se levar em consideracdo que as CPs sdo recobertas por um
glicocalix e uma fina camada de muco que fica retida entre as microssaliéncias de
modo que estas formariam microcanais que auxiliam na retencdo do muco liberado

pelas CMs (SPERRY & WASSERSUG, 1976; OJHA et al., 1987).

O muco que recobre o epitélio branquial tem uma funcédo de protecéo do epitélio
contra atrito ou choques mecanicos de particulas, prevencédo contra infeccdes
causadas por bactérias e fungos, protecdo contra ataques de parasitas e atracéo de
ions que favoreceriam as trocas ibnicas (HUGHES & WRIGHT, 1970; SHEPHARD,
1982; 1994; VARSAMOS et al., 2005; MORON et al., 2009). Essa camada de muco
pode ter um importante papel nas branquias de A. gigas e O. bicirrhosum pois estariam
relacionadas a formacdo de um gradiente de ions proximo a superficie do epitélio e
das técnicas citoquimicas empregadas no presente estudo as CMs observadas
sintetizam mucosubstancias de carater acido e neutro (reagédo com Alcian blue e PAS,
respectivamente). As células Alcian Blue positivas apresentam glicosaminoglicanos
(GAGSs) corados em azul identificando radicais carboxilados em pH de 2,5 e sulfatados

em pH de 0,5 e 1,0 (LEV & SPICER, 1964). Os GAGs acidos podem prevenir a
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proliferacdo de microrganismos patogénicos na superficie epitelial (MITTAL &
MITTAL, 2008; KUMARI et al., 2009), entretanto no presente estudo nao foi observado
infestacé@o por parasitas nos animais, além do fato de que no periodo de aclimatagéo
houve controle na sanidade dos animais antes de expb-los aos protocolos
experimentais. Deste modo os resultados observados, nimero de CMs AB + inferior
ao observado em CMs PAS + é esperado. As CMs PAS+ contem mucosubstancias
neutras como hexoses e residuos de acidos sialicos. A literatura sugere que estas
substancias neutras podem estar associadas a protecdo e lubrificacdo do epitélio
branquial contra o atrito (SIBBING & URIBE, 1984). Frequentemente observa-se
aumento ou diminuicdo na densidade de populacdo de células mucosas presente nas
branquias como respostas a patdgenos ou frente a alteracées no meio ao qual o peixe
esta inserido (HANDY et al., 1989; PAULINO et al., 2011). De acordo com HANDY &
EDDY (1991), o muco que recobre o epitélio branquial dos peixes de agua doce
apresenta elevada concentracdo de Na* e Cl-em relagéo a agua circundante. Neste
caso, o papel do muco € contribuir efetivamente nos processos de ajuste e transporte
de ions de modo que auxilia na retencédo destes ions pelo animal. Ainda, segundo
(VARSAMOS et al., 2005), as CMs podem influenciar na regulacao i6nica devido as
cargas elétricas presentes no muco que poderiam atrair ions, facilitando assim sua
absorcéo pelas CRMs (POWELL et al., 1994). A secrecdo de muco com estas funcdes
também seria uma estratégia que as espécies utilizam em ambientes de agua preta,
sobretudo exemplares menores de A. gigas e de O. bicirrhossum, que estariam
sujeitos a perdas de ions. Além disso, diversos estudos (WOOD et al.,, 2003;
GONZALEZ et al., 2005; STEINBERG et al., 2006; MATSUO & VAL, 2007) relatam
gue as substancias humicas dissolvidas na agua preta contribuem para a prevencéo

de perdas idnicas.
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CONCLUSAO

O presente estudo corrobora os dados de marcadores moleculares para a
distribuicdo Panamazonica da espécie A. gigas e sugere que o remodelamento do
epitélio branquial com espessamento da barreira de difusdo de gases diminui a
influéncia do carater acido e pobre em ions de BW. Por outro lado O. bicirrhossum
pode n&o apresentar uma osmorregulacéo eficiente em BW pois apesar de apresentar
AFCRMs e densidade de CRMs similares a de A. gigas as CRMs imunomarcadas
apresentam pouca reatividade ao anticorpo além de que na espécie A. gigas o rim tém
papel fundamental para a regulacdo ibnica. Deste modo, a barreira hidrografica
imposta pelos rios de BW podem exercer fungcdes de isolamento dispersivo para a
espécie. A secrecdo de muco nas branquias também pode auxiliar na funcéo
osmorregulatéria e € mais acentuada em BW e poderia explicar a baixa ocorréncia de
CRMs nestas aguas, pois 0 muco seria uma ferramenta para minimizar as perdas de

ions e facilitar sua absorcéao.
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Consideracoes Finais

CONSIDERACOES FINAIS

As espécies do presente estudo estdo distribuidas na bacia amazobnica de
modo distinto. Enquanto que O. bicirrhossum é frequentemente encontrado em
aguas brancas A. gigas pode ser encontrado tanto em agua branca quanto agua
preta. O fato de que a literatura sugerir que a espécie compreende uma Uunica
populacdo panmitica, testando a hipétese da barreira hidrografica, pode ser inferido
que esta barreira formada por rios de agua preta teriam pouca ou nenhuma

influéncia na disperséo da espécie.

O presente estudo procurou contribuir em varios aspectos para elucidar como e
quais sdo as respostas dos animais quando em exposi¢do a agua branca e preta e
0s resultados sugerem que as branquias de exemplares pequenos de A. gigas estado
mais suscetiveis as alteracbes do meio e portanto exemplares grandes devem
transpor aguas pretas e deste modo destacamos 0s principais pontos que

corroboraram as hipéteses deste trabalho:

- Exemplares grandes de A. gigas (=2000 g) apresentam uma rapida recuperacao
das perdas ibnicas no inicio do experimento de fluxo iGnico e portanto ndo teriam
influéncia da barreira hidrografica de rios de agua preta e consequentemente,

influéncia na dispersao da espécie;

- Ambas as espécies aparentemente apresentam uma capacidade ion-regulatoria
mais eficiente em ambientes de agua branca, principalmente pela retomada de ions

(influxo de ions);
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Consideracoes Finais

- Os resultados da imunohistoquimica para marcacao da enzima NKA, a morfometria
da AFCRMs e a densidade de CRMs indicam que em exemplares grandes de A.
gigas (=2000 g) o compromisso osmorrespiratério € deslocado para processos de

regulacéo de ions;

- Os fluxos i6nicos e a morfometria das CRMs indicaram similaridades entre O.
bicirrhosum e exemplares menores de A. gigas (=200 g). Entretanto O. bicirrhosum

nao apresentaram o mesmo potencial de recuperacdo das perdas de ions que A.

gigas.

Deve ser considerado que o presente estudo reproduz condicdes que 0s peixes
podem enfrentar na natureza, entretanto ressalta-se a importancia de outros estudos
gue possam aprimorar o conhecimento da fisiologia osmorregulatéria destas
espécies. Também seriam importantes estudos envolvendo outras espécies de
Osteoglossiformes além das amazébnicas, de modo a delinear melhor a historia

biogeogréfica deste grupo.
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Anexos

ANEXOS
Parecer da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFSCar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
[#] PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
= Comissao de Etica em Experimentagio Animal
=05 Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 / 3351.8110
Fax: (018) 3361.3176
CEP 13560-970 - S&o Carlos - SP - Brasil

propa@power.ufscar.br - www propg.ufscar.br

Protocolo CEEA n® 054/2008

Aprovo ad referendum da Comissio de Etica em Experimentagfio
Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos — CEEA/UFSCar, o projeto pesquisa
FLUXO DE [ONS NAS ESPECIES DA FAMILIA OSTEOGLOSSIDADE
EXPOSTAS EM AGUA BRANCA E AGUA PRETA, SEUS MECANISMOS DE
AJUSTE FISIOLOGICO E INTERFERENCIA NO COMPROMISSO
OSMORRESPIRATORIO, elaborado por Cleverson Agner Ramos, Marisa Narciso
Fernandes ¢ Wallice Luiz Paxiuba Duncan.

Sdo Carlos, 16 de dezembro de 2008.

Presidente da Comissio de Etica em Experimentacio Animal
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Anexos

Licenca Ambiental 17102-1

Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBID

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Mumero: 17102-1 | Data da Emissido: 16/02/2009 16:07 Data de Validade: 16/02/2010
Dados do titular
Registro no lbama: 3025876 | Nome: Cleverson Agner Ramos | CPF: D20.847.370-08

Titule do Projeto: FLUXO DE [ONS MAS ESPECIES DA FAMILIA OSTEOGLOSSIDAE EXPOSTAS EM AGUA BRANCA E AGUA PRETA, SEUS
MECANISMOS DE AJUSTE FISIOLOGICO E INTERFERENCIA NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO

Mome da Instituigde | UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAD CARLOS | CMP.J: 45.358.058/D001-40

Observagdes, ressalvas e condicionantes

A5 @0a0es 08 Campo EXSNA0EE [Or PESS0E Nanural ou [Undica e5Tangara, em 1000 O IEmHonD Naciona, que IMpIIQUEm O GEs0camentn 08 TECUTs0s Umanos &

1 | materials, tendo por objetn coletar dados, materials, especimes boldglcos & minerals, pegas Integrantes da cultura natva e culla popular, presente @ passa da,

0bidos por melo de recursos e tecnicas gue se destinem ao estudo, 3 difusdo ou 3 pesguisa, est30 sujsias a autorizagdo do Minlsténio de Clénca e Tecnologa.

o | Esla aulpriZagso ndo exime 0 Tlar e a 5u3 equipe 0d necassidade de obler 35 anuenclas previstas em outns insrumentos legals, bem coma do consenimento do
regponsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realzada a atvidade.

Esta autnrizacio ndo poderd serufllizada para fins comendals, Industrals, esporiivos ou para reallzagio de afividades Inerenies ao processo de licenclamento

amilental de empreendimentos. O matenal bioitgico cieEto deverd 5 Wilzado para alvidaoes clentincas ou didaticas no Amsio do ensing sUperion.

A autorizagio para envio 3o extenor de materal biologico ndo conskgnada devera 5er requenda por meio do enderego eleTdnico www Ibama.gov.or [Servigos onine -

4 |Ueenga para Importag3o ou exportagio de flor e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de materal consignado, consuiie www.Ibama.gov brslsbio - menu

Exportagdo.

OHE;;ar de licenga ou autorizagdo e 05 membros da sUa equipe deverdo optar por metodos de colkela e Instrumentces de captura direclonados, 5empre que possivel,

5 | aogrupo Exondmizo de interesse, eviando a morte ou dano slgnifcative 3 oubros gnepos; & emoreqar esforco de colet3 ou capiura que ndo comprometa a viabiidade

de popuiagies do gnupo Exondmico de Interesse em condizdo In shu.

Este documentn nao dispensa o cumprimento 3 legisiagao que displie sobre acesso a componenie do paTiménio gendlico existente no temiano naconal, na

6 | plataforma continental & na zona econdmica exciusiva, ou a0 conhecimento tradicional associado a0 patimanio genético, para fins de pesquisa centifca,

| | bioprospeccdo & desenvolimento tecnoldglen.

Em £as0 oe pesquisa em Unidate oe Conservacan Federal, o pesquisador fiar devera contactar a adtminisiragio dessa unidade a Tim de CONFIRMAR AS DATAS

das expedches, 3s condighes para reallzagio das coletas @ de uso da Infra-estnuiura da wnldade.

Ag athidades confempladas nesta autorizagdo MAD abrangem espédies braslieiras constante de Iss oficlals (de abrangéncia nacional, esoual ou municipal) de

Sepdcies ameagadas oe extingdo, sobreskpiotadas ou ameagadas de sobresxplotagio.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
[E] Municipio | UF [Descricio do local [Tipo |
[1 | MANAUS [AM  [Manaus | Fora de LT ]

Atividades X Taxons

E Ativicade Taxons

1_| Coklatransports de amosiras biologicas In sl Ceteoglossum Temeiral, Arapalma gigas, OstecgloEEum bicmhosum

2 | Colstatransports de sspecimes o3 fauna sivesTe In sty :_‘:.‘IimmaE_msEglgas ("Qide: 50), Cistengiossum femelral ["Rde: 50, Osieogiossum Dicimhosum
3 :ﬂ?ggnph temporara (até 24 meses) de vensbrados shvestres ol e — J— -

* (rtde. de Individuos por espéciefocalidateiunidade de WIBENB.{,‘&D. a s2nem coletados durante wm ano.

Material e métodos
1 [ Amosiras blologicas [Pelxes) Arimal mono ou partes [carcacaossnpele, Sangue

. R Tarmafa, Rede de ammasto g2 praa: cenco de prala (ragdo manual), Dulnos pefrechos{aquisicao com
2 | Mesedo g2 capluraicaleta (Peies) criadores), Rede de amastn de mela-agua (ragho motorzada)

Destino do material bioldgico coletado
[&] Mome lecal desting | Tipo Desfing |
[0 UNIERSIDADE FEDERAL DE SAC CARLOS | Enzing Supenicr & Pesquisa |

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugie Normativa lbama n*154/2007. Através do
codige de autenticapSo abaixo, qualquer cidaddo poders werficar @ autenficidade ou regulardade deste documento, por meio da pagna do
bamalSishio na internet (www.ibama_gov. brisisbio)

codgo deauentcagao esssess NI

| Pagina 113 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 17102-1 | Data da Emissdo: 16/02/2009 16:07 Data de Validade: 16/022010
Dados do titular
Registre no lbama: 3025876 | Nome: Cleverson Agner Riamos | CPF: D28.847.278-08

Titule do Projeto: FLUXO DE [ONS MAS ESPECIES DA FAMILIA OSTEOGLOSSIDAE EXPOSTAS EM AGUA BRANCA E AGUA PRETA, SEUS
MECANISMOS DE AJUSTE FISIOLOGICO E INTERFERENCLA NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO

Mome da Instituw :.:,5-: : UNIWERSIDADE FEDERAL DE SAD CARLDS | CMPJ: 45.358.058/0001-40
[Z_[INETIUTO MACIOMAL DE PECQUIGAS DA AMAZONIA - INPA, [Peequisa centiica |
[3 | FUNDACAG UNIVERCIDADE DO AMAZONAS - FUA [Eneing Supenor & Peequisa |

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa |bama n*154/2007. Através do
codige de autenticagds abaixo, qualguer cidaddo podera werficar a autenficidade ou regularidade deste documento, por meio da pagna do

bamaiSisbio na internet (www.ibama_gov brisisbio)

codgodeswntczsiosssessse NI

[ Pagina 213 |
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Anexos

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
N Sistema de Autorizagio e Informagao em Biodiversidade - SISBID

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 17102-1 | Data da Emissdo: 16/02/2009 16:07 Data de Validade: 16/022010

Dados do titular

Registre no lbama: 3025876 | Nome: Cleverson Agner Riamos | CPF: D28.847.278-08

Titule do Projeto: FLUXO DE [ONS MAS ESPECIES DA FAMILLA OSTEOGLOSSIDAE EXPOSTAS EM AGUA BRANCA E AGUA PRETA, SEUS
MECANISMOS DE AJUSTE FISIOLOGICO E INTERFERENCLA NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO

Mome da Institvigio : UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ CARLOS | CMPJ: 45.358.058/0001-40

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolagico

De acorde com a Instrugdo Normativa lbama n®154/2007, a coleta imprevista de material bicldgico ou de substrato ndo
contemplade na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anctada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biclégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Mived Taxon" Qtde Amostra Qtde Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel.

Este documento (Autorizagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa |bama n*154/2007. Através do
codige de autenticagdo abaixo, qualguer cidaddo podera werficar a autenficidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

bamaiSisbio na internet (www.ibama_gov brisisbio)

codgo desemicacioseesszse NI

[ Pigina 33 |
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Licenca Ambiental 17102-2

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 17102-2 Data da Emissdo: 22/09/2010 08:51

Dados do titular

Nome: Cleverson Agner Ramos CPF: 026 847 379-08

Titulo do Projeto: ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO EM OSTEOGLOSSIFORMES EM
AMBIENTES DE AGUA BRANCA E AGUA PRETA

Nome da Instituic3o FUNDA[}AO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA CNP.J: 04.378.626/0001-97

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (mes/ano) [ Fim (mes/ana)
1 | Levantamento bibliegrafics € compra do matenal de consumo 092010 1002010
2 | Aguisicao dos exemplares € realizagao dos protocolos experimentais 1062010 06/2011
3 | Analises dos resultados, publicacao e conclusao do doutorado D6/2011 072012

De acordo com o art. 33 da IN 154/20089, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de afividades do projeto.

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o termitorio nacional, que impliguem o deslocamento de recurscs humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos & minerais, petas integrantes da cultura nativa & cultura popular, presents e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusiio ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizago do Ministério de Ciéncia & Tecnologia.

2 Esta autorizacao nao exime o titular e a sua equipe da necessidade de obter as anuencias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela grea, publica ou privada, onde serd realizada a atividade.

3 Esta autorizac3o ndo paderd ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bicldgico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas
ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material bioldgico nfo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrdnico www ibama.gov.br (Servigos onine -
4 | Licenga para impertago ou exportagio de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.brisisbio - menu
Exportacdo.

O titular de licenga ou autorizagio & os membros da sua equipe deverdo optar por metodos de coleta e instrumentos de capiura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesee em condigdo in situ.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacéo que dispde sobre acesso a componente do patimdnio genético existents no temitdrio nacional, na

6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgio e desenvalvimento tecnologico.

7 Em caso de pesguiza em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacio deverd contactar a administrago da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes,as condigdes para realizacio das coletas & de uso da infra-estrutura da unidade.

8 As atividades contempladas nesta autorizagio NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobresxplotacio.

Equipe

= Home Fungao CPF Doc. Identidade Hacionalidade
1 [WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN Apoio na pesquisa 304.905.962-15 11556206 SESEG - AM-AM | Brasileira

2 | Elizabeth Gusmao Affonso Apoio na pesquisa 179.760.73249 430337 S5P-AM-AM Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[F] Municipio [ OF [Descrigao do local [Tipo |
|1 | MANAUS [AM — [Manaus | Fora de UCT |

Atividades X Taxons

# Afividade Taxons
1 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Osteoglossum bicirrhosum, Osteoglossum femreirai, Arapaima gigas
Osteogiessum bicirhosum (*Qtde: 100), Osteoglossum femeirai (*Qtde: 100), Arapaima gigas

2 | Coletaffransporte de especimes da fauna silvesirs in situ (*Qtde: 100)

Osteoglessum bicirrhosum, Osteoglossum femsirai, Arapaima gigas

Manutencao temporania (ate 24 meses) de vertebrados silvestres
em cativeiro

Este documento (Autorizag@o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intermet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

coatgodesntcagsozrawez ||| 11
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Ministério do Meio Ambiente - MMA,
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e InformagSo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Namero: 17102-2 Data da Emissao: 22/09/2010 08:51

Dados do titular
Nome: Cleverson Agner Ramos CPF: 026.847 .379-08

Titulo do Projeto: ALTERAGOES MORFOFUNCIONAIS NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO EM OSTEOGLOSSIFORMES EM
AMBIENTES DE AGUA BRANCA E AGUA PRETA

Nome da Instituico : FUNDA[}.&O UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA CNPJ: 04.378.626/0001-97

*Qtde. de individuos por espéciaflocalidade/unidade de conservago, a serem colstados durante um ane.

Material e métodos
1 | Amosiras biclogicas (Peixes) Animal morto ou partes (carcaga)/ossolpele, Sangue

. o Tamafa, Rede de amasto de praia: cerco de praia (frag@o manual), Outros petrechos{aquisicao com
2 | Metodo de capturaicoleta (Peixes) criadores), Rede de amasto de meia-agua (fragio motorizada)

Destino do material bicldgico coletado

# Home local destino Tipo Destino
1 [FUNDACAD UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA Ensino Superior e Pesquisa

2 | FUNDACAO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA Ensino Superior e Pesquisa

3 | INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA Pesquisa cientifica

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do cadigo
de autenticacdo abaixo, gualguer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov brisisbio).

s (1111
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 17102-2 Data da Emissdo: 22/09/2010 08:51

Dados do titular

Noeme: Cleverson Agner Ramos CPF: 026.847.379-08

Titulo do Projeto: ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO EM OSTEOGLOSSIFORMES EM
AMBIENTES DE AGUA BRANCA E AGUA PRETA

Nome da Instituigdo FUNDAQ.&O UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA ‘ CNPJ: 04.378.626/0001-97

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de matenal biclégico ou de substrato nao
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo biclogica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Coleg¢&es Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento {Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio.gov brisishio).
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Anexos

Licenca Ambiental 17102-3

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac3o e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica
Numero: 17102-3 Data da Emissao: 02/02/2011 16:58

Dados do titular
Mome: Cleverson Agner Ramos CPF: 026 847 .379-08

Titulo do Projeto: ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO EM OSTEOGLOSSIFORMES EM
AMBIENTES DE AGUA BRANCA E AGUA PRETA

Nome da Instituicdo : FUNDA[};O UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA CNPJ: 04.378.626/0001-87

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (mesfano] | Fim (mes/ana)
1 | Levantamento bibliegrafico & compra do matenal de consumo 092010 10v2010
2 | Aquisicao dos exemplares e realizag@o dos protocolos experimentais 10/2010 0612011
3 | Analises dos resultados, publicacao e conclusao do doutorado D6/2011 072012

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto.

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o terntorio nacional, que impliquem o deslocamento de recurscs humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos & técnicas que se destinem ao estudo, & difusfo ou 4 pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia & Tecnologia.

Esta autorizag@o NAO exime o pesquisador fitular & oz membros de sua equipe da necessidade de obter as anuencias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsdvel pela area, plblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do ¢rgdo gestor da unidade de conservagio estadual,
distrital ou municipal, ou do proprietario, arendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo processo de
regularizacio fundiaria enconira-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa IBAMA n* 154/2007 ou na Instrugio Normativa ICMBio n® 10602010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didgticas no dmbito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material biologico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www ibama.gov br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importagio ou exportagdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmisio.gov.brisisbio - menu
Exportagéo.

O titular de licenga ou autorizagio e os membros da sua equipe deverio optar por métodoes de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; & empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidades
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacio que dispde sobre acesso a compoenente do patriménic genético existents no temitorio nacional, na

6 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimonio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgdo e desenvolvimento tecnoldgico.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, o pesguisador titular desta autorizacéo devera contactar a administragio da unidade a fim de CONFIRMAR

i AS DATAS das expedicdes,_as condigdes para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

3 Ag atividades contempladas nesta autorizagio NAQ abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingio, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacao.

Equipe

= HNome Fungao CPF Doc. Identidade Macionalidade

1 | WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN Apoio na pesquisa 304.905.962-15 11586206 SESEG - AM-AM | Brasileira

2 | Blizabeth Gusmao Affonso Apoio na pesguisa 179.760.732-49 430.337 SSP-AM-AM Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

i IMunicipio UF _[Descricao do Tocal Tipo

1 [ MANAUS AM Manaus Fora de UC
2 | BARCELOS AM Barcelos Fora de UC
3 | NOVO AIRAQ AM Movo Airao Fora de UC
4 | SANTA ISABEL DO RIO NEGRO AM Santa lsabel Fora de UC
5 | SAD GABRIEL DA CACHOEIRA AM Sao Gabriel Fora de UC

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.brisisbio).
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Anexos

Ministéric do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacée em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 17102-3 Data da Emissao: 02/02/2011 16:58

Dados do titular
Mome: Cleverson Agner Ramos CPF: 026 847 379-08

Titulo do Projeto: ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO EM OSTEQGLOSSIFORMES EM
AMBIENTES DE AGUA BRANCA E AGUA PRETA

Nome da InstituigGo : FUNDAGAO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA CNP.J: 04.378.626/0001-97

Atividades X Taxons

# Afividade Taxons
1 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Osteoglessum bicirrhasum, Osteoglossum femreiral, Arapaima gigas
= = — = - — —= = — - :
5 | colet nsporte de espéci da fauna sitvestre in st ?ohz‘;glﬁatljm bicirhosum (*Qtde: 100), Osteoglossum ferreiral ("Qtde: 100), Arapaima gigas

Manutencao temporaria (ate 24 meses) de vertebrados silvesires
em cativeiro

3 Osteoglossum bicirrhosum, Osteoglossum femsiral, Arapaima gigas

* Qtde. de individuos por espécieflocalidadeiunidade de conservagde, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
1 | Amostras biclogicas (Peixes) Animal morto ou partes (carcaga)losso/pele, Sangue

. e Tarrafa, Rede de amasto de praia: cerco de praia (fracao manual), Outros pefrechos{aquisicao com
2 | Metodo de capturajcoleta (Peixes) criadores), Rede de amasto de meia-agua (trago motorizada)

Destino do maternial bioldgico coletado

# Home local destino Tipo Destino
1 [FUNDACAD UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA Ensino Supericr & Pesquisa

2 [ FUNDACAD UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA Ensino Supericr & Pesquisa

3 [INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA - INPA Pesquisa cientifica

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticac3o abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Anexos

Ministéric do Meio Ambiente - MIMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sisterna de Autorizago e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica
Nimero: 17102-3 Data da Emissdo: 02/02/2011 16:58

Dados do titular
Mome: Cleverson Agner Ramos CPF: 026.847 379-08

Titulo do Projeto: ALTERAGOES MORFOFUNCIONAIS NO COMPROMISSO OSMORRESPIRATORIO EM OSTEOGLOSSIFORMES EM
AMBIENTES DE AGUA BRANCA E AGUA PRETA

Nome da InstituicSo : FUNDA[}fﬁO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA ‘ CNPJ: 04.378.626/0001-97

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de matenal biclégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O matenal biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colec&es Biologicas (CCBIO).

Taxon*® Qtde. Tipo de amosfra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento {Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007 . Através do cddigo
de autenticacdo abaixo, gualguer cidadio podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Intermet (www_.icmbio.gov brisisbia).

Codigo de autenticacdo: 13211954 HlHI‘lH"‘ H“IHl‘
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