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RESUMO 

Os rios da bacia amazônica apresentam diferentes características físico-químicas: 

de modo que rios de água preta podem atuar como uma barreira hidrográfica, 

contendo a dispersão das espécies. Nesta bacia, a ordem Osteoglossiforme, 

representada pelas espécies Osteoglossum ferreirai, O. bicirrhosum e Arapaima 

gigas, há modos de respiração distintos; Osteoglossum spp. é um respirador 

aquático obrigatório e A. gigas apresenta um remodelamento branquial ao longo de 

seu desenvolvimento, o que acarreta mudanças no compromisso osmorrespiratório 

com implicações para as funções branquiais, que se relacionam principalmente às 

trocas iônicas e a respiração. Na distribuição destas espécies O. bicirrhosum é uma 

espécie de água branca, enquanto que A. gigas pode ocupar rios de água preta e 

lagos de água branca.  O presente estudo teve como objetivo avaliar alterações e 

características do compromisso osmorregulatório de duas espécies de 

Osteoglossiformes (O. bicirrhosum e A. gigas) expondo-as às diferentes águas 

amazônicas de forma a investigar o efeito da barreira hidrográfica por água preta. 

Exemplares de A. gigas foram divididos em dois grupos, considerando os estágios 

distintos de morfologia branquial; um grupo com peixes menores (200 g), nos quais 

a morfologia branquial é semelhante à de peixes respiradores aquáticos e outro 

grupo de peixes maiores (2000 g). Exemplares grandes de A. gigas 2000 g 

apresentam uma rápida recuperação das perdas iônicas em água preta de modo 

que infere-se que estes animais não devem sofrer influência da barreira hidrográfica 

de rios de água preta na dispersão da espécie. Comparativamente A. gigas e O. 

bicirrhosum apresentam uma capacidade íon-regulatória bem eficiente em 

ambientes de água branca, principalmente pela retomada de íons (influxo de íons). 

Dados imunohistoquímicos para marcação da enzima Na+/K+-ATPase e os dados 

morfométricos de área fracional de células ricas em mitocôndrias e densidade de 

células ricas em mitocôndrias indicam que exemplares grandes de A. gigas o 

compromisso osmorrespiratório é deslocado para processos de regulação de íons. O 

número de células ricas em mitocôndrias foi menor provavelmente devido ao 

aumento da barreira de difusão de gases Quanto ao padrão de regulação iônica e 

morfologia funcional há similaridades entre O. bicirrhosum e A. gigas menores, 

200g, entretanto O. bicirrhosum não apresenta o mesmo potencial de recuperação 

das perdas de íons 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.  

 



1 
 

INTRODUÇÃO GERAL 

 

A Amazônia contém aproximadamente 60% das florestas tropicais 

remanescentes (WHITMORE, 1997) sendo fonte de uma enorme biodiversidade e 

sua ictiofauna é representada por praticamente todos os grupos de peixes de água 

doce. Estas espécies estão aptas a viver desde lagos quase em total hipóxia até 

águas acidificadas (VAL & ALMEIDA-VAL, 1995). Estas diferenças nos ambientes 

aquáticos amazônicos se deve a características únicas de seus rios e afluentes tais 

como concentrações de íons, pH, condutividade e níveis de matéria orgânica 

dissolvida, conforme pode ser observado na Tabela I. Estas diferenças encontradas 

nos rios da Bacia Amazônica permite uma classificação das águas amazônicas em 

três principais categorias: rios de água branca (WW), rios de água preta (BW) e rios 

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

Na bacia Amazônica, o rio Solimões é um representante típico de rio de WW 

e têm seu início na região dos Andes e seu aspecto, como descrito na expedição α-

helix, é de uma aparência “cafe-au-lait” (HOCHACHKA & RANDALL, 1978). Esta 

característica é devido a uma grande quantidade de sedimentos trazidos de seus 

afluentes. As águas destes rios são consideradas “moles”, têm baixos níveis de 

minerais e metais alcalinos dissolvidos que resulta em águas com pH neutro ou 

levemente acidificado (pH 6,3 – 7,0; Tabela I). Os rios de BW têm suas nascentes 

em relevos suaves, como os das Guianas ou em sedimentos terciários da bacia 

Amazônica; e em consequência de processos erosivos, o transporte de sedimentos 

para o leito do rio é baixo, resultando em rios com águas pobres em íons, grande 

quantidade de matéria orgânica dissolvida e pH ácido (RICHEY et al., 1990; 

MORTATTI & PROBST, 2003). O pH destes rios é influenciado por ácidos húmicos e 

fúlvicos produtos da decomposição de matéria orgânica. O rio Negro é um típico 
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representante de rios de BW, seu pH em alguns trechos é de aproximadamente 5,0 

– 6,0 devido à matéria orgânica dissolvida, entretanto em pequenos córregos e 

áreas alagadas o pH destas águas pode atingir aproximadamente 3,0 – 4,0 

(MATSUO & VAL, 2007). 

 

TABELA I – Parâmetros mensurados  

nos dois principais rios amazônicos de WW e BW 

Parâmetro físico 
e químico 

Rio 
Solimões 

Rio 
Negro 

Na (mg.L-1) 2.3  0.8 0.380  0.124 

K (mg.L-1) 0.9  0.2 0.327  0.107 

Mg (mg.L-1) 1.1  0.2 0.114  0.035 

Ca (mg.L-1) 7.2  1.6 0.212  0.066 

Cl (mg.L-1) 3.1  2.1 1.7  0.7 

Si (mg.L-1) 4.0  0.9 2.0  0.5 

Sr (mg.L-1) 37.8  8.8 3.6  1.0 

Ba (mg.L-1) 22.7  5.9 8.1  2.7 

Al (mg.L-1) 44  37 112  29 

Fe (mg.L-1) 109  76 178  58 

Mn (mg.L-1) 5.9  5.1 9.0  2.4 

Cu (mg.L-1) 2.4  0.6 1.8 0.5 

Zn (mg.L-1) 3.2  1.5 4.1  1.8 
   

Condutância 57  8 9  2 

pH 6.9  0.4 5.1  0.6 

P Total (µg.L-1) 105  58 25  17 

C total (mg.L-1) 13.5  3.1 10.5  1.3 

HCO3
-C (mg.L-1) 6.7  0.8 1.7  0.5 

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

 

A ordem Osteoglossiforme é representada na bacia Amazônica por duas 

espécies do gênero Osteoglossum, O. ferreirai e O. bichirrhossum, e uma do gênero 

Arapaima, A. gigas. Este último tem ampla distribuição na bacia Amazônica, sendo 

que estudos recentes utilizando marcadores genéticos (HRBEK et al., 2005) 

revelaram que A. gigas forma uma grande população panmítica na bacia do 

Amazonas, sendo encontrando mais freqüentemente em rios de água branca da 
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bacia Amazônica e da Guiana. Esta espécie até o oitavo ou nono dia após a eclosão 

dos ovos apresenta modo de respiração exclusivamente branquial, em animais 

jovens (até 200-500 g), a estrutura branquial é semelhante aquela dos peixes 

teleósteos de respiração exclusivamente aquática e há, até certo tamanho, uma 

dependência das brânquias para a respiração e outras funções como regulação de 

íons, equilíbrio ácido-base, etc. (GRAHAM, 1997; RAMOS, 2008). Em animais 

adultos embora possa ocorrer absorção de O2 através do epitélio branquial 

(BRAUNER et al., 2004; GONZALEZ et al., 2010), este não é suficiente para suprir a 

demanda de O2 e a maior parte do O2 é absorvido através da bexiga natatória 

modificada. A bexiga natatória é muito semelhante ao pulmão dos peixes 

pulmonados, mas constitui um único órgão enquanto que os pulmões são, 

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

As espécies Osteoglossum, também conhecidos como aruanã e macaco 

d’água, tem corpo comprido e alongado e podem alcançar 1m de comprimento total 

(KANAZAWA, 1966; SANTOS, 2004),  são espécies bentopelágicas que habitam 

lagos e igarapés. Curiosamente as duas espécies descritas, O. bicirrhosum e O. 

ferreirai são popularmente conhecidos como aruanã-pardo e aruanã-preto e dados 

da literatura sugerem que estes animais apresentam uma distribuição restrita a 

algum tipo de água amazônica: O. bicirrhosum é encontrado em rios de água branca 

enquanto que O. ferreirai é restrito à rios de água preta (GOULDING & CARVALHO, 

1988; FERREIRA, 1993; MÉRONA et al., 2001; RABELLO-NETO, 2002; SIQUEIRA-

SOUZA & FREITAS, 2004; YAMAMOTO, 2004; CLARO-JR., 2003) sendo que, nos 

períodos de cheia, estas espécies são frequentemente encontradas nas florestas 

alagadas (SAINT-PAUL et al., 2000). Estas espécies também podem sobreviver em 

condições hipóxicas apresentando o comportamento de respiração na superfície 
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aquática; para isto os animais projetam seus barbilhões que auxiliam na aeração das 

brânquias (BRAUM & BOCK, 1985). 

Estas espécies são de grande importância econômica, pois em 2003, 

Osteoglossum spp. tiveram um percentual de 3,75% e A. gigas 0,11% do total da 

produção pesqueira desembarcada nos portos dos principais municípios do Estado 

do Amazonas (THOMÉ-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 têm grande importância como 

fonte de proteína para as populações ribeirinhas (QUEIROZ & CRAMPTON, 1999), e 

têm grande potencial para exploração local, pois os seus alevinos são 

comercializados no mundo todo como peixes ornamentais (BROWN, 1995; 

CRAMPTON, 1999). 

Apesar do apelo econômico destas espécies e de sua importância, dados 

sobre os mecanismos fisiológicos de adaptação destas espécies nas águas 

amazônicas são escassos. O estudo dos mecanismos de regulação destas espécies 

nas águas amazônicas além de fornecer subsídios para uma melhor compreensão 

da história biogeográfica da espécie poderá auxiliar em estratégias de manejo e 

conservação das espécies. O estudo dos mecanismos de regulação iônica em 

espécies amazônicas estão 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).  
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Tendo em vista as diferenças nas características físicas e químicas das águas 

dos rios da Amazônia e a hipótese que essas características podem atuar como uma 

barreira hidrográfica que restringe a dispersão 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 distribuição exclusivamente em 

BW enquanto as espécies mais próximas como o O. bicirrhosum e A. gigas não são 

exclusivos destas águas, ou seja, apresentam distribuição tanto em BW quanto em 

WW. Sendo assim o presente estudo buscou investigar as respostas destas 

espécies quando expostas às diferentes águas amazônicas, do modo a 

compreender melhor os ajustes fisiológicos desses animais e qual é a possível 

influência para a dispersão destas espécies. Este estudo está organizado em dois 

capítulos. No primeiro capítulo investigou-se as respostas, em termos de fluxos 

iônicos, das duas espécies estudadas durante a exposição às águas amazônicas.  

No segundo capítulo são descritas e discutidas características inerentes à 

morfologia funcional das brânquias e qual o seu papel no ajuste às águas 

amazônicas. 
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AS HIPÓTESES DESTE ESTUDO 

 

Quanto às comparações entre as espécies de peixes e os tipos de águas 

amazônicas 

H1 - A. gigas e O. bicirrhosum apresentam respostas morfofuncionais das brânquias 

diferenciadas sob influência das diferentes águas amazônicas. 

H0 - A. gigas e O. bicirrhosum não apresentam respostas fisiomorfológicas 

diferenciadas sob influência de águas amazônicas. 

 

Quanto às comparações entre duas etapas distintas de desenvolvimento em A. 

gigas 

H1 – O remodelamento branquial em A. gigas à medida que o animal cresce tem 

influência na distribuição da espécie nos diferentes tipos de água amazônica. 

H0 – O remodelamento branquial em A. gigas à medida que o animal cresce tem 

influência na sua distribuição nos diferentes tipos de água amazônica. 
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OBJETIVOS  

 

Objetivo Geral 

 

 Analisar os ajustes para a manutenção do compromisso osmorespiratório nos 

Osteoglossiformes, O. bicirrhossum e A. gigas,  em água branca e água preta, 

verificando suas similaridades e divergências quanto à plasticidade branquial nestes 

ambientes e a potencialidade do efeito da barreira hidrográfica formada por rios de 

água preta. 

 

Objetivos Específicos 

 

Capítulo 1: 

Investigar os fluxos de íons em A. gigas e O. bichirrhosum em água branca e 

água preta de modo a inferir se o tipo de água pode atuar como uma barreira 

hidrográfica limitando a distribuição dessas espécies na Amazônia.  

 

 

Capítulo 2: 

Investigar a morfologia funcional das brânquias de A. gigas em duas etapas 

distintas de desenvolvimento e de O. bicirrhosum, após exposição à água branca e 

água preta.  
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CAPÍTULO 1 

 

Efeito das águas amazônicas nos fluxos iônicos de 

Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhossum, dois 

Osteoglossiformes Amazônicos 

 

 

 

Palavras-chave: Compromisso osmorrespiratório, aruanã, pirarucu, água-branca e 

água-preta. 
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INTRODUÇÃO 

 

A bacia Amazônica é um vasto sistema hidrográfico que apresenta uma grande 

variabilidade de características físico e químicas em suas águas. Já no século XIX 

WALLACE (1853) descreveu a classificou ás águas do Amazonas e seus tribuitarios 

como branca, preta e clara (WW, BW e CW, respectivamente), uma classificação 

baseada apenas na coloração destas águas. Assim como há essa heterogeneidade 

na coloração das águas, suas características físico e químicas também são diferentes. 

Os rios de WW têm uma coloração “café-au-lait” concentrações de íons e solutos 

elevados, pH neutro à ligeiramente alcalino (FURCH, 1984; SIOLI, 1984) assim como 

solutos dissolvidos são carregados das regiões dos Andes, de onde também se 

originam seus mananciais (KONHAUSER et al., 1994; AUCOUR et al., 2003). Os rios 

de BW apresentam uma coloração escurecida devido à uma grande presença de 

carbono orgânico dissolvido na forma de ácidos fúlvicos e húmicos (MATSUO & VAL, 

2007) e consequentemente o pH destas águas é acidificado (RICHEY et al., 1990; 

MORTATTI & PROBST, 2003). Os rios de CW têm águas transparentes e apresentam 

baixas quantidades de íons e sedimentos dissolvidos e pH variando de ácido à alcalino 

(SIOLI, 1984; KONHAUSER et al., 1994). DUNCAN & FERNANDES (2010), 

analisando as águas do rio Amazonas, Negro e seus tributários observaram uma 

variabilidade longitudinal dos valores de pH, condutividade e TDS da água, que foi 

atribuida às descargas dos seus tributários, os quais se originam em diferentes 

províncias geológicas. 

 Como as águas da bacia Amazônica apresentam diferenças tão marcantes, 

embora estando interconectadas pela calha principal do rio Amazonas e seus 

tributários, pode ser hipotetizado que as condições de alguns rios com BW podem 
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formar uma barreira hidrográfica que restringe a dispersão das espécies, o que perfitiu 

ao longo da história filogenética de algumas espécies, a especiação alopátrica 

(LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000; HUBERT & RENNO, 2006; WILLIS et al., 2007). 

DUNCAN & FERNANDES (2010) estudaram o efeito dessa barreira hidrográfica em 

arraias Potamotrigonidae e segundo os autores a tolerância à ambientes ácidos e 

diluídos de BW se dá pela morfologia branquial (DUNCAN et al., 2010) e 

caractecterísticas fisiológicas (WOOD et al., 2002) destes animais. Outros estudos 

têm sido realizados em busca de uma melhor compreensão da relação entre a 

distribuição dos peixes e as características físicas e químicas da água dos rios da 

bacia Amazônica. GONZALEZ & WILSON (2001) compararam o padrão de regulação 

iônica de Paracheirodon axelrodi e Pterophyllum scalare expostos à BW do rio Negro; 

WOOD et al. (2002) analisaram os mecanismos de transportes iônicos do 

elasmobrânquio estenohialino Potamotrygon sp., endêmico do rio Negro; MATSUO & 

VAL (2007)  investigaram o possível papel de ácidos húmicos nos fluxos de Ca2+ em 

P. axelrodi exposto ao pH baixo; DUNCAN et al. (2011) estimaram dados 

morfométricos, de imunolocalização e de atividade das células ricas em mitocôndrias 

(CRMs) em arraias Potamotrigonidae. 

Alguns estudos têm analisado os fluxos iônicos destes peixes e esta ferramenta 

permite inferir os padrões de regulação iônica dos peixes, especialmente aqueles 

expostos à águas acidificadas, hipóxicas e pobres em íons. GONZALEZ et al. (1997) 

investigaram a regulação iônica em BW por Gymnocorymbus ternetzi; GONZALEZ et 

al. (1998) investigaram o padrão de regulação iônica em algumas espécies do rio 

Negro; BALDISSEROTTO & VAL (2002) observaram o efeito da temperatura nos 

fluxos iônicos de Metynnishy psauchen, um peixe nativo do rio Negro; GONZALEZ et 

al. (2002); BALDISSEROTTO et al. (2008) compararam os fluxos de íons de 
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Hoplosternum littorale e A. gigas expostos à diferentes tipos de águas amazônicas; 

BRINN et al. (2012) investigaram os fluxos iônicos relacionando-o às respostas de 

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

Para as espécies Osteoglossiformes há poucos estudos, principalmente 

inferindo dados sobre o compromisso osmorrespiratório (BRAUNER et al., 2004; 

GONZALEZ et al., 2010). Na bacia Amazônica estas espécies são representadas 

pelo aruanã, Osteoglossum bicirrhosum e O. ferreirai e pelo pirarucu, A. gigas. Quanto 

à sua distribuição nas águas amazônicas, O. bicirrhossum é endêmico de WW 

(LOWE-MCCONNELL, 1964) enquanto O. ferreirai é endêmico de BW (KANAZAWA, 

1966; GOULDING & CARVALHO, 1988) e a espécie A. gigas têm distribuição em 

ambos os rios sendo que estudos utilizando marcadores moleculares sugerem uma 

única população panmítica (HRBEK et al., 2005). 

Apesar de pertencerem a uma mesma ordem, estes gêneros 

Osteoglossiformes apresentam distintos modos de respiração. Enquanto A. gigas 

(Arapaimidae) é um respirador aéreo obrigatório, que utiliza a bexiga natatória como 

órgão de respiração aérea. Nessa espécie, a estrutura branquial apresenta 

características típicas de um peixe com respiração aquática até aproximadamente 

400-500g e, em animais maiores que 500g, ocorre atrofia do sistema de células pilares 

e intensa proliferação de células epiteliais e de CRMs, que aumenta a distância água-

sangue e possivelmetne reduz a capacidade de difusão dos gases respiratórios das 

brânquias (RAMOS, 2008). Os Osteoglossum (Osteoglossidae) são respiradores 

aquáticos obrigatórios, que utilizam o epitélio branquial para as trocas gasosas, 

embora possam sobreviver em condições hipóxicas apresentando o comportamento 
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de respiração na superfície aquática; para isto os animais projetam seus barbilhões 

que auxiliam na aeração das brânquias (BRAUM & BOCK, 1985).  

Sendo assim, como as espécies Osteoglossiformes apresentam padrões de 

distribuição nos rios da bacia Amazônica distintos e como há diferenças no 

desenvolvimento de suas estruturas para a manutenção do compromisso 

osmorrespiratório, o objeto do presente estudo é investigar os fluxos de íons em A. 

gigas e O. bichirrhossum em água branca e água preta testando a hipótese da barreira 

hidrográfica iferindo as respostas fisiológicas que estes animais apresentam quando 

expostos às águas amazônicas. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Aquisição e aclimatação dos animais 

 

 O estudo foi realizado mediante autorização ambiental para coleta e transporte 

dos animais pelo IBAMA (licença n°17102-3, Anexo). Exemplares de A. gigas, foram 

adquiridos em pisciculturas da região próxima à Manaus e os exemplares de O. 

bicirrhossum foram coletados na natureza, na região de Barcelos, AM. Todos os 

animais foram transportados em sacos plásticos para o Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia (INPA), Coordenação de Pesquisas em Aqüicultura (CPAQ) 

e mantidos em viveiros escavados e abertos, alimentados com água de poço 

(características físico e químicas expressas na tabela II). Os animais foram 

alimentados “ad libitum” com ração própria para piscicultura dessa espécie e 

produzida pela CPAq (45% de proteína) e foram mantidos nos tanques durante trinta 

dias para aclimatação e controle de doenças e parasitas através de observações da 

sanidade dos animais. 

 

Delineamento experimental e exposição às águas amazônicas 

 

 Após a aclimatação aos viveiros do INPA, os animais foram separados em três 

tanques com capacidade de 500 L para aclimatacão às águas amazônicas, um tanque 

contendo água branca (grupo WW) coletada do rio Solimões, um tanque contendo 

água preta (grupo BW) coletada do rio Negro e um tanque contendo água de poço, a 

mesma que abastecia os viveiros (grupo C), utilizada como controle. Para testar a 



Capítulo 1 
  

21 
 

influência do pH a àgua preta foi acidificada para pH 3,5, utilizando solução de ácido 

clorídrico. Os animais foram mantidos nestes tanques por um período de sete dias 

com renovação de água a cada 48h no final da tarde, sendo alimentados pelo menos 

quatro horas antes da renovação de água. O monitoramento da qualidade da água foi 

efetuado diariamente analisando os seguintes parâmetros: amônia (mg L-1) e nitrito 

(mg L-1) que foram determinados de acordo com VERDOUW et al. (1978) e BOYD 

(1979), respectivamente; dureza (mg L-1 de CaCO3) e alcalinidade (mg L-1 de CaCO3) 

de acordo com ADAD (1982) e (GOLTERMAN et al., 1978), respectivamente; pH e 

conductividade (µS) foram determinados utilizando um pHmetro (YSI, modelo 60/10), 

o oxigênio dissolvido (DO, mg L-1) e temperatura (ºC) foram mensurados usando um 

oxímetro (YSI, modelo 85/10) e, o dióxido de carbono dissolvido (DCO, mg L-1) 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 três grupos, O. bicirrhosum, A. gigas pequenos e grandes, 

cada um dividido em três grupos experimentais: C, WW e BW. A tabela I resume os 

grupos utilizados e sua distribuição no delineamento experimental. 
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TABELA I – Grupos controle e experimentais e respectivos números 
amostrais de cada grupo 

 Controle 
Água 

Branca 

Água 

Preta 

O. bicirrhossum 10 10 10 

A. gigas 
<≈200 g 10 10 10 

>≈2000 g 10 10 10 

 

Mensuração dos fluxos de íons 

 

Após sete dias de aclimatação em cada tipo de água (C, WW and BW), cada 

peixe teve sua massa corpórea (M) mensurada. Exemplares de A. gigas foram 

alojados em câmaras individuais com aproximadamente 20 L (Fig. 01-A) contendo o 

mesmo tipo de água na qual estava previamente mantido (tanques de 500 L). 

Exemplares de O. bicirrhossum devido sua baixa massa corpórea (≈5g), foram 

acondicionados em uma única câmara de 2 L tendo um agrupamento de todos os 

animais em uma única câmara para as mensurações de fluxo de íons.  

Os animais foram mantidos nestas câmaras para exposição e mensuração dos 

fluxos de íons (influxo ou efluxo) durante três horas. Amostras de água (250 mL, Fig. 

01-B) foram coletadas no início (tempo 0), depois de 2 e 3 horas. Em cada amostra 

de água foram determinados os níveis dissolvidos (mg L-1) de Na+, K+, Ca++, pH, DO, 

DCO, amônia, nitrito, dureza e alcalinidade. As concentrações dos íons (Na+, K+, Ca++) 

foram mensuradas utilizando um espectrofotômetro de absorção atômica (Micronal® 

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

descrita pela seguinte equação:  

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

onde [ion]1 e [ion]2 representam as concentrações de íons ao início e depois de duas 

horas de experimento ou em relação ao início e depois de três horas de experimento, 

V é o volume da câmara (L), M é a massa corpórea do peixe (kg) e t é o período de 

duração no experimento de fluxo (h). 

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

 

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

efetuadas conforme descrito em “Delineamento Experimental”. 

 

Análises estatísticas 

 

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

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

para dados com distribuição não-normal. 

Para a determinação da significância das diferenças entre os grupos C, WW e 

BW foi aplicado o teste one-way ANOVA para dados com distribuição normal ou 

ANOVA “on ranks” para dados com distribuição não-normal. O teste pos hoc de Dunn 

foi utilizado para determinar onde ocorreram as diferenças com nível de significância 

de 95% de confiança (p≤0.05). Os testes foram efetuados utilizando o software 

Sigmaplot 11 e os dados estão apresentados como média ± SEM. 
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RESULTADOS 

 

A Tabela II mostra os dados obtidos do monitoramento diário das variáveis 

físicas e químicas na água dos tanques de experiementação (C, WW e BW). Não 

houveram variações significativas nos sete dias de aclimatação a cada um dos tipos 

de águas amazônicas que antecederam às mensurações dos fluxos de íons. 

 

Variáveis físico e químicas das amostras de água durante três horas de 

exposição dos peixes às águas amazônicas 

 

Durante o período experimental total (3 h) ocorreu um aumento na massa 

corpórea de A gigas 200 g (p< 0,05) e uma diminuição da mesma em animais de 

2000 g (p< 0,05) em todos os tipos de água, C, BW e WW. Em O. bicirrhossum houve  

aumento na massa corpórea nos animais do grupo  BW. 

Durante os experimentos de exposição de A. gigas (200 g e 2000 g) e O. 

bicirrhossum às águas C, WW e BW ocorreram alterações significativas nas variáveis 

físico e químicas da água (dureza, pH, condutividade, DCO, etc.) e os dados estão 

apresentados na tabela III.  

Durante os experimentos de exposição de A. gigas 200 g, a dureza da água 

aumentou significativamente durante as 3 h de experimentos em C e BW e diminuiu 

em WW. Nesses experimentos houve diferença significativa entre A gigas 200 g e 

2000 g sendo que a dureza da água foi mais alta em A. gigas 200 g no grupo C em 

todo o tempo de exposição e nos grupos WW e BW foi significativamente elevada em 

A. gigas 2000 g ao término do experimento (3 h). A dureza na água aumentou 
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significativamente depois de 3 h de exposição 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 água não foram observadas diferenças entre A. 

gigas 200 g e 2000 g nos grupos C e WW, mas o pH aumentou significativamente ao 

longo do exposição 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 padrão de 

resposta. 

Os valores de condutividade da água diminuíram durante exposição de A. gigas 

a C. Em A. gigas 200 g expostos à WW depois de 2 h apresentou um aumento da 

condutividade na água e no grupo BW houve um aumento em 2 h seguido de redução 

na hora seguinte. Nas comparações 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 água diminuiu durante as três horas em que 

foram  expostos a C, WW e BW. 

O DCO foi significativamente mais elevado em A. gigas 2000 g em todos os 

grupos, comparativamente à 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 

exposição. No grupo BW em ambas MC houve uma diminuição em 2 h seguida de 

aumento na hora final.  Em O. bicirrhossum não foram observadas alterações 

significativas no DCO no grupo C enquanto que no grupo WW houve um aumento 

após 2 h que se manteve na hora final. No grupo BW houve um aumento após 2 h 

com uma redução na hora final de exposição. 
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A alcalinidade na água foi significativamente mais elevada em A. gigas 200 g 

dos grupos C e WW e em BW não houve diferenças significativas entre as duas faixas 

de MC. Ao longo do período de exposição, no grupo C a alcalinidade da água 

aumentou significativamente ao longo de 3 h. No grupo WW houve uma redução em 

2 h. seguido de um aumento na hora seguinte e no grupo BW não fora observadas 

alterações significativas ao longo da exposição à BW. 

A temperatura, DO, amônia e nitrito na água não apresentaram diferenças 

significativas durante os experimentos entre A. gigas 200 g e 2000 g. Dos níveis de 

amônia observados, foi registrada diferença significativa entre A. gigas 200 g e 2000g, 

entretanto não foi observado um padrão em que animais 200 g ou 2000 g 

apresentassem valores mais elevados, independentemente do grupo experimental. 

Nas comparações ao longo do tempo de exposição, observou-se, no grupo C, que A. 

gigas 200 g apresentaram aumento significativo dos níveis de amônia na água 

enquanto que em A. gigas 2000 g não foram registradas diferenças significativas. Nos 

grupos WW e BW, tanto A. gigas 200 g quanto 2000 g apresentaram aumento 

significativo da amônia na água. Em O. bicirrhossum observou-se que em todos os 

grupos houve um aumento da amônia dissolvida na água ao longo das 3h de 

exposição. 
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TABELA II – Valores médios (± SEM) dos parâmetros mensurados nos tanques de aclimatação as águas amazônicas (Controle (C), 

água branca (WW) e água preta (BW) durante os sete dias de aclimatação de Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhossum que 
antecederam aos experimentos de fluxo iônico. 

 

 C WW BW 
 A. gigas 

O. bicirrhossum 
A. gigas 

O. bicirrhossum 
A. gigas 

O. bicirrhossum 
 ≈200 g ≈2000 g ≈200 g ≈2000 g ≈200 g ≈2000 g 

Dureza 
(mg L-1 CaCO3) 

0,95±0,4 0,97±0,3 0,93±0,3 3,97±0,2 4,03±0,4 3,99±0,6 8,84±0,4 8,92±0,4 8,89±0,3 

Alcalinidade 
(mg L-1 CaCO3) 

1,10.10-5±0,03 1,12.10-5±0,02 1,08.10-5±0,04 9,90.10-5±0,04 9,96.10-5±0,06 9,94.10-5±0,02 3,12.10-5±0,01 3,20.10-5±0,03 3,16.10-5±0,05 

pH 5,26±0,8 5,31±0,6 5,41±0,03 6,8±0,2 7,1±0,3 6,5±0,3 3,2±0,4 3,3±0,3 3,4±0,6 

Condutividade 
(µS) 

159±2,9 160±3,4 157±6,1 84,75±4,8 89,01±2,8 85,83±5,2 230,3±4,7 235,2±6,2 241±8,1 

Temperatura 
(ºC) 

25,6±0,1 26,3±0,2 25,5±0,2 25,7±0,2 25,8±0,1 25,0±0,3 25,7±0,1 25,3±0,2 25,5±0,4 

DCO  
(mg L-1) 

47,50±5,2 49,01±6,8 44,32±3,5 48,12±5,7 49,56±6,3 46,62±6,2 50,1±4,7 51,8±7,2 53,12±3,9 

DO 
(mg L-1) 

41,08±7,3 42,12±4,9 41,12±5,2 42,06±6,8 45,13±8,1 40,92±6,1 41,29±7,1 46,32±8,4 44,25±8,1 

Amônia 
(mg L-1) 

7,25±1,51 6,89±1,63 6,38±2,0 7,01±1,68 6,79±1,77 6,9±2,10 7,30±1,68 7,01±1,63 7,17±2,10 

Nitrito 
(mg L-1) 

0,162±0,02 0,157±0,01 0,161±0,03 0,171±0,03 0,112±0,01 0,169±0,03 0,178±0,02 0,156±0,01 0,161±0,03 

Não ocorreram variações significativas entre as amostras analisadas nos sete dias em que os animais foram aclimatados. 
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TABELA III – Valores médios (± SEM) da massa corpórea de Arapaima gigas e Osteoglossum bicirrhossum e parâmetros físico e 
químicos mensurados durante o período de exposição às águas amazônicas: Controle (C), água branca (WW) e água preta (BW). 

 C WW BW 

 
 A. gigas O. 

bicirrhossum 

A. gigas O. 

bicirrhossum 

A. gigas O. 

bicirrhossum  ≈200 g  ≈2000 g ≈200 g  ≈2000 g ≈200 g  ≈2000 g 

Massa Corpórea 
(g) 

227±31  1964±74 4,09±0,47 231±16  1984±55 7,36±0,93 265±25  2004±42 5,21±0,37 

IN
ÍC

IO
 

Dureza 
(mg L-1 CaCO3) 

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 

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 

Condutividade 
(µS) 

159±1,95  160±2,2 159±3,0 90±4,2 # 85±3,9 191±5,2 193±2,0 # 230±1,63 390±1,6 

DCO 
(mg L-1) 

10,00±1,87 # 35,00±2,67 10,00±1,4 10,83±4,9  11,67±3,97 10,00±2,1 38,33±2,58 # 42,50±2,58 15,43±3,1 

Dureza 
(mg L-1 CaCO3) 

0,95±0,01 # 0,50±0,01 1,20±0,01 39,12±1,88 # 38,04±1,17 32,53±0,2 7,96±4,47 # 7,34±2,9 10,01±0,8 

2
 h

 pH 6,15±0,41  6,20±0,79 6,15±0,37 7,47±0,06  7,2±0,07 7,55±0,1 3,31±0,14  3,295±0,22 3,74±0,3 

Condutividade 
(µS) 

61±5,1 # 70±2,6 61±8,1 93,02±3,6 # 108±2,4 112±2,0 198±1,9 # 206±2,64 268±2,8 

DCO 
(mg L-1) 

15,00±2,7 # 30,00±4,1 10,00±5,3 13,33±2,03 # 16,67±1,37 15,00±3,0 31,33±6,38 # 37,83±5,16 20±3,7 

Massa Corpórea 
(g) 

239±27  1952±53 3,53±0,30 254±21  1962±42 7,57±0,65 274±17  1981±68 5,93±0,18 

3
 h

 

Dureza 
(mg L-1 CaCO3) 

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 

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 

Condutividade 
(µS) 

34±2,1 # 40±3,9 34±4,1 112,97±2,9 # 121±3,1 108±1,8 179±4,0 # 185±3,36 259±2,8 

DCO 
(mg L-1) 

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 diferença significativa p ≤ 0,05 em relação coleta de água no período anterior e (#) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação a A.gigas 200 

g e 2000 g. 
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…continuação da tabela III. 

 
C WW BW 

 
A. gigas O. 

bicirrhossum 

A. gigas O. 

bicirrhossum 

A. gigas O. 

bicirrhossum ≈200 g  ≈2000 g ≈200 g  ≈2000 g ≈200 g  ≈2000 g 

Alcalinidade 
(mg L-1 CaCO3) 

13,6.10-5±0,3 # 12,0.10-5±0,5 13,2.10-5±0,4 74,6.10-5±0,5 # 71,9.10-5±0,7 75,9.10-5±0,8 0,8.10-5±0,4  1,0.10-5±0,5 1,1.10-5±0,6 

In
íc

io
 

Temperatura 
(ºC) 

25,5±0,2  25,4±0,3 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 

DO 
(mg L-1) 

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 

Amônia 
(mg L-1) 

4,05±0,4 # 5,07±0,7 0,26±0,1 0,39±0,1 # 0,60±0,2 0,37±0,2 2,11±0,2 # 1,79±0,4 0,22±0,1 

Nitrito 
(mg L-1) 

0,746±0,002   0,770±0,004 0,069±0,003 0,317±0,004  0,311±0,001 0,115±0,001 0,0326±0,001  0,0257±0,002 0,012±0,001 

Alcalinidade 
(mg L-1 CaCO3) 

14,2.10-5±0,5 # 13,5.10-5±0,7 15,4.10-5±0,8 70,4.10-5±0,7 # 68,3.10-5±0,6 64,9.10-5±0,8 0,9.10-5±0,5  1,0.10-5±0,8 1,2.10-5±0,7 

2
 h

 

Temperatura 
(ºC) 

25,4±0,2  26,0±0,1 26,2±0,1 24,9±0,2  25,6±0,1 26,2±0,2 25,6±0,1  25,3±0,1 26,2±0,1 

DO 
(mg L-1) 

7,35±0,4  7,28±0,6 5,95±0,5 7,24±0,6  7,65±0,4 7,35±0,5 7,62±0,6  7,58±0,3 7,59±0,4 

Amônia 
(mg L-1) 

6,78±0,6 # 5,47±0,5 1,85±0,4 7,79±0,5 # 7,26±0,4 6,25±0,6 4,06±0,4 # 5,10±0,4 4,47±0,5 

Nitrito 
(mg L-1) 

0,774±0,001  0,794±0,002 0,018±0,002 0,224±0,001  0,162±0,002 0,105±0,001 0,025±0,001  0,020±0,001 0,070±0,001 

Alcalinidade 
(mg L-1 CaCO3) 

18,2.10-5±0,8 # 16,7.10-5±0,6 19,8.10-5±0,2 74,1.10-5±0,3 # 71,9.10-5±0,4 69,3.10-5±0,3 0,8.10-5±0,5  0,9.10-5±0,7 1,1.10-5±0,7 

3
 h

 

Temperatura 
(ºC) 

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 

DO 
(mg L-1) 

7,34±0,4 # 7,94±0,3 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 

Amônia 
(mg L-1) 

4,10±0,6 # 5,10±0,7 3,42±0,6 11,65±0,6 # 11,53±0,5 9,35±0,6 13,39±0,5 # 12,40±0,7 7,13±0,6 

Nitrito 
(mg L-1) 

0,798±0,001  0,806±0,001 0,349±0,001 0,202±0,003  0,137±0,002 0,119±0,003 0,034±0,003  0,016±0,002 0,058±0,002 

(*) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação coleta de água no período anterior e (#) indica diferença significativa p ≤ 0,05 em relação a A.gigas 200 

g e 2000 g. 
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Análises dos fluxos de íons 

 

Para as análises dos fluxos de íons ao longo da exposição em C, WW e BW 

foram considerados os movimentos dos íons nos animais determinados como 

diminuição de íons na água representando a absorção de íons (influxo líquido) e 

aumento de íons na água representando a difusão para o meio aquático (efluxo 

líquido).  

Em A. gigas 200 g o efluxo líquido de Na+ foi significativamente maior (p≤0.05) 

em peixes expostos à BW e aumentaram durante a exposição (Fig. 02). Em A. gigas 

2000 g os valores de efluxo líquido foram significativamente menores em relação a 

A. gigas 200 g sendo que houve uma redução significativa no efluxo líquido de Na+ 

mais evidente no grupo WW (Fig. 02). Em O. bicirrhossum houve efluxo deste íon nos 

grupos C e WW, sendo que em C houve um aumento significativo em 3h enquanto 

que em WW não houveram diferenças significativas (Fig. 02). Em BW ocorreu influxo 

deste íon, que reduziu em 3h de exposição (Fig. 02).  

Em relação ao fluxo líquido 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 íon e A. gigas 2000 g influxo, em 2 h e em 3h os animais 

200 g apresentaram influxo e os 2000 g efluxo (Fig. 03). Nas observações ao longo 

das 3h de exposição, A. gigas 200 g expostos a WW observou-se efluxo de K+ nas 

primeiras 2 h de experimento e foi seguido de influxo após 3 h; em A. gigas 2000 g 

ocorreu um influxo inicial (2 h) seguido de efluxo após 3 h. Em animais expostos à BW 

ocorreu um efluxo em 2 h de exposição 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 não houveram diferenças significativas nas 3 h de exposição e no grupo BW 

houve efluxo inicial que aumentou significativamente em 3 h de exposição (Fig. 03). 

Em relação ao fluxo líquido de Ca++ (Fig. 04), em A. gigas foram observados os 

maiores valores de efluxos de Ca++ em animais 200 g, em todos os grupos (C, WW 

e BW) em 2 h. Após 3 h de experimento, A. gigas 200 g apresentaram redução no 

efluxo em A. gigas 2000 g o grupo C teve uma ligeira redução do efluxo inicial, o 

grupo WW teve a maior redução do efluxo e o grupo BW não foram observadas 

diferenças significativas após 3 h de exposição. Em O. bicirrhossum, houve efluxo 

deste cátion nos grupos C e BW, enquanto que em WW, após um efluxo inicial houve 

um influxo ao término das 3 h de exposição. 
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FLUXOS LÍQUIDOS DE Na+ EM OSTEOGLOSSIFORMES APÓS EXPOSIÇÃO EM ÁGUAS AMAZÔNICAS 
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Figura 02: Fluxos líquidos de Na+ em Arapaima gigas [pequenos (200 g) e grandes (2000 g)] e em Osteoglossum bicirrhossum. 
Note que em A. gigas houve redução 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+, após três horas, no grupo BW.  

 indica diferença significativa entre o período de 2 h e 3 h. 
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FLUXOS LÍQUIDOS DE K+ EM OSTEOGLOSSIFORMES APÓS EXPOSIÇÃO EM ÁGUAS AMAZÔNICAS 
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Figura 03: Fluxos líquidos de K+ em A. gigas pequenos (200 g) e grandes (2000 g)] e O. bicirrhossum. Note redução do efluxo de 
K+ nos exemplares menores de A. gigas no grupo C, influxo no grupo WW e aumento do efluxo em BW após 3 h; nos exemplares 
maiores note aumento de efluxo no grupo C, mudança 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 ausência de alterações significativas em WW. 

 indica diferença significativa entre o período de 2 h e 3 h. 
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FLUXOS LÍQUIDOS DE Ca++ EM OSTEOGLOSSIFORMES APÓS EXPOSIÇÃO EM ÁGUAS AMAZÔNICAS 
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Figura 04: Fluxos líquidos de Ca++ em A. gigas pequenos (200 g) e grandes (2000 g)] e O. bicirrhossum. Observa-se em exemplares 
menores de A. gigas redução do efluxo nos grupo C, WW e BW; exemplares maiores apresentaram redução de efluxo nos grupos C 

e WW. Em O. bicirrhossum houve diminuição de influxo no grupo C, redução do efluxo em WW e aumento de efluxo em BW.  indica 
diferença significativa entre o período de 2 h e 3 h. 
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DISCUSSÃO 

 

Inferências sobre os processos de regulação iônica em animais expostos à 

diferentes águas amazônicas podem ser formuladas baseando-se em respostas dos 

parâmetros mensurados durante o tempo de exposição do animais à estas águas. A 

comparação das variações destes parâmetros entre animais pequenos e grandes 

pode estar relacionada com a variação na morfologia branquial. 

As alterações constatadas nos valores da massa corpórea (MC) de A. gigas 

como a redução da MC nos animais maiores e aumento nos animais menores podem 

ser reflexo da morfologia branquial destes animais. A. gigas com até 200 g 

apresentam uma barreira branquial de difusão de gases delgada, conforme 

demonstrado por RAMOS (2008) a qual pode favorecer o fluxo de água para o corpo 

do animal assim como a difusão de íons para o meio externo. Em A. gigas com 2000 

g o sistema de células pilares está embebido no tecido epitelial dos filamentos de 

forma que o influxo de água para o animal é reduzido, assim como as perdas iônicas. 

Exemplares de A. gigas de até 400 g apresentam respiração bimodal e a sua 

estrutura branquial é típica de um respirador aquático obrigatório sendo suas 

brânquias o principal sítio para as trocas gasosas (GRAHAM, 1997); nos peixes 

maiores (>400 g) a bexiga natatória, modificada passa a ser o principal sítio para a 

absorção do O2, via atmosfera. Nestes animais as brânquias são o principal sítio de 

regulação de íons devido à grande proliferação de células ricas em mitocôndrias 

(CRMs) (RAMOS, 2008). 

As mudanças na dureza, alcalinidade, condutividade e pH na água, durante o 

período de exposição nas diferentes águas amazônicas podem estar associadas às 
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modificações na fisiologia destes animais a despeito da regulação iônica e excreção 

de compostos nitrogenados. Com base nos resultados observados na dureza, pH e 

condutividade e fluxos de íons podem ser feitas inferências acerca dos mecanismos 

de transporte iônico nos animais Foi constatado no grupo C e WW e BW um aumento 

do pH na água para ambas as espécies deste estudo, entretanto em A. gigas 2000 

g não 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 

contribuição destas proteínas para manter o pH estável ao longo da exposição em 

WW. Considerando ainda que animais nesta faixa de MC apresentam grande 

proliferação de CRMs (RAMOS, 2008) a hipótese da atividade destas enzimas como 

agente da manutenção do pH é plausível. A redução da condutividade da água 

constatada pode estar relacionada com a absorção de íons (influxos) e este padrão 

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 íons 

(efluxo). BRINN et al. (2012) estudando o stress em Potamotrygon cf. histrix durante 

transporte no rio Negro, registrou aumento da condutividade na água e relacionou-o 

com aumento das perdas de Na+ e K+ e excreção de amônia na água. Estes dados 

refutam a hipótese de que A. gigas teria melhor capacidade íon regulatória em WW, 

pois se for considerado que este animal é típico de WW as perdas de íons seriam 

reduzidas. Esta divergência pode ser explicada pelo aumento da liberação de amônia 

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

Os valores observados nos fluxos de íons também permitem uma inferência no 

padrão de regulação de íons nas àguas a que os animais foram expostos. Os 

aumentos dos valores de efluxo líquido de Na+ em peixes pequenos do grupo BW ao 
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longo de 3 h contrastando com a redução deste efluxo em WW é um indicativo que 

em WW a capacidade íon regulatória de A. gigas é mais eficiente. Nas comparações 

entre A. gigas 200 g e 2000g estes último grupo apresentou um efluxo menor que 

os animais 200 g o que leva à hipótese de que animais 2000 g têm menos perdas 

do íon Na+. Esta hipótese é suportada pelo estudo de BRAUNER et al. (2004), que 

observou elevada imunoreatividade por imunofluorescência para a enzima NKA de 

peixes de 1000 g, e também pelo estudo de (RAMOS, 2008) que observou nas 

brânquias de animais a partir de 400 g grande proliferação de células que envolvem 

o sistema de células pilares acarretando em uma diminuição das perdas iônicas. 

GONZALEZ et al. (2010) observaram em A. gigas de 67,5g, os valores de absorção 

de Na+ dos peixes de 724,2 g foi quase 3,5 vezes maior, ressaltando o envolvimento 

das brânquias destes animais com a regulação de íons. Neste estudo os autores 

observaram a atividade da enzima NKA nas brânquias e rins e esta mostrou-se mais 

elevada nos peixes menores (67,5g). Considerando os resultados obtidos por 

GONZALEZ et al. (2010) a grande ocorrência 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 proteína NKA nas CRMs. Sendo assim a 

diminuição nos efluxos de Na+ observados no presente trabalho podem estar 

relacionados com outras vias como o trocador Na+/H+ na membrana apical. A 

ocorrência e atividade destas proteínas pode, também, estar relaciona com o aumento 

do pH na água, observado em todos os grupos, exceto A. gigas 2000 g e O. 

bicirrhosum em WW. Nas comparações entre as duas espécies seria esperado que 

O. bicirrhosum apresentasse um padrão de regulação iônica semelhante ou próxima 

à de A. gigas 200g, por conta das semelhanças 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 os outros ions e grupos os resultados entre as 

duas espécies contrastaram. Estas diferenças têm duas explicações, primeiramente 

a diferença 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 diferenças na 

atividade NKA dos rins e das brânquias. 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 padrões básicos de 

regulação iônica. O primeiro, de acordo com GONZALEZ & WILSON (2001), sugere 

a presença de transportadores de Na+ com uma alta afinidade pelo íon e 

consequentemente altas taxas de absorção e perda de Na+. O segundo padrão, 

proposto por GONZALEZ et al. (2002) sugere uma baixa afinidade dos 

transportadores de Na+ e consequentemente baixas taxas de absorção e perdas deste 

íon.  No presente estudo foi observado uma pequena, mas significativa, absorção de 

Na+ em WW para ambas MC de A. gigas enquanto que em O. bicirrhossum não 

ocorreu alterações. Deste modo, pode-se inferir que a afinidade do transportador de 

Na+ e a taxa de absorção são baixas. Resultados similares foram constatados por 

BALDISSEROTTO et al. (2008), que citaram uma taxa muito baixa de tomada de Na+ 

(70 mol kg-1 h-1) em A. gigas 1000 g. Algumas espécies apresentam um transporte 

de Na+ que é mais acentuado em pH baixo, o que permite a sobrevivência em águas 

acidificadas (GONZALEZ & WILSON, 2001). Esse padrão de resposta não 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 redução 

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 regulação iônica 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 têm 

suas brânquias como sítios de regulação iônica através das CRMs e sabe-se que as 

CRMs apresentam bombas eletrogênicas do tipo NKA (HIROSE et al., 2003) e estudos 

têm demonstrado grandes quantidades desta bomba eletrogênica nas brânquias 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 responsável pelo 

transporte intracelular de K+ e no presente estudo esta enzima pode ter contribuído 

para redução do efluxo deste íon no período de três horas de exposição (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 íon que desempenha importantes 

funções como na coagulação e sinalização celular é adquirido nos peixes por fontes 

nutricionais ou absorção pelas brânquias (FLIK et al., 1995). No presente estudo os 

efluxos de Ca++ e consequentemente sua redução ao longo de 3 h sugerem que 

animais menores do grupo WW apresentam vias de regulação iônica para este íon 

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 íon apenas nas 2 h iniciais do experimento. Os autores 

ainda concluem que a transferência deste peixe para as BW leva a uma perda de Ca++ 
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temporária e a disponibilidade de Ca++ na WW pode prevenir a perda deste íon após 

a transferência do peixe. Considerando que no presente estudo A. gigas (ambas MC), 

tanto em WW quanto em BW apresentaram uma ligeira tomada de íons e 

provavelmente este fato se deve aos animais já estavam aclimatados nestas águas 

por sete dias e não foram transferidos de BW à WW, ou vice-versa. O mesmo não se 

aplica para O. bicirrhosum, que em WW apresentou uma absorção de Ca++ ao longo 

de 3h em contraste com a exposição à BW onde observou-se um aumento do efluxo 

deste íon. 

No presente estudo, a absorção 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 cátion pelas 

CRMs é o cotransportador Na+/Ca++ (NCX) e a bomba eletrogênica Ca++-ATPAse 

(PMCA). Por outro lado o Ca++ pode influenciar na alcalinidade e dureza da água, pois 

a análise destes dois parâmetros se dá por mensurações de CaCO3 livre na água 

(GOLTERMAN et al., 1978; ADAD, 1982). A redução dos efluxos destes cátions ao 

longo de três horas de exposição provavelmente não estão relacionados à alterações 

de alcalinidade pois este parâmetro apresentou um ligeiro aumento embora não 

significativo. Outro fator que pode influenciar a disponibilidade de CaCO3 livre é a 

secreção de H+ e HCO3
- pelas CRMs, considerando a seguinte reação: H+ + CaCO3 

—> HCO3
- + Ca++. Deste modo, o H+ e HCO3

- 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 

água, sendo assim o aumento do efluxo de Ca++ não está relacionado com o aumento 

da alcalinidade/dureza. Uma secreção de HCO3
- pelas CRMs associada com uma 
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liberação de Ca++ contribuiria para o aumento da dureza, mas isso não 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 redução 

dos níveis de Ca++ provavelmente se deve à atividade da NCX e PCMA. O aumento 

do pH observado nos grupos C e WW não foi observado no grupo BW, provavelmente 

devido ao caráter ácido desta água. Resultado similar foi observado por HUANG & 

LIN (2011), que estudaram os fluxos de íons em Trichogasterlalius sp., um peixe de 

respiração aérea. Os autores observaram diferentes padrões de regulação iônica em 

ambientes acidificados que envolvem também alterações morfológicas do epitélio 

branquial, similares às observações 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 difusão contribuindo para 

diminuir as perdas iônicas. As espécies do presente estudo não apresentaram 

alterações semelhantes à observada pelos autores, conforme discutido no Cap. 2. 

Embora as brânquias sejam sítios ativos de regulação iônica, os rins e 

intestinos devem ser considerados na regulação iônica e osmótica do animal e o 

transporte de íons nesses órgãos também pode ser afetado por alterações no meio 

externo. DUNCAN et al. (2011) sugerem que arraias Potamotrigonidae de água doce 

coletadas no rio Negro podem realizar uma “up-regulation” da atividade da enzima 

NKA, comparado à outros peixes amazônicos, e que em ambientes de água preta 

ocorreria uma reabsorção de Na+ pelos rins. Tal resultado seria esperado para animais 

endêmicos de ambientes com águas moles e pobres em íons de modo que a 

proliferação de CRMs nos filamentos e lamelas dessas arraias poderia manter o 

compromisso osmorrespiratório dos animais (DUNCAN et al., 2010; DUNCAN et al., 

2011). De acordo com GONZALEZ & MCDONALD (1992); GONZALEZ & 
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MCDONALD (1994) a absorção de íons do meio depende de seu pH, temperatura e 

osmolaridade e WOOD (1989) sugere que a redução ou inibição do influxo de Na+ é 

uma resposta típica de peixes de água doce expostos à baixo pH, assim como os 

resultados observados no presente estudo. 

Na bacia Amazônica, devido às características físico e químicas da água dos 

rios de WW e BW, tem sido hipotetizado que os de BW formariam uma barreira 

hidrográfica restringindo a dispersão 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 iônica em relação aos menores. O mesmo padrão 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 dispersão da espécie. 

Entretanto, A. gigas menores e O. bichirrossum, devido à morfologia de suas 

brânquias típica de respiradores aquáticos, são mais suscetíveis ao ambiente pobre 

em íons e acidificado típicos de BW. Com o remodelamento do epitélio branquial, 

exemplares maiores de A. gigas tem maior possibilidade de migração entre rios de 

diferentes águas enquanto que O. bicirrhossum se restringe ao rios de WW, 

baseando-se no aumento das perdas de íons em BW e a morfologia branquial desta 

espécie (discutida no Cap. 2).  

Os resultados do presente estudo, quanto ao fluxo iônico nas diferentes águas 

amazônicas corrobora a hipótese de HRBEK et al. (2005) que baseados em 

marcadores genéticos, sugerem que esta espécie forma uma única população 

panmítica. Deste modo a espécie pode migrar por ambientes de BW sendo que a 
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regulação iônica deve ser mais eficiente em WW. No entanto a espécie O. 

bichirrossum não deve apresentar tal plasticidade e portanto explica-se a sua 

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

Dentre as multifunções executadas pelas brânquias está a liberação de 

produtos nitrogenados (EVANS et al., 2005; MARSHALL & GROSELL, 2006) e no 

presente estudo foi observado um ligeiro, mas não significativo, aumento nos níveis 

de amônia durante às exposições em WW e BW. Segundo WOOD (1993) e WILKIE 

(1997) este composto nitrogenado é liberado para o ambiente de forma passiva e 

pelas brânquias, entretanto em A. gigas, devido ao sistema de células pilares 

obstruídos por epitélio nos animais maiores a amônia liberada para a àgua deve 

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

As alterações na regulação iônica têm efeito direto nas trocas gasosas, pelo 

espessamento da barreira de difusão, de modo que este balanço intrínseco entre a 

“demanda de oxigênio” e “regulação iônica” nas brânquias é definido como 

“compromisso osmorespiratório” (NILSSON, 1986). Como A. gigas apresenta uma 

morfologia branquial distinta entre peixes pequenos e grandes seria esperado 

alterações nesse compromisso em peixes pequenos, assim como em O. bicirrhossum. 

GONZALEZ et al. (2010) sugere que a redução na capacidade de difusão branquial 

em peixes grandes tem pouco efeito na tomada de O2, principalmente devido à 

respiração aérea do animal. Nossos resultados sugerem uma rápida recuperação dos 

efluxos de íons (influxo) em peixes grandes, entretanto alterações de outras classes 

não 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 específica das bombas eletrogênicas diferencias em ambientes de BW 

(DUNCAN et al., 2011). 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo permitem inferir sobre o padrão de regulação 

iônica 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 regulação de íons o que foi comprovado pelas menores 

perdas iônicas nos espécimes maiores. Considerando que a literatura cita que A. gigas 

e O. bicirrhossum são espécies de ocorrência em WW os fluxos de íons corroboram 

esta afirmação pois em WW as espécies apresentaram uma absorção dos íons em 3h 

de exposição. Finalmente, testando a hipótese da barreira hidrográfica por BW o 

estudo fornece subsídios para indicar que a espécie A. gigas não sofre efeito da 

barreira, principalmente os exemplares grandes que apresentam menores perdas de 

íons, diferentemente de O. bicirrhossum onde observou-se que frequentemente em 

BW há um aumento das perdas iônicas em 3h enquanto em WW a retomada de íons 

é mais eficiente. 
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Morfologia funcional das brânquias de Osteoglossiformes 

amazônicos em ambientes de àgua branca e preta 
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INTRODUÇÃO 

 

As brânquais dos teleósteos respiradores aquáticos obrigatórios apresenta 

uma morfologia característica constituída de arcos branquiais nos quais estão 

inseridas duas fileiras de filamentos branquiais unidos até certa extensão por um septo 

(septo interbranquial) e em cada filamento, acima e abaixo do seu eixo longitudinal, 

apresenta lamelas transversais que são as estruturas efetivas para as trocas gasosas. 

Estes órgãos são considerados multifuncionais (EVANS et al., 2005), pois além das 

trocas gasosas, tem importante papel em outras funções como equilíbrio ácido-base, 

regulação iônica e eliminação de produtos nitrogenados. O epitélio branquial é 

constituído por três tipos celulares principais, as células pavimentosas (CPs), células 

ricas em mitocôndrias (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 são as mais numerosas, as CMs são 

responsáveis pela secreção de mucosubstâncias e as CRMs são responsáveis pela 

absorção de íons Na+, K+, Cl- e Ca2+ nos peixes de água doce. As CRMs e CMs estão 

distribuídas entre as CPs no epitélio que reveste o filamento branquial e, dependendo 

das características físicas e químicas da água, pode ocorrer proliferação das CRMs 

no epitélio da lamela que é o local onde ocorrem as trocas gasosas (O2 e CO2) 

aumentando a distância de difusão água-sangue no processo respiratório. 

Diversos estudos quanto a organização anatômica e caracterização da 

morfologia funcional têm elucidado características espécie-específica e suas relações 

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 influência dos diferentes tipos de águas amazônicas na 
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morfologia branquial quanto ao compromisso osmorrespiratório dos peixes da 

Amazônia são escassos. Os teleósteos amazônicos enfrentam diferentes desafios 

osmóticos uma vez que nos rios de água branca (WW) há uma grande quantidade de 

sedimentos, níveis de minerais e metais alcalinos dissolvidos baixos e pH neutro ou 

levemente acidificado (pH 6,3 – 7,0) enquanto que nos rios de água preta (BW) são  

pobres em íons, tem grande quantidade de matéria orgânica dissolvida e pH ácido, 

podendo atingir pH 3,0 – 4,0 (MORTATTI & PROBST, 2003; MATSUO & VAL, 2007). 

Segundo LOVEJOY & DE ARAUJO (2000) os rios de BW, devido à suas 

características físico e químicas, formam uma barreira hidrográfica contendo a 

dispersão de algumas espécies. Dentro desta hipótese observa-se um quadro 

diferente para duas espécies Osteoglossiformes estudadas. Osteoglossum 

bicirrhosum, conhecido popularmente como aruanã-pardo, é um respirador aquático 

obrigatório e que segundo (LOWE-MCCONNELL, 1964; KANAZAWA, 1966) têm 

distribuição preferencialmente em rios de WW, enquanto que A. gigas, conhecido 

popularmente como pirarucu é peixe endêmico da região Amazônica, sendo 

facilmente encontrado em toda bacia hidrográfica da região. Esta espécie apresenta 

respiração bimodal, ou seja, possui respiração aquática e aérea obrigatória em fases 

distintas de sua vida (GRAHAM, 1997), sendo que na primeira semana, após a 

eclosão dos ovos, essa espécie respira, exclusivamente, através das brânquias e este 

órgão é semelhante aquela dos peixes teleósteos de respiração exclusivamente 

aquática. Por outro lado, as brânquias dos animais grandes (>600g) não são mais 

capazes de obter O2 suficiente para atender as necessidades metabólicas do animal, 

portanto, a maior absorção de O2 ocorre através da bexiga natatória modificada. Deste 

modo há uma mudança progressiva nas funções branquiais de forma que na transição 

da fase de alevino à fase adulta há um remodelamento do epitélio branquial, as 
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brânquias estão relacionadas principalmente à regulação de íons (RAMOS, 2008; 

GONZALEZ et al., 2010). Diferentemente de O. bicirrhosum, que ocorre em WW, 

estudos utilizando marcadores genéticos sugerem que esta espécie compreende uma 

única e grande população panmítica em toda a bacia Amazônica (HRBEK et al., 2005; 

HRBEK et al., 2007) e deste modo pode ser inferido que a barreira hidrográfica 

formada por rios de água preta teria pouca ou nenhuma influência para esta espécie 

e a morfologia branquial pode ter contribuição significativa para estes animais 

otimizarem a sua regulação iônica em BW, pois como a morfologia branquial desta 

espécie é característica, o balanço  do compromisso osmorespiratório é desviado para 

as funções osmorregulatórias em detrimento às trocas gasosas (RAMOS, 2008). 

Tendo em vista que as espécies de Osteoglossiformes apresentam modos de 

respiração distintos, e também, no caso de A. gigas com massa corpórea (MC) ≥1000 

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 exposição à WW e BW, analisando parâmetros referentes à 

quantidade, densidade e atividade das CRMs, participação das CMs e outras 

alterações na morfologia funcional nestas águas amazônicas. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Aquisição e aclimatação dos animais 

 

 O estudo foi realizado mediante autorização ambiental para coleta e transporte 

dos animais pelo IBAMA (licença n°17102-3, Anexo). Exemplares de A. gigas (n = 10, 

MC 200 g e n = 10, MC = 2000 g) foram adquiridos em pisciculturas da região 

próxima à Manaus e os exemplares de O. bicirrhossum  (n = 10, MC = 5 g) foram 

coletados na natureza, na região de Barcelos, AM. Todos os animais foram 

transportados para o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), 

Coordenação de Pesquisas em Aqüicultura (CPAQ) e mantidos em viveiros 

escavados e abertos abastecidos com água de poço com aeração mecânica. Os 

animais foram alimentados “ad libitum” com ração comercial própria para piscicultura 

dessa espécie, produzida pela CPAQ (45% de proteína). Os animais foram mantidos 

nesse tanque durante trinta dias para aclimatação e controle de doenças e parasitas.  

 

Delineamento experimental e exposição às águas amazônicas 

 

Após a aclimatação de 30 dias nos viveiros do INPA, os animais foram 

separados em três tanques com capacidade de 500 L para aclimatacão as águas 

amazônicas, um tanque contendo água branca (grupo WW) coletada do rio Solimões, 

um tanque contendo água preta (grupo BW) coletada do rio Negro e um tanque 

contendo água dos viveiros (grupo C) nos quais os animais foram aclimatados e foi 

utilizada como controle. Para testar a influência do pH a àgua preta foi acidificada para 

pH 3,5, utilizando solução de ácido clorídrico. 
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 A qualidade da água foi monitorada diariamente e renovada a cada 48 horas 

para todos os grupos.  Os animais foram mantidos nestes tanques por um período de 

sete dias com renovação de água a cada 48h, sendo alimentados pelo menos quatro 

horas antes da renovação de água. O monitoramento da qualidade da água foi 

efetuado diariamente analisando os seguintes parâmetros: amônia (mg L-1) e nitrito 

(mg L-1) que foram determinados de acordo com VERDOUW et al. (1978) e BOYD 

(1979), respectivamente; dureza (mg L-1 de CaCO3) e alcalinidade (mg L-1 de CaCO3) 

de acordo com ADAD (1982) e (GOLTERMAN et al., 1978), respectivamente; pH e 

condutividade (µS) foram determinados utilizando-se um pHmetro (YSI, modelo 

60/10), o oxigênio dissolvido (DO, mg L-1) e temperatura (ºC) foram mensurados 

usando um oxímetro (YSI, modelo 85/10) e, o dióxido de carbono dissolvido (DCO, 

mg L-1) foi estimado pelo método de BOYD & TUCKER (1992). 

 

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

varredura 

 

 Após os sete dias de aclimatação foi realizada morfometria dos animais, os 

mesmos foram sacrificados por lesão medular e os segundos arcos branquiais (Abs) 

foram removidos, lavados em solução fisiológica de NaCl 0,9%, e fixados em 

glutaraldeído 3%, tamponado em solução de fosfato de sódio a 0,1 M e pH 7,4. Dos 

abs fixados, foram retiradas porções aleatórias dos filamentos branquiais e 

processadas para microscopia de luz, imunohistoquímica e eletrônica de varredura. 
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Caracterização histoquímica das sub-populações de células mucosas 

 

Amostras das brânquias contendo 4-5 filamentos fixadas em glutaraldeído 2,5% 

em tampão fosfato pH 7,4 foram desidratadas em série crescente em etanol (70 e 

95%) e posteriormente incluídas em HistoresinaLeica®. Cortes seriados de 2 a 5 µm, 

sagitais ao filamento branquial, foram obtidos com micrótomo Micron®. Para a 

identificação das principais mucosubstâncias e tipos de células mucosas, os cortes 

foram corados com Alcian blue (AB) em pH 1,0 para a identificação de glicoproteínas 

sulfatadas, (LEV & SPICER, 1964) e em pH 2,5 para identificação de glicoproteínas 

ácidas (MOWRY, 1956; PEARSE, 1961), foi utilizado para a identificação de 

glicoproteínas neutras a técnica do ácido periódico Schiff (PAS) (MCMANUS, 1948). 

Os cortes foram observados em microscópio de luz Olympus-Micronal® CBA-K. A 

determinação da densidade de células mucosas no epitélio branquial foi efetuada em 

20 campos aleatórios e não contínuos do epitélio do filamento (em cerca de 5 

filamentos) e o registro das imagens foi realizado com uma câmera de vídeo acoplada 

a um computador que contém o software de captura de imagens Scope Photo 2.0.4. 

A incidência das CMs foi observada no arco (base dos filamentos), filamentos e 

lamelas e quanto sua ocorrência foi avaliada semi quantitativamente como 0 ausente, 

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

 

Análises imunohistoquímicas nas células ricas em mitocôndrias (CRMs) 

 

Amostras de brânquias fixadas com solução de Bouin foram gradualmente 

desidratadas em álcool (70% -100%), diafanizadas em xilol, embebidas e incluídas 

em parafina histológica (INLAB). Cortes sagitais (8 µm), longitudinais ao filamento 
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branquial, foram obtidos com micrótomo Micron®. Os cortes foram submetidos à 

reação imunohistoquímica como descrito para esta espécie por RAMOS (2008), onde: 

a parafina dos cortes foi removida e estes foram colocados em solução de 1% H2O2 

em metanol para remover a atividade das peroxidasse endógenas; posteriormente, os 

cortes rehidratados, lavados em tampão TRIS-salino e incubados com “Normal Goat 

Serum” (NGS) para bloquear ligações não específicas. Em seguida, os cortes foram 

incubados com o anticorpo α-5 anti Na/K-ATPase (IgGα5, desenvolvido pelo Dr. 

DOUGLAS FRAMBOUGH, Developmental Studies Hybridoma Bank, Department of 

Biological Sciences, University of Iowa, USA) diluído 1:3000 em câmara úmida à 20ºC 

“overnight”. Após lavagem com tampão, os cortes foram incubados com o segundo 

anticorpo (GAMPO – peroxidase-conjugatedgoatantimouse) diluído 1:100 em tampão 

Tris por 1h. O complexo anticorpo-antígeno foi visualizado utilizando DAB-Ni 

(3,3’diaminobenzidine, DAB e (NH4)2SO4.NiSO4.6H2O, Sigma®). Controles negativos 

foram obtidos com a omissão do primeiro ou segundo anticorpo. As lâminas foram 

então desidratadas em etanol (50-100%) e diafanizadas em xilol e montadas com 

Entellan. A determinação da densidade das CRMs foi efetuada em microscópio de luz 

Olympus-Micronal® CBA-K com observação de 20 campos aleatórios e não contínuos 

dos filamentos branquiais à sua região aferente. O registro das imagens foi realizado 

com uma câmera de vídeo acoplada a um computador utilizando o software de captura 

de imagens Scope Photo 2.0.4. 

 

Processamento para Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Amostras fixadas em glutaraldeído 2,5% em 0,1M de solução de tampão fosfato 

pH 7,3 foram lavadas no mesmo tampão, em seguida foram tratadas para remoção 
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de muco com glicerol 16%. Posteriormente, foram desidratadas em solução crescente 

de etanol (30-100%). Em seguida foram passadas em 1,1,1,3,3,3-

hexadimetildisilazano (Aldrich) e, então, secas em temperatura ambiente. Após 

secagem, foram coladas com cola de prata (Degusa SA) em porta-amostra próprio 

para MEV, metalizadas (ouro 99 % - Metalizador MTEC CA7625) e as imagens do 

epitélio do filamento foram obticas em microscópio eletrônico de varredura FEI Quanta 

250 em 25KV e as imagens foram obtidas e salvas em formato tif (Tagged Image File 

Format). 

 

Freqüência, área apical e área fracional das células-cloreto e células mucosas 

 

A área de superfície das CRMs expostas ao meio aquático, a área fracional 

dessas celulas (AFCRM) e sua densidade no epitélio do filamento branquial, região 

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 não contínuos de cada amostra) com auxílio do software 

SigmaScan Pro 3.0 (JANDELL SCIENTIFIC Inc.) que foi utilizado para o delineamento 

do perímetro das células e área total da imagem. Esta análise refere-se à fração da 

área das células-cloreto por unidade de área do epitélio do filamento branquial sem 

considerar as microvilosidades, microssaliências ou depressões da superfície. A 

análise foi comparativa em relação à área do perímetro branquial de acordo com as 

seguintes equações: 

AFCRM = [∑ área de todas as CRMs] / [área da fotografia] 

Densidade = [AFCRM]/ [média da área das CRMs] 
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Análises estatísticas 

 

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 distribuição normal, ou o 

teste de Mann-Whitney, para dados com distribuição não-normal. 

Para a determinação da significância das diferenças entre os grupos C, WW e 

BW, para A. gigas e O. bicirrhosum, foi aplicado o teste one-way ANOVA, para dados 

com distribuição normal, ou ANOVA onranks, para dados com distribuição não-

normal.O testepos hoc de Dunn foi utilizado e a diferenças de p≤0.05 foram 

consideradas como significativas. Os testes foram efetuados utilizando o software 

Sigmaplot® 11 e os dados estão apresentados como média±SEM. 
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RESULTADOS 

 

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

 

Nas observações em microscopia de luz, a reação histoquímica da fucsina 

básica evidenciou a morfologia geral das brânquias das espécies. As CPs, CRMs e 

células pilares do tecido branquial foram coradas em azul enquanto as CMs são 

coradas em avermelhadas. As brânquias 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 características gerais das brânquias 

de A. gigas e O. bicirrhosum estão apresentadas na Figura 01. A morfologia branquial 

de O. bicirrhosum é a típica de respiradores aquáticos obrigatórios, as suas lamelas 

são bem desenvolvidas e perpendiculares ao filamento branquial. As brânquias de A. 

gigas apresentaram morfologia distinta nos dois grupos analisados (Figura 01). 

Animais menores (200 g) têm lamelas respiratórias onde é possível observar um 

sistema de células pilares desenvolvido e uma barreira de difusão delgada. Nos 

animais grandes (2000 g) ocorre atrofia do sistema de células pilares e o 

espessamento do epitélio dos filamentos e lamelas e uma proliferação de CRMs e 

CMs. 

 

Caracterização histoquímica das sub-populações de células mucosas 

 

Nas brânquias de A. gigas e O. bicirrhosum foram identificadas CMs  PAS 

positivas (PAS+) e Alcian Blue positivas (AB+) (Figura 02).  Quanto à sua localização 

e incidência nos arcos branquiais, em A. gigas tanto 200 g quanto 2000 g as CMs 
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AB+ e PAS+ têm maior ocorrência na região dos arcos branquiais, seguida da região 

dos filamentos e estão 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 são pouco frequentes e localizadas 

predominantemente nas regiões dos arcos branquiais. 

O número de CMs AB+ (pH 2,5 e 1,0) e PAS+ (Tabela II) em A. gigas grandes 

foi significativamente maior em relação aos animais menores nos animais do grupo C 

e WW, exceto no grupo BW. O número de CMs AB+ (pH 2,5 e 1,0)  diminuiu nos 

grupos WW e BW em relação a C, tanto para peixes pequenos 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 último grupo o menor 

valor observado. As células PAS+ diminuiram significativamente nos grupos WW e 

BW em relação ao grupo C, entretanto no grupo WW a redução foi mais acentuada 

(Tabela II). 

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 são 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 
estão inseridas no filamento branquial (F). Barra de escala: 40 µm 
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Figura 02: Celulas AB+ 
(pH 2,5) em azul e PAS+ 
em violeta (setas) As 
duas primeiras linhas 
correspondem à A. gigas 

2000 g e 200 g, 
respectivamente e na 
última linha em O. 
bicirrhosum.  
Em A, C, E, G, I e K 
observa-se a região 
faríngea, que apresenta 
maior incidência de CMs 
AB+ e PAS+ e em B, D, 
F, H, J e L observam-se 
as lamelas (L), onde as 
CMs são raras.  
Barra de escala: 40 µm. 
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TABELA I – Incidência e Localização de Células Mucosas nas Brânquias 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 +++ + + +++ +++ + +++ + + 

Incidência das CMs arco (base dos filamentos), filamentos e lamelas de modo que quanto sua ocorrência foi avaliada semi 
quantitativamente como 0 ausente, + raras, + + pouco frequentes e + + + muito frequentes. 
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TABELA II – Densidade de células mucosas nas brânquias de A. gigas e O. bicirrhosum, expostos à água branca e água preta 
 

  C WW BW 

  A. gigas O. 

bicirrhosum 

A. gigas 
O. bicirrhosum 

A. gigas 
O. bicirrhosum 

  ≈200g  ≈2000g ≈200g  ≈2000g ≈200g  ≈2000g 

(n
ºc

e
ls

x
1

0
²/

m

m
²)

 

Alcian Blue pH 2,5 4,92±0,8 # 9,67±1,1 9,85±0,7 *3,23±1,2 # 5,09±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 7,2±0,8 *1,12±0,9 # 4,65±0,5* 5,6±0,9* *1,16±0,8 # 3,86±0,5* 3,7±0,5* 

PAS 6,13±0,7 # 17,68±0,8 23,4±0,7 *3,74±0,8 # 16,17±0,9 14,6±0,7* *5,08±0,8  5,15±0,9* 21,3±0,6* 

indica diferenças 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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Análises imunohistoquímicas nas células ricas em mitocôndrias 1 

 2 

Quanto à localização destas células, nos registros em microscopia óptica 3 

(Figura 03), verificou-se que em exemplares de A. gigas 200 g e exemplares de O. 4 

bicirrhosum as CRMs são encontradas na região dos filamentos branquiais, 5 

principalmente na borda aferente do filamento e foram praticamente ausentes nas 6 

regiões das lamelas respiratórias. Por outro lado os exemplares de A. gigas 2000 g 7 

apresentaram uma morfologia branquial diferenciada em comparação aos padrões 8 

observados em animais de 200 g e em O. bicirrhosum. Deste modo, a ocorrência 9 

destas células foi em todo o epitélio branquial, sem distinção entre filamentos e 10 

lamelas e assim como observado em A. gigas 200 g e O. bicirrhosum, as CRMs são 11 

frequentemente observadas na borda aferente do filamento branquial. 12 

As CRMs estão distribuídas no epitélio do filamento das duas espécies e podem 13 

ser identificadas CRM claras (CRMc – com imunomarcação pouco intensa) e CRM 14 

escuras (CRMe - imunomarcação muito intensa). Em A. gigas 200 g e 2000 g de 15 

todos os grupos, C, WW e BW, houve diferenças significativas na densidade de CRMs 16 

entre as duas faixas de massa corpórea (Figura 04).  Nos animais do grupo C, A. gigas 17 

2000 g apresentaram valores mais elevados de CRMs claras, no grupo WW e 18 

escuras no grupo C, os animais menores apresentaram valores mais elevados de 19 

CRMc e os maiores apresentaram valores mais elevados de CRMe e no grupo BW, 20 

os animais pequenos apresentaram valores elevados de CRMe e CRMc em relação 21 

aos animais grandes (Fig. 04). Nas comparações entre os grupos, para A. gigas, 22 

observou-se nas as células claras que animais pequenos apresentaram aumento 23 

significativo nos grupos WW e BW sendo o grupo WW observado o valor mais 24 
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elevado. Nos animais grandes houve uma redução significativa do número de células 1 

claras sendo que no grupo BW foi observado redução mais elevada. Em O. 2 

bicirrrhossum as CRMs apresentaram valores mais elevados apenas no grupo WW, 3 

quase o dobro em relação ao grupo C. Nas observações das células escuras, em A. 4 

gigas observou-se que nos animais pequenos houve um aumento significativo destas 5 

células nos grupos WW e BW sendo que neste último foram observados os valores 6 

mais elevados. Nos animais grandes observou-se que houve uma redução 7 

significativa destas células nos grupos WW e BW de modo que neste último foram 8 

observados os valores mais reduzidos. Em O. bicirrhosum foi observado um aumento 9 

significativo destas células nos grupos WW e BW de modo que o grupo WW foi 10 

ligeiramente mais elevado em relação ao grupo BW. 11 

 12 

 13 
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Figura 03: Células ricas em 
mitocôndrias (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 
reação de imunomarcação e CRMs 
escuras (setas pretas) que 
apresentaram forte reação de 
imunomarcação.  
Barra de escala: 40 µm 
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IMUNOHISTOQUÍMICA DE CRMs EM OSTEOGLOSSIFORMES EXPOSTOS ÀS ÁGUAS AMAZÔNICAS 
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Figura 04: Células ricas em mitocôndrias (CRMs) imunomarcadas para a subunidade α-5 (alfa five) da enzima Na+/K+-ATPase (NKA). CRMs claras 

apresentam fraca imunoreatividade e células escuras têm forte reatividade marcação.  representa diferença significativa (p≤0,5) em relação ao 

grupo controle e a # representa diferenças significativas (p≤0,5) entre A. gigas pequenos (200 g) e grandes (2000 g). 
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Morfologia da superfície do epitélio branquial  1 

 2 

 Magnificações desta estrutura básica observada em microscopia de luz 3 

revelaram característica utraestruturais destas espécies, deste modo, verificou-se nos 4 

exemplares A. gigas 2000 g uma morfologia branquial típica dessa espécie nesta 5 

fase de desenvolvimento, observando-se a ausência das lamelas respiratórias e 6 

apenas dobras na superfície epitelial, resquício das lamelas respiratórias, (Figura 05: 7 

A). Em exemplares 200 g, as lamelas ainda estão presentes de modo que são mais 8 

desenvolvidas na borda aferente (Figura 05: B). As brânquias de O. bicirrhosum se 9 

assemelham as de exemplares de A. gigas com 200 g. As lamelas são desenvolvidas 10 

e os animais apresentam maior desenvolvimento destas estruturas na borda aferente 11 

(Figura 05: C). 12 

 Em todas as espécies observaram-se três principais tipos celulares em contato 13 

com o ambiente externo, CPs, CMs e CRMs (Figura 06). As CPs, em A. gigas, 14 

independentemente do tamanho, tem superfície irregular e convexa (Figura 07A e B). 15 

A superfície apical possui microssaliências curtas com distribuição aleatória (Figuras 16 

07: A e B). Em O. bicirrossum, as CPs que revestem o epitélio branquial apresentam 17 

uma superfície apical plana e o padrão formado pelas microssaliências é concêntrico 18 

(Figura 07: C) mas os limites celulares apicais não são bem evidenciados. 19 

 As CMs são caracterizadas por formarem pequenas criptas entre CPs 20 

adjacentes e, em geral, pode ser identificada a presença de muco sendo secretado. 21 

Estas células são encontradas abaixo das CPs e o contato com a superfície consiste 22 

de uma superfície muito restrita, em geral, inferior à das CRMs. As CRMs estão 23 

localizadas principalmente na região aferente dos filamentos branquiais. Em 24 
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exemplares menores de A. gigas e de O. bicirrhosum estas células estão também na 1 

região interlamelar. Nos exemplares maiores de A. gigas não há um padrão específico 2 

de distribuição destas células de modo que estão distribuídas em todo o filamento e 3 

são muito freqüentes.  4 

 Após a mensuração e cálculos para determinar a AFCRMs e a densidade das 5 

CRMs, observou-se que a AFCRM de exemplares de A. gigas (2000 g) foi 6 

significativamente elevada nos grupos C e WW (Fig. 08). Nas comparações entre os 7 

grupos expostos foi observado que em A. gigas (200 g) houve um aumento 8 

significativo da AFCRMs no grupo WW e BW. Nos exemplares maiores os valores de 9 

AFCRMs foram mais elevados no grupo C, e significativamente mais baixos nos 10 

grupos WW e BW. A densidade das CRMs nos filamentos de A. gigas menores foi 11 

maior nos grupos C e WW do que nos maiores (Figura 09). Comparando os grupos 12 

WW e BW contra o grupo C foi observado que em A. gigas com 200 g há um aumento 13 

significativo da densidade das CRMs no grupo WW enquanto que em A. gigas com 14 

2000 g o grupo C e WW apresentaram valores mais elevados em relação à animais 15 

com 200 g e no grupo BW houve uma redução significativa de aproximadamente 16 

50% em relação aos grupos C e WW. Em O. bicirhossum dos valores encontrados 17 

para a AFCRMs e densidade das CRMs verificou-se que o grupo WW apresentou 18 

valor significativamente elevados para a AFCRMs assim como para a densidade das 19 

CRMs. 20 

 21 
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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) estão presentes, enquanto que em um exemplar 2000 g de A. gigas as lamelas são identificadas como dobras na superfície epitelial. 
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Figura 06: Detalhe da região aferente dos filamentos branquiais de A. gigas grandes (A), pequenos (B) e de O. bicirrhosum(C). Note indicado a 
presença de grande quantidade de células mucosas (CMs) (setas brancas) e as células ricas em mitocôndrias (CRMs) (setas pretas) que em todas 
as espécies se apresentaram como criptas no epitélio branquial. 
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Figura 07: Epitélio branquial de exemplares de A. gigas 2000 g (A), 200 g (B) e de O. bicirrhosum (C). Note epitélio irregular e padrão de 
microssaliências aleatório em A. gigas. Em O. bicirrhosum o padrão de organização das microcriptas é concêntrico e a superfície apical das células 
é plano. 
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Figura 08: Área fracional das células ricas em mitocôndrias (AFCRMs) em A. gigas e em O. bicirrhosum expostos à água branca (WW) e água 

preta (W).  indica diferença significativa (p≤0,5) dos grupos WW e BW em relação ao grupo C e # indica diferença significativa (p≤0,5) entre 
exemplares pequenos e grandes de A. gigas. 
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Figura 09: Densidade de células ricas em mitocôndrias em A. gigas e em O. bicirrhosum expostos à água branca (WW) e água preta (W).  indica 
diferença significativa (p≤0,5) dos grupos WW e BW em relação ao grupo C e # indica diferença significativa (p≤0,5) ente exemplares pequenos e 
grandes de A. gigas. 
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DISCUSSÃO 

 

A morfologia branquial dos peixes é altamente adaptada às trocas gasosas 

através de uma pequena barreira de difusão de gases, que aperfeiçoa o processo de 

trocas gasosas, permite que haja uma tendência natural de perdas de íons, que por 

sua vez é minimizada através da proliferação de células-cloreto, de forma que há um 

comprometimento entre as trocas gasosas e a regulação iônica, definido por 

NILSSON (1986) como compromisso osmorrespiratório. Deste modo os peixes 

apresentam uma plasticidade da estrutura branquial que segundo SARDELLA & 

BRAUNER (2007) pode ser classificada em alterações reversíveis e alterações 

irreversíveis. Um exemplo de alteração irreversível é a que ocorre em A. gigas na 

transição da respiração aquática para a respiração aérea (BRAUNER (BRAUNER et 

al., 2004; RAMOS, 2008) e um exemplo de alteração reversível é 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 difusão através de 

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

Tendo em vista que as águas da Bacia Amazônica apresentam diferentes 

desafios osmóticos aos peixes, podendo até mesmo interferir em padrões de 

distribuição das espécies, como as do presente estudo, as alterações no compromisso 

osmorrespiratório devem envolver ajustes para uma adaptação em peixes que 

ocorrem em WW e BW. De acordo com a literatura os peixes que habitam BW 

apresentam duas estratégias para a manutenção do equilíbrio iônico; a primeira 

estratégia consiste em uma alta capacidade de transporte iônico e uma alta afinidade 

das proteínas de transporte por seus osmólitos 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 íons e uma baixa afinidade das proteínas 

transportadoras por seus osmólitos de modo que pode ser completamente inibida em 

pH baixo (4,0). 

As espécies de Osteoglossiformes utilizadas no presente estudo apresentam 

padrões de distribuição distintos (LOWE-MCCONNELL, 1964; KANAZAWA, 1966) e 

como A. gigas poderia ter ocorrência em rios de água preta, formando uma única 

população Panmítica (HRBEK et al., 2005) esta espécie pode não ser influenciada 

pela barreira hidrográfica formada por rios de BW (LOVEJOY & DE ARAUJO, 2000; 

HUBERT & RENNO, 2006; WILLIS et al., 2007) pois a microscopia óptica revelou a 

morfologia branquial distinta em duas etapas de desenvolvimento de A. gigas, 

corroborando observações em estudos anteriores (BRAUNER et al., 2004; RAMOS, 

2008; GONZALEZ et al., 2010). A. gigas 200 g apresentam ainda lamelas respiratória 

com uma barreira de difusão de gases delgada e consequentemente as perdas iônicas 

nestes animais são mais acentuadas e em A. gigas 2000 g as lamelas estão 

embebidas por células do epitélio do filamento, originadas de uma intensa proliferação 

celular que ocorre a partir de 400 g (RAMOS, 2008). Uma das causas da ausência 

de lamelas funcionais em animais grandes pode ser explicada pelo surgimento do 

modo de respiração aérea, que ocorre através da bexiga natatória, que é modificada 

(GRAHAM, 1997). Considerando que as brânquias nestes animais diminuem ou 

anulam a tomada de O2 o compromisso osmorrespiratório seria deslocado para 

funções de regulação iônica, equilíbrio ácido-base e liberação de produtos 

nitrogenados e liberação de CO2 na forma de bicarbonato (BRAUNER & VAL, 1996).  
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No presente estudo este deslocamento do compromisso osmorrespiratório em 

A. gigas é observado tanto com base nos dados da imunohistoquímica para marcação 

da enzima NKA quanto nos dados morfométricos de AFCRMs e densidade de CRMs 

que claramente sugerem que as brânquias de animais grandes têm participação nos 

processos de regulação de íons, conforme discutido adiante. 

Nas análises de imunomarcação da subunidade α5 da bomba NKA observou-

se que o número de células claras e escuras inumoreativas foi menor em A. gigas com 

2000 g expostos à WW e BW e provavelmente este resultado ocorre devido a uma 

diminuição das perdas iônicas para o meio, que pode ser reflexo do aumento da 

barreira de difusão de gases observadas nestes animais (COSTA et al., 2007; 

RAMOS, 2008). Apesar dos resultados para imunomarcação da NKA de CRMs indicar 

que A. gigas 200 g apresentam uma maior incidências destas proteínas de 

membrana, contrastando com este resultado a AFCRMs e a sua densidade foi maior 

em A. gigas 2000 g. A intensidade da imunomarcação reflete o grau de atividade da 

NKA nestas células e a AFCRMs e densidade é indicativo do percentual em contato 

com o meio externo e a ocorrência destas células no filamento. Uma possível 

explicação para esta divergência nos resultados pode ser explicada pelo fato de que 

uma grande área de contato com o meio e uma grande densidade destas células 

acarreta em baixa atividade da NKA devido à disponibilidade destas células e da 

redução das perdas iônicas em A. gigas 2000g, conforme discutido no Cap. 1. Deve-

se ser levado em consideração, também, que as CRMs além da NKA (localizada na 

membrana basolateral) apresentam outras proteínas envolvidas com o transporte de 

íons (HIROSE et al., 2003) como trocadores Cl-/HCO3
- que participam da liberação do 

CO2 para o meio aquático, bombas eletrogênicas do tipo V-ATPase (apicais e 
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basolaterais) que participam do equilíbrio ácido-base, efetuando o transporte de H+, 

trocadores Na+/H+ que regulam os níveis de Na+ intra e extracelulares e 

transportadores de Ca++ como a bomba Ca++-ATPase e o trocador Ca++/3Na+, 

responsáveis pela absorção de Ca++. Desse modo pode-se inferir que as CRMs de A. 

gigas 2000 g podem apresentar atividade acentuada destas proteínas, em relação à 

NKA.  

Apesar das brânquias de A. gigas apresentarem CRMs com elevada 

imunoreatividade, segundo GONZALEZ et al. (2010) em A. gigas pequenos (67 g) a 

atividade da NKA branquial é 75% menor que a atividade renal e em A. gigas grandes 

(700 g) a atividade NKA branquial é 4 vezes menor que a atividade renal. Os dados 

dos autores também sugerem um envolvimento das brânquias de animais grandes 

(>700 g) com funções íon-regulatórias mas deve ser considerado, também que a 

atividade íon-regulatória dos rins têm papel fundamental na dispersão da espécie 

anulando o efeito da barreira hidrográfica formada por BW. Em O. bicirrhosum essa 

situação não deve ocorrer pois o rim desta espécie é cerca de 3,5 vezes menor que o 

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

 Na espécie O. bicirrhosum, dos dados analisados para a imunomarcação da 

NKA, AFCRMs e densidade, observou-se similaridade aos resultados obtidos em A. 

gigas com 200 g, de modo que estes parâmetros foram acentuadamente maiores em 

exposição à WW, indicando que nestas águas as CRMs têm atividade mais 

acentuada. Este resultado corrobora as observações do Cap. 1 onde verificou-se 

maior efluxo de íons em exposição à BW. Nas investigações sob microscopia de luz 

e microscopia eletrônica registrou-se que a estrutura morfológica das brânquias de O. 

bicirrhosum é típica de respiradores aquáticos obrigatórios, ou seja, semelhante à 
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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 nível de atividade baixo, pode-se inferir que a espécie mantenha um 

turnover de CRMs e estas células podem estar em estágios precoces ou tardios de 

maturação ou, ainda, estar participando do transporte de outros osmólitos (HIROSE 

et al., 2003; EVANS et al., 2005). Quanto à localização das CRMs, assim como em A. 

gigas, na espécie O. bicirrhosum foi registrado a presença destas células 

frequentemente na borda aferente. A localização destas células é vantajosa, pois 

recebe a água imediatamente após sua passagem pelas lamelas e antes de sua 

eliminação pelo opérculo e deste modo reabsorve os íons perdidos pela barreira de 

difusão de gases e elimina diretamente os compostos nitrogenados para o meio 

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

Ainda na análise morfológica do epitélio branquial de A. gigas, observando as 

CPs, verificou-se que estas células possuem microssaliências curtas, do mesmo 

modo descrito por RAMOS (2008). O padrão das microssaliências geralmente é 

diferente de uma espécie para outra (HUGHES & WRIGHT, 1970; OJHA et al., 1987; 

MORON et al., 2003). Enquanto em A. gigas as microssaliências são 

morfologicamente semelhantes àquelas encontradas em Oncorhynchus mykiss 

(OLSON & FROMM, 1973), Mugil platanus e M. curema (EIRAS-STOFELLA et al., 

2001), em O. bicirrhosum o padrão concêntrico das microssaliências é semelhante à 

Fundulus heteroclitus (HOSSLER et al., 1985) e Odontesthes bonariensis (VIGLIANO 

et al., 2006). Contrastando com as observações nas microssaliências neste estudo, 

tanto em A. gigas quanto para O. bicirrhossum, DUNCAN et al. (2010) observaram 
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padrões de microssaliências distintos em arraias do rio Negro (geralmente 

microssaliências curtas e com uma borda apical bem definida) de modo que as 

microssaliências podem não ter influência ou alterações em WW e BW. Alterações no 

padrão das microssaliências do filamento e/ou lamelas em uma mesma espécie 

podem ser causadas por mudanças na temperatura ou salinidade (FERRI, 1982; 

1983; AVELLA et al., 1993) e exposição a poluentes (MAZON et al., 2002; PAULINO 

et al., 2011). A literatura cita que as microssaliências podem representar uma 

expansão da área de superfície no epitélio de trocas e criar um fluxo de água sobre 

as células mais lento de forma a otimizar as trocas gasosas (KENDALL & DALE, 

1979), entretando deve-se levar em consideração que as CPs são recobertas por um 

glicocálix e uma fina camada de muco que fica retida entre as microssaliências de 

modo que estas formariam microcanais que auxiliam na retenção do muco liberado 

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

O muco que recobre o epitélio branquial tem uma função de proteção do epitélio 

contra atrito ou choques mecânicos de partículas, prevenção contra infecções 

causadas por bactérias e fungos, proteção contra ataques de parasitas e atração de 

íons que favoreceriam as trocas iônicas (HUGHES & WRIGHT, 1970; SHEPHARD, 

1982; 1994; VARSAMOS et al., 2005; MORON et al., 2009). Essa camada de muco 

pode ter um importante papel nas brânquias de A. gigas e O. bicirrhosum pois estariam 

relacionadas à formação de um gradiente de íons próximo a superfície do epitélio e 

das técnicas citoquímicas empregadas no presente estudo as CMs observadas 

sintetizam mucosubstâncias de caráter ácido e neutro (reação com Alcian blue e PAS, 

respectivamente). As células Alcian Blue positivas apresentam glicosaminoglicanos 

(GAGs) 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 ácidos podem prevenir a 
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proliferação de microrganismos patogênicos na superfície epitelial (MITTAL & 

MITTAL, 2008; KUMARI et al., 2009), entretanto no presente estudo não foi observado 

infestação por parasitas nos animais, além do fato de que no período de aclimatação 

houve controle na sanidade dos animais antes de expô-los aos protocolos 

experimentais. Deste modo os resultados observados, número de CMs AB + inferior 

ao observado em CMs PAS + é esperado. As CMs PAS+ contem mucosubstâncias 

neutras como hexoses e resíduos de ácidos siálicos. A literatura sugere que estas 

substâncias neutras podem estar associadas à proteção e lubrificação do epitélio 

branquial contra o atrito (SIBBING & URIBE, 1984). Frequentemente observa-se 

aumento ou diminuição na densidade de população de células mucosas presente nas 

brânquias como respostas à patógenos ou frente à alterações no meio ao qual o peixe 

está 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 água doce 

apresenta elevada concentração de Na+ e Cl- em relação à água circundante. Neste 

caso, o papel do muco é contribuir efetivamente nos processos de ajuste e transporte 

de íons de modo que auxilia na retenção destes íons pelo animal. Ainda, segundo 

(VARSAMOS et al., 2005), as CMs podem influenciar na regulação iônica devido às 

cargas elétricas presentes no muco que poderiam atrair íons, facilitando assim sua 

absorção pelas CRMs (POWELL et al., 1994). A secreção de muco com estas funções 

também seria uma estratégia que as espécies utilizam em ambientes de água preta, 

sobretudo exemplares menores de A. gigas e de O. bicirrhossum, que estariam 

sujeitos à perdas de íons. Além disso, diversos estudos (WOOD et al., 2003; 

GONZALEZ et al., 2005; STEINBERG et al., 2006; MATSUO & VAL, 2007) relatam 

que as substâncias húmicas dissolvidas na água preta contribuem para a prevenção 

de perdas iônicas. 
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CONCLUSÃO 

 

O presente estudo corrobora os dados de marcadores moleculares para a 

distribuição Panamazonica da espécie A. gigas e sugere que o remodelamento do 

epitélio branquial com espessamento da barreira de difusão de gases diminui a 

influência do caráter ácido e pobre em íons de BW. Por outro lado O. bicirrhossum 

pode não apresentar uma osmorregulação eficiente em BW pois apesar de apresentar 

AFCRMs e densidade de CRMs similares à de A. gigas as CRMs imunomarcadas 

apresentam pouca reatividade ao anticorpo além de que na espécie A. gigas o rim têm 

papel fundamental para a regulação iônica. Deste modo, a barreira hidrográfica 

imposta pelos rios de BW podem exercer funções de isolamento dispersivo para a 

espécie. A secreção de muco nas brânquias também pode auxiliar na função 

osmorregulatória e é mais acentuada em BW e poderia explicar a baixa ocorrência de 

CRMs nestas águas, pois o muco seria uma ferramenta para minimizar as perdas de 

íons e facilitar sua absorção. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 As espécies do presente estudo estão distribuídas na bacia amazônica de 

modo distinto. Enquanto que O. bicirrhossum é frequentemente encontrado em 

águas brancas A. gigas pode ser encontrado tanto em água branca quanto água 

preta. O fato de que a literatura sugerir que a espécie compreende uma única 

população panmítica, testando a hipótese da barreira hidrográfica, pode ser inferido 

que esta barreira formada por rios de água preta teriam pouca ou nenhuma 

influência na dispersão da espécie. 

 O presente estudo procurou contribuir em vários aspectos para elucidar como e 

quais são as respostas dos animais quando em exposição à água branca e preta e 

os resultados sugerem que as brânquias de exemplares pequenos de A. gigas estão 

mais suscetíveis às alterações do meio e portanto exemplares grandes devem 

transpor águas pretas e deste modo destacamos os principais pontos que 

corroboraram as hipóteses deste trabalho: 

- Exemplares grandes de A. gigas (≈2000 g) apresentam uma rápida recuperação 

das perdas iônicas no início do experimento de fluxo iônico e portanto não teriam 

influência da barreira hidrográfica de rios de água preta e consequentemente, 

influência na dispersão da espécie; 

- Ambas as espécies aparentemente apresentam uma capacidade íon-regulatória 

mais eficiente em ambientes de água branca, principalmente pela retomada de íons 

(influxo de íons); 



Considerações Finais 
  

106 
 

- Os resultados da imunohistoquímica para marcação da enzima NKA, a morfometria 

da AFCRMs e a densidade de CRMs indicam que em exemplares grandes de A. 

gigas (≈2000 g) o compromisso osmorrespiratório é deslocado para processos de 

regulação de íons; 

- Os fluxos iônicos e a morfometria das CRMs indicaram similaridades entre O. 

bicirrhosum e exemplares menores de A. gigas (≈200 g). Entretanto O. bicirrhosum 

não apresentaram o mesmo potencial de recuperação das perdas de íons que A. 

gigas. 

 Deve ser considerado que o presente estudo reproduz condições que os peixes 

podem enfrentar na natureza, entretanto ressalta-se a importância de outros estudos 

que possam aprimorar o conhecimento da fisiologia osmorregulatória destas 

espécies. Também seriam importantes estudos envolvendo outras espécies de 

Osteoglossiformes além das amazônicas, de modo a delinear melhor a história 

biogeográfica deste grupo. 
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