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< 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo 
não injetado CH e ADH. 
 

 
 
 
 
 
 

56 

Figura 16. Concentração de amônia (nM/mL) (A) e proteína plasmática (g/dL-1) (B) (média ± erro) dos 
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0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica 
diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH 
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< 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo 
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Tabela III. Concentração de íons plasmáticos Na+, K+ e Cl- (média ± erro) (meq/L) dos grupos não 
injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 
0,05) indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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Tabela IV. Concentração de glicose (mg/dL), lactato e piruvato plasmático (nM/mL) (média ± erro) dos 
grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (C+IC) e (AD+IC) de H. malabaricus (n = 8-
12 em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e 
AD. 
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Tabela V. Concentração de amônia (nM/mL) e proteína plasmática (g/dL-1) (média ± erro) dos grupos 
não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em 
cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: 
(p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) 
indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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Tabela VI. Valores médios de pH plasmático (média ± erro) dos grupos não injetados (C), (AD), 
(TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à 
água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica 
diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença 
em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao 
grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

 
 
 
 
 

41 

Tabela VII. Valores médios de Hct (%) e concentração de Hb (g/dL) do sangue (média ± erro) dos 
grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-
12 em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e 
AD. 
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Tabela VIII. Concentração de cortisol plasmático (ng/mL) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, 
ADH e TESTH), e injetados com cortisol (CH+IC) e (ADH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos a hipóxia severa (PO2 = 25-
30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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Tabela IX. Osmolalidade plasmática (mOsmol/Kg) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e 
TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à 
água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 
0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao 
tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 
0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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Tabela X. Concentração de íons plasmáticos Na+, K+ e Cl- (meq/L) (média ± erro) dos grupos não 
injetados (CH, ADH, TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em 
cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 
25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação 
ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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Tabela XI. Concentração de glicose (mg/dL), lactato e piruvato plasmático (nM/mL) (média ± erro) dos 
grupos não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (CH+IC e ADH+IC) de H. malabaricus (n 
= 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia 
severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 
0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica 
diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH 
e ADH. 
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Tabela XII. Concentração de amônia (nM/mL) e proteína plasmática (g/dL-1) (média ± erro) dos grupos 
não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 
em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa 
(PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) 
indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em 
relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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Tabela XIII. Valores médios de pH plasmático (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e 
TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à 
água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 
0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao 
tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 
0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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Tabela XIV. Valores médios de Hct (%) e concentração de Hb (g/dL) do sangue (média ± erro) dos 
grupos não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n 
= 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia 
severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 
0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica 
diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH 
e ADH. 
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Tabela XV. Valores médios (média ± erro) de CC (mm3) no filamento (F-CC) e lamelas (L-CC) das 
brânquias de H. malabaricus (n = 5 em cada grupo) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) e hipóxia severa 
(PO2 = 25-30 mmHg) dos grupos não injetados (C, CH), (AD24h, ADH24h), (AD48h, ADH48h), e 
grupos injetados (C+IC, CH+IC), (AD24h+IC, ADH24h+IC) e (AD48h+IC, ADH48h+IC) expostos à 
água controle (C) ou à água deionizada (AD). a: (p < 0.05) indica diferença em relação aos grupos C e 
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Tabela XVI. Valores médios (média ± erro) da atividade específica da Na+/K+-ATPase (µmol Pih -1 mg 
proteína-1) das brânquias de H. malabaricus (n = 5 em cada grupo) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) e 
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RESUMO 
 

O nível de estresse, avaliado pela alteração na concentração plasmática de cortisol e as 
alterações fisiológicas e metabólicas provocadas pelo choque osmótico e hipóxia e o efeito da injeção 
prévia de cortisol sobre essas alterações, foram investigadas em traíra, Hoplias malabaricus, não 
injetadas e injetadas com cortisol exógeno (IC) e mantidas em água similar à de seu ambiente natural 
(C - controle) e em água deionizada (AD) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) e hipóxia severa (H, PO2 
= 25-30 mmHg) durante 48 horas. O grupo testemunho (TEST) foi constituído por animais injetados 
com óleo de soja (veículo). As variáveis sanguíneas, pH, hematócrito (Hct) e concentração de 
hemoglobina (Hb), e as plasmáticas, osmolalidade, concentração dos íons Na+, K+, e Cl-, cortisol, 
glicose, lactato, piruvato, amônia e proteínas, foram determinadas após 6, 12, 24, 36 e 48h em cada 
condição experimental, após colheita de sangue via cânula implantada na veia ventral. Vinte e quatro e 
quarenta e oito horas após o início dos experimentos, as brânquias de 5 animais de cada grupo foram 
removidas para determinação da atividade da Na+/K+-ATPase e da densidade das células de cloreto 
(CC) através da imunohistoquímica contra a enzima Na+/K+-ATPase. O choque osmótico resultou em 
uma alteração lenta do cortisol plasmático em normóxia (24h no grupo AD) e rápida quando o animal 
foi exposto a hipóxia (6h no grupo ADH) evidenciando que a ativação do eixo Hipotálamo-Hipófise-
Interrenal depende do estímulo estressor. A injeção de cortisol (IC) em normóxia induziu um rápido 
aumento na glicose plasmática em todos os grupos experimentais, com exceção do grupo AD em 
relação ao grupo C que mostrou uma tendência a aumentar somente após 36-48h. Em hipóxia a glicose 
aumentou nos grupos ADH+IC apenas nas primeiras 24h. Distúrbio no balanço hidromineral, em 
normóxia, foi observado com o aumento na [Na+] e [K+] em todos os grupos experimentais e 
diminuição na [Cl-] plasmática somente para o grupo AD em 6 e 24h, retornando aos valores do grupo 
C após 36h, enquanto que, em hipóxia, a osmolalidade, a [Cl-] e a [Na+] diminuíram nas primeiras 12, 
6 e 12h, respectivamente nos grupos não injetados. Um distúrbio transitório foi observado na [K+] nos 
grupos ADH (6h) e CH+IC (24 e 48h). Em todos os grupos injetados a variação de lactato e glicose 
plasmática foi observada tanto em normóxia como em hipóxia (com exceção para o lactato no grupo 
CH+IC) o que evidencia o possível efeito do cortisol nestas respostas. Em normóxia, o aumento da 
concentração do lactato, glicose e Na+ nos grupos injetados pode ser devido mais ao cortisol exógeno 
e/ou ativação colinérgica do que a ativação do eixo HHI. As alterações nas concentrações da glicose, 
lactato, piruvato, amônia e proteína plasmática sugerem um aumento da demanda energética para 
manutenção da homeostase, podendo ser a conseqüência da variação de cortisol. O aumento 
significativo do pH pode ser reflexo da alcalose metabólica causada pela diminuição nos íons K+ e Cl 

que podem estimular a secreção de íons H+ para o interior do tubo renal nos grupos AD em normóxia. 
O aumento do pH em hipóxia pode ser explicado pela atividade da anidrase carbônica nos eritrócitos 
com a formação de íons H+ que se liga a Hb e de bicarbonato que deixa a célula e é trocado por íons 
Cl- em ADH. A diminuição do pH, em hipóxia, no grupo ADH+IC pode ser devida ao aumento do 
lactato advindo do metabolismo celular (acidose metabólica). O Hct mostrou uma tendência a 
diminuição, em normóxia, nas primeiras 6h nos grupos C, TEST e AD e 12h no grupo C+IC e a 
aumentar no grupo AD+IC em 6 e 24h. Em hipóxia ocorreu diminuição do Hct nas primeiras 6 horas 
no grupo ADH+IC e nas primeiras 12 horas nos grupos CH, ADH e CH+ IC. Não houve alteração na 
[Hb] tanto em normóxia como em hipóxia. Duas populações de CC foram identificadas nos filamentos 
branquiais e lamelas de H. malabaricus; CC-claras e CC-escuras estão restritas aos filamentos 
branquiais e raramente aparecem nas lamelas no grupo controle. Após o estresse osmótico e hipóxico 
ocorreu um aumento na densidade dos dois tipos de CC no filamento e lamela. A densidade de CC-
escuras (maduras e/ou ativas) aumentou com a elevação do cortisol plasmático e, conseqüentemente, a 
atividade específica da Na+/K+-ATPase acompanhou esse aumento. Os resultados do presente estudo 
evidenciam que níveis de cortisol acima dos níveis basais em H. malabaricus interferem no equilíbrio 
iônico e no metabolismo energético quando mantidos em ambiente semelhante ao habitat natural. 
Entretanto, se o animal for exposto a um estímulo estressor, os efeitos no equilíbrio iônico e 
metabólico podem ser amenizados quando os níveis de cortisol plasmático estão acima do nível basal. 
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ABSTRACT 
 
The stress level, via change in the plasma concentration of cortisol and the physiological and 

metabolic responses caused by osmotic shock and hypoxia and the effect of cortisol injection on theses 
responses, were studied in traíra, Hoplias malabaricus, injected and non-injected with cortisol 
exogenous (IC) and maintained in water similar to it natural environment (C- control) and in deionized 
water (AD) in normoxia (PO2 = 140 mmHg) and severe hypoxia (H, PO2 = 25-30 mmHg) during 48h. 
Animals injected with soy oil consisted the sham-operated group (TEST). Blood variables, pH, 
hematocrit (Hct) and hemoglobin concentration (Hb), osmolality, Na+, K+, and Cl- ion concentration, 
cortisol, glucose, lactate, ammonium and protein concentration were determined following 6, 12, 24, 
36 and 48h in each experimental condition, after blood sample obtained via implanted catheter in the 
ventral vein. Twenty four and forty eight hours after the beginning of experiments, the gills of 5 
animals from each group were removed for determination of Na+/K+-ATPase activity and chloride cell 
(CC) density using immunohistochemistry against Na+/K+-ATPase enzyme. Osmotic shock resulted in 
slow increasing of cortisol level in normoxia until 24h in group AD and fast increasing (6h) in fish 
exposed to hypoxia evidencing that the activation of hypothalamus –hypophysis -interrenal axis 
depends on stressor agent. Cortisol injection (IC) in normoxia induced plasma glucose increasing in all 
experimental groups, with exception of AD group compared with controls that showed a tendency to 
increase only after 36-48h. During hypoxia, glucose increased in the DH+IC group only on the first 
24h. Hydromineral unbalance, in normoxia, was observed with the increase of [Na+] and [K+] in all 
experimental groups and a decreasing of plasma [Cl-] only in the AD group in 6 and 24h, returning to 
values of control group after 36h, meanwhile, in hypoxia, the osmolality, [Cl-] and [Na+] decreased on 
the first 12, 6 and 12h, respectively, in non-injected groups. Transitory [K+] disturbance was observed 
in ADH (6h) and CH+IC (24 and 48h) groups. Changes in plasma glucose and lactate were observed 
in all injected groups in normoxia and hypoxia (with exception lactate concentration in CH+IC group), 
which evidences a possible effect of cortisol on these responses. In normoxia, the increasing of lactate, 
glucose and Na+ concentration in the injected groups may be related to exogenous cortisol and/or 
cholinergic activation instead of HHI activation axis. The changes of plasma glucose, lactate, 
pyruvate, ammonium and proteins suggested an increase of energy demand to homeostasis 
maintenance as a consequence of changes in cortisol. The significant increasing of pH may be due to 
metabolic alkalosis caused by a decreasing in plasma K+ and Cl- ions, which may stimulate the 
secretion of H+ ions to renal tubules in AD group in normoxia, while the increasing of pH in hypoxia 
may be explained by carbonic anhydrase activity in the erythrocytes with H+ production that 
combined with Hb+ or was changed with bicarbonate (HCO3

-/Cl-) in ADH. The reduction of pH, in 
hypoxia, in the ADH+IC group may be due to increase of lactate produced by cellular metabolism 
(acid metabolic). Hct showed a tendency to decrease, in normoxia, on the first 6h in C, TEST and AD 
groups and 12h in C+IC group, and to increase in the AD+IC group in 6 and 24h. In hypoxia, the Hct 
decreased on the first 6h in ADH+IC group and 12h in the CH, ADH e CH+ IC groups. Hb 
concentration did not change either in normoxia or hypoxia. Two chloride cell populations were 
identified in the gill filaments and lamellae of H. malabaricus; light-CC and dark-CC are restricted in 
the filaments an rarely in the lamellae. After osmotic and hypoxic stresses there were a density 
increase of CC of both types in the filament and lamella. Dark-CC density (mature and/or active) 
increased with the increase of cortisol levels and, consequently, the Na+/K+-ATPase activity followed 
these increasing in CC. The results of present study evidenced that the cortisol increasing above it 
basal level in H. malabaricus affect in the ionic equilibrium and energetic metabolism in fish kept in 
environment similar to it natural habitat. However, the effects of stress on the ionic equilibrium and 
metabolism may be reduced if cortisol level is above of the basal level of this species. 
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1. INTRODUÇÃO 

As águas doces tropicais e subtropicais constituem-se em um complexo e interessante 

sistema que desperta a atenção para os estudos das adaptações de organismos aquáticos ao 

ambiente por apresentarem grandes oscilações diárias e sazonais. Variações na tensão de O2, 

temperatura, pH, níveis de amônia ionizada, nitrito, dióxido de carbono podem ocorrer 

estimulando a ação de mecanismos compensatórios fisiológicos e metabólicos que, até um 

certo limite, são capazes de restabelecer o equilíbrio interno e promover a adaptação do 

organismo à nova condição ambiental (HOCHACHKA e SOMERO, 1973, 1984). 

A grande extensão da superfície branquial, principalmente em peixes de respiração 

exclusivamente aquática, a curta distância entre os meios externo e interno (3-10 µm) e o 

contínuo fluxo de água tornam as brânquias os primeiros órgãos a se alterarem em resposta às 

oscilações físico-químicas da água (FERNANDES et al., 1993). As brânquias são os 

principais órgãos para a respiração na maioria dos peixes e tem importante papel na regulação 

iônica e osmótica e na manutenção do equilíbrio ácido-base, os quais são continuamente 

ajustados em função de oscilações internas e externas no pH, íons dissolvidos, níveis de 

amônia não-ionizada, dióxido de carbono e xenobióticos (FERNANDES et al., 2000; 

FERNANDES e PERNA-MARTINS, 2002; MORON et al., 2003; SAKURAGUI et al., 

2003; ALBERTO et al., 2005; EVANS et al., 2005). 

Alterações na perfusão das lamelas secundárias e na superfície respiratória, alterações 

do epitélio branquial tais como proliferação das células mucosas e alterações nas 

mucosubstâncias produzidas, modificações nas microcriptas das células pavimentosas, 

proliferação das células-cloreto (CC) e aumento da superfície apical dessas células estão 

associadas a respostas fisiológicas e têm sido consideradas como mecanismos que auxiliam o 

restabelecimento das condições normais do indivíduo na presença de um agente estressor 

(WENDELAAR BONGA, 1997). A proliferação das CC no epitélio branquial ocorre via 
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alteração no denominado hormônio do estresse, o cortisol (WENDELAAR BONGA, 1997) e 

a ação de mecanismos adaptativos locais (BALM e POTTINGER, 1993). 

 

 

1.1. O estresse e os peixes 

Os estímulos externos ou estressores que provocam mudanças fisiológicas ou 

morfológicas nos animais podem ser considerados como de curta duração, ou agudos ou de 

longa duração, ou crônicos. No estresse considerado agudo, podemos verificar respostas 

primárias e secundárias ao estresse seguidas das respostas terciárias ao estresse, as quais, são 

observadas no estresse considerado crônico. Em relação às respostas primárias ao estresse, o 

estímulo estressor é percebido nos peixes teleósteos desencadeando uma rápida estimulação 

neural com a liberação de catecolaminas (CA), adrenalina ou noradrenalina do tecido 

cromaffin (equivalente à medula adrenal em mamíferos) (GINGERICK e DROTTAR, 1989), 

via eixo hipotálamo-sistema simpático-células cromafins (eixo-HSC). Ao mesmo tempo o 

eixo hipotálamo-hipófise-interrenal (eixo-HHI) é ativado (DONALDSON, 1981; SUMPTER, 

1997) pela liberação do hormônio corticotrófico (CRH) pela hipófise e subseqüente liberação 

do cortisol pelo tecido interrenal (equivalente ao córtex adrenal em mamíferos) (WELD et al., 

1987; OKAWARA et al., 1992). A principal função de ambos os eixos é a mobilização de 

energia pela liberação de substratos energéticos na circulação sanguínea e aumento da 

transferência e tomada de O2 pelo organismo (MAZEAUD e MAZEAUD; 1981; RANDALL 

e PERRY, 1992). O aumento nos níveis de cortisol circulante em resposta aos estressores é 

considerado como uma resposta adaptativa e importante para manter os ajustes da homeostase 

em relação ao estresse (WENDELAAR BONGA, 1997; MOMNSEN et al., 1999; 

SAPOLSKY et al., 2000; CHARMANDARI et al., 2004). 

As respostas secundárias são causadas pela elevação nos níveis circulantes de CA e 



 3

cortisol e incluem alterações na taxa de secreção de outros hormônios pituitários e hormônios 

da tireóide, mudanças no “turnover” dos neurotransmissores cerebrais como dopamina e 

serotonina, melhora na capacidade respiratória (otimização da tomada de O2 resultando em 

aumento na oxigenação dos tecidos) via aumento do débito cardíaco e aumento do fluxo 

sanguíneo para as brânquias às custas de distúrbios no balanço de sais e água (RANDALL e 

PERRY, 1992), e mobilização de energia pela quebra das reservas de carboidratos e lipídeos e 

pela oxidação da proteína muscular; e alterações no equilíbrio ácido-base (FSBI, 2002). As 

CAs estimulam também a glicogenólise com a liberação de glicose do fígado para o sangue, 

resultando numa hiperglicemia no animal sob condição de estresse. As respostas denominadas 

terciárias ao estresse (estresse crônico) são aquelas em que o estímulo estressor é prolongado 

ou repetitivo (SCHRECK, 2000) e o peixe não tem como escapar das mudanças, e estas 

incluem alterações na função imune e na resistência as doenças, no crescimento e no status 

reprodutivo podendo levar o peixe à morte (FSBI, 2002). 

 

 

1.1.2. Alterações morfo-fisiológicas e metabólicas 

As mudanças para ambientes perturbados como água deficiente em íons (AVELLA et 

al., 1987; LEINO et al., 1987; LAURENT e HEBIBI, 1989; GRECO et al, 1995); água 

destilada (FERNANDES e PERNA-MARTINS, 2002), água deionizada (MORON et al., 

2003; SAKURAGUI et al., 2003) e/ou hipóxia (FERNANDES et al, 2000; SAKURAGUI et 

al., 2003) têm sido consideradas como indutores de mudanças no epitélio branquial como a 

diferenciação de células-cloreto (CC) em resposta ao aumento do hormônio cortisol circulante 

para tentar manter o equilíbrio hidromineral perdido pelo aumento das CAs. Desta forma, o 

cortisol pode ser considerado como um hormônio de ampla atuação em peixes porque 

desempenha um papel importante no metabolismo intermediário (VIJAYAN et al., 1994 a, b, 
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1997; MOMNSEN, et al., 1999), na regulação iônica e osmótica (MADSEN, 1990), na 

função imune (WENDELAAR BONGA, 1997) dando suporte ao argumento para um papel 

adaptativo ao estresse. Além do que, o cortisol tem dupla função: glicocorticóide e 

mineralocorticóide (WENDELAAR BONGA, 1997; MOMNSEN, et al., 1999), a primeira 

estimula a glicogenólise no fígado, assim como, a proteólise periférica neste e em outros 

tecidos como o músculo branco (BARTON et al., 1987), resultando numa hiperglicemia, além 

de promover a gliconeogênese neste mesmo órgão, como por exemplo, a síntese de glicose 

através de substratos não protéicos, tais como o aminoácido alanina e lactato (VIJAYAN et 

al., 1994a, b; MOMNSEN et al., 1999). O cortisol afeta também o metabolismo de 

carboidratos, aminoácidos e lipídios (MOMNSEN et al., 1999). 

Os glicocorticóides são vitais para manutenção basal e homeostase relacionada ao 

estresse em mamíferos. Sob tais condições, o cortisol mantém a normoglicemia e previne a 

hipotenção arterial. Nos estados de estresse, a elevação do cortisol é importante para ativar o 

sistema nervoso central, aumentando assim, a concentração de glicose no sangue e a elevação 

da pressão arterial (BANBERGER, et al., 1996). O cortisol também é utilizado para amenizar 

as reações inflamatórias do sistema imune induzidas pelo estresse (BANBERGER, et al., 

1996). Nos peixes, o papel do cortisol em relação ao aumento da concentração de glicose no 

plasma e os mecanismos que os envolve estão começando a serem elucidados. O estresse é 

um processo que demanda energia e estudos tem demonstrado que este aumenta a taxa 

metabólica e a tomada de O2 em peixes (BARTON et al., 1987). Para lidar com a demanda 

energética aumentada, os peixes mobilizam substratos para abastecer os processos celulares. 

A glicose é um importante combustível para o metabolismo e determinados tecidos podem 

utilizar-se primeiramente dela (como por exemplo, cérebro, coração, células sanguíneas e 

brânquias; MOMNSEN, 1986). Como nos peixes, a utilização periférica da gligose ainda não 

está claramente compreendida; MOMNSEN et al., 1999 tomando como base o efeito do 
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cortisol no metabolismo intermediário sugeriram um modelo esquemático resumido para 

tentar elucidar a função deste em relação à hiperglicemia durante o estresse em peixes (Figura 

1). A elevação nos níveis de cortisol no plasma durante o estresse em peixes pode 

desempenhar um papel na produção imediata de glicose causada pelo aumento da 

glicogenólise nos hepatócitos do fígado (MOMNSEN et al., 1999). A glicose-6-fosfato é 

mediada pela enzima glicose-6-fosfatase (que existe em grandes proporções nos hepatócitos) 

e convertida em glicose (Fig. 1). Esse efeito do corisol sugere um decréscimo no conteúdo de 

glicogênio no fígado pós-estresse, embora isso não pareça ser o caso dos peixes (Vijayan et 

al., 1994a). MOMNSEN et al., 1999; sugeriram uma hipótese de que a reposição/manutenção 

do glicogênio, assim como, a manutenção da glicose plasmática após o estresse, é atribuída 

principalmente ao cortisol, e talvez com a ação conjunta da insulina.  

Além de aumentar a capacidade da gliconeogênese, o cortisol também aumenta a 

mobilização/catabolismo dos aminoácidos nos peixes.O aumento da atividade proteolítica 

periférica parece ser acompanhado por ajustes substanciais do metabolismo dos aminoácidos, 

incluindo a excreção de amônia pelos peixes, atividade das transaminases e outras numerosas 

enzimas (glutamato: glutamina sintetase, aminotransferases e glutamato dehidrogenase) 

envolvidas nesse processo ou subordinadas ao metabolismo dos aminoácidos no fígado. Neste 

caso o cortisol também desempenha um papel importante no controle de todos esses 

parâmetros, mesmo se não tem sido possível detectar mudanças no metabolismo dos 

aminoácidos, tendo em vista o seu aumento imediato na concentração do plasma. A fonte 

deste “pool” de aminoácidos não tem sido demonstrada claramente, mas é concebível que os 

aminosácido livres originam-se das reservas do músculo, como nos estudos em mamíferos 

que mostram o aumentado da proteólise periférica associada com a hipercortisolemia 

(BRILLON et al., 1995). Um resumo do que seria a cascata cortisol-dependente envolendo os 

aminoácidos e seu metabolismo é mostrado na Figura 1. 
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Figura 1. Efeito metabólico do cortisol em peixes. As setas indicam aquelas vias ou processos que ou são 
regulados ou são sítios potenciais da ação do cortisol. As linhas tracejadas indicam fluxo ou transporte de 
metabólitos. Abreviações: AGL, ácidos graxos livres; HOAD, 3-hidroxiacil-coenzima A dehidrogenase; GDH, 
glutamato dehidrogenase; GQ, glicerol quinase; GNSase, glutamina sintetase; GFase, glicogênio fosforilase; 
GSase, glicogênio sintetase; G6Fase, glicose-6-fosfatase; G6FDH, glicose-6-fosfato dehidrogenase; FEP 
fosfoenolpiruvato; FEPCQ, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (modificado de MOMNSEN et al., 1999 por José 
Vicente Sandonato, 2006). 
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O lactato pode também ser um substrato chave para a gliconeogênese. Após o 

exercício, o cortisol aumenta a glicólise no músculo e concentração do lactato do plasma em 

truta arco-íris (EROS e MILLIGAN, 1996). O lactato é um substrato preferido pela 

gliconeogênese nos peixes (SUAREZ e MOMMSEN, 1987), e a gliconeogênese do lactato é 

estimulada pelos glicocorticóides (RENAUD e MOON, 1980; JANSSENS e WATERMAN, 

1988; MOMMSEN et al., 1992). Conseqüentemente, é discutível se o lactato pode ser 

utilizado para produção de glicose/conservação do glicogênio no fígado após o estresse nos 

peixes. O papel dos lipídios no processo de gliconeogênese induzida pelo cortisol ainda não 

está claro, mas duas linhas independentes mostram evidências que o glicerol desempenha um 

papel importante. BrooK charr tratadas com cortisol demonstraram atividades aumentadas da 

glicerol quinase e da atividade da gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenase no fígado 

(VIJAYAN et al., 1991); ambas as enzimas são essenciais para converter carbonos do glicerol 

na gliconeogênese, embora a glicerol quinase seja também importante na rota para o re-

estruturação de ácidos graxos. Como mostrado acima, o cortisol aumenta a taxa de lipólise 

(degradação de ácidos graxos) nos peixes e o glicerol resultante poderia ser utilizado para a 

gliconeogênese. Entretanto, estudos adicionais são necessários para compreender o papel do 

cortisol na utilização do glicerol nos peixes e em dividir o potencial do glicerol entre a 

gliconeogênese e a síntese de lipídios. Assim, um dos papéis metabólicos importantes do 

cortisol durante o estresse está nos processos de regulação da glicose e da manutenção do 

glicogênio, os quais são vias importantes para a recuperação do estresse. Esta ação do cortisol 

ocorre provavelmente conjuntamente com outros hormonios glicoreguladores, tais como, a 

epinefrina, o glucagon e a insulina; o mecanismo de controle pôde incluir alterações dos 

hepatócitos responsáveis a estes hormônios. A gliconeogênese estimulada pelo cortisol e 

epinefrina corresponde a uma ação metabólica derivada não a um estímulo hipoglicêmico, 

mas por uma necessidade metabólica derivada a um estresse energético. O cortisol pode 
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também desempenhar um papel na mobilização periférica dos substratos, fornecendo desse 

modo precursores mais simples como glicerol, lactato, piruvato e aminoácidos para a 

gliconeogênese hepatica nos peixes. Porém quando ocorre em tecidos extra-hepáticos, 

principalmente no músculo, a glicose formada é utilizada somente no metabolismo energético 

devido à ausência da enzima glicose-6-fosfatase, exclusiva do hepatócito (MOMMSEN et al., 

1999; Fig. 1). 

Em relação à função mineralocorticóide, o cortisol atua na regulação osmótica e 

iônica, sendo capaz de estimular a diferenciação de CC nas brânquias e o aumento da 

atividade específica das enzimas relacionadas ao transporte de íons, em particular a enzima 

Na+/K+ATPase (NOLAN, 2000). 

LAURENT e PERRY (1990) demonstraram o aumento no número de CC nas 

brânquias de truta Oncorhynchus mykiss, tratadas com injeção intramuscular de cortisol, bem 

como o aumento na área de superfície apical de cada CC individual; e McCORMICK (1995) e 

DANG et al. (2000a) demonstraram que o tratamento com cortisol estimula a atividade da 

Na+/K+-ATPase e a diferenciação de CC nas brânquias de teleósteos. Conseqüentemente, o 

cortisol aumenta a capacidade de transporte de íons pelas brânquias, devido à ativação das 

bombas iônicas e pelo aumento no número de CC nestes órgãos (PERRY, 1998). 

As CC presentes no epitélio branquial são a chave para os processos 

osmorregulatórios em teleósteos (EVANS, 1993). Estudos das CC nas brânquias de peixes 

têm demonstrado que a concentração de íons no meio aquático influencia a distribuição e a 

morfologia dessas células. LAURENT e DUNEL-ERB (1980) documentaram uma 

proliferação reversível das CC no filamento branquial de Oncorhynchus mykiss após 

transferência da água-doce para a água deionizada e vice-versa. Posteriormente, verificou-se 

que O. mykiss mantidas em águas com concentração muito baixa de íons Na+, Cl - e Ca2+ 

(pobre em íons e mole) apresentavam proliferação das CC e aumento da sua área apical 
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(LAURENT et al., 1985; AVELLA et al., 1987) e que o aumento da área fracional das CC 

estava diretamente relacionada ao aumento da tomada de Na+ e Cl - (PERRY e LAURENT, 

1989). Essas alterações morfológicas implicam na conservação total ou parcial de uma função 

particular (regulação iônica) das brânquias, mas pode, por sua vez, ocorrer em detrimento de 

uma outra função. A presença das CC no epitélio das lamelas secundárias interfere na função 

respiratória uma vez que aumenta a barreira água-sangue e diminui a capacidade de difusão 

de gases (O2 e CO2) (BINDON et al, 1994b, GRECO et al., 1995). 

Levando em conta as considerações citadas acima e que as águas continentais 

brasileiras são consideradas pobre em íons com exceção de algumas lagoas costeiras e regiões 

salinas do Pantanal sul (ESTEVES, 1998). Estudos do epitélio branquial de algumas espécies 

de peixes encontradas em um mesmo ambiente mostraram que há uma grande variabilidade 

quanto à distribuição das CC nessas espécies. Dentre as espécies estudadas, Hoplias 

malabaricus possui CC distribuídas no epitélio do filamento branquial sendo raras CC 

encontradas na base da lamela secundária (MORON e FERNANDES, 1997). A diluição da 

água (1:2 e 1:3 água laboratório: água deionizada) não causa modificações significativas no 

epitélio branquial de H. malabaricus, entretanto, quando essa espécie é mantida em água 

deionizada ocorre um aumento significativo no número de CC no filamento e lamelas 

secundárias com conseqüente aumento na distância de difusão água-sangue (MORON et al., 

2003). 

SAKURAGUI et al. (2003) utilizando a exposição à água deionizada como uma forma 

de estimular a proliferação das CC nas lamelas secundárias mostrou que nessas condições, 

durante hipóxia progressiva, H. malabaricus foi capaz de manter a tomada de O2 do meio 

aquático constante, isto é, não alterou a pressão crítica de O2 (PcO2) quando mantida em 

hipóxia gradual, embora a pressão parcial de oxigênio do sangue arterial (PaO2) tenha sido 

reduzida significativamente. Os níveis iônicos plasmáticos não foram alterados em condições 
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de normóxia ambiental, entretanto, em condições hipóxicas, a [Na+] e a [K+] mostraram 

alterações significativas. As alterações mais drásticas ocorreram nas primeiras 48 horas após a 

transferência para a água deionizada, em hipóxia, concomitantemente com o período em que 

ocorreram significativas alterações no epitélio branquial (FERNANDES et al., 2000). Esses 

resultados levantaram algumas questões que necessitam ser respondidas quanto aos 

mecanismos envolvidos nas respostas de H. malabaricus ao estresse não tóxico. 

 

 

1.2. Aspectos gerais e importância da espécie, Hoplias malabaricus 

A traíra, Hoplias malabaricus, (TELEOSTEI, ERYTRINIDAE) (BLOCH, 1794) é um 

peixe adaptado a ambientes lênticos, apresenta pouca atividade, movimentando-se apenas 

para obtenção de alimento e atividade reprodutiva (RANTIN et al, 1992; RANTIN, 1993; 

KALININ et al, 1993).  

A traíra chega a atingir 40 cm de comprimento (BRITSKI et al., 1988). As fêmeas 

constroem ninhos onde depositam os ovos, formando uma massa irregular e o cuidado é 

efetuado pelos machos. A reprodução da espécie ocorre no período chuvoso com desova do 

tipo parcelada. É uma espécie de hábito alimentar piscívoro e insetívoro nas fases mais jovens 

(OYAKAWA, 2001). A falta de caracteres sexuais secundários externos dificulta a 

diferenciação por sexo mesmo na é poca reprodutiva (AZEVEDO e GOMEZ, 1943). 

H. malabaricus é uma espécie tipicamente neotrópica, com ampla distribuição 

geográfica. No Brasil, a espécie ocorre nas bacias do Amazonas, São Francisco, Paraíba, 

Doce, Paraná e nos grandes e pequenos açudes do nordeste (LEITÃO, 1947; FOWLER, 1950; 

PAIVA, 1972; GODOY, 1975). 
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Em geral, os eritrinídeos são capazes de viver em ambientes onde fatores abióticos 

como temperatura, pH, condutividade, concentração de O2, etc. são desfavoráveis para 

maioria das espécies (KRAMMER et al., 1978; SILVA, 1980; SANTOS, 1980). 

H. malabaricus, em particular, é extremamente resistente ao jejum (RIOS, et al., 

2006) e a redução do O2 do meio aquático, apesar de ser uma espécie de respiração 

exclusivamente aquática (GODOY, 1975); é altamente tolerante a tensões baixas de O2 do 

meio, tem baixo metabolismo aeróbico e apresenta baixa ventilação branquial e uma alta 

eficiência na extração de O2 do meio aquático (RANTIN e JOHANSEN, 1984; RANTIN et 

al., 1992; RANTIN, 1993; KALININ et al., 1993, 1996; MATTIAS et al., 1996), alta 

afinidade hemoglobina-oxigênio (JOHANSEN et al., 1978), alta capacidade anaeróbica 

(DRIEDZIC et al., 1978; HOCHACHKA et al., 1978) e extensa área de superfície respiratória 

(FERNANDES et al., 1993). 

A tensão crítica de O2 (PcO2) a 25oC de H. malabaricus foi calculada em 18mmHg 

(RANTIN et al., 1992; KALININ et al., 1993) para animais com peso entre 200 a 500 g, 27-

30 mmHg para animais com peso entre 24-100g (KALININ et al., 1993; MATTIAS, et al., 

1996) e 21,6 mmHg para animais entre 265 a 565 g quando mantidos em água deionizada 

(SAKURAGUI et al., 2003). Nessa espécie a alta afinidade hemoglobina-oxigênio e a 

superfície respiratória podem facilitar o transporte de oxigênio do meio para o sangue 

(WOOD e LENFANT, 1979). 

 

 

2. OBJETIVOS 

O presente estudo teve como objetivo analisar os mecanismos envolvidos nas 

respostas de traíra, Hoplias malabaricus ao estresse osmótico e hipóxico com ênfase a 

possível ação regulatória do cortisol. 
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2.1. Objetivos específicos 

Para analisar os mecanismos envolvidos nas respostas de H. malabaricus nas 

condições acima e o papel do cortisol nessas respostas, o presente estudo teve como objetivos 

específicos: 

a) Avaliar o nível de estresse, através da alteração na concentração plasmática de cortisol 

(eixo HHI) e alteração na concentração de glicose e lactato como indicadores de aumento 

na demanda energética (eixo HSC), provocada pela exposição de Hoplias malabaricus à 

água deionizada e à hipóxia; 

b) Avaliar se ocorre a manutenção do equilíbrio iônico durante exposição à água deionizada, 

em normóxia e em hipóxia severa e se está associado a um aumento da atividade da 

NA+/K+-ATPase no epitélio branquial e, se há correlação entre o aumento da atividade da 

NA+/K+-ATPase e a frequência e estado funcional das CC; 

c) Avaliar se a administração de cortisol exógeno pode maximizar ou minimizar as 

alterações morfofisiológicas em animais mantidos em água deionizada e hipóxia severa. 

d) Avaliar o metabolismo intermediário através da mobilização dos substratos energéticos 

como glicose, lactato, piruvato, amônia e proteína plasmática (respostas secundárias ao 

estresse) em água deionizada e hipóxia severa. 

e) Avaliar as alterações no equilíbrio iônico através da osmolalidade e concentração de íons 

plasmáticos (Na+, K+ e Cl-) em água deionizada e hipóxia severa. 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material 

No presente estudo foram utilizados exemplares adultos (machos e fêmeas) de traíra, 

Hoplias malabaricus, (BLOCH, 1794) (Fig. 2) com peso entre 200 a 400 g, que foram 
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coletados na bacia do rio Tietê-Paraná Município de Itirapina São Paulo-SP. Os peixes foram 

transportados para o Laboratório de Zoofisiologia e Bioquímica Comparativa do 

DCF/UFSCar, São Carlos, SP e aclimatados a condições de laboratório por 30 dias em tanque 

de cimento amianto (1000 L) com fluxo contínuo de água não clorada que abastece o 

laboratório (poço artesiano). As características são: pH = 7,3 ± 0,2; dureza = 24,5 ± 0,3 mg L-

1 de CaCO3; alcalinidade = 23,75 ± 1,9 mg L-1 de CaCO3; condutividade = 8,3 ± 0,3 µS e os 

íons, em mg L-1, Na+ = 2,06 ± 0,03, K+ = 2,52 ± 0,004, Ca2+ = 4,00 ± 0,013, Cl- = 0,5 ± 0,4, 

aeração constante, temperatura controlada (25 ± 1o C) e foto período de 12 horas. A 

alimentação foi de filés de peixes duas vezes por semana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Exemplar de traíra, Hoplias malabaricus (foto Prof. Victor de Victor). 
 

 

3.2. Métodos 

 Após o período de aclimatação em laboratório (30 dias) os peixes foram divididos em 

grupos e submetidos a diferentes experimentos de acordo com os objetivos a serem 

alcançados. Em todos os experimentos a temperatura foi mantida constante (25 ± 1 o C) por 

meio de um termostato modelo FAC 104 acoplado a um aquecedor. A alimentação foi 

suspensa 48 horas antes dos experimentos. 
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3.2.1. Procedimento cirúrgico 

Individualmente, os peixes, foram anestesiados por imersão em um aquário (10 L) 

contendo Benzocaína a 0,02%, durante 2 minutos. Imediatamente após anestesia, os peixes, 

foram pesados, colocados em uma mesa cirúrgica com fluxo de água com o mesmo anestésico 

(0,005%) para manutenção destes e aeração constante das brânquias. Após assepsia do local 

cirúrgico, uma incisão na região latero-caudal do peixe foi feita para implante de uma cânula 

(tubo de polietileno P10) na veia ventral. Ao término da cirurgia e sutura da incisão, os 

peixes, foram colocados em tubos de contenção cilíndricos e perfurados (dimensões: 12 cm de 

diâmetro e 40 cm de comprimento), transferidos para um tanque de 80L (sistema 

experimental) com aeração contínua e fluxo de água constante, permanecendo em 

recuperação pós-cirúrgica durante 24 horas (segundo teste preliminar do ciclo circadiano do 

cortisol para a espécie H. malabaricus, SAKURAGUI, M.M. e FERNANDES, M.N; dados 

não publicados), sendo em seguida submetidos ao protocolo experimental. 

 

 

3.2.2. Protocolo experimental 1. Avaliação do estresse provocado pela exposição à água 

deionizada e administração de cortisol exógeno em normóxia. 

Espécimes de traíra, H. malabaricus, após cirurgia de implante das cânulas, foram 

divididos em 5 grupos (n = 12 cada grupo), mantidos dentro de tubos de contenção e 

colocados em sistemas experimentais (80L cada) de acordo com o tratamento a ser submetido. 

Inicialmente os tanques permaneceram com água que abastece o laboratório e após um 

período de 24 horas de recuperação cirúrgica dos peixes nesses tanques a água foi substituída 

por água que abastece o laboratório (com as mesmas características descritas na pág. 13) ou 
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água deionizada (1ausência de íons; pH = 6,5 e condutividade máxima: 5µS) em condições 

normóxicas (PO2 = 140 mmHg) (Fig. 2). No grupo 1 - Controle (C): a água foi substituída 

por água do laboratório; no grupo 2 –Água deionizada (AD): a água do aquário foi 

substituída por água deionizada, no grupo 3 – Testemunho (TEST) no qual foi administrada 

injeção intraperitonial do veículo que dissolve o cortisol (óleo de soja comercial) e no grupo 

4 – Cortisol (C+IC) no qual foi administrada injeção intraperitonial de cortisol (5 mg/mL por 

grama de massa corpórea), a água foi substituída por água do laboratório, e no grupo 5 - 

Água deionizada + cortisol (AD+IC) no qual foi administrado injeção intraperitonial de 

cortisol (5 mg/mL por grama de massa corpórea) a água foi substituída por água deionizada. 

Nos peixes dos grupos 4 e 5 foi administrada injeção de cortisol (5 mg/mL por grama de 

massa corpórea, segundo ARENDS (1999) imediatamente após a cirurgia. A administração do 

veículo no grupo TEST foi efetuada também imediatamente após a cirurgia. Amostras de 

sangue de cada peixe (0,5 mL) via cânula foi coletada no tempo 0 (antes do início da 

substituição da água) e 6, 12, 24, 36 e 48 horas após a substituição da água dos tanques. 

As amostras de sangue total foram utilizadas imediatamente na análise das variáveis 

hematológicas (pH, hematócrito (Hct) e concentração de hemoglobina [Hb]). O restante das 

amostras de sangue foram centrifugadas a 12000 rpm em uma centrífuga refrigerada por 3 

minutos para separação de células e plasma. O plasma foi retirado com micropipeta e 

armazenado em eppendorfs de 500 µL que foram congelados á - 20 oC para posterior análise 

da osmolalidade, íons (Na+, K+e Cl-), e metabólitos associados às respostas secundárias ao 

estresse (cortisol, glicose, lactato, piruvato, amônia e proteína). Os peixes foram dissecados 

24 e 48 h após a substituição da água dos aquários e as brânquias foram retiradas para 

                                                           
1 Água deionizada é uma água purificada onde são ausentes todos os componentes orgânicos e inorgânicos 
inclusive metais pesados. O processo de dionização é feito a partir de um purificador onde a água da torneira 
passa por um pré-filtro para remover as partículas em suspensão e sedimentos seguindo para uma "câmara 
declorinadora e removedora de materiais orgânicos". Logo em seguida todos os íons inorgânicos como cálcio, 
sulfato, carbonato, magnésio, sódio, amônia, nitrito, fosfato, chumbo, cobre e zinco são removidos na câmara de 
deionização. 
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determinação da atividade da Na+/K+-ATPase e análise morfológica em microscopia de luz 

(ML) através da técnica da imunohistoquímica (Fig. 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Esquema protocolo experimental 1 (tempos amostrais 0, 6, 12, 24*, 36 e 48* horas). 
 

 

3.2.3. Protocolo experimental 2. Avaliação do estresse provocado pela exposição à água 

deionizada e administração de cortisol exógeno em hipóxia 

Espécimes de traíra, H. malabaricus foram divididos em 5 grupos (n = 12 cada grupo), 

mantidos dentro de tubos de contenção e colocados em 5 sistemas experimentais (80L cada), 

após cirurgia descrita no item 3.2.1 de acordo com o tratamento a ser submetido. 
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Os tanques permaneceram com água que abastece o laboratório e após um período de 24 

horas de recuperação cirúrgica dos peixes nesses tanques a água foi substituída por água do 

laboratório (cujas características foram citadas na pág. 13) ou água deionizada (ver pág. 15) e 

submetida a hipóxia cuja pressão parcial de O2 (PO2 ~ 25-30 mmHg) foi próxima a tensão 

crítica determinada para a espécie (RANTIN et al., 1992, KALININ et al., 1996; 

SAKURAGUI et al., 2003) à 25 ºC (Fig. 3). No grupo 1 - Controle (C): a água foi 

substituída por água do laboratório; no grupo 2 –Água deionizada (AD): a água do aquário 

foi substituída por água deionizada, no grupo 3 – Testemunho (TEST) no qual foi 

administrada injeção intraperitonial do veículo que dissolve o cortisol (óleo de soja) e no 

grupo 4 – Cortisol (C+IC) no qual foi administrada injeção intraperitonial de cortisol, a água 

foi substituída por água do laboratório, e no grupo 5 - Água deionizada + cortisol (AD+IC) 

no qual foi administrada injeção intraperitonial de cortisol a água foi substituída por água 

deionizada (Fig. 4) 

As amostras de sangue total foram utilizadas imediatamente para análise das variáveis 

hematológicas (pH, hematócrito (Hct) e concentração de hemoglobina [Hb]). O restante das 

amostras de sangue foram centrifugadas a 12000 rpm em uma centrífuga refrigerada por 3 

minutos para separação de células e plasma. O plasma foi retirado com micropipeta e 

armazenado em ependorfs de 500 µL que foram congelados á - 20 oC para posterior análise da 

osmolalidade, íons (Na+, K+e Cl-), e metabólitos associados às respostas secundárias ao 

estresse (cortisol, glicose, lactato, piruvato, amônia e proteína). Os peixes foram dissecados 

24 e 48 h após a substituição da água dos aquários e as brânquias foram retiradas para 

determinação da atividade da Na+/K+-ATPase e análise morfológica em microscopia de luz 

(ML) através da técnica da imunohistoquímica (Fig. 4). 
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Figura 4. Esquema protocolo experimental 2 (tempos amostrais 0, 6, 12, 24*, 36 e 48* horas). 
 

 

3.2.4. Tensões de oxigênio na água (PO2) 

Os tanques dos grupos mantidos em normóxia foram continuamente aerados e nos 

tanques que foram mantidos em hipóxia a tensão de O2 da água foi reduzida borbulhando-se 

N2 na água do tanque até alcançar a PO2 desejada (25-30 mmHg) em um período de 1 hora. A 

tensão de O2 foi, então, monitorada durante todo o experimento, utilizando-se um analisador 

de O2 FAC. 204-A acoplado a um sistema regulador de O2 dissolvido que controlava, por 
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meio de uma válvula magnética, a fonte de ar comprimido e/ou nitrogênio conectada ao 

tanque. A informação sobre a PO2 da água chegava ao instrumento por intermédio de eletrodo 

de O2. Uma PO2 imediatamente abaixo da que fora selecionada fazia com que fosse aberta a 

válvula magnética, fornecendo ar comprimido para o tanque. Ao contrário, uma PO2 

imediatamente acima da selecionada, acionava o fechamento da válvula, cortando o 

fornecimento de O2 para o aquário. 

 

 

3.2.5.  Determinação das Variáveis Hematológicas e Plasmáticas 

3.2.5.1. Amostras de sangue 

 As amostras de sangue foram subdivididas e processadas de acordo com as análises 

que foram efetuadas posteriormente. Sub-amostras de sangue foram utilizadas imediatamente 

para determinação do pH, hematócrito e concentração de hemoglobina. O sangue 

remanescente da amostra de cada animal foi centrifugado e o plasma foi congelado e 

armazenado a -20°C em tubos ependorf de 500 µL para posterior análise da osmolalidade, 

íons, lactato, glicose, cortisol, piruvato e proteínas plasmáticas. 

 

 

3.2.5.2. pH do sangue 

 O pH sanguíneo foi determinado utilizando-se eletrôdo específico para sangue 

acoplado a um pHmetro Micronal B375 calibrado com padrões de pH de alta precisão. Os 

valores foram anotados quando o marcador ficava livre de oscilações. 
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3.2.5.3. Hematócrito (Hct) 

 A determinação do hematócrito (Hct = %) foi realizada em réplicas aplicando-se o 

método de microhematócrito com tubo capilar heparinizado de 75 mm, e centrifugado (5 

min.) a 12000 rpm em uma centrífuga de microhematócrito FANEN, mod. 207/N para que os 

eritrócitos contidos no sangue total fossem firmemente concentrados sem hemólise. A 

porcentagem por volume de eritrócitos contidas numa amostra de sangue total foi medida com 

o auxílio de um cartão padronizado. 

 

 

3.2.5.4. Dosagem de Hemoglobina Total ([Hb]) 

 A concentração de hemoglobina ([Hb] = g/100mL) foi determinada a partir de 

amostras de 10 µL de sangue total segundo o método de formação de cianometahemoglobina 

(reagente de Drabkin) através da adição de ferrocianeto de potássio para a conversão de Hb- - 

CN-. Após agitação, a solução diluída permaneceu em repouso por 15 minutos para que 

ocorresse a hemólise. O conteúdo do tubo foi colocado em uma cubeta de acrílico. A leitura 

foi efetuada em 540 nm em um espectrofotômetro SPECTRONIC GENESYS 5.  

 A determinação da concentração de hemoglobina em gramas por dL de sangue foi 

feita através da fórmula obtida através da curva padrão. 

 

 

3.2.5.5. Osmolalidade plasmática 

 A osmolalidade plasmática foi determinada utilizando um semi-microsmômetro 

(µOSMETTE PRECISION SYSTEM) que tem como base o ponto de congelamento da 

solução a ser medida. 
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3.2.5.6. Íons Plasmáticos 

 A concentração dos íons Na+ e K+ foi determinada utilizando-se um fotômetro de 

Chama DIGMED DM-61, após diluição apropriada (1:100) do plasma. A concentração de 

íons Cl – foi feita utilizando-se Kit Sigma no 461-3 com absorbância de 490 nm, em uma 

Leitora de microplacas MRX-HD (DYNEX THECHNOLOGIES, INC.). Os íons cloreto 

reagem com tiocianato de mercúrio formando cloreto mercúrio e íons tiocianato, que reagem 

com os íons férrico formando tiocianato férrico, de cor amarela, proporcional à concentração 

de cloretos na amostra. Resultado em mEq/L. 

 

 

3.2.5.7. Cortisol Plasmático 

O cortisol plasmático foi determinado utilizando Kit Elisa próprio para leitora de 

microplaca EIA DSL -10 -2000 ACTIVE com leitura de 450 nm com meio de correção de 

comprimento de onda de 600 ou 620 nm em uma Leitora de microplacas (descrita acima). O 

procedimento segue o princípio básico de imuno-ensaio enzimático onde há competição entre 

um antígeno não marcado e um antígeno enzima-marcado por um número fixo de sítios que se 

ligam ao anticorpo. A quantidade de ligação de antígeno enzima-marcado pelo anticorpo é 

inversamente proporcional à concentração do analisado não marcado presente. Materiais não 

ligados são removidos por decantação e lavagem dos poços. Resultados calculados através de 

uma curva padrão em ng/mL. 

 

 

3.2.5.8. Glicose Plasmática 

 A glicose plasmática foi determinada utilizando Kit da Labteste Cat.34 GLICOSE 

GOD-ANA (método enzimático colorimétrico de ponto final ou cinético de 2 pontos) com 
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leitura de 505 nm adaptado para leitura em uma Leitora de microplacas (descrito acima). 

Utilizando-se o seguinte princípio: 

                                Glicose oxidase 
Glicose + H2O + O2                                           Ácido glucônico + H2O2 

 

O peróxido de hidrogênio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob ação 

catalisadora da peroxidase (POD-Doador: hirogênio-peróxido oxidorredutase), através de uma 

reação oxidativa de acoplamento, formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja 

intensidade de cor é proporcional à concentração da glicose na amostra. Resultado obtido 

através de fórmula da curva padrão em mg/dL. 

 

 

3.2.6. Preparação de Extratos 

Para lactato, piruvato e amônia 100µl de plasma de cada amostra foi desproteinizada em 1 

mL de TCA 20%, centrifugados em ependorfs a 12000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi 

removido para ser utilizado de acordo com as técnicas a seguir. 

 

 

3.2.6.1 Lactato Plasmático 

A concentração de lactato plasmático foi determinada nos extratos ácidos de acordo 

com o método descrito por HARROWER E BROWN (1972). Um volume adequado de 

extrato foi adicionado a 20 µL de CuSO4 H2O 4% e 3,5 mL de ácido sulfúrico concentrado foi 

lentamente adicionado pelas paredes do tubo. A amostra foi agitada e posteriormente fervida 

por 5 minutos. Após a fervura, ela foi totalmente resfriada em banho de gelo, para então se 

adicionar 80 µL de p-fenilfenol (1,5 g de p-fenilfenol em solução aquosa de NaOH 2%). Após 

a adição, a amostra foi agitada em vortex e mantida em repouso por 1 hora. Os tubos foram 

então fervidos por 90 segundos, imediatamente resfriados em banhos de água e a leitura 
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óptica realizada em 570 nm num espectrofotômetro (BEL SP 1105). As concentrações de 

lactato foram estimadas através da fórmula da curva padrão. Resultados em nM/mL. 

 

 

3.2.6.2. Piruvato Plasmático 

A determinação do piruvato plasmático nos extratos ácidos foi através do método 

descrito por LU (1939). Um volume adequado de extrato foi adicionado a 250 µL de 

dinitrofenilhidrazina 0,1% em HCL 2,0 N. Após 30 minutos de repouso a 37 oC foi 

adicionado a mistura de reação 3 mL de NaOH 1,3 N e a leitura óptica foi realizada em 

440nm num espectrofotômetro (BEL SP 1105). A concentração de piruvato foi estimada pela 

fórmula da curva padrão. Resultados em nM/mL. 

 

 

3.2.6.3. Amônia Plasmática 

 A concentração de amônia foi determinada por nesslerização (GENTZKOW E 

MASEN, 1942), onde um volume adequado de extrato foi transferido para um tubo com água 

destilada em um volume final de 2,0 mL e adicionado 0,5 mL de reativo de Nessler. A leitura 

óptica foi realizada em 420 nm num espectrofotômetro (BEL SP 1105). As concentrações de 

amônia foram estimadas pela fórmula da curva padrão. Resultados em nM/mL. 

 

 

3.2.7. Determinação de proteína 

A concentração de proteína no plasma e homogenado de tecido branquial foi 

determinada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando-se como padrão protéico 

albumina sérica bovina. As concentrações foram determinadas em 595 nm em uma Leitora de 
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microplacas MRX-HD (DYNEX THECHNOLOGIES, INC.) utilizando-se uma curva padrão. 

Resultados em g/dL-1. 

 

 

3.2.8. Análise morfo-funcional do tecido branquial 

 As amostras das brânquias foram utilizadas para determinação da atividade da Na+/K+-

ATPase e análise em microscopia de luz com ênfase às células-cloreto. Após a dissecção dos 

animais, as brânquias foram cuidadosamente removidas e lavadas em solução salina 0,9%. A 

metade direita das brânquias contendo os quatro arcos branquiais foi utilizada na análise da 

atividade da Na+/K+-ATPase, enquanto que a metade esquerda foi fixada para microscopia 

luz. 

 

 

3.2.8.1. Determinação da atividade da Na+/K+-ATPase 

Os quatro arcos branquiais foram separados e divididos em dois e escolheu-se 

aleatoriamente uma das metades de cada arco. Em seguida, os filamentos branquiais foram 

separados dos arcos e congelados (- 20oC) em 1 mL de tampão SEI (Sacarose-EDTA-

Imidazol, pH 7,4) para posterior análise. Após serem descongelados, os filamentos branquiais 

foram homogeneizados e centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm (4 °C). O sobrenadante 

foi coletado para a determinação de proteína total - Método Bradford (KRUGER, 1994) e da 

atividade da Na+/K+-ATPase. A atividade específica da enzima Na+/K+-ATPase foi 

determinada em frações de homogenados pelo método descrito por QUABIUS et al. (1997). 

Em cada poço da microplaca foi colocado 7 µL do sobrenadante da amostra onde foi 

adicionado 100 µL de tampão Imidazol contendo 3 mM de Na2ATP (Vanadium free), pH 
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7,45. Em 3 poços de cada amostra foram adicionados 100 µL de tampão contendo KCl 

(1mg.mL-1) e nos outros 3 poços tampão contendo ouabaína (1mg.mL-1). As amostras com o 

tampão foram incubadas durante 60 minutos a 25 °C, no escuro. Após a incubação a reação 

foi interrompida pela adição de 200 µL de uma mistura de 1:1 de TCA 8,6% e o reagente de 

cor (0,66 mM H2SO4 + 9,2 mM de molibdato de amônia + 0,33 mM de FeSO4 7H2O) em 

todos os poços inclusive os brancos. A leitura foi feita em 595 nm em uma Leitora de 

microplacas MRX-HD (DYNEX THECHNOLOGIES, INC.) e a atividade da enzima foi 

expressa em µM Pi/mg proteínas/h. 

 

 

3.2.8.2. Determinação da densidade de células-cloreto 

Para determinar o número de CC nas brânquias foi utilizado o método do dissector e 

imunocitoquímica específica para a enzima Na+/K+-ATPase para a identificação das CC. As 

amostras de brânquias foram cuidadosamente removidas, lavadas em solução fisiológica e 

fixadas em Bouin durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série 

graduais alcoólicas, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Cortes histológicos de 8 

µm de espessura foram montados em lâminas e a parafina foi removida através de banhos 

consecutivos de xilol. Após hidratação, as lâminas foram lavadas em solução TBS-T (0,05M 

de tampão Tris em salina com 150 nM de NaCl e 1 mL Triton, pH 7.4). Para o bloqueio de 

ligações não-específicas, as lâminas foram incubadas durante 20 minutos em 20% NGS (soro 

de cabra) em TBS-T. Em seguida, foi removido o excesso de tampão com NGS e as lâminas 

foram incubadas “overnight” com anticorpo primário (alfa 5) para Na+/K+-ATPase diluídos 

em TBS-T (1:300) em câmara úmida. Após outra lavagem em TBS-T, foi aplicado o segundo 

anticorpo GAM (anticorpo de rato) por 1 h em câmara de incubação úmida. As lâminas foram 

então lavadas em TBS-T (0,05M de tampão Tris em salina com 150 nM de NaCl e 1 mL 
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Triton, pH 7.4) e incubadas novamente com Peroxidase Antiperoxidase (PAP) de rato em 

TBS-T por 1 hora em câmara úmida, em seguida lavadas em TB (0,05M de Tris em salina, 

pH 7.4). As lâminas foram coradas com 3-3’-diaminobenzidina (DAB) em tampão TB (1 

mg/mL), durante 10 a 20 minutos. Após lavagem em água corrente e procedimento para 

montagem as lâminas foram analisadas utilizando um “softwer” C.A.S.T. System para 

Windows especializado para estereologia em um computador conectado a um microscópio 

biológico Olympus BX51 modificado para estereologia e acoplado a uma videocâmara. 

 

 

3.2.9. Análise Estatística 

  Os dados obtidos foram apresentados como a média ± o erro padrão da média (SEM) e 

a análise estatística desses dados foram efetuadas  utilizando-se o programa GrapPad Instat 

Versão 3.0 para Windows 95. Os resultados foram avaliados utilizando análise de variância 

(ANOVA), para estabelecer se as médias dos grupos experimentais foram, ou não 

estatisticamente iguais. Este tipo de análise não permite detectar quais são as médias 

estatisticamente diferentes das demais. Assim, nos casos onde houve diferenças significativas 

entre as médias dos grupos experimentais, aplicou-se o teste de comparações múltiplas de 

DUNETT ou não paramétrico de KRUSKAL-WALLIS (quando o teste de BARLETT foi 

significativo para as diferenças entre os desvios). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Exposição à água deionizada e administração de cortisol exógeno 

4.1.1. Cortisol plasmático 

Vinte e quatro horas após implantação da cânula (Tempo 0) a concentração plasmática 

de cortisol em H. malabaricus variou de 17,66 a 24,29 ng/mL em peixes que não receberam 

injeção de cortisol (Tabela I e Fig. 5). A injeção de cortisol, imediatamente após a 

implantação da cânula manteve a concentração plasmática de cortisol significativamente 

maior (p < 0,001) desde o início do experimento (24 h após injeção) e durante todo o período 

experimental tanto no grupo mantido em água controle (C+IC: 11,5 vezes) quanto no grupo 

mantido em água deionizada (AD+IC: 10,6 vezes), enquanto que a injeção de óleo de soja 

(veículo para a administração do cortisol) não alterou a concentração de cortisol no grupo 

TEST (Tabela I e Fig. 5). A concentração plasmática de cortisol, após substituição da água 

controle por água deionizada, resultou em um aumento de 2 vezes da concentração inicial em 

6 horas de exposição (T6), de 3 vezes em 12 horas (T12), atingindo 10,3 vezes em 24h (T24) 

(p < 0,05), concentração esta semelhante a dos peixes dos grupos que foram injetados com 

cortisol, mas retornou ao nível do grupo controle após 36h de experimento(Tabela I e Fig. 5). 
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Tabela I. Cortisol plasmático (média ± erro) (ng/mL) dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos 
injetados com cortisol (C+IC) e (AD+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água 
deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os 
grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 
em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

Cortisol (ng/mL) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 23,95±2,94 24,29±1,33 17,66±1,78 332,79±44,19
(a, c, d) 

308,78±16,31 
(a, c, d) 

6 26,76±2,93 70,95±7,67 25,18±2,90 375,86±77,88
(a, c, d) 

280,26±55,34 
(a, c, d) 

12 32,75±2,31 83,81±12,3 21,27±1,87 332,79±35,81
(a, c, d) 

341,1±41,95 
(a, c, d) 

24 26,29±1,33 249,53±31,44
(a, b, d) 

20,13±1,36 291,46±56,18
(a, c, d) 

272,8±35,45 
(a, c) 

36 32,60±2,22 65,58±7,52 21,32±1,90 332,82±31,00
(a, c, d) 

312,21±21,18 
(a, c, d) 

48 26,40±1,40 60,43±13,62 20,00±1,20 291,52±53,00
(a, c, d) 

301,83±23,50 
(a, c, d) 
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Figura 5. Cortisol plasmático (média ± erro) (ng/mL) dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos 
injetados com cortisol (C+IC) e (AD+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água 
deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os 
grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 
em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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4.1.2. Osmolalidade e íons plasmáticos 

A osmolalidade plasmática, no grupo controle e no grupo exposto em água deionizada 

sem injeção de cortisol, manteve-se aproximadamente constante durante o período 

experimental (Fig. 6). A injeção de veículo (óleo de soja), nos peixes do grupo TEST apesar 

de ter causado aumento na osmolalidade plasmática, esta não foi considerada significativa. 

Nos grupos injetados com cortisol o aumento na osmolalidade plasmática foi significativo (p 

< 0,05). Entretanto, nos animais do grupo injetado com cortisol e expostos à água deionizada, 

retornaram ao nível do grupo controle em 36 horas de exposição (Tabela II e Fig. 6). 

 
Tabela II. Osmolalidade plasmática (média ± erro) (mOsmol/Kg) dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e 
grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada 
(AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e 
experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada 
grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em 
relação aos grupos não injetados C e AD. 
 

Osmolalidade (mOsmol/Kg) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 244,00±13,92 256,73±4,01 262,25±3,75 225,40±10,78 
(c) 

259,00±7,51

6 242,67±6,89 253,27±5,84 269,25±14,34 255,80±8,39 275,36±4,00
(a) 

12 248,86±6,61 259,64±2,94 265,25±18,65 252,60±4,20 269,29±6,15
24 245,22±6,74 260,58±6,04 275,33±8,57 273,00±11,20 268,75±6,70
36 248,90±6,00 254,33±3,89 265,29±10,20 252,72±3,98 251,25±2,44
48 245,30±6,20 246,17±2,99 275,40±7,35 273,40±10,10 257,00±6,42
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Figura 6. Osmolalidade plasmática (média ± erro) (mOsmol/Kg) dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e 
grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada 
(AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e 
experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada 
grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em 
relação aos grupos não injetados C e AD. 
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As concentrações dos íons Na+, K+ e Cl- plasmáticos evidenciaram alteração no 

equilíbrio iônico dos animais expostos à água deionizada, Testemunhos e injetados com 

cortisol (Fig. 7). A concentração de Na+ plasmático aumentou em todos grupos e períodos 

experimentais em relação ao grupo controle (p < 0,05), mas não entre os grupos expostos à 

água deionizada, exceto no grupo AD+IC em 36 e 48h (p < 0,05). As respostas nos diferentes 

tratamentos (não injetados, injetados com veículo e com cortisol) mostraram dependência em 

relação ao tipo de água e em função do tempo (Tabela III e Fig. 7A). A concentração 

plasmática de K+ foi mais alta nos animais injetados com cortisol e mantidos em água 

controle (C+IC) em relação à concentração do grupo controle (C) (p < 0,05), enquanto que, 

entre os animais mantidos em água deionizada (injetados ou não com cortisol, AD e AD+IC) 

não houve diferença significativa (p>0,05) (Tabela III e Fig. 7B). A concentração plasmática 

de Cl- nos animais do grupo controle, AD e TEST foram semelhantes (p > 0,001), entretanto 

foi significativamente menor nos animais expostos à água deionizada entre 4 a 24h de 

exposição (Tabela III e Fig. 7C). Nos animais injetados com cortisol não houve diferença 

significativa entre os mantidos em água controle e os em água deionizada (Tabela III e Fig. 

7C). 
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Tabela III. Concentração de íons plasmáticos Na+, K+ e Cl- (média ± erro) (meq/L) dos grupos não injetados 
(C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos 
à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença 
entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao 
tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) 
indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 
0 122,30±0,76 136,86±1,57 130,40±2,29 134,06±1,73 137,30±3,85

(a) 
6 117,38±2,19 139,5±2,07 

(a) 
128,60±7,06 135,54±2,06 

(a) 
134,55±2,88

(a) 
12 119,71±1,02

(c) 
137,36±1,88

(a) 
135,75±6,41

(a) 
133,77±3,19 

(a) 
129,13±3,46

24 120,38±2,98
(c) 

140,90±2,52
(a) 

142,75±4,01
(a) 

137,08±2,56 
(a) 

131,90±2,21

36 119,76±1,04
(c) 

136,90±2,73
(a) 

135,77±6,38
(a) 

133,79±3,10 
 

120,20±2,47
(b, c, d) 

 
 
 
 
 
 

Na+ 
(meq/L) 

 

48 120,40±2,90
(c) 

135,73±2,23
(a) 

142,78±3,99
(a) 

137,10±2,51 
(a) 

126,10±2,99
(b, c, d) 

TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 
0 2,22±0,11 3,00±0,07 2,16±0,22 3,59±0,22 

(a, c, d) 
3,04±0,12 

6 2,14±0,07 2,59±0,09 2,16±0,11 3,97±0,36 
(a, c, d) 

3,27±0,23 
(a, c) 

12 2,25±0,09 2,66±0,09 2,74±0,36 3,46±0,27 
(a) 

2,90±0,17 

24 2,00±0,10 2,84±0,09 2,45±0,25 3,99±0,29 
(a, c, d) 

3,35±0,18 
(a) 

36 2,26±0,07 2,91±0,14 2,73±0,34 3,47±0,25 
(a) 

2,75±0,07 
 

 
 
 
 
 
 

K+ 

(meq/L) 
 
 

48 2,01±0,08 2,76±0,12 2,46±0,23 3,97±0,23 
(a, c, d) 

2,85±0,13 

TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 
0 138,15±3,82 134,20±4,33

(c) 
146,65±8,86 139,44±3,48 149,60±3,62

(d) 
6 149,50±3,12 122,82±2,17

(a) 
145,70±2,44 153,90±4,17 

(b) 
151,44±5,93

12 140,30±4,41 118,40±2,36
(a, b, c) 

147,88±4,69 134,24±3,19 150,25±3,75

24 141,62±1,66 126,29±2,90
(a, c) 

137,25±6,99 150,19±4,97 
(c) 

145,92±3,54
(c, d) 

36 140,34±4,30 153,27±3,10
(b) 

147,90±4,20 135,00±3,62 147,10±2,44

 
 
 
 
 
 

Cl- 
(meq/L) 

 
 
 
 
 
 

48 141,65±1,60
(c) 

141,28±2,99
(c) 

137,30±6,01
(a) 

150,21±4,80 
(c) 

153,03±3,29
(c) 
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Figura 7. Concentração de íons plasmáticos Na+ (A), K+ (B) e Cl- (C)(média ± erro) (meq/L) dos grupos não 
injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) 
expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica 
diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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4.1.3. Intermediários metabólicos no plasma 

A concentração dos intermediários metabólicos, glicose, lactato e piruvato plasmático 

são mostrados na Tabela IV e figuras 8A, 8B e 8C respectivamente. Antes do início do 

experimento (tempo 0) a concentração de glicose dos peixes foi maior nos grupos injetados 

com cortisol (C+IC e AD+IC) e TEST (p < 0,05). A exposição à água deionizada não alterou 

a concentração da glicose dos peixes não injetados com cortisol independentemente do tipo de 

água (C ou AD), porém foi significativamente maior nos peixes injetados com cortisol e 

mantidos em água deionizada (AD+IC) (p < 0,05) (Fig. 8A). A concentração de lactato 

plasmático foi maior no grupo injetado com cortisol e mantido em água controle durante todo 

o período experimental (p < 0,01), nos animais do grupo injetado com cortisol e mantido em 

água deionizada 6 horas após o início do experimento até 24 horas (p < 0,05), e nos animais 

do grupo não injetado AD após 6 horas de exposição com um pico em T = 24 horas (p < 0,01) 

retornando aos valores basais em T = 36 horas (Fig. 8B). A concentração de piruvato não foi 

alterada nos animais do grupo controle e no grupo TEST, entretanto aumentou nos animais 

expostos à água deionizada não injetados com cortisol (p < 0,05) (Fig. 8C). A injeção de 

cortisol induziu um aumento na concentração de piruvato nos animais injetados com cortisol, 

independentemente do tipo de água e manteve-se elevado até o final do experimento, apenas o 

grupo AD+IC se aproximou do valor encontrado para o grupo controle (p < 0,05). (Fig. 8C).  
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Tabela IV. Concentração de glicose (mg/dL), lactato e piruvato plasmático (nM/mL) (média ± erro) dos grupos 
não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (C+IC) e (AD+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) 
indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

Glicose (mg/dL) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 34,01±4,18 36,32±1,06 48,15±2,42 49,81±4,29 
(a) 

46,16±8,02 

6 34,76±1,68 35,77±1,16 
 

47,56±4,67 42,9±4,05 50,82±8,34 
(a, d) 

12 33,41±3,00 32,78±0,92 
(c) 

49,56±7,28 43,40±3,44 57,87±10,07 
(a, d) 

24 34,18±2,99 
(c) 

33,4±0,95 
(c) 

59,01±5,40 
(a) 

38,79±0,67 
(c) 

52,33±5,82 
(a, d) 

36 33,43±2,90 38,52±1,14 49,60±6,00 
(a) 

43,47±2,90 56,18±5,44 
(a, d) 

48 34,22±2,10 
(c) 

42,25±0,77 
(c) 

59,12±4,50 
(a) 

38,83±0,45 
(c) 

55,33±3,74 
(a, d) 

Lactato (nM/mL) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 536,03±39,53 
 

506,34±23,40 651,00±29,58 754,84±58,33 920,53±46,88 
(a, c, d) 

6 490,61±35,70 1124,56±53,05
(a, b) 

810,47±82,10 1433,04±25,32 
(a, b, c) 

1374,86±39,52 
(a, b, c) 

12 689,85±17,38 1120,94±61,61
(a, b, c) 

701,51±59,96 2362,87±89,31 
(a, b, c) 

1378,46±133,51 
(a, b, c) 

24 580,42±37,85 
(c) 

1649,84±57,44
(a, b, c) 

896,79±46,26
(a) 

2329,12±197,19 
(a, b, c) 

1280,66±86,36 
(a, b, c) 

36 690,00±15,22 676,34±31,73 701,70±55,10 2363,21±84,04 
(a, b, c) 

715,58±69,45 

48 580,65±32,40 
(c) 

1101,71±64,43
(a, b, c) 

896,88±44,02
(a) 

2332,00±181,22 
(a, b, c) 

743,67±47,88 

Piruvato (nM/mL) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 56,83±2,19 
 

63,85±2,32 
 

51,70±4,71 95,48±7,80 
(a, c, d) 

76,14±2,02 
(a, c) 

6 57,25±4,85 93,08±5,08 
(a, b, c) 

52,35±5,57 100,31±6,64 
(a, c) 

77,75±3,15 
(a, c) 

12 45,58±1,74 93,64±3,99 
(a, b, c) 

56,83±3,33 118,25±9,97 
(a, c, d) 

79,54±4,89 
(a, c) 

24 55,58±2,50 88,5±3,79 
(a, b, c) 

51,27±2,87 108,92±5,67 
(a, c, d) 

83,71±2,42 
(c) 

36 45,61±1,66 75,25±3,87 
(a) 

56,87±2,91 118,42±5,63 67,81±6,02 

48 55,62±2,41 77,67±1,91 
(c) 

51,33±1,99 109,01±4,32 69,61±3,89 
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Figura 8. Concentração de glicose (mg/dL) (A), lactato (B) e piruvato plasmático (C) (nM/mL) (média ± erro) 
dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (C+IC) e (AD+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 
em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 
0,05) indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao 
grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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O tipo de água presente em cada tratamento influenciou na concentração de amônia 

plasmática. A concentração de amônia plasmática não foi alterada nos peixes do grupo C e 

TEST (Tabela V e Fig. 9A). Nos peixes expostos à água deionizada houve um aumento 

significativo após 6 horas com uma tendência a diminuir a partir de 36 horas de experimento e 

esses valores foram considerados significativos em relação ao grupo controle (p < 0,01) (Fig. 

9A). Nos peixes injetados com cortisol e mantidos em água controle ocorreu um aumento da 

amônia que permaneceu alta durante todo o experimento (p < 0,01). Nos peixes que foram 

injetados com cortisol e expostos à água deionizada o aumento da amônia plasmática foi 

significativamente maior antes do inicio do experimento, ou seja, antes da substituição da 

água do aquário (Tempo 0), 12 e 24h após a substituição da água quando ocorre um pico. 

Após o pico da amônia plasmática em T = 24 h esta diminui retornando, em t = 48 horas (p < 

0,05), aos valores encontrados no início do experimento (Tempo 0). 

A concentração de proteína plasmática (fig. 9B) não mostrou nenhuma alteração 

significativa exceto para o grupo TEST nos tempos de 12 a 48 horas de experimento com 

valores maiores do que os demais grupos C, e experimentais não injetados e injetados com 

cortisol, em água controle ou água deionizada (p < 0,01). 
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Tabela V. Concentração de amônia (nM/mL) e proteína plasmática (g/dL-1) (média ± erro) dos grupos não 
injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) 
expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica 
diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

Amônia (nM/mL) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 578,34±61,52 659,44±38,08 438,74±26,71 3200,50±192,41 
(a, c, d) 

2995,15±282,55
(a, c, d) 

6 727,07±55,27 2645,50±101,75
(a, b, c) 

509,60±37,19 4051,50±375,40 
(a, b, c, d) 

2509,06±156,86
(a, c) 

12 663,82±65,10 2645,50±127,89
(a, b, c) 

572,60±38,57 3408,63±243,81 
(a, c, d) 

3157,33±173,98
(a, c) 

24 637,50±30,03 2791,20±274,05
(a, b, c) 

698,50±37,90 3787,88±41,63 
(a, c, d) 

3889,63±224,06
(a, b, c, d) 

36 663,85±55,33 2062,65±163,69
(a, b, c) 

573,00±35,40 3408,65±199,30 
(a, c, d) 

2682,50±159,57
(a, c, d) 

48 637,54±24,05 2130,58±205,75
(a, b, c) 

698,71±33,90 3787,90±52,34 
(a, c, d) 

2919,92±164,36
(a, c) 

Proteína (g/dL-1) 
TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 

0 8,68±0,37 10,16±0,05 10,29±0,35 9,90±0,62 8,31±0,31 
6 9,30±0,21 9,76±0,64 10,29±0,36 10,03±0,39 8,27±0,46 

12 9,36±0,51 
(c) 

8,49±0,57 
(c) 

14,99±1,02 
(a, b) 

9,14±0,51 
(c) 

8,26±0,29 
(c) 

24 9,12±0,55 
(c) 

9,55±0,63 
(c) 

17,43±0,60 
(a, b) 

9,55±0,55 
(c) 

8,44±0,50 
(c) 

36 9,38±0,49 
(c) 

8,87±0,21 
(c) 

15,00±0,90 
(a, b) 

9,16±0,53 
(c) 

8,54±0,31 
(c) 

48 9,15±0,37 
(c) 

8,83±0,45 
(c) 

17,47±0,58 
(a, b) 

9,57±0,54 
(c) 

8,44±0,29 
(c) 
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Figura 9. Concentração de amônia (nM/mL) (A) e proteína plasmática (g/dL-1) (B) (média ± erro) dos grupos 
não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) 
indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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4.1.4. Variáveis sangüíneas 

 O pH é mostrado na Figura 10 e Tabela 6. 

 O pH sangüíneo mostrou alterações significativas em relação ao grupo C e TEST e 

essas alterações dependem do tipo de água e do tempo de exposição, pois em T = 6 a 24 horas 

os valores de pH foram maiores (p < 0,01) no grupo AD. Em relação ao grupo injetado 

AD+IC nesse mesmo período (T = 6 a 24 horas), os valores de pH foram significativamente 

menores (p < 0,01) do que o do grupo AD não injetado. Nos demais grupos não ocorreram 

variações significativas. 

 

Tabela VI. Valores médios de pH plasmático (média ± erro) dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e 
grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada 
(AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e 
experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada 
grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 
0 7,88±0,03 7,89±0,04 7,71±0,03 7,75±0,03 7,81±0,03 
6 7,87±0,02 8,05±0,03

(a, b, c) 
7,72±0,05 7,73±0,03

(d) 
7,82±0,04 

(d) 
12 7,73±0,04 8,03±0,03

(a, c) 
7,77±0,04 7,85±0,04 7,68±0,03 

(d) 
24 7,83±0,03 7,93±0,03

(a) 
7,77±0,01 7,83±0,04 7,75±0,05 

(d) 
36 7,73±0,06 7,77±0,02 7,77±0,03 7,85±0,03 7,84±0,03 

 
 
 
 
 
pH 

48 7,83±0,02 7,76±0,03 7,77±0,02 7,83±0,02 7,78±0,05 
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Figura 10. Valores médios de pH plasmático (média ± erro) dos grupos não injetados (C), (AD), (TEST), e 
grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada 
(AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença entre os grupos C e 
experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em todos os 
tratamentos. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: (p < 0,05) indica diferença em relação 
ao grupo não injetado C e AD. 
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O Hct e a concentração de Hb são mostrados na Figura 11A e 11B respectivamente e 

na tabela VII. O Hct aumentou significativamente em relação ao grupo C apenas em T = 6 e 

24 horas para o grupo injetado AD+IC (p < 0,01). Apesar do Hct ser ligeiramente maior no 

grupo não injetado AD (T = 6 a 24 horas), essa diferença não foi considerada significativa. Os 

demais grupos ficam com valores próximos ao do grupo C sem alterações significativas. 

 A concentração de Hb está ligeiramente aumentada no grupo injetado AD+IC em T = 

6 a 12 horas de exposição á AD, mas essa alteração não é considerada significativa. Os outros 

grupos não tiveram valores considerados significativamente diferentes ao do grupo C ao 

longo do experimento. 

 

Tabela VII. Valores médios de Hct (%) e concentração de Hb (g/dL) do sangue (média ± erro) dos grupos não 
injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) 
expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) indica 
diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
 

TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 
0 25,00±0,58 26,85±0,78 26,00±0,87 23,33±0,73 26,22±1,04
6 21,00±0,57 23,5±0,29 20,00±0,00

(b) 
20,33±0,58 28,00±0,98

(a, c, d) 
12 20,67±0,67 24,5±1,23 21,00±1,00 18,00±0,57 

(b) 
25,33±1,45

24 20,00±0,00 23,8±1,46 20,67±0,67
(b) 

19,17±0,17 26,22±0,29
(a, b) 

36 20,68±0,66 20,8±0,58 
(b) 

21,20±0,93 18,50±0,53 
(b) 

23,00±1,16

 
 
 
 
 
 

Hct 
(%) 

48 20,05±0,10 20,5±0,29 
(b) 

20,69±0,52
(b) 

19,20±0,23 25,00±1,73

TEMPO C AD TEST C+IC AD+IC 
0 6,56±0,31 6,80±0,39 6,85±0,51 6,37±0,35 6,58±0,30 
6 6,14±0,60 6,30±0,24 6,37±0,50 5,69±0,27 7,18±0,42 

12 5,36±0,62 6,15±0,35 6,10±0,25 5,30±0,29 6,59±0,26 
24 5,73±0,15 5,76±0,38 6,35±0,49 5,54±0,20 5,54±0,34 
36 5,40±0,20 5,48±0,22 6,15±0,23 5,33±0,30 5,75±0,44 

 
 
 

Hb 
(g/dL) 

48 5,75±0,33 5,49±0,19 6,38±0,16 5,60±0,15 5,71±0,55 
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Figura 11. Valores médios de Hct (%) (A) e concentração de Hb (g/dL) (B) do sangue (média ± erro) dos grupos 
não injetados (C), (AD), (TEST), e grupos injetados (AD+IC) e (C+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) em normóxia (PO2 = 140 mmHg). a: (p < 0,05) 
indica diferença entre os grupos C e experimentais AD, TEST, C+IC e AD+IC. b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental. c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST. d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado C e AD. 
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4.2. Exposição à água deionizada e administração de cortisol exógeno em hipóxia 

4.2.1. Cortisol plasmático 

Os valores médios de cortisol em T= 0 (normóxia, PO2 = 140 mmHg, 24h após injeção 

de cortisol) foi mais alto (p < 0,05) apenas nos animais que receberam injeção de cortisol, 

sendo 681,53 ng/mL no grupo CH+IC e 207,4 ng/mL no grupo ADH+IC, enquanto que, no 

grupo TESTH foi de 22,5 ng/mL semelhante ao do grupo controle (CH). Após a substituição 

da água e durante exposição a hipóxia (inicio do experimento) a concentração de cortisol dos 

grupos CH e ADH aumentaram em 2,17 (117%) e 8,67 vezes (767%), respectivamente. No 

grupo ADH a concentração de cortisol foi mais alta (p <0,05) entre 6h e 24h após o início do 

experimento em relação ao grupo CH e TESTH retornando aos valores basais em T = 36h 

(Tabela VIII e Fig. 12).  

Após 6h de exposição a hipóxia ocorreu um pico de cortisol no grupo CH+IC e depois 

desse período a concentração de cortisol diminuiu e permaneceu estável, porém mais alta que 

nos animais não injetados (Tabela VIII e Fig. 12). Entretanto no grupo ADH+IC a exposição 

a hipóxia não modificou os níveis de cortisol após a injeção. 
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Tabela VIII. Concentração de cortisol plasmático (ng/mL) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e 
TESTH), e injetados com cortisol (CH+IC) e (ADH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à 
água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos a hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) 
indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 
em cada grupo experimental; c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

Cortisol (ng/mL) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 16,98±2,51 21,75±2,82 22,50±4,01 681,53±90,12 
(a, c, d) 

207,40±19,89
(a, c, d) 

6 36,90±5,39 295,60±21,17
(a, b, c) 

16,04±2,94 1095,03±131,29 
(a, b, c, d) 

263,20±38,34
(a, c) 

12 33,87±5,63 239,50±25,13
(a, b, c) 

14,16±1,60 382,90±47,27 
(a, b, c, d) 

227,07±19,69
(a, c) 

24 42,24±8,03 188,50±6,09 
(a, b, c) 

15,00±3,57 276,03±0,00 
(a, b, c, d) 

164,52±21,76
(a, c) 

36 30,87±5,61 37,20±5,85 14,60±1,30 382,97±45,30 
(a, b, c, d) 

253,31±7,98 
(a, c, d) 

48 40,24±8,25 39,66±4,97 14,00±2,70 276,50±6,50 
(a, b, c, d) 

212,86±11,41
(a, c, d) 
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Figura 12. Concentração de cortisol plasmático (ng/mL) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e 
TESTH), e injetados com cortisol (CH+IC) e (ADH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à 
água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos a hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) 
indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 
em cada grupo experimental; c: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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4.2.2. Osmolalidade e íons plasmáticos 

A osmolalidade e a concentração dos íons plasmáticos Na+, K+ e Cl- são mostrados nas 

Figuras 13 e 14A, B e C, respectivamente e Tabelas IX e X. Imediatamente antes do inicio do 

experimento a osmolalidade dos peixes dos grupos ADH e ADH+IC foram menores do que a 

dos animais do grupo CH. A exposição a hipóxia alterou significativamente a osmolalidade 

dos grupos experimentais não injetados com cortisol. No grupo controle ocorreu uma 

diminuição nas primeiras 6 horas com recuperação em 12h, a qual, foi mantida estável até o 

término do experimento; no grupo ADH foi observada uma diminuição da osmolalidade em 

6h e 12h de exposição à água deionizada e hipóxia severa seguida do aumento desta em T = 

24h embora ainda tenha permanecido mais baixa que no grupo CH. Não houve modificação 

da osmolalidade plasmática no grupo testemunho. A osmolalidade plasmática dos grupos que 

receberam a injeção de cortisol, CH+IC e ADH+IC, manteve-se relativamente constante 

mostrando algumas variações em relação ao grupo controle e ao tempo 0.  
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Tabela IX. Osmolalidade plasmática (mOsmol/Kg) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e 
TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água 
deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica 
diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em 
cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença 
em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

Osmolalidade (mOsmol/Kg) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 281,92±11,43 
 

220,33±1,33 258,60±8,26 290,92±6,97 
 

206,70±4,77 
(a) 

6 243,56±11,79 
(b) 

201,33±9,30 
(a, c) 

257,00±7,25 245,5±11,01 
 

245,60±6,09 
 

12 254,20±4,85 193,83±11,33
(a, c) 

251,60±10,27 239,92±3,65 
(b) 

222,25±10,90
 

24 280,90±7,59 238,25±11,88
(a, c) 

284,00±11,26 259,42±6,21 
 

226,60±5,78 
 

36 254,60±5,95 248,13±3,82 252,00±11,29 240,00±7,36 
 

256,14±8,38 
 

48 281,00±3,55 242,72±5,58 284,60±7,76 259,68±7,22 
(a) 

271,57±3,65 
(a) 
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Figura 13. Osmolalidade plasmática (mOsmol/Kg) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e 
TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água 
deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica 
diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em 
cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença 
em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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Imediatamente antes do inicio do experimento, a concentração do íon Na+ foi menor (p 

< 0,05) em relação ao CH e maior no grupo CH+IC em relação ao grupo TESTH. Entre 6 e 

24h após o início do experimento ocorreu uma diminuição da concentração de Na+ plasmático 

no grupo CH e após 48h no grupo ADH. A concentração de Na+ plasmático permaneceu 

relativamente constante nos demais grupos, sendo que no grupo CH+IC foi sempre mais alta 

(p < 0.05). Quanto ao íon K+, a exposição à água deionizada e hipóxia não alterou a 

concentração desse íon no plasma, exceto um aumento em 6h no grupo ADH+IC e uma 

diminuição no grupo CH+IC entre 24 e 48h.  

A exposição a água deionizada e hipóxia resultou em um diminuição da concentração 

do íon Cl- nos grupos ADH e CH+IC nas primeiras 12 horas de experimento. O grupo 

ADH+IC mostrou um redução na concentração do íon Cl- entre 6 e 24h de experimento e em 

seguida os valores ficam próximos ao do grupo controle.  
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Tabela X. Concentração de íons plasmáticos Na+, K+ e Cl- (meq/L) (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, 
ADH, TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à 
água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) 
indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 
em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 
0 142,00±2,64 128,88±4,68 121,60±4,19 143,83±3,03 

(c) 
111,80±5,74

(a) 
6 126,00±6,8 

(b) 
124,50±5,55 123,20±5,67 147,08±2,63 

(a, c) 
125,14±6,1 

12 120,7±3,33 
(b) 

120,20±8,30 116,60±7,53 147,00±3,19 
(a, c) 

112,50±4,66

24 138,00±3,35 126,00±11,57 121,40±5,46 153,09±1,35 
(c) 

120,60±5,71

36 121,00±2,81 110,38±3,67 116,98±6,98 147,20±2,88 119,20±4,51

 
 
 

Na+ 

(meq/L) 

48 138,60±2,98 102,43±7,58 
(b) 

121,80±4,89 153,00±1,60 119,50±3,84
(a) 

TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 
0 3,54±0,25 3,55±0,35 3,18±0,14 3,23±0,14 3,41±0,17 
6 3,02±0,25 3,18±0,24 4,03±0,14 2,92±0,12 4,64±0,37 

(a, d) 
12 3,53±0,29 3,02±0,20 3,36±0,19 2,82±0,15 3,96±0,48 
24 3,88±0,42 3,78±0,31 4,10±0,49 2,96±0,05 

(a) 
3,96±0,39 

36 3,54±0,27 3,19±0,16 3,38±0,17 2,86±0,12 3,65±,36 

 
 
 

K+ 

(meq/L) 

48 3,90±0,36 3,29±0,15 4,20±0,43 2,98±0,07 
(a) 

3,54±0,17 

TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 
0 147,76±4,21 138,84±4,44 140,65±14,58 142,28±6,85 143,69±8,37
6 138,39±8,53 90,44±13,40 

(a) 
106,96±15,46 138,54±3,28 62,47±3,74 

(a, b) 
12 132,59±6,31 106,03±11,15 97,65±16,92 152,07±8,89 

(c) 
69,04±3,65 

(a, b) 
24 138,18±7,54 107,80±14,27

(a) 
103,85±11,83 140,56±3,13 80,88±13,96

(a, b) 
36 132,62±5,41 83,12±5,41 

(a) 
97,67±14,88 152,15±7,56 103,73±8,31

 
 
 

Cl- 
(meq/L) 

48 138,33±6,33 90,79±3,12 
(a) 

103,92±10,34 140,60±2,59 96,37±1,60 
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Figura 14. Concentração de íons plasmáticos Na+ (A), K+ (B) e Cl- (C) (meq/L) (média ± erro) dos grupos não 
injetados (CH, ADH, TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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4.2.3. Intermediários metabólicos no plasma 

Os intermediários metabólicos: glicose, lactato e piruvato são mostrados na e Tabela 

XI e nas figuras 15 A, B e C, respectivamente. A concentração de glicose plasmática foi 

maior nos grupos CH+IC e ADH+IC imediatamente antes do início do experimento (Fig 

15A). Seis horas após a substituição da água (C ou AD) e exposição a hipóxia, a glicose 

plasmática aumentou nas nos grupos ADH e ADH+IC seguida de diminuição após 12h 

permanecendo constante até o final do período experimental (Fig 15A). A hipóxia não induziu 

alteração na glicemia do grupo TESTH, entretanto, no grupo CH+IC ocorreu uma diminuição 

da glicemia após 12h de experimento e em seguida a glicemia foi mantida próxima aos 

valores do grupo controle (Fig 15A). 

A concentração do lactato plasmático (Fig. 15B) teve um pico nos grupos TESTH e 

ADH+IC 6h após o início do experimento. No período restante ocorreu uma redução na 

concentração de lactato nos dois grupos embora sua concentração tenha se mantida alta (p< 

0,05) durante todo o experimento (Fig. 15B). No grupo ADH o lactato aumentou 

significativamente após 12 horas e permaneceu alto até o término do experimento (48h). Não 

houve variações significativas paras os grupos CH e CH+IC durante todo o experimento (Fig. 

15B). 

A concentração de piruvato plasmático, antes do inicio do experimento, foi mais alta 

no grupo CH+IC em relação ao grupo TESTH (p < 0.05) (Fig. 15C). Seis e doze horas após o 

inicio do experimento a concentração de piruvato plasmático foi maior nos grupos ADH, 

CH+IC e ADH+IC em relação ao controle (CH), mas não foi diferente do tempo 0, exceto o 

grupo ADH+IC. Após 24h, apenas o grupo ADH permaneceu mais alto em relação ao tempo 

0 e mostrou uma redução significativa no período restante (Fig. 15C). Os grupos CH e 

TESTH não apresentaram alterações significativas durante o período experimental (Fig. 15C).  
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Tabela XI. Concentração de glicose (mg/dL), lactato e piruvato plasmático (nM/mL) (média ± erro) dos grupos 
não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (CH+IC e ADH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em 
cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

Glicose (mg/dL) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 47,42±3,49 49,61±3,58 55,63±8,81 80,16±6,42 
(a, c) 

66,96±5,24 
(a) 

6 54,30±2,98 71,10±5,22 44,06±10,53 53,00±5,44 
(b) 

83,33±3,12 
(a, b, c, d) 

12 44,71±4,58 49,51±10,66 59,74±7,97 39,62±7,16 
(b, c) 

59,65±2,70 

24 38,68±5,99 61,75±10,41 
(a) 

53,14±4,58 
 

47,22±4,20 
(b) 

45,28±3,31 

36 44,76±2,10 52,56±6,50 59,78±5,11 39,66±6,54 
(b) 

58,24±3,70 

48 38,72±3,43 54,71±5,93 53,16±4,44 47,28±3,92 
(b) 

46,88±2,75 

Lactato (nM/mL) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 322,25±37,95 410,24±30,00 788,32±54,32 431,62±19,63 
(c) 

614,00±55,24 

6 494,71±93,52 
(c) 

530,03±49,96 
(c) 

3920,10±232,55 
(a, b) 

298,85±35,37 
(c) 

5073,05±176,77 
(a, b, d) 

12 426,91±62,41 
(c) 

473,05±30,71 
(c) 

2892,60±45,23 
(a, b) 

250,18±16,74 
(c) 

1383,86±13,22 
(a, c) 

24 322,54±56,88 
(c) 

1258,57±186,16 
(a, b, c) 

3060,70±212,00 
(a, b) 

172,62±10,31 
(c) 

1681,18±36,16 
(a, c) 

36 426,94±58,20 1373,42±131,70 
(a, b, c) 

2893,00±47,12 
(a, b) 

250,00±13,42 1565,40±127,07 
(a) 

48 322,58±51,51 3734,18±473,00 
(a, b) 

3060,85±185,00 
(a) 

172,73±9,40 1527,43±104,90 
(a, c, d) 

Piruvato (nM/mL) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 51,01±1,30 57,85±3,09 44,32±2,50 63,67±4,41 
(c) 

58,53±2,92 

6 41,65±2,48 67,42±2,21 
(a, c) 

39,54±2,02 67,14±3,85 
(a, c) 

123,61±4,99 
(a, b, c, d) 

12 50,50±2,56 72,12±4,86 
(a) 

55,99±3,50 79,58±3,70 
(a, c) 

92,88±5,73 
(a, b, c, d) 

24 64,05±3,79 74,36±6,18 
(b, c) 

44,21±1,38 77,64±4,91 
(c) 

61,36±4,82 

36 50,55±2,42 41,51±3,06 
(b) 

56,02±2,82 79,62±3,51 50,86±0,85 

48 64,12±2,99 38,16±1,37 
(a, b) 

44,40±1,23 77,67±3,77 43,08±0,87 
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Figura 15. Concentração de glicose (mg/dL) (A), lactato (B) e piruvato plasmático (C) (nM/mL) (média ± erro) 
dos grupos não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (CH+IC e ADH+IC) de H. malabaricus (n = 
8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 
= 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica 
diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao 
grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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As concentrações de amônia e proteína plasmática são mostradas na Tabela XII e 

Figura 16 A e B, respectivamente. A concentração de amônia no plasma foi mais alta (p < 

0,05) no grupo ADH+IC antes do início do experimento e aumentou significativamente (p < 

0,05) nos grupos ADH, TESTH e ADH+IC nas primeiras 6 horas de experimento (16A). Em 

12h, nos grupos TESTH e ADH+IC ocorreu uma diminuição na concentração de amônia, 

embora ainda tenha se mantido significativamente mais alta que no tempo 0 e permaneceu 

inalterada até o final do experimento. A concentração de amônia plasmática no grupo ADH 

aumentou continuamente até 48h quando o experimento foi encerrado. 

A concentração de proteína plasmática em H. malabaricus em água controle e hipóxia 

severa diminuiu após 6 horas nos peixes do grupo CH e permaneceu baixa até 48h. Nos 

animais do grupo TESTH, CH+IC e ADH+IC a concentração de proteína plasmática variou 

durante todo o experimento e, em geral foi mais elevada que a do respectivo controle (CH) 

(Fig. 16B). O grupo CH+IC não teve variações significativas.  
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Tabela XII. Concentração de amônia (nM/mL) e proteína plasmática (g/dL-1) (média ± erro) dos grupos não 
injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

Amônia (nM/mL) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 305,25±17,01 
 

686,06±44,43 408,6±22,04 349,65±27,35 1323,77±107,72
(a, c, d) 

6 377,40±24,19 
(c) 

1259,77±116,73
(a, b, c) 

1972,1±108,76
(a, b) 

298,64±28,38 
(c) 

2541,9±78,24 
(a, b, c, d) 

12 555,00±36,39 
(b, c) 

1072,5±95,23 
(a, b, c) 

1491,56±21,15
(a, b) 

297,32±27,04 
(a, c) 

1688,76±86,76 
(a, d) 

24 449,55±26,59 
(c) 

854,6±64,51 
(a, c) 

1570,2±99,15 
(a, b) 

356,13±11,73 
(c) 

1414,11±117,44
(a, d) 

36 554,98±27,08 
(c) 

1862,33±102,02
(a, b, c) 

1492,00±33,13
(a, b) 

296,99±22,32 
(c) 

1813±101,89 
(a, b) 

48 500,00±25,56 
(c) 

2238,5±115,33 
(a, b, c) 

1570,75±56,97
(a, b) 

356,45±9,78 
(c) 

1621,83±175,86
(a, d) 

Proteína (g/dL-1) 
TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 

0 9,1±0,22 10,03±0,37 10,82±0,48 7,98±0,58 
(c) 

10,55±0,30 

6 6,9±0,40 
(b, c) 

12,06±0,40 
(a) 

9,66±0,31 
(a) 

8,65±0,38 
 

9,7±0,47 
(a, d) 

12 7,04±0,48 
(b) 

12,04±0,26 
(a, c) 

8,87±0,49 
(a, b) 

8,73±0,56 10,7±0,44 
(a, c) 

24 7,84±0,43 
(c) 

8,31±0,41 
(c) 

10,70±0,88 
(a) 

9,82±0,35 8,83±0,20 

36 7,00±0,38 
(b) 

11,23±0,55 
(a, c) 

8,90±0,38 
(b) 

8,70±0,43 10,78±0,40 
(a, c) 

48 7,86±0,41 11,09±0,31 
(a) 

10,75±0,77 9,85±0,31 11,01±0,30 
(a) 
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Figura 16. Concentração de amônia (nM/mL) (A) e proteína plasmática (g/dL-1) (B) (média ± erro) dos grupos 
não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em 
cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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4.2.4. Variáveis sangüíneas 

 Os valores do pH sangüíneo são mostrados na Tabela XIII e Figura 17. No Tempo 0 

apenas os grupos injetados com cortisol tinham o pH sangüíneo mais alto que os demais 

grupos. O pH aumentou nas primeiras 6 horas de experimento no grupo ADH e após esse 

período diminuiu em 24h mantendo-se constante até o final do experimento. O grupo TESTH 

e CH+IC mantiveram os valores de pH aproximadamente constante, enquanto que, o grupo 

ADH+IC diminuiu o pH após 12 horas de exposição á hipóxia severa e 36 horas quando 

continua a diminuir novamente até o fim do experimento (p < 0,05). 

 

Tabela XIII. Valores médios de pH plasmático (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e TESTH), e 
grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada 
(AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença 
significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo 
experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação 
ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 
0 7,56±0,03 7,74±0,09 7,61±0,01 7,84±0,03

(a) 
8,00±0,10 

(a ,c) 
6 7,58±0,08 8,025±0,06

(a, c) 
7,47±0,11 7,82±0,07

(c) 
7,66±0,13 
(b, c, d) 

12 7,40±0,05 7,79±0,08 
(a) 

7,52±0,09 7,83±0,07
(a) 

7,54±0,08 
(b) 

24 7,67±0,06 7,29±0,11 
(a, b) 

7,51±0,13 7,72±0,06 7,75±0,06 
(d) 

36 7,42±0,04 7,49±0,06 7,53±0,06 7,82±0,05 7,44±0,07 
(b) 

 
 
 
 

pH 

48 7,68±0,05 7,66±0,01 7,52±0,08 7,73±0,04 7,30±0,05 
(a, b, d) 
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Figura 17. Valores médios de pH plasmático (média ± erro) dos grupos não injetados (CH, ADH e TESTH), e 
grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada grupo) expostos à água deionizada 
(AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença 
significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em relação ao tempo t = 0 em cada grupo 
experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: (p < 0,05) indica diferença em relação 
ao grupo não injetado CH e ADH. 
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O Hct (%) e concentração de Hb (g/dL) são mostrados na tabela XIV e Figura 18A e 

B, respectivamente. Os valores para o Hct em H. malabaricus dos grupos injetados e não 

injetados, expostos á água controle (C) ou água deionizada (AD) e hipóxia severa diminuíram 

nas primeiras 6 horas no grupo ADH+IC e nas primeiras 12 horas nos grupos CH, ADH e 

CH+ IC (p < 0,05). Para os grupos CH e CH+IC os valores de Hct após esse período 

permaneceram sem alterações significativas, enquanto que nos grupos ADH e ADH+IC a 

tendência foi aumentar em 24h e permanecer constante até o fim do experimento. No grupo 

TESTH os valores de Hct permanecem sem alterações significativas. 

A concentração de Hb de H. malabaricus apesar de ter uma tendência a diminuição em t = 12 

horas para os grupos CH, ADH, CH+IC e ADH+IC esta não foi considerada significativa. O 

grupo TESTH não teve alterações consideradas significativas apesar de ter uma tendência a 

aumentar.  
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Tabela XIV. Valores médios de Hct (%) e concentração de Hb (g/dL) do sangue (média ± erro) dos grupos não 
injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em cada 
grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
 

TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 
0 29,96±1,56 29,86±1,30

 
26,95±0,97 25,94±0,89 28,22±0,91

 
6 26,30±1,95 

 
24,75±1,03

(b) 
27,80±1,11 22,80±0,73 

 
19,50±0,22

(a, b, c) 
12 21,75±0,52 

(b) 
17,50±1,50

(c) 
26,25±1,44 18,50±0,29 

(b, c) 
19,50±0,29

(b, c) 
24 21,50±0,29 

(b) 
25,17±0,60 23,00±0,58 18,25±0,25 

(b) 
26,13±1,71

36 21,77±0,42 
(b) 

25,20±0,50 26,20±1,22 18,55±0,23 
(b) 

23,40±0,51

 
 
 

Hct 
(%) 

48 21,55±0,23 
(b) 

25,62±2,14 23,30±0,44 18,27±0,21 
(b) 

25,80±1,59

TEMPO CH ADH TESTH CH+IC ADH+IC 
0 7,91±0,31 7,11±0,55 6,83±0,25 7,03±0,25 7,71±0,53 
6 6,87±0,54 6,8±0,38 7,72±0,35 6,37±0,35 7,11±0,95 

12 6,38±0,26 5,03±0,06 
(c) 

7,30±0,09 5,54±0,09 5,75±0,46 

24 6,34±0,15 5,83±0,55 8,28±0,26 5,40±0,26 
(c) 

6,64±0,54 

36 6,40±0,20 6,6±0,76 7,33±0,07 5,56±0,08 8,58±0,28 
(c, d) 

 
 
 

Hb 
(g/dL) 

48 6,36±0,13 7,04±0,26 8,30±0,25 5,43±0,22 5,68±0,49 
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Figura 18. Valores médios de Hct (%) (A) e concentração de Hb (g/dL) (B) do sangue (média ± erro) dos grupos 
não injetados (CH, ADH e TESTH), e grupos injetados (ADH+IC e CH+IC) de H. malabaricus (n = 8-12 em 
cada grupo) expostos à água deionizada (AD) ou água controle (C) e submetidos á hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg). a: (p < 0,05) indica diferença significativa em relação ao grupo CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação ao tempo t = 0 em cada grupo experimental; c: P < 0,05 indica diferença em relação ao grupo TEST; d: 
(p < 0,05) indica diferença em relação ao grupo não injetado CH e ADH. 
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4.3. Densidade das Células de Cloreto (CC) e Atividade da Na+/K+-ATPase 

 Nas brânquias de H. malabaricus do grupo controle (C), em normóxia, as 

células imunorreativas a Na+/K+-ATPase, que se presumem ser as células de cloreto (CC), são 

encontradas normalmente no filamento branquial e raramente nas lamelas e, quando 

observadas nas lamelas estão geralmente localizadas na base destas (Fig. 19A e Fig. 20A). 

Duas populações de CC, fracamente imunorreativas (CC-claras) e fortemente imunorreativas 

(CC-escuras) foram identificadas no epitélio do filamento e lamela (Fig. 19A e Fig. 20A, B). 

A densidade das células imunorreativas a Na+/K+-ATPase no filamento (F) e lamelas (L) das 

brânquias de H. malabaricus mostrou grande variabilidade entre os animais nos diferentes 

tratamentos e são mostradas na Tabela XV e Figuras 19 A, B e 20 A, B, C. 

Após a exposição à água deionizada ou água controle nos grupos injetados e não 

injetados com cortisol a densidade das CC-claras e CC-escuras no filamento branquial (F-CC) 

aumentou significativamente em todos os grupos experimentais (p < 0,05), e este aumento foi 

maior no grupo AD24h+IC considerando as F-CC-escuras (p < 0,01) (Fig. 20B). O aumento 

da densidade de CC nas lamelas foi também significativo em todos os tratamentos sendo que 

a densidade de CC-escuras em todos os grupos experimentais (p < 0,05) foi maior que no 

grupo controle e a de CC-claras aumentam significativamente apenas nos grupos AD24h, 

AD24h+IC e AD48h+IC (p < 0,05) (Fig. 20B).  

Nos grupos que foram submetidos á hipóxia severa (25-30 mmHg) as duas populações 

de CC também foram observadas nas lamelas e filamentos branquiais. Ao contrário do que 

ocorreu em normóxia, os grupos experimentais CH e CH+IC apresentaram um número 

elevado de CC claras e escuras no filamento e lamela (Fig. 20C). Nos outros grupos a 

densidade de CCs foi significativamente menor tanto na lamela como no filamento (p < 0,01) 

e menor nas lamelas em relação ao filamento (Fig. 19B). 
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Tabela XV. Valores médios (média ± erro) de CC (mm3) no filamento (F-CC) e lamelas (L-CC) das brânquias 
de H. malabaricus (n = 5 em cada grupo) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) e hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg) dos grupos não injetados (C, CH), (AD24h, ADH24h), (AD48h, ADH48h), e grupos injetados (C+IC, 
CH+IC), (AD24h+IC, ADH24h+IC) e (AD48h+IC, ADH48h+IC) expostos à água controle (C) ou à água 
deionizada (AD). a: (p < 0.05) indica diferença em relação aos grupos C e CH, b: (p < 0.05) indica diferença em 
relação aos grupos não injetados C, CH, AD24h, ADH24h, AD48h e ADH48h. 
 

Grupos 
Normóxia 

F-CC-clara F-CC-escura L-CC-clara L-CC-escura 

C 2671,59±40,09 3275±224,71 342,0455±32,49 534,0909±57,22 
C+IC 9607,02±278,43 

(a, b) 
7407,12±671,58 

(a, b) 
2794,73±335,80 4945,67±514,65 

(a, b) 
AD24h 7360,93±406,66 

(a) 
7200,43±68,86 

(a) 
3913,1±0,00 

(a) 
8906,87±73,72 

(a) 
AD48h 8447,10±324,15 

(a) 
13957,13±658,51 

(a) 
1424,2±26,72 4202,05±79,74 

(a) 
AD24h+IC 9339,79±361,26 

(a) 
28852,69±2107,20 

(a, b) 
11722,08±585,55 

(a, d) 
16981,42±1173,20 

(a, b) 
AD48h+IC 12839,30±215,52 

(a, b) 
15902,91±1402,80 

(a) 
3740,05±300,96 

(a) 
5127,91±219,65 

(a) 
Grupos 
Hipóxia 

F-CC-clara F-CC-escura L-CC-clara L-CC-escura 

CH 6344,43±836,17 13567,34±399,86 3374,23±1247,80 17743,07±1247,80 
CH+IC 6880,96±201,73 

 
11381,82±298,71 2839,4±514,89 5136,28±513,20 

(a, b) 
ADH24h 3855,114±279,80 

(a) 
2266,098±198,36 

(a) 
454,55±83,09 

(a) 
442,24±36,60 

(a) 
ADH48h 4171,88±492,07 

(a) 
3532,67±678,15 

(a) 
1249,66±124,17 

(a) 
998,58±134,75 

(a) 
ADH24h+IC 5031,25±692,02 3424,716±311,3 

(a) 
1072,443±89,47 

(a) 
740,06±57,87 

(a) 
ADH48h+IC 7151,136±687,03 

(b) 
4239,773±359,73 

(a) 
1023,864±77,18 

(a) 
854,32±50,79 

(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 67

Normóxia

0
5000

10000
15000
20000
25000
30000
35000

C
C+IC

AD24
h

AD48
h

AD24
h+

IC

AD48
h+

IC

Grupos

3

F-CC-clara F-CC-escura L-CC-clara L-CC-escura

C
C

/m
m

a a a a a
a a

a

a

a

a

a

aa
a

a

a

a

A

b b
b

b

d
b

b

 
 

Hipóxia

0
5000

10000
15000
20000

CH
CH+IC

ADH24
h

ADH48
h

ADH24
h+

IC

ADH48
h+

IC

Grupos

C
C/

m
m

F-CC-clara F-CC-escura L-CC-clara L-CC-escura

3

a a

a

a a a a

a a a a
a

aa a a

b

b b

B

 
 
 
 
 
 
Figura 19. Valores médios (média ± erro) de CC (mm3) no filamento (F-CC) e lamelas (L-CC) das brânquias de 
H. malabaricus (n = 5 em cada grupo) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) (A) e hipóxia severa (PO2 = 25-30 
mmHg) (B) dos grupos não injetados (C, CH), (AD24h, ADH24h), (AD48h, ADH48h), e grupos injetados 
(C+IC, CH+IC), (AD24h+IC, ADH24h+IC) e (AD48h+IC, ADH48h+IC) expostos à água controle (C) ou à 
água deionizada (AD). a: (p < 0.05) indica diferença em relação aos grupos C e CH, b: (p < 0.05) indica 
diferença em relação aos grupos não injetados C, CH, AD24h, ADH24h, AD48h e ADH48h. 
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Figura 20. Imunohistoquímica contra Na+/K+-ATPase das CC branquiais de H. malabaricus no grupo controle 
presentes no filamento e base da lamela (A), após exposição á água deionizada (B) e exposição a hipóxia severa 
(PO2 = 25-30 mmHg) (C) a densidade de CC-claras ( ) e CC-escuras (►) aumenta tanto no filamento como na 
lamela. Barra de escala em µm. 
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Analisando a atividade específica da Na+/K+-ATPase nas brânquias de H. malabaricus 

(Tabela XVI e Fig. 20) verificou-se que foi significativamente maior nos grupos injetados 

com cortisol, AD24h+IC e AD48h+IC (p < 0,01), em normóxia. Entretanto, em hipóxia 

severa, a atividade específica da Na+/K+-ATPase foi maior nos grupos CH e CH+IC (P < 

0,01) comparado aos seus respectivos grupos em normóxia. Para os demais grupos em hipóxia 

a atividade específica da Na+/K+-ATPase diminuiu em relação ao grupo CH (p < 0,01) e em 

relação aos respectivos grupos em normóxia, neste caso, a variação foi significativa apenas 

para os grupos injetados ADH24h+IC e ADH48h+IC (p < 0,01). 

 
Tabela XVI. Valores médios (média ± erro) da atividade específica da Na+/K+-ATPase (µmol Pih -1 mg proteína-

1) das brânquias de H. malabaricus (n = 5 em cada grupo) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) e hipóxia severa 
(PO2 = 25-30 mmHg) dos grupos não injetados (C, CH, AD24h, ADH24h, AD48h, ADH48h), e grupos injetados 
(C+IC, CH+IC, AD24h+IC, ADH24h+IC, AD48h+IC, ADH48h+IC) expostos à água controle (C) ou à água 
deionizada (AD). a: (p< 0,05) indica diferença em relação aos grupos C e CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação aos valores em normóxia; c: (p < 0,05) indica diferença em relação aos grupos não injetados C, CH, 
AD24h, ADH24h, AD48h, ADH48h. 
 

Grupos Normóxia Grupos Hipóxia 
C 1,29±0,09 CH 5,05±0,28 

(b) 
C+IC 2,35±0,11 CH+IC 3,48±0,23 

(a) 
AD24h 2,04±0,19 ADH24h 1,69±0,10 

(a) 
AD48h 2,63±0,41 ADH48h 2,32±0,13 

(a) 
AD24h+IC 3,25±0,27 

(a) 
ADH24h+IC 1,59±0,05 

(a, b) 
AD48h+IC 3,98±0,23 

(a, c) 
ADH48h+IC 2,68±0,16 

(a, b) 
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Figura 21. Valores médios (média ± erro) da atividade específica da Na+/K+-ATPase (µmol Pih -1 mg proteína-1) 
das brânquias de H. malabaricus (n = 5 em cada grupo) em normóxia (PO2 = 140 mmHg) e hipóxia severa (PO2 
= 25-30 mmHg) dos grupos não injetados (C, CH, AD24h, ADH24h, AD48h, ADH48h), e grupos injetados 
(C+IC, CH+IC, ADH24h+IC, AD24h+IC, AD48h+IC, ADH48h+IC) expostos à água controle (C) ou à água 
deionizada (AD). a: (p< 0,05) indica diferença em relação aos grupos C e CH; b: (p < 0,05) indica diferença em 
relação aos valores em normóxia; c: (p < 0,05) indica diferença em relação aos grupos não injetados C, CH, 
AD24h, ADH24h, AD48h, ADH48h. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1. Cortisol Plasmático 

O aumento na concentração do cortisol plasmático pode ocorrer em minutos ou horas 

dependendo do agente, intensidade e duração do estímulo estressor. A resposta difere entre as 

espécies e, em uma mesma espécie depende de fatores genéticos, do desenvolvimento do 

animal, estágio de maturação gonadal, condições fisiológicas individuais, história e criação 

(piscicultura ou meio ambiente natural) do animal (BARTON et al, 1986; POTTINGER et al, 

1992; SALONIUS e IWAMA, 1993; SUMPTER, 1997; BARTON, 2002; IWAMA et al., 

2004). 

A concentração de cortisol plasmático em H. malabaricus em normóxia mantidas em 

água controle, é comparável aos níveis basais de outros peixes (BARTON e IWAMA, 1991; 

BARTON, 2002; IWAMA et al., 2004; DOYON et al, 2005; HEBERT E STEFFERSEN, 

2005; MONTEIRO et al, 2005; ALURU e VIJAYAN, 2006). O aumento lento do cortisol 

com um pico 24h após o início do experimento nos animais expostos à água deionizada 

(choque osmótico), sem prévia administração de cortisol exógeno, contraria o que tem sido 

amplamente encontrado na literatura, quanto à velocidade de resposta frente a um estresse 

agudo (BARTON e IWAMA, 1991, WENDELAAR BONGA, 1997).  

Três mecanismos têm sido aceitos para a ausência de um aumento imediato de cortisol 

plasmático quando um animal é exposto continuada ou repetidamente a pequenos intervalos a 

um estímulo estressor: habituação, compensação e exaustão (SCHRECK, 2000). A 

combinação entre início lento e o intervalo de várias horas entre a aplicação repetida do 

estressor pode resultar em uma habituação ou compensação que se limita apenas a respostas 

fisiológicas e comportamentais, embora a compensação envolva um custo energético que, em 

longo prazo, pode afetar o crescimento e reprodução. A exaustão ocorre quando o eixo HHI 

foi estimulado a um grau no qual a concentração de cortisol é cronicamente elevada 
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resultando em uma retroalimentação negativa que impossibilita o peixe a responder a outro 

estímulo eventual. 

A substituição total da água controle pela água deionizada (30 minutos) e exposição 

contínua durante 48h pode ter resultado em respostas fisiológicas que evitaram, até certo 

ponto, os efeitos agudos do agente estressor. A variação do cortisol em 2 a 3 vezes acima do 

nível determinado no tempo 0 (imediatamente antes da substituição da água controle por água 

deionizada) até 12 horas em água deionizada, seguido de um pico em 24 horas, pode indicar 

que o agente estressor não foi tão severo para essa espécie que vive em águas moles e pobres 

em íons. H. malabaricus não responde com aumento de cortisol plasmático e alterações 

iônicas a diluições (1:2 e 1:3) da água em que vive e, segundo MORON et al. (2003), é capaz 

de viver pelo menos 30 dias em água deionizada.  

Os resultados obtidos sugerem que, a princípio, a exposição à água deionizada pode 

ter causado apenas um desconforto ao animal e a exposição continuada por 48h pode ter 

provocado um efeito acumulativo, de forma a resultar num pico após 24 horas de exposição a 

esse estressor. Coincidentemente é entre 24 e 48 horas de exposição em água deionizada que 

ocorre alteração na qualidade do muco produzido pelas células mucosas (MORON, 2000) e 

alterações profundas no epitélio branquial da espécie com a proliferação de CC nas lamelas 

secundárias retornando em 7 dias a condições semelhantes a do ambiente natural (MORON et 

al., 2003; SAKURAGUI et al., 2003). 

Uma explicação alternativa para o aumento lento da concentração do cortisol à 

exposição à água deionizada, após a implantação da cânula, que envolve anestesia e ação 

cirúrgica 24 horas antes do estímulo água deionizada, é a exaustão ou a denominada fase de 

resistência. Entretanto, esta resposta está mais relacionada ao estresse crônico como 

observado nos trabalhos de POTTINGER e MORAN (1993) e WEENDELAAR BONGA 

(1997). Estudos têm mostrado que adultos Oncorhynchus mykiss continuam a responder com 
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aumento significativo de cortisol após mais de 4 meses de exposição a um estressor 

intermitente (CAMPBELL et al., 1992) e Sparus aurata, submetido ao confinamento 

contínuo e prolongado (11 dias), mantém o nível de cortisol 10 vezes mais alto que o nível 

basal durante os primeiros 4 dias de confinamento (ARENDS et al., 1999). 

Em relação à hipóxia existem respostas consideradas interespecíficas que dependem 

da espécie de peixe em questão, ou seja, se é ou não tolerante a hipóxia, qual o grau de 

tolerância a hipóxia (tensão crítica de O2 da água - PcO2) e diferenças na demanda metabólica 

do animal (BURTON e HEATH, 1980; VAN RAAIJ et al. 1996 b; ISHIBASHI et al., 2002; 

PICHAVANT et al., 2002). Embora estas respostas fisiológicas e metabólicas possam diferir 

de acordo com a espécie, a resposta típica frente ao estresse hipóxico consiste numa resposta 

primária hormonal com a liberação de catecolaminas e/ou cortisol seguida das respostas 

secundárias ao estresse como alterações metabólicas, íon-regulatórias e ajustes cardio-

respiratórios (MAZEUD et al., 1977; PICKERING e POTTINGER, 1995). 

A elevação do cortisol em H. malabaricus submetidos á hipóxia severa (25-30 mmHg) 

parece depender do tipo de água (AD) e da injeção de cortisol (IC). A elevação do cortisol em 

quase 9 vezes, de 21,75 (Tempo = 0) para 295,6 ng/mL após 6 horas de exposição a água 

deionizada e hipóxia severa no grupo ADH evidencia que a aplicação de dois estímulos 

estressores simultaneamente, no caso água deionizada e hipóxia, ativa o eixo HHI nesta 

espécie. Comparando a elevação do cortisol em animais expostos a água deionizada em 

normóxia e em hipóxia é possível sugerir que a diminuição do nível de oxigênio na água é um 

estímulo muito mais estressante para H. malabaricus do que a água deionizada. 

SAKURAGUI et al. (2003) mostrou que a disfunção respiratória verificada pela redução de 

aproximadamente 40% na pressão parcial de oxigênio arterial (PaO2) em relação aos valores 

de normóxia em animais expostos a água deionizada passa a 80% quando expostos à água 

deionizada + hipóxia. O aumento do nível de cortisol nos peixes do grupo injetado e mantido 
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em água controle corrobora, em parte, esta hipótese embora os grupos CH e TESTH não 

tenham mostrado aumentos significativos do cortisol plasmático, e pela ausência de resposta 

do grupo injetado com cortisol e mantido em água deionizada (ADH+IC). A ativação do eixo 

HHI resultando em aumento do cortisol plasmático têm sido observado em outras espécies 

submetidas a estímulos estressantes simultaneamente como Gadus morhua expostos á hipóxia 

progressiva e ao exercício de natação rápida (HEBERT e STEFFENSEN, 2005). A tensão 

crítica de O2 (PcO2) calculada para a espécie nessas condições experimentais foi de 4,3 kPa 

(PO2 = 32,33 mmHg) e mostrou um aumento significativo dos teores de cortisol de 25 ng/mL-

1 para 112,5 ng/ mL-1 (HEBERT e STEFFENSEN, 2005). No caso de traíra, Hoplias 

malabaricus, a tensão crítica de O2 calculada para animais expostos a água deionizada e a 

hípoxia foi de PO2 = 21,6 mmHg (SAKURAGUI et al., 2003) sendo que as traíras do presente 

estudo permaneceram por um período de até 48 horas em hipóxia próxima a tensão crítica 

(PO2 = 25-30 mmHg) o que indica que o estímulo estressor “hipóxia” parece causar uma 

elevação dos teores de cortisol quando este é combinado com o estresse osmótico causado 

pela exposição á água deionizada. 

Entretanto a ausência da ativação do eixo HHI tem sido observado em algumas 

espécies frente a estímulos simples como o estresse de captura em híbrido tambacu, Piaractus 

mesopotamicos (MARTINS et al., 2002). A não liberação de cortisol plasmático tem sido 

explicada, em muitos casos, como autodepuração do hormônio, feed-back negativo ou 

exaustão, o que não se aplica ao presente estudo, e ainda há controvérsias quanto ao 

envolvimento de fatores ainda pouco conhecidos, como os tipos de estímulos, sua intensidade, 

tempo de duração e espécie de peixe (tropical) considerada (KEBUS, et al.; 1992; VIJAYAN 

e MOON, 1994; MARTINS et al, 2002). 
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5.2. Osmolalidade e Íons Plasmáticos 

Em geral os estressores afetam o balanço hidromineral em peixes (WENDELAAR 

BONGA, 1997) diretamente ou devido ao aumento das catecolaminas circulantes que 

aumentam a permeabilidade das brânquias aos íons e a água (MCDONALD e MILLIGAN, 

1992). O K+  é o principal cátion intracelular e tem a tendência de estar aumentado no plasma 

durante acidose plasmática e elevado na célula durante alcalose e, portanto pequenas 

mudanças na concentração desse cátion podem alterar drasticamente o funcionamento do 

organismo. Em um animal não estressado 98% do K+ corpóreo deve estar no interior das 

células, principalmente pelo resultado da bomba de sódio-potássio, que mantém o potássio 

nas células. Os níveis de K+ normais dependem principalmente da ingestão de alimentos, do 

pH sérico e ação da insulina e adrenalina. A adrenalina e insulina estimulam a entrada de K+  

nas células. O Na+ é o cátion mais abundante do meio extracelular e influência o grau de 

retenção de água corporal e também tem papel importante no balanço ácido-básico. Os 

processos que tendem a aumentar ou diminuir os íons Na+ tendem respectivamente a 

aumentar e diminuir os íons Cl- e quando isso não ocorre há o desequilíbrio eletrolítico. O Cl- 

é um importante ânion que participa na manutenção do balanço de fluídos e eletrólitos pois 

geralmente também segue as alterações do íon bicarbonato, principalmente nas trocas de 

cloreto pelas hemoglobinas. 

O choque osmótico causado pela exposição à água deionizada em normóxia resultou, 

como esperado, em distúrbio iônico nas primeiras 24 horas de exposição à água deionizada 

que foi evidenciado pelo aumento da concentração do íon sódio e redução do íon cloreto. 

Entretanto, as concentrações de íons Na+ e Cl-, retornaram aos níveis semelhantes aos do 

grupo controle após 36h, após ter ocorrido o pico de concentração de cortisol plasmático (24h 

de exposição em água deionizada). A injeção prévia de cortisol parece ter reduzido o efeito da 

exposição à água deionizada sobre a concentração dos íons plasmáticos uma vez que manteve 
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alta a concentração de íons cloreto nos animais injetados com cortisol evidenciando o seu 

papel na regulação iônica, mas resultou em um desequilíbrio de íon K+ nos animais mantidos 

em água controle. Em S. aurata, a diminuição do Na+ e Cl-, após a transferência da água do 

mar para água salobra, foi suprimida pela injeção de cortisol (MANCERA et al, 1994). Estes 

efeitos do cortisol foram relacionados à alta afinidade dos receptores de cortisol nessas 

células, a um aumento do número dessas células e da atividade da Na+/K+-ATPase 

(CHAKRABORTI e WEISBART, 1987; BINDON et al., 1994a, b; GRECO et al., 1995; 

SAKURAGUI et al., 2003). Em peixes de água doce as CC estão envolvidas na absorção 

ativa de íons Na+, Ca2+ e Cl- ,e a proliferação destas células são consideradas como respostas 

morfológicas para a manutenção da homeostase iônica (PERRY e LAURENT, 1993). 

Segundo WENDELAAR BONGA et al. (1987), os distúrbios hidrominerais 

observados em peixes expostos a hipóxia são similares aos verificados em outros tipos de 

estímulos estressores como exposição à água ácida, a metais pesados, exercício exaustivo e 

manuseio. Desta forma, é de se esperar que a hipóxia acarrete uma elevação da ventilação e 

perfusão das brânquias e num aumento da área de contato com o meio promovendo a perda de 

eletrólitos para a água. Em H. malabaricus, em hipóxia severa, a redução da osmolalidade nas 

primeiras 12h e na concentração de Cl- evidenciou distúrbio iônico e osmótico como ocorreu 

em situação de normóxia, embora durante normóxia não houve alteração na osmolalidade. Em 

peixes de água salgada a resposta é, em geral oposta a de animais de água doce. Em Gadus 

morhua (peixe marinho) à medida que a PO2 da água diminuiu foi observado um aumento 

significativo da osmolalidade plasmática nas tensões entre 11 e 10 KPa (PO2 = 78,95 mmHg) 

e após essa tensão voltou a diminuir até a PcO2 (PO2 = 32,33 mmHg) ficando com valores 

próximos ao de normóxia.  

Em relação aos íons Na+ a diminuição ocorreu nas primeiras 12 horas no grupo 

controle (CH) enquanto que no grupo ADH (água deionizada e a hipóxia severa) o distúrbio 
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de Na+ foi evidente em 48h o que significa que, neste caso, os animais não conseguiram 

controlar os níveis do íon Na+. A injeção de cortisol, de certa forma, parece ter mantido a 

osmolalidade e os níveis constantes do íon Na+ para os grupos CH+IC e ADH+IC impedindo, 

neste último grupo, a queda abrupta que ocorreu no respectivo grupo não injetado. No caso do 

íon K+ os distúrbios transitórios nos grupos ADH (6h) e CH+IC (24 e 48h) são difíceis de 

explicar e podem não estar diretamente associado a injeção de cortisol porque os valores não 

foram significativamente diferentes do tempo 0. SAKURAGUI (2000) observou uma 

diminuição significativa do íon K+ em H. malabaricus expostos à hipóxia severa (21,6 mmHg) 

e a água deionizada. O distúrbio eletrolítico foi evidente principalmente devido a redução do 

íon Cl- plasmático durante exposição à hipóxia nos grupos ADH e ADH+IC. A injeção de 

cortisol falhou em manter os níveis do íon Cl- que pode estar relacionado as alterações do pH 

sangüíneo. Alterações iônicas foram também observadas em outras espécies marinhas como 

relatado por MAXIME et al. (1995) que observou um aumento de Na+ e Cl- ao expor 

Acipenser baeri à hipóxia aguda e ARENDS et al. (1999) observou que o estresse de 

exposição ao ar por 3 minutos em Sparus aurata causou uma elevação rápida dos íons Na+ e 

Cl- e nenhuma alteração no nível do íon K+.  

 

 

5.3. Intermediários metabólicos no plasma 

Estudos demonstram que a administração de glicocorticóides exógenos em mamíferos 

suprime a secreção de cortisol e esta declina rapidamente (CZOCK et al., 2005; KONG et al., 

1989).O cortisol é um hormônio ativo, sintetizado pela adrenal em mamíferos e pelas células 

interrenais do rim anterior em peixes e em ambos é secretado após estimulação do hormônio 

ACTH. As catecolaminas são liberadas pelo tecido cromafin do rim anterior dos teleósteos, e 

também através dos terminais dos nervos adrenérgicos (RANDALL e PERRY,1992). Em 
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peixes marinhos como S. aurata (ARENDS, 1999) expostos ao ar ou confinamento, à 

administração de cortisol exógeno (24 horas antes do estímulo estressor) exerceu um 

“feedback” de inibição abolindo totalmente os eixos HHI responsável pelo controle da 

secreção de cortisol e HSC responsável pela liberação das catecolaminas; enquanto que, para 

peixes de água doce como H. malabaricus as respostas que são mediadas pelas catecolaminas 

em resposta a estressores tóxicos e não tóxicos (WEENDELAR BONGA, 1997; VAN DER 

SALM et al., 2006), não foram totalmente abolidas com a injeção prévia de cortisol (24 horas 

antes do estímulo estressor) em traíra exposta à água deionizada em normóxia, como pode ser 

observado com as variações nos teores de lactato e glicose plasmática. 

A variação no perfil metabólico, observado pela análise do sangue ao longo de uma 

modificação do meio externo, pode refletir a preferência metabólica nos animais. Em geral, os 

vertebrados utilizam a produção de ATP pela via glicolítica utilizando a glicose e o glicogênio 

como substratos primários, processo que pode levar ao aumento do lactato como produto 

catabólico final na ausência de O2 (DRIEDZIC e HOCHACHKA, 1978). As alterações nos 

teores de lactato e piruvato estão diretamente relacionadas à concentração de glicose 

resultante de sua mobilização, via glicogenólise e/ou gliconeogênese induzidas pelas 

catecolaminas e pelo cortisol nas situações de estresse (ver esquema metabólico na pág. 6; 

MOMNSEN et al., 1999; IWAMA et al., 2004).  

Em H. malabaricus em normóxia nos grupos injetados e TEST as concentrações de 

glicose plasmática mantiveram-se elevadas durante todo experimento, em relação ao grupo 

controle, com exceção do grupo AD não injetado que mostrou uma tendência a aumentar os 

níveis de glicose após 24 h (correspondente ao pico de cortisol). Esses resultados corroboram 

com os encontrados na literatura (IWAMA et al, 2004) em que o nível elevado de cortisol no 

plasma influencia nos níveis de glicose aumentando a sua concentração no plasma para 

manutenção da demanda energética do animal. Nos grupos submetidos a hipóxia severa a 
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glicose foi maior nos grupos injetados, no tempo 0 e em t = 6; para os grupos ADH e 

ADH+IC que são os grupos que tiveram alterações significativas em relação ao cortisol 

plasmático.  

O aumento do lactato em normóxia nos grupos C+IC, durante todo o experimento, em 

AD (em 6, 12 e com pico em 24 horas) e AD+IC entre 6 a 24 horas de exposição á água 

deionizada, embora tenha ocorrido aumento do piruvato em todos os grupos experimentais 

com exceção do TEST; pode sugerir que, os animais tenham utilizado o metabolismo 

anaeróbico (glicólise anaeróbica) que ocorre em tecidos hipóxicos que tem como produto 

final o lactato, uma vez que se fizermos a relação lactato/piruvato2 esta será bem maior nesses 

grupos em relação ao controle. Contudo, tecidos bem oxigenados podem em certas condições 

gerar lactato através da glicólise aeróbica estimulada pelo aumento das catecolaminas 

circulantes. Quando o piruvato é produzido, as células musculares tentam utilizá-lo como 

energia aeróbia. Porém, se as células não são capazes de utilizar todo o piruvato produzido, 

nos casos em que o metabolismo é intenso (produção de piruvato de forma rápida), este se 

transforma quimicamente em lactato. Algumas células possuem grande capacidade de 

utilização de piruvato para energia aeróbia enquanto outras possuem uma capacidade 

limitada. No metabolismo branquial a preferência é por substratos considerados oxidativos 

como a glicose; nos casos em que ocorre a ativação das bombas de sódio e potássio e há o 

requerimento de grande energia (MOMNSEN, 1984; PERRY e WALSH, 1989).  

 

 

                                                           
2 A via glicolítica produz piruvato, e este, em presença de oxigênio, é degradado no ciclo do ácido cítrico 
produzindo NADH e FADH2 para a fosforilação oxidativa na mitocôndria. Normalmente, haverá pouco ácido 
láctico nessas condições. Na ausência de oxigênio (anaerobiose), o piruvato precisa ser convertido a ácido 
láctico, pois essa é a única reação capaz de regenerar NAD+ para que a glicólise possa continuar. A necessária 
produção de ácido láctico em anaerobiose explica porque a relação lactato/piruvato é bem maior que 1 nas 
células que estão sem oxigênio, e bem menor que 1 nas que estão em presença de oxigênio (THE BIOLOGY 
PROJECT, 1996). 
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Segundo VIJAYAN et al., 1996b; o cortisol em peixes de água salgada pode estar 

envolvido na produção de glicose para prover energia para síntese de proteína e ativação das 

bombas de sódio e potássio; enquanto em mamíferos a glicólise aeróbica pode ser estimulada 

pelas catecolaminas circulantes, as quais tem a capacidade de ativar a bomba de Na+-K+-

ATPase estimulando também a produção de lactato (VITOR LOPES, 1999).  

Neste caso a atividade da Na+-K+-ATPase nos grupos injetados em normóxia foi 

significativamente maior em relação ao grupo C tendo um aumento de 1,82 vezes (82%) e 

2,52 vezes (152%) respectivamente. Os teores de lactato em hipóxia aumentaram nos grupos 

TESTH e ADH+IC a partir de 6 horas e no grupo ADH a partir de 24h, enquanto que o 

piruvato aumentou em ADH entre 6 a 24 horas, em CH+IC a partir de 6h e em ADH+IC entre 

6 e 12 horas. Apesar de não ter sido possível medir as catecolaminas do plasma em traíra, 

estudos demonstram que esse tipo de resultado leva a evidências de que talvez houvesse a 

liberação das catecolaminas pela possível ativação do eixo HSC como sugerido para S. aurata 

exposto ao ar (ARENDS, 1999), e a ativação do eixo HHI para o grupo ADH, pois podemos 

observar o aumento significativo de cortisol endógeno em H. malabaricus. Os dois eixos do 

estresse estão envolvidos principalmente com a demanda energética do animal, ou seja, 

mobilização de energia através da liberação de catecolaminas e cortisol que podem interferir 

de certa forma no metabolismo intermediário alterando as concentrações de glicose, piruvato, 

lactato, proteína e amônia (VIJAYAN et al., 1994b, 1996a, 1997; MOMNSEN et al., 1999; 

IWAMA et al., 2004). 

Em vertebrados superiores a amônia é considerada como uma substância ativadora da 

glicólise e inibidora da gliconeogênese e metabolismo oxidativo (POORTMANS, 1988; 

SAHLIN e KATZ, 1988; LOWENSTEIN, 1990). O catabolismo de proteínas leva à formação 

de amônia (NH3), forma tóxica e não solúvel, que nos peixes teleósteos é convertida a íon 

amônio NH4
+ (forma solúvel em água). A NH3 é eliminada por difusão através das brânquias 
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e o NH4
+ é eliminado por transporte ativo e cotransporte. Segundo MOMMSEN et al. (1999) 

uma mudança pequena nos níveis de cortisol plasmático é suficiente para alterar o 

metabolismo dos aminoácidos (ver texto à pág. 5 e esquema metabólico à pág. 6). Desta 

forma o aumento da amônia plasmática em H. malabaricus sugere que o cortisol estimulou a 

mobilização de proteínas ou a utilização de aminoácidos como fonte energética como 

observado nos grupos C+IC e AD+IC em normóxia antes do início do experimento e durante 

o mesmo, enquanto em AD esse aumento foi observado a partir de 6 horas com uma pequena 

diminuição em 36 e 48 horas, mas a concentração ainda se manteve alta em relação a t = 0 

não retornando aos valores normais. No entanto, a concentração de proteína plasmática foi 

maior apenas no grupo TEST em normóxia entre 12 e 48 horas de experimento e talvez a 

injeção do veículo (óleo de soja) poderia ter causado alguma influencia nesse resultado. Nos 

grupos submetidos a hipóxia o aumento da amônia plasmática ocorreu nos grupos TESTH, 

ADH e ADH+IC a partir de 6 horas de experimento e permaneceu alto até o término do 

mesmo, sendo que a mobilização de proteínas ocorreu nesses mesmos grupos e, em geral foi 

mais elevada que o respectivo controle, resultados estes que corroboram com MOMNSEN et 

al. (1999). 

 

 

5.4. Variáveis sanguíneas 

Em normóxia as variações de pH foram significativas no grupo exposto em água 

deionizada (AD). O aumento do pH entre 6 e 24 horas pode sugerir que a redução não 

significativa dos íons K+ e significativa para o Cl- possam ter estimulado a secreção de íons 

H+ para dentro do lúmen do túbulo renal causando uma alcalose metabólica. Uma das razões 

para que isso aconteça é que o Na+ intraluminal, nestas condições, é trocado no túbulo renal 

por H+, uma vez que o Na+ não pode ser trocado por K+ ou ser acompanhado por Cl- durante a 
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reabsorção. Apesar do aumento da Na+/K+-ATPase em relação ao grupo C (1,58 vezes, 58%) 

não ser considerado significativo para o grupo AD, este aumento pode ter influenciado 

também nas trocas iônicas através das brânquias com a ativação das bombas de sódio-

potássio, pois o Na+ nos tempos citados acima aumentou no plasma em relação a diminuição 

dos íons K+ e Cl-. Neste caso o K+ pode ser transportado para dentro das células do epitélio 

branquial em troca de Na+ que é enviado através de transporte ativo (bomba de sódio-

potássio) de dentro das células para o sangue, sendo que o íon Cl- pode estar sendo perdido 

por difusão ou ainda sendo trocado por íons bicarbonato que são formados dentro dos 

eritrócitos quando o CO2 reage com a hemoglobina via atividade da anidrase carbônica e 

formando íons H+ e bicarbonato. O bicarbonato deixa a célula e é trocado por Cl- enquanto o 

íon H+ se liga a hemoglobina da célula, contribuindo assim para o aumento do pH 

extracelular. Isto poderia explicar o aumento do pH no grupo que foi submetido á hipóxia 

severa e exposto à água deionizada (ADH) em 6 a 12 horas de experimento acompanhado 

com a diminuição do íon Cl- e resultando em alcalose plasmática. A diminuição do pH no 

grupo ADH+IC a partir de t = 6 horas quando ocorre o aumento significativo do K+ no plasma 

acompanhado da diminuição do íon Cl- pode estar associado a liberação de ácido lático 

advindo do metabolismo das células e/ou aumento do CO2 (GOLDBERG, 1997). Neste grupo 

a diminuição significativa do pH foi acompanhada com o aumento significativo do lactato 

plasmático (com valores médios de 2,55 vezes ou 155% em relação a t = 0 em normóxia) 

portando resultando em uma acidose metabólica. Isso corrobora com os estudos de 

McDONALD e MILLIGAN (1997) no qual o mesmo tipo de situação ocorre para peixes de 

água doce após serem submetidos a protocolos experimentais com atividade física vigorosa.  

A acidose metabólica ajuda a aumentar a afinidade da hemoglobina por O2, assim a 

capacidade de transporte de O2, após estímulo adrenérgico (provocado pela hipóxia), é maior 

do que em normóxia (NIKINMAA, 1986, 1990, CLAIREAUX et al.,1988, VAL, 1993). A 
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acidose metabólica em truta arco-íris foi observada por TETENS e LYKKEBOE (1985) e 

considerada com uma resposta fisiológica para reduzir os efeitos da baixa PO2 no sangue 

arterial. O aumento da atividade de trocas Na+/H+ é estimulada pela ação das catecolaminas 

liberadas na corrente sanguínea (PERRY e REID, 1992, MAXIME et al., 1995). Nesses 

casos, os estímulos adrenérgicos operam ligando-se a β-receptores na membrana celular, 

estimulando a troca iônica, que aumenta o pH intracelular e diminui o extracelular. 

Os parâmetros hematológicos são considerados bons indicadores das mudanças 

internas que podem afetar a homeostasia e a saúde do animal causadas por alterações no meio 

ambiente. Esses estímulos estressores ambientais podem ser de origem tóxica como metais 

pesados, pesticidas ou não tóxicos, doenças causadas por patógenos, deficiência alimentar, 

mudanças na qualidade da água como diminuição do O2 e variações nas concentrações de íons 

dissolvidos na água (JENSEN et al., 1993; ROCHE e BOGÉ, 1999; MARCOM e WILHELM 

FILHO, 1999; VAL, 2000; MONTEIRO, et al., 2001; AFFONSO et al., 2002; WELLS, 

2005; CARVALHO e FERNANDES, 2006). 

Para os grupos que foram submetidos a hipóxia era de se esperar um aumento 

significativo do hematócrito (SWIFT, 1981; PETERSON, 1990; MORAES et al., 1997 a, b, 

c,). Essa resposta pode pré-adaptar o animal a longo período em ambiente desfavorável 

(SWIFT, 1982), mediante aumento dos eritrócitos circulantes (RANDALL, 1982), permitindo 

aos peixes transportar a maior quantidade de O2 possível. Esse tipo de alteração como 

aumento do Hct e da concentração de Hb também é descrita para peixes que vivem em águas 

hipóxicas, pobre em íons ou ácidas da Amazônia (VAL et al., 1990; VAL e ALMEIDA-VAL, 

1995; VAL, 2000). Para H. malabaricus submetidas á hipóxia foi observada uma diminuição 

do Hct nas primeiras 6 horas no grupo ADH+IC e nas primeiras 12 horas nos grupos CH, 

ADH e CH+ IC. A tendência a aumentar só foi observada para os grupos ADH e ADH+IC 

após 24h de exposição a hipóxia severa.  
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A ativação da troca Na+/H+ induz a um aumento de volume do eritrócito em trutas 

arco-íris e essa resposta pode aumentar a afinidade da Hb pelo O2 devido à diluição da Hb e 

ATP dentro da célula o que reduziria a ação do ATP sobre a afinidade da Hb pelo O2 

(RANDALL, 1982; NIKINMAA, 1983; TETENS e LYKKEBOE, 1985). Entretanto alguns 

estudos têm demonstrado que esta resposta geralmente só é observada em peixes submetidos a 

hipóxia por um período prolongado (TETENS e LYKKEBOE 1981, 1985; BOUTILIER et 

al., 1988). As traíras foram expostas á um período de no máximo 48 horas em hipóxia severa 

e só a partir de 24h no grupo injetado e submetido à água deionizada que as alterações nesse 

sentido ocorrem para o Hct e nesse mesmo grupo em normóxia nos tempos 6 e 24h AD+IC. 

 

 

5.5. Atividade específica da Na+/K+-ATPase e densidade das células de cloreto (CC) 

O hormônio cortisol em sua ação mineralocorticóide para manter a homeostase 

hidromineral, alterada por modificações causadas por estímulos estressores, induz a 

diferenciação de CC nas brânquias e aumenta a atividade específica de enzimas 

transportadoras de íons, como a Na+/K+-ATPase presentes nas brânquias, intestino e rins 

(McCORMICK, 1995; EVANS, 2002; EVANS et al., 2005) de espécies de peixes teleósteos 

de água doce como ciprinídeos (ABO HEGABE e HANKE, 1984), salmonídeos (RICHMAN 

e ZAUGG, 1987) e ciclídeos (DANGE, 1986; DANG et al., 2000a). Nos peixes de água doce 

as CC presentes no epitélio branquial asseguram a tomada de íons (Na+, K+, Ca2+) da água em 

torno do animal (FLIK, et al., 1994; PERRY, 1997).  

DANG et al (2000b) expondo tilápias, Oreochromis mossambicus, ao cobre observou 

o aumento no número de CC branquiais e verificou que havia duas populações de CC, CC-

claras e CC-escuras. Apesar do aumento no número dessas células no filamento e lamela, 

houve em O. nilotucus expostas ao cobre uma diminuição da atividade específica da Na+/K+-
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ATPase. Esta diminuição segundo os autores foi devida ao aumento maior de CC-claras no 

grupo exposto ao cobre e diminuição das CC-escuras, sendo que as CC-escuras foram 

identificadas como células ativas e maduras enquanto que as CC-claras como células jovens, 

ou em apoptose ou necrose. 

METZ et al (2003) avaliaram as conseqüências da aclimatação de carpas, Cyprinus 

carpio, a diferentes temperaturas comparando com a administração de cortisol exógeno. 

Observaram utilizando imunohistoquímica que a 15oC havia um número maior de CC 

branquiais contendo mais enzima específica da Na+/K+-ATPase e que nessa mesma 

temperatura a osmolalidade e a concentração de íons Na+ e Cl- estava aumentada. Relataram 

que o cortisol circulante quando excede os níveis basais estimula a atividade da Na+/K+-

ATPase e que a administração do cortisol exógeno após uma semana aumentou a referida 

atividade. 

 Em H. malabaricus a atividade específica da Na+/K+-ATPase foi significativamente 

maior nos grupos injetados AD24h+IC (2,52 vezes = 152%) e AD48h+IC (3,09 vezes = 

209%) em normóxia em relação ao grupo C, embora tenha aumentado em todos os grupos. 

Em hipóxia severa, a atividade específica da Na+/K+-ATPase, foi maior nos grupos C (3,92 

vezes = 292%) e C+IC (1,48 vezes = 48%) comparado aos seus respectivos grupos em 

normóxia. Para todos os grupos em hipóxia a atividade específica da Na+/K+-ATPase 

diminuiu em relação ao grupo C em hipóxia, e em relação aos respectivos grupos em 

normóxia, neste caso, a variação foi significativa apenas para os grupos injetados AD24h+IC 

(2,04 vezes = 104%) e AD48h+IC (1,49 vezes = 49%).  

 Como nos estudos de DANG et al (2000b), em H. malabaricus expostas á água 

deionizada ou água controle, injetadas e não injetadas com cortisol e submetidas a normóxia 

ou hipóxia, foram observados dois tipos de CC, CC-claras e CC-escuras sendo que antes da 

aplicação do estímulo estressor as CC estavam localizadas apenas no filamento e raramente 
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nas lamelas. Quando presentes nas lamelas localizavam-se na base destas como anteriormente 

descrito por MORON et al., 2003, SAKURAGUI et al., 2003. 

 Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com aqueles 

apresentados por DANG et al (2000b) em que a atividade específica da Na+/K+-ATPase 

aumenta de acordo com o número presente de CC-escuras e que a diminuição no número 

dessas células e aumento no número de CC-claras faz com que a atividade diminua. O 

estímulo para diferenciação dessas células em normóxia parece ser maior nos grupos 

AD24h+IC e AD48h+IC embora a exposição a água deionizada tenha aumentado 

significativamente o número de CC, enquanto que, quando exposta a hipóxia ambiental as 

respostas mais acentuadas foram observadas em animais dos grupos mantidos em água 

controle. Nos demais grupos em condições de hipóxia o número de CC foi menor tanto na 

lamela quanto no filamento. 

Considerando os dois tipos de estresse, choque osmótico e hipóxia, há evidências de 

que o aumento da densidade de CC predominantemente no filamento preserva, até certo 

limite, a lamela no sentido de manter a cascata de O2 até os tecidos. A proliferação e 

hipertrofia das CC no epitélio lamelar ajuda a manter a homeostase iônica, mas o aumento da 

barreira água-sangue devido a essa proliferação pode reduzir a transferência de gases, O2 e 

CO2 (BINDON, et al., 1994a, b; GRECO et al., 1995; PERRY, 1998, SAKURAGUI et al., 

2003, EVANS et al., 2005). 

 Semelhante ao relatado no estudo de METZ et al (2003), a atividade da Na+/K+-

ATPase no presente estudo acompanhou o aumento no número de CC ativas ou maduras e 

também a elevação do cortisol plasmático acima dos níveis basais. No grupo C, em hipóxia, 

mesmo havendo um aumento do cortisol plasmático menor em relação aos grupos AD e 

injetados C+IC e AD+IC, esse aumento foi de 2,49 vezes (149%) maior que os níveis basais e 

suficiente para induzir a diferenciação das CC e aumento na atividade da Na+/K+-ATPase. 
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 Estudos têm demonstrado que o cortisol em níveis acima dos basais estimulam a 

Na+/K+-ATPase como observado em trutas arco-íris aclimatadas em água doce, nas quais, 

foram identificados dois receptores de membrana nas CC, um receptor mineralocorticóide 

(MR) que possui uma alta afinidade ao cortisol e um receptor glicocorticóide (GR) com baixa 

afinidade a esse hormônio (DUCOURET, et al., 1995; COLOMBE et al., 2000, SLOMAN, et 

al., 2001). METZ et al (2003), sugerem que assim como em trutas arco-íris (SLOMAN, et al., 

2001), as carpas possuem esses receptores, mas que o aumento da atividade Na+/K+-ATPase 

após a administração de cortisol exógeno, resulta de um efeito mediado pelo receptor GR do 

cortisol. Essa hipótese proposta por SLOMAN, et al., 2001, baseada nos receptores GR e MR 

em estudos farmacológicos, explica que a maior sensibilidade dos receptores MR são mais 

intensificadas na regulação em situações quando a proliferação de CC é requerida, como no 

caso de águas deficientes em íons. Neste caso podemos sugerir que H. malabaricus expostas a 

água deionizada após administração de cortisol exógeno e aumento no número de CC ativas e 

da atividade Na+/K+-ATPase, ao contrário do que foi proposto em carpas por METZ et al, 

2003, possa ser o resultado mediado pelos receptores MR do cortisol, corroborando com o 

que foi observado pela hipótese de SLOMAN, et al., 2001. 

 Em conclusão, os resultados do presente estudo evidenciam que níveis de cortisol 

acima dos níveis basais em H. malabaricus interferem no equilíbrio iônico e no metabolismo 

energético quando mantidos em ambiente semelhante ao habitat natural. Entretanto, se o 

animal for exposto a um estímulo estressor, os efeitos no equilíbrio iônico e metabólico 

podem ser amenizados quando os níveis de cortisol plasmático estão acima do nível basal. 

Estes dados corroboram os reportados por BURY et al. (1998) que sugerem um efeito protetor 

do nível aumentado de cortisol frente a um estresse. 
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6. CONCLUSÕES 

a) O aumento do cortisol endógeno liberado pela possível ativação do eixo HHI em H. 

malabaricus, pode ser devido ao estímulo estressor, nos grupos experimentais não injetados 

em normóxia e em hipóxia. 

b) A variação nos níveis de cortisol está relacionada com a demanda energética observada 

com as alterações no metabolismo intermediário em H. malabaricus submetidas aos estresses 

iônico, osmótico e hipóxico. 

c) Os níveis de cortisol acima dos níveis basais aparentemente têm efeito restritivo quando H. 

malabaricus são submetidos aos estímulos estressores como o choque osmótico através da 

exposição á água deionizada e a diminuição da concentração de oxigênio na água através da 

exposição a hipóxia severa (PO2 = 25-30 mmHg). Em outras palavras amenizam os efeitos 

causados pelos dois tipos de estresse. 

d) O aumento na densidade de CC tanto na lamela como no filamento em H. malabaricus 

estão relacionadas com a regulação iônica. No estresse combinado: hipóxia e choque 

osmótico a diminuição das CC ocorre em ambos filamento e lamela, mas é bem maior nas 

lamelas. 

e) Os níveis de cortisol acima dos níveis basais causou um aumento da atividade específica da 

Na+/K+-ATPase em H. malabaricus e, conseqüentemente foram acompanhadas pelo aumento 

na densidade de CC que se coram fortemente (CC-escuras) e que são consideradas como 

células maduras e ativas. 
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