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RESUMO

Peixes pertencentes a familia Curimatidae séo de grande relevancia para o estudo da
ecologia de ambientes aquaticos por serem animais de habito detritivoro, tornando-se
assim, pecas fundamentais nas cadeias alimentares dos sistemas aquaticos por eles
habitados. O objetivo do trabalho foi avaliar e comparar aspectos morfolégicos,
histologicos e histoquimicos de hepatocitos de fémeas pertencentes ao género
Steindachnerina, de dois sistemas aquaticos diferentes. Foram obtidas sec¢des de
6um de espessura e coradas com hematoxilina-eosina, azul de toluidina, xylidine
ponceau e acido periodico de Schiff. As laminas foram montadas e analisadas em
microscopio de luz Leica® DM750 e os resultados registrados com o sistema de
captura de imagem Leica® ICC50 HD. Os hepatdcitos dos peixes dos lagos Horta e
Viveiro apresentaram nudcleos esféricos, contendo nucléolo grande, ambos
evidenciados pela hematoxilina apresentando cromatina dispersa e homogénea. Ja a
secrecdo presente no citoplasma de peixes do lago Horta apresentou-se levemente
basica, quando comparada a dos peixes do Lago Viveiro que apresentou levemente
acida. RNAs mostraram-se mais homogéneos e uniformes no citoplasma dos peixes
do Lago Viveiro. Observou-se maior acumulo proteico no citoplasma correspondentes
as fémeas do Lago Viveiro. O PAS detectou a presenca de glicogénio em maior
guantidade nos peixes do Lago Horta. Pode-se concluir que as fémeas de
Steindachnerina no Lago Viveiro no geral, apresentaram maior peso, tamanho e
metabolismo celular mais intenso ou seja, RNAs mostraram-se mais homogéneos e
uniformes além de haver maior acumulo proteico no citoplasma dos hepatdcitos do
que nos pertencentes ao Lago Horta.

PALAVRAS-CHAVE: Curimatidae. peixe. hepatdcitos. hematoxilina-eosina. pas. azul de
toluidina.
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ABSTRACT

Fish from Curimatidae Family are of great relevance for the ecology study of aquatic
environments as they are animals of detritivorous habit, thus becoming fundamental
pieces in the food chains of the aquatic systems inhabited by them. The objective of
this work was to evaluate and compare morphological, histological and histochemical
aspects of hepatocytes from Steindachnerina females from two different aquatic
systems. Sections of 6um thickness were obtained and stained with hematoxylin-
eosin, toluidine blue, xylidine ponceau and periodic acid-Schiff (PAS). The slides were
mounted and analyzed under a Leica® DM750 light microscope and the results
recorded with the Leica® ICC50 HD imaging system. Hepatocytes from Horta and
Viveiro ponds presented spherical nuclei containing large nucleoli, both evidenced by
hematoxylin and dispersed and homogeneous chromatin. The secretion present in the
fish cytoplasm of Horta Pond was slightly basic, when compared to the fish of Viveiro
Pond, which was slightly acidic. RNAs that were found are more homogeneous and
uniform in the fishes cytoplasm from Viveiro Pond. Higher protein accumulation was
observed in the cytoplasm corresponding to females from Viveiro Pond. The PAS
detected the presence of glycogen in greater quantity in Horta Pond fish. It can be
concluded that Steindachnerina females in Viveiro Pond in general presented higher
weight, size and more intense cellular metabolism. It means the presence of RNAs
were more homogeneous and uniform as well as a higher protein accumulation in the
hepatocytes cytoplasm than in those belonging to the Horta Pond.

KEYWORDS: Curimatidae. fish. hepatocytes. Hematoxylin-eosin. pas. toluidine blue.
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INTRODUCAO

A Bacia Amazonica, localizada na América do Sul, abriga a mais rica e
diversificada fauna de peixes encontrada em agua doce do planeta, chegando a
milhares de espécies, dentre essas, muitas endémicas e ainda desconhecidas pela
ciéncia (1-3). Dos recursos aquaticos, a ictiofauna ainda é a principal fonte de proteina
animal da dieta alimentar de populacbes que se alimentam deles, fazendo-se
relevante dessa forma, 0 gerenciamento de nossas populacbes de peixes
necessitando de estudos mais detalhados sobre a sua biologia (4).

Apresentando um pouco mais de 100 espécies, a familia Curimatidae habita
uma variedade de ecossistemas como riachos de correntezas rapidas, rios e lagos
calmos, igapds, aguas claras brancas e pretas (5). Seus representantes estdo
incluidos na classificacdo de pequeno porte, abrangendo cerca de 80 a 150 mm de
comprimento, podendo, no entanto, alguns animais ultrapassarem os 200 mm (6-8).

Geralmente possuem boca pequena, em posicao subterminal e as maxilas
desprovidas de dentes quando adultos. A linha lateral €, na maioria das vezes,
completa e as escamas cicloides, possuindo a borda posterior com aspecto liso,
crenulado ou ainda dentado (6).

Cada vez mais espécies desta familia tém sido descritas na literatura
aumentando assim, o conhecimento da rigueza ictiolégica amazénica (9—11). Novas
descobertas também tem sido feitas a nivel género Steindachnerina registradas na
regido (7,12) e nas demais regides da América do Sul, totalizando 23 descri¢cdes do
género.

Aproximadamente 251 espécies de peixes foram catalogadas no estado do
Acre. E a segunda categoria com maior diversidade de espécies registradas entre os
vertebrados (21,6%), representando 10,7% da riqueza brasileira. No estado, os
inventarios sdo poucos expressivos, uma vez que a regidao é considerada como area
de alta importancia para a conservacao da diversidade aquatica (13,14). Porém ha
ocorréncias da familia Curimatidae e também do género Steindachnerina (15).
Todavia estes dados implicam em uma baixa diversidade quando se compara a
diversidade potencial que deve ocorrer na regido, principalmente porque areas que
apresentam endemismos para outros grupos faunisticos devem apresentar também

endemismos para esta categoria de animais (14).
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Para entender sobre a biologia de um determinado grupo de seres vivos, é
preciso caracteriza-lo descrevendo seus aspectos morfolégicos microscopicos para
chegar assim a compreensdo macroscopica da sua complexidade. Sendo assim,
varias técnicas histologicas e histoquimicas foram desenvolvidas, como por exemplo
hematoxilina-eosina (16—19).

Dados morfométricos de peso e tamanho em peixes apresentam uma relacéo
que os tornam importantes ferramentas para descrever aspectos biologicos
significativos destes organismos. Fornece dados, por exemplo, para aproximar o peso
com base na altura do animal e vice-versa (20,21).

Existem hoje alguns estudos filogenéticos (5), citogenéticos (22), andlises
moleculares e genéticas (23,24), estudos histoquimicos de células branquiais (25) e
ovarianas(26) referentes ao género Steindachnerina mas pouco fala-se a respeito do
tecido hepatico em peixes no geral, caracterizando-o (27) ou mesmo comparando
suas atividades funcionais a outros 6rgaos ou sistemas como, por exemplo, a forte
relacao entre a atividade hepatica e a oogénese em outros géneros de peixes (28,29),
mostrando-se em outros casos a nao relagdo entre estes mesmos aspectos
fisiol6gicos no género Steindachnerina (30).

O figado é um 6rgéo bastante vascularizado responsavel por manter a reserva
energética do corpo com o armazenamento de glicogénio. Cuida da distribuicao e do
processamento dos nutrientes, além de neutralizar e eliminar as toxinas do organismo
(31). Devido a esta ultima funcao, alteracdes neste 6rgdo podem indicar condicfes de
poluicdo ambiental em animais aquaticos por exemplo, causando alteracdes
morfofisiolégicas ndo apenas no tecido hepatico (32,33), como também em outros

tecidos como o hematopoiético, por exemplo (34).

Nota-se assim, a escassez de trabalhos relacionados a estudos morfolégicos
e histoquimicos de peixes de pequeno porte, principalmente da familia Curimatidae e
do género Steindachnerina. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
e comparar aspectos morfolégicos e histoquimicos do tecido hepatico de fémeas
pertencentes ao género Steindachnerina, oriundas de dois sistemas aquaticos
localizados na area do Campus da Universidade Federal do Acre (Ufac), no Sudoeste

da Amazobnia brasileira.
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MATERIAL & METODOS

Foram feitas coletas de 10 fémeas com redes de espera de malhas 3, 4,5 e
6 ao meio-dia, em um intervalo de 6 em 6 horas nos meses de setembro, novembro e
dezembro de 2006 no Lago Viveiro (19L 623504 8899391) e Lago Horta (19L 623872
8898920). Os mesmos localizados no campus sede da Universidade Federal do Acre

na cidade de Rio Branco, Acre (26).

Os lagos de coleta estéo localizados no Parque Zoobotanico (PZ) que inclusive,
denomina-se a maior area de fragmento florestal urbano na capital. Cerca de 90% da
extensao destes corpos d’agua se localizam dentro da area preservada do parque. Os
lagos escolhidos sao represamentos de igarapés de area de cabeceira 0s quais nao
tém nome definido. Estes igarapés desdguam no igarapé Dias Martins, cuja margem
esquerda dentro da mancha urbana esta completamente ocupada por habitacdes e a
margem direita, que integra a area do PZ, apresenta-se conservada. Ele se conecta
ao igarapé Sao Francisco que é a principal drenagem hidrica desta regido da cidade.

Os dois locais de estudo estdo localizados onde existe probabilidade de
impactos antropoldgicos, mas encontram-se distantes do local de despejo residuais

do campus.
2. Processamento do Material Bioldgico

As fémeas capturadas vivas foram pesadas e depois medidas, para a

obtencéo dos dados morfométricos (Figura 1a).

Os animais foram dissecados efetuando-se um corte longitudinal na regiao
ventral para retirada do figado (Figura 1b). Este foi fixado separadamente em vidro
contendo bouin alcodlico, durante 72 horas. Apés o processo de fixacdo, o material foi
transferido para alcool 70% para procedimentos posteriores de inclusdo em

historesina Leica e cortes histologicos, em micrétomo Leica®), na espessura de 6pm.

Os peixes encontram-se armazenados no Laboratério de Ictiologia e Ecologia
Aquatica. Em razao de ter sido amostrado um total de 10 peixes, foi necessario realizar
a dissecacao de todos, ndo sendo possivel realizar o tombamento dos animais na

colecéo ictiolégica da universidade.
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Figura 1: (a) Fémea de Steindachnerina sp. capturada nas coletas. (b) Amostra de figado
utilizado para o processamento histolégico.

3. Analise de microscopia de luz
Histologia

Foi utilizado a técnica de hematoxilina-eosina (HE) para observacdo de

regides acidas e basicas das células, respectivamente (16).

Histoquimica
Para os estudos histoquimicos foram usadas mais trés técnicas:

Azul de Toluidina (AT), para a evidenciacao indireta de DNA e RNA. As
laminas foram hidratadas com agua destilada, por um minuto e em seguida, coradas
com azul de toluidina, durante cinco minutos, as quais foram lavadas para a retirada
do excesso de corante (17).

Xylidine ponceau (XP). Para visualizacdo indireta de proteinas totais. As
laminas foram coradas por 30 minutos e lavadas em agua destilada (18).

Acido Periédico de Schiff (PAS), para a evidenciacdo indireta de
polissacarideos basicos nas células. As laminas foram rapidamente hidratadas com
agua destilada e depois imersas em solucao de acido periédico 1%, durante 5 minutos.
Foram novamente lavadas e colocadas no reativo de Schiff, durante 1 hora, no escuro
(19).

Apbs aplicacdo de cada técnica acima, as laminas ja secas foram montadas
em balsamo de canada para serem analisadas em microscopia de luz com o auxilio
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do microscopio Leica® DM750 e os resultados registrados com o sistema de captura

de imagem Leica® ICC50 HD.

RESULTADOS

No Lago Viveiro a média do comprimento total (Lt) das fémeas foi 130,8 £
9,87mm, enquanto o comprimento padréo (Ls) apresentou média de 92,2 + 6,53 mm
e 0 peso dos peixes (Wt), foi 35,3 + 8,56 g (Figura 2).

No Lago Horta a média do comprimento total (Lt) das fémeas foi 89,2 + 4,96
mm, o comprimento padrdo (Ls) média de 64,0 + 4,36 mm e a do peso dos peixes
(Wt), foi 10,2 £ 1,84 g (Figura 2).

De maneira geral, os peixes coletados no Lago Viveiro apresentaram-se mais
pesados e maiores do que os capturados no Lago Horta.

Figura 2: Dados morfométricos (média * erro padrao) de fémeas do género Steindachnerina
capturadas no Lago Viveiro e Horta, localizados no Campus da Universidade Federal do Acre,
em Rio Branco. Teste de t com significancia p<0,05. Onde: A) comprimento total. B)
comprimento padrdo. C) peso dos animais.
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Analises histoldgicas e histoquimicas

Os resultados dos testes histoldgico e histoquimico aplicados nas células do
figado dos exemplares analisados apresentaram diferencas entre lagos diferentes,

conforme descrigbes a seqguir:

Através da técnica com HE observou-se de maneira geral, que os hepatocitos
dos peixes pertencentes aos lagos Horta (Figuras 3A e C) e Viveiro (Figuras 3B e D)
apresentaram nucleos esféricos, contendo nucléolo grande, ambos evidenciados pela
hematoxilina (Figuras 3A-D), apresentando cromatina dispersa e homogénea (Figuras
3A-D).

A secrecéo presente no citoplasma das células do figado dos exemplares do
Lago Horta (Figuras 3A e C) apresentou-se levemente bdasica, enquanto que a
localizada no citoplasma dos hepatoécitos dos peixes do Lago Viveiro apresentou-se
levemente acida (Figuras 3B e D).

Os resultados obtidos com AT confirmaram aqueles observados com a
coloracao simultanea de HE, no que se refere ao formato esférico do nucleo, contendo
nucléolo grande e cromatina dispersa, tanto nos animais coletados do Lago Horta
(Figuras 3E e G) quanto nos do Lago Viveiro (Figuras 3F e H).

No citoplasma das células dos exemplares pertencentes aos dois lagos foi
possivel observar, através da evidenciacao indireta do corante, a presenca de RNAs
(Figuras 3E-H). Estes mostraram-se mais homogéneos e uniformes no citoplasma das

células dos peixes do Lago Viveiro (Figuras 3F e H).
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Figura 3: (A - H) Seccdes histolégicas do figado de fémeas de Steindachnerina sp oriundas
do Lago Viveiro e Lago Horta localizados no campus da Universidade Federal do Acre
submetidas as técnicas hematoxilina-eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Escala: 20um.
Aumento: 400x e 1000x.

s= secrec¢ao; n= nucleo; VS= vaso sanguineo; bi= bile intracelular; cK= célula de Kupffer; nu=
nucléolo; e= espago extracelular.

Lago Viveiro
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Os resultados referentes a coloragcdo com xylidine ponceau mostraram a
presenca de proteinas totais no nucleo e no citoplasma de todas as células hepaticas
analisadas (Figuras 4A-H), mais notadamente no citoplasma das células de fémeas
do Lago Viveiro (Figuras 4B e D), do que naquelas do Lago Horta, que apresentaram
citoplasma mais vacuolizado (Figuras 4A e C).

Observou-se maior concentracdo de proteinas no citoplasma quando se
comparou a concentracdo das mesmas observadas entre células de exemplares do
Lago Viveiro com o Lago Horta, no qual apresentou no geral, um maior acumulo
proteico nos hepatdcitos correspondentes as fémeas do primeiro lago (Figuras 4B e
D).

As fémeas do Lago Horta por sua vez, em decorréncia da vacuoliza¢do do
citoplasma dos hepatdcitos, apresentaram pouca secrecao proteica em suas células
(Figuras 4A e C).

A secrecdo detectada pelo PAS no citoplasma caracteriza a presenca de
polissacarideos béasicos (glicogénio) em maior quantidade nos hepatdcitos dos peixes
do Lago Horta (Figuras 4E e G) quando comparados com os exemplares do Lago
Viveiro, que evidenciaram pouca ou quase nenhuma presenca desses compostos
(Figuras 4F e H).

Foi observado em todas as técnicas que a bile estava presente no tecido
hepatico dos peixes, permanecendo com sua cor em tons de amarelo (Figuras 5A-D)
ao marrom (Figuras 3A-D e 4E-H). Nao foi observada apenas na técnica AT (Figuras
3E-H).

Os nucleos das células de Kupffer (cK) foram observados nos espacos
intercelulares, localizados entre os corddes hepaticos, nos exemplares pertencentes
aos dois lagos (Figuras 3 e 4) bem como as células binucleadas (cbn) presentes no
tecido hepético (Figura 4G).
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Figura 4: (A - H) Secc0es histolégicas do figado de fémeas de Steindachnerina sp oriundas
do Lago Viveiro e lago da Horta localizados no campus da Universidade Federal do Acre
submetidas as técnicas (A - D) xylidine ponceau e (E — H) acido periédico de Shiff (PAS) e
azul de alcian oriundas do Lago Viveiro e do Lago Horta. Escala: 20um. Aumento: 400x e
1000x.

s= secregdo; n= nucleo; VS= vaso sanguineo; cv= citoplasma vacuolizado; bi= bile
intracelular; g= glicogénio cbn= célula binucleada; cK = célula de Kupffer; e= espaco
extracelular.
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DISCUSSAO

As médias das variaveis, comprimento padrao (130,8 £ 9,87mm e 89,2 £+ 4,96
mm), comprimento total (92,2 =+ 6,53 mm e 64,0 + 4,36 mm) e peso (35,3 £ 8,56 g e
10,2 + 1,84 g), obtidas respectivamente para os representantes do Lago Viveiro e
Horta apresentaram-se de acordo com os padrfes para a familia Curimatidae,

inclusive para o género Steindachnerina (5,8).

Apesar da nao identificacdo exata de espécie, os individuos apresentaram
caracteristicas semelhantes. Nesse sentido, comparando os peixes de acordo com 0s
respectivos habitats pertencentes, e sabendo que aspectos ambientais podem
modificar caracteristicas do ciclo de vida entre organismos da mesma espécie, foi
observado uma diferenca fenotipica dos animais. Verificou-se assim, a relacdo
diretamente proporcional entre peso e comprimento com destaque para 0S peixes
coletados no Lago Viveiro, que apresentaram estes aspectos morfométricos maiores
que os do outro lago (20,21).

A cromatina menos compactada e citoplasma mais baséfilos observados nas
células do figado dos peixes de ambos os lagos refletem aspectos de intenso
metabolismo celular, concordando com Oliveira e colaboradores (2016), no qual seus
resultados também observaram essa caracteristica mais basofila no citoplasma e
aspectos nucleares semelhantes em células hepaticas de fémeas de Danio rerio (27).

O contrario também foi observado em outros exemplares, com uma frequéncia
um pouco maior nos peixes do Lago Horta. Eles apresentaram citoplasma
vacuolizado, secrecao levemente corada com eosina e nucleos mais periféricos,
principalmente quando essa vacuolizagdo se apresentou bem acentuada. Tais
caracteristicas observadas nas células desses peixes refletem baixo metabolismo
celular, em decorréncia principalmente de cromatina condensada e citoplasma
vacuolizado. Pereira e colaboradores (2014) descreveram aspectos semelhantes para
Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus bem como Oliveira e colaboradores
(2016) para Danio rerio (27,32).

Foi observada ainda a presenca de células binucleadas no tecido hepético
desses peixes em ambos 0s ambientes, concordando ainda com Oliveira e
colaboradores (2016) que também perceberam que a maioria dos hepatocitos de

Danio rerio apresentaram apenas um Unico nucleo (27)
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Ja na técnica azul de toluidina os nucléolos grandes e cromatina dispersa
refletiram atividade de sintese de RNA ribossémico e sintese de RNA mensageiro,
respectivamente (17).

A intensidade da coloracdo evidenciada no nucleo e no citoplasma dos
hepatocitos dos peixes em ambos os lagos, permitiu especular intensa sintese de
RNA no nucleo e presenca de RNA no citoplasma visto que ambos compartimentos
celulares apresentaram coloragéo azul escuro. Em outros peixes essa coloracao foi
observada azul claro(Lago Horta e Lago Viveiro), refletindo menor atividade de sintese
de RNA, em hepatdécitos das fémeas de ambos ambientes aquaticos estudados (17).

De maneira geral, a evidenciacédo indireta de proteinas totais pela técnica XP
no nucleo e no citoplasma dos hepatécitos de Steindachnerina sp analisados,
confirmam os resultados da técnica HE apresentados anteriormente.

Citoplasmas vacuolizados demonstram, através da coloracdo, uma baixa
producao proteica da célula de acordo com Vidal e Mello (1987). As fémeas do Lago
Horta por sua vez, em decorréncia da vacuolizacdo do citoplasma dos hepatdcitos,
apresentaram minima secrecdo proteica no mesmo (18). Consequéncia disso,
observou-se leve deslocamento do nucleo para a regido mais periférica da célula,
novamente, como nas secg¢des coradas com HE acima, corroborado com Astyanax
altiparanae e Prochilodus lineatus por Pereira e colaboradores (2014) e em Danio rerio
por Oliveira e colaboradores (2016) (27,32).

Levando ainda em consideracdo que hepatdcitos que apresentam seus
citoplasmas vacuolizados também podem indicar ainda fatores estresse ambiental por
excesso de toxinas (32).

Através da técnica PAS observou-se que 0s peixes do Lago Horta
apresentaram por fim, maior concentracdo de glicogénio no citoplasma dos seus
hepatocitos do que os pertencentes ao outro ambiente analisado. Provavelmente a
disponibilidade de alimento no Lago Horta era mais rica em carboidratos ou ainda
devido ao diferente nivel de maturagcdo ovariana em que se encontravam essas
fémeas, pois de acordo com Ribeiro e colaboradores (2006) em estudo com a espécie
Steindachnerina insculpta, encontraram uma quantidade glicogénio disponivel no
citoplasma dos hepatdcitos das fémeas em estagio de maturacéo ovariana (30).

A presenca de bile no tecido hepatico de amostras dos dois locais, tanto no

meio intracelular como no meio extracelular, também foi observada no figado de
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Prochilodus lineatus em Campos e colaboradores (2017), caracterizando aspecto

normal do tecido (33).

CONCLUSAO

Em virtude dos resultados descritos acima, pode-se afirmar que os testes
realizados nas fémeas de Steindachnerina sp. apresentaram caracteristicas teciduais
hepaticas diferentes nos dois ambientes. Os hepatocitos dos peixes pertencentes aos
lagos Horta e Viveiro continham nucleos esféricos, nucléolo grande, evidenciados pela
hematoxilina apresentando cromatina dispersa e homogénea. J4 a secrecdo presente
no citoplasma dessas células de peixes do Lago Horta mostrou-se levemente basica,

guando comparada ao dos peixes do Lago Viveiro, levemente &cida.

As fémeas de Steindachnerina sp. no Lago Viveiro de modo geral,
apresentaram metabolismo celular mais intenso: RNAs mostraram-se mais
homogéneos, uniformes e um maior acumulo proteico no citoplasma dos hepatécitos
dessas fémeas também foi observado.

Verificou-se ainda, através do teste estatistico, que os animais do lago do
Viveiro apresentaram maiores e mais pesados em comparacdo aos do segundo lago.

Foi detectado ainda a presenca de glicogénio, em niveis diferentes entre as
fémeas, nos peixes dos dois lagos, porém com maior concentracao no citoplasma dos
hepatdcitos dos peixes do Lago Horta.

Em resposta a grande diversidade na fauna de peixes neotropicais e sua
importancia ecologica e econdmica, torna-se necessario um investimento futuramente
maior em pesquisas sobre a biologia desses animais, principalmente nas areas de
morfologia e histoquimica, cujos estudos permitem evidenciar, principalmente, a
natureza quimica dos produtos secretados por esses animais, que podem indicar até
mesmo a qualidade do meio em que se encontram, que € fundamental tanto para os

aspectos ecoldgicos dessas espécies e de outras que coabitam com 0S mesmos.
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