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SINOPSE: Foram analisados o sistema de proteções antioxidantes, os parâmetros 

hematológicos (hematócrito, concentração de hemoglobina e conteúdo de 

metahemoglobina), o consumo de oxigênio do fígado e os níveis de produtos celulares 

oxidados em exemplares de C. macropomum e A. ocellatus aclimatados a normóxia, hipóxia 

e hiperóxia. Comparativamente, as duas espécies apresentaram respostas distintas em 

relação aos diferentes níveis de oxigênio aplicados. A espécie A. ocellatus aparenta ter uma 

maior tolerância às variações na disponibilidade do oxigênio que C. macropomum. A 

manifestação de respostas fisiológicas e bioquímicas distintas entre as duas espécies parece 

coadunar-se com os suas respectivas características ecológicas. 
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Estresse oxidativo em duas espécies de teleósteos amazônicos, Astronotus ocellatus e 

Colossoma macropomum, expostos a diferentes tensões de oxigênio: uma abordagem 

comparativa 

 

RESUMO 

  

O presente trabalho objetivou identificar as respostas fisiológicas e bioquímicas 

manifestadas pelo sistema de proteções antioxidantes de Astronotus ocellatus (acará-açu) e 

Colossoma macropomum (tambaqui), frente às variações na disponibilidade de oxigênio. 

Exemplares de ambas as espécies foram aclimatados, por 15 dias consecutivos, a três 

diferentes condições experimentais: hipóxia, normóxia e hiperóxia. Os parâmetros 

analisados incluiram as proteções antioxidantes enzimáticas (superóxido dismutase, catalase 

e glutationa peroxidase), do fígado e do sangue, os parâmetros hematalógicos, os níveis de 

glutationa sanguínea, o consumo de oxigênio do fígado e os níveis endógenos de produtos 

celulares oxidados de ambos os tecidos. Procurou-se também investigar se situações 

extremas, como hipóxia e hiperóxia, levam ao estabelecimento de uma situação de estresse 

oxidativo. Distintas características, como a ausência de catalase no sangue do tambaqui e, 

principalmente, diferenças quantitativas nas defesas antioxidantes foram observadas entre as 

duas espécies na condição normóxica. Na exposição à hipóxia, as respostas manifestadas 

pelas mesmas foram distintas em sua maioria. Colossoma macropomum demonstrou uma 

maior susceptibilidade, revelando níveis elevados de metahemoglobina e de produtos 

celulares oxidados no sangue, em contraste com A. ocellatus, onde estas modificações não 

foram constatadas. Na aclimatação à hiperóxia, a mesma tendência foi observada. Em C. 

macropomum, as alterações observadas nos diversos parâmetros analisados, como o 

aumento no conteúdo da superóxido dismutase em ambos os tecidos, a drástica diminuição 

dos níveis de glutationa reduzida e, provavelmente, uma inibição da catalase no fígado, 

foram acompanhadas por um aumento significativo no processo de dano celular. Por outro 

lado, em A. ocellatus apenas alguns parâmetros foram modificados, e nenhuma evidência de 



 

 

 
 

dano celular foi demonstrada por esta espécie. Isso indica que C. macropomum encontrou na 

condição hiperóxica, uma situação de elevado estresse oxidativo, enquanto A. ocellatus 

demonstrou ser tolerante não somente à hipóxia, mas também à hiperóxia. As distintas 

estratégias adotadas em relação às proteções antioxidantes pelas duas espécies estudadas 

coadunam-se com suas respectivas características ecológicas.   



 

 

 
 

Oxidative stress in two species of amazonian teleosts, Astronotus ocellatus and 

Colossoma macropomum, exposed to different oxygen tensions: a comparative 

approach 

 

 

ABSTRACT 

 

This study describes the antioxidant defenses of acará-açu (Astronotus ocellatus) and 

tambaqui (Colossoma macropomum) exposed to long term hypoxia, normoxia and 

hyperoxia. Superoxide dismutase, catalase and the oxidized cell products (measured as 

TBARS) were measured in liver and blood of A. ocellatus and C. macropomum. 

Methemoglobin and glutathione contents were evaluated only in the blood and glutathione 

peroxidase only in the liver. These species exhibit different responses for the analysed 

parameters. Acclimation to hypoxia resulted in increased methemoglobin and liver 

superoxide dismutase levels in C. macropomum. Glutathione peroxidase also increased in 

both species, whereas reduced glutathione decreased in hypoxia exposed animals. 

Colossoma macropomum exhibited acatalasemia in normoxia and hypoxia, while catalase 

decreased in A. ocellatus exposed to hypoxia. Under hyperoxia, most of the analyzed 

parameters were changed significantly in both liver (increased TBARS, superoxide 

dismutase and glutathione peroxidase levels, and a possible inhibition of catalase) and blood 

(increased methemoglobin, TBARS and superoxide dismutase levels) of C. macropomum. 

In addition, a high production of intraerythrocytic oxidized glutathione was also observed in 

C. macropomum. Astronotus ocellatus exhibited slight changes in antioxidant defenses and 

no cellular damage in both liver and blood. This cichlid species is hypoxia tolerant and is 

also able to survive many hours under anoxia, whereas C. macropomum relies preferentially 

on aerobic metabolism, and is able to improve many adaptive solutions to maintain an 

adequate oxygen supply to the tissues. We suggest that the responses observed for these fish 

species to hypoxia and hyperoxia are in agreement to their oxygen needs, where C. 

macropomum is more susceptible to oxidative stress, specially under hyperoxia. 
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+
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.
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- MOPS Ácido 3-[N-morfolino] propanosulfônico 
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- O2

.-
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INTRODUÇÃO 

  

 

1.1. Evolução do oxigênio na atmosfera terrestre 

 

 Na primitiva atmosfera terrestre, composta basicamente de hidrogênio, metano, 

dióxido de carbono e amônia, a vida era limitada à utilização da via anaeróbica e somente 

possível em locais livres da influência dos efeitos nocivos da radiação ultravioleta. A 

introdução gradativa do oxigênio na atmosfera, há mais de 2 x 10
9
 anos, pelos primeiros 

organismos fotossintetizantes - as primitivas cianobactérias (Fridovich, 1974; 1978; Prosser, 

1991), propiciou o desenvolvimento da camada de ozônio e a possibilidade de expansão dos 

organismos pelos ambientes terrestres, até então impróprios à vida. Estima-se que a pressão 

parcial de oxigênio tenha atingido seus níveis atuais (~150 mmHg) somente a partir do 

início da Era Paleozóica, há aproximadamente 550 milhões de anos, período que coincide 

com o aparecimento dos invertebrados cambrianos e com a posterior e fantástica irradiação 

biológica, que culminou com o surgimento dos vertebrados terrestres (revisto por Gilbert, 

1995). 

 Com o estabelecimento de uma atmosfera predominantemente oxidativa, a biosfera 

passou a conviver com a dualidade funcional do oxigênio molecular. Se, por um lado, este 

gás confere aos organismos aeróbicos um alto rendimento energético, possibilitando o 

aparecimento de estruturas corpóreas complexas e de maiores dimensões, por outro lado, os 

organismos tiveram de se adaptar a uma situação de contínua nocividade, causada pela 

participação das espécies ativas do oxigênio (Gerschman et al., 1954) em diversas reações 

químicas intracelulares, principalmente aquelas envolvidas na respiração (Boveris et al., 

1973; Cadenas, 1989). 

 Apesar da toxicidade do oxigênio sobre os organismos aeróbicos já ter sido sugerida 

no século XVIII, com os trabalhos clássicos de Lavoisier e Priestley, o reconhecimento das 

propriedades tóxicas do oxigênio ocorreu somente a partir da década de 50, quando Rebeka 
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Gerschman assinalou a semelhança entre os efeitos deletérios produzidos pela radiação X e a 

exposição ao oxigênio hiperbárico. Gerschman postulou, pela primeira vez, a participação 

dos intermediários reativos do oxigênio em ambos os processos (Gerschman et al., 1954). 

Com a descoberta da superóxido dismutase (McCord & Fridovich, 1969), uma enzima 

especialmente desenhada para decompor o radical superóxido, um composto reativo, ficou 

estabelecida de forma definitiva a vinculação dos processos relacionados à saúde dos 

organismos aeróbicos com os efeitos nocivos decorrentes da utilização do oxigênio. A 

existência destes organismos ficou vinculada à aquisição de mecanismos de proteção tão 

eficientes e diversos quanto os efeitos causados pela utilização do oxigênio, nos diferentes 

níveis da organização biológica (Gilbert, 1995). 

  

 

1.2. Características químicas dos intermediários reativos do oxigênio 

 

 As espécies ativas ou intermediários reativos do oxigênio são genericamente 

conhecidas como radicais livres do oxigênio. Segundo Halliwell & Gutteridge (1989), um 

radical livre é uma espécie (átomo ou molécula) capaz de existência independente que 

contém um ou mais elétrons não pareados em seus orbitais externos. Estes elétrons tendem a 

formar pares estáveis, conferindo às moléculas portadoras uma elevada reatividade química 

(Pryor, 1986; Cadenas, 1989; González-Flecha, 1990). A formação destes intermediários 

reativos se deve às características estruturais da molécula do oxigênio, que favorecem sua 

redução em etapas sequenciais (monoeletrônica), como segue: 

O2    O2

.-
   H2O2   HO

.   H2O 

 

 Os intermediários reativos do oxigênio mais importantes em sistemas biológicos 

incluem o radical ânion superóxido (O2

.-
), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical 
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hidroxil (HO
.
), e a forma foticamente excitada do oxigênio molecular, o oxigênio singlete 

(1O2) (Cadenas, 1989; Halliwell & Gutteridge, 1989; Scandalios, 1993).  

 Outro composto derivado do oxigênio, o óxido nítrico (NO), tem sido apontado em 

mamíferos como um importante mediador de diversos processos fisiológicos, incluindo 

ventilação e perfusão, neurotransmissão e respostas imunológicas linfocitárias (Moncada et 

al., 1991; Snyder, 1992). Contudo, esta molécula possui também efeitos citotóxicos 

decorrentes de sua habilidade em combinar-se com o oxigênio molecular e com o radical 

superóxido, produzindo o óxido nitroso (NO2) e o peroxi-nitrito (ONOO
-
), formas tão 

reativas quanto o radical hidroxil (Halliwell & Gutteridge, 1989; revisto por Gonzalez-

Zulieta, 1997). Em peixes, a síntese de NO foi constatada no sistema nervoso central do 

salmão do Atlântico (Ostholm et al., 1994) e na bexiga natatória do jejú (Hoplerythrinus 

unitaeniatus), um peixe de respiração aérea da Amazônia, Nesta última espécie, a presença 

do NO parece estar relacionada com o controle da ventilação e/ou perfusão da bexiga 

natatória durante o processo de transferência de gases (Staples, et al., 1995).  

 Processos endógenos e exógenos são conhecidos como promotores de espécies 

ativas do oxigênio. Vários agentes como poluentes (biotransformação de xenobióticos), 

drogas terapêuticas, etanol, radiação ionizante e ozônio podem estimular a produção de 

radicais livres através de reações de oxi-redução (Cadenas, 1985; 1989). A respiração celular 

consiste na principal fonte endógena de produção destes intermediários; cerca de 2-5% do 

oxigênio total consumido não é reduzido tetravalentemente pela citocromo c oxidase, 

resultando na produção de O2

.-
 e H2O2 em reações que envolvem o ganho de um ou dois 

elétrons, respectivamente (Boveris, 1977; Chance et al., 1979; Boveris & Cadenas, 1982). 

Nesse sentido, as mitocôndrias constituem-se na principal fonte de produção das espécies 

ativas do oxigênio, seguidas pelo retículo endoplasmático em menores proporções.  

Além disso, outros componentes celulares contribuem para a formação de espécies ativas do 

oxigênio, destacando-se as hemoproteínas (hemoglobina e mioglobina; Wallace et al., 1982; 

Levy et al., 1988), as flavinas, as hidroquinonas, as catecolaminas (Misra & Fridovich, 
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1972; Singhal et al., 1983), os granulócitos polimorfonucleados (Babior, 1984), bem como 

diversas enzimas citosólicas e outras ligadas à membrana, como a xantina oxidase e as 

NADH oxidases (Halliwell & Gutteridge, 1989). 

  A convivência aparentemente harmoniosa dos organismos aeróbicos com os efeitos 

deletérios do oxigênio deve-se, primordialmente, ao desenvolvimento de mecanismos de 

defesa antioxidantes altamente especializados. De fato, numerosos mecanismos 

antioxidantes têm sido descritos como agentes efetivos na proteção da integridade celular 

contra a toxicidade do oxigênio (Tabela 1). 

 Segundo Halliwell & Gutteridge (1989), um antioxidante é "qualquer substância 

que, quando presente em baixas concentrações, comparativamente àquelas de um substrato 

oxidável, retarda ou inibe consideravelmente a oxidação deste substrato". Os diversos 

mecanismos antioxidantes incluem constituintes enzimáticos primários, como a superóxido 

dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), enzimas de ação 

secundária, como a glutationa redutase (GR), a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e 

as glutationa S-transferases (GST), e constituintes não enzimáticos, como a glutationa 

(GSH), o -tocoferol, o ß-caroteno, o ácido ascórbico, a cisteína, as hidroquinonas e o ácido 

úrico, entre outros (Tabela 1) (Fridovich, 1974; Halliwell & Gutteridge, 1989; Scandalios, 

1993; Sies, 1993). Os mecanismos de defesa antioxidantes e seus princípios de ação revelam 

muitas semelhanças entre os diversos organismos aeróbicos, incluindo as bactérias e o 

próprio homem (Fridovich, 1978; Scandalios, 1993). 

 Entretanto, a despeito da diversidade existente, as proteções antioxidantes não são 

totalmente eficazes em sua função. Prova disto é a contínua exposição das células aos efeitos 

deletérios do oxigênio, que se refletem em uma série de patologias e manifestações clínicas. 

A participação dos radicais livres do oxigênio tem sido extensivamente investigada 

clinicamente em diversas anomalias relacionadas principalmente aos sistemas respiratório, 

cárdio-vascular, nervoso e imunológico, além de processos carcinogênicos, inflamatórios e 

do próprio envelhecimento (para uma visão mais aprofundada veja Harman, 1982; Freeman 

& Crapo, 1982; Ames, 1983; Halliwell & Gutteridge, 1989; Davies, 1991; Frank, 1992; 
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Alessio, 1993; Demple & Harrison 1994; Shah, 1995 e os volumes especiais de Ciência e 

Cultura, 47/1995 e 48/1996). Como mencionado por Gilbert (1995), "o preço para a 

sobrevivência na presença do oxigênio é a morte". 
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Tabela 1. Principais mecanismos de proteções antioxidantes presentes em sistemas 

biológicos (segundo Sies, 1993). 

 

       Sistemas Funções principais 

  

Não Enzimáticos  

-tocoferol (vitamina E) intercepta reações de lipoperoxidação 

-caroteno “quencher” do oxigênio singlete 

Licopeno “quencher” do oxigênio singlete 

Ubiquinol10 “varredor” de radicais 

Ácido ascórbico (vitamina C) diversas funções antioxidantes 

Glutationa (GSH) diversas funções antioxidantes 

Ácido úrico (urato) “varredor” de radicais 

Bilirrubina antioxidante plasmático 

Flavonóides   antioxidantes em plantas (rutina, etc.) 

Proteínas plasmáticas ligantes de metais (ceruloplasmina, etc.) 

Químicos aditivos alimentares, drogas, etc. 

  

Enzimáticos (diretos)  

Superóxido dismutase Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD 

Catalase hemoproteínas, peroxissomas 

Glutationa (GSH) peroxidases GPx, compostos selênio-orgânicos 

  

Enzimáticos (auxiliares)  

Enzimas de conjugação glutationa S-transferases (GST) 

UDP-glucoronosil transferases 

NADPH-quinona oxidoredutase reduções de dois elétrons 

Glutationa (GSSG) redutase GR, mantém os níveis de GSH 

Suprimento de NADPH NADPH para a atividade da GSSG 

redutase e da catalase 

Sistemas de transporte liberação de GSSG e conjugados tioéter 

        Sistemas de reparo sistemas de reparo no DNA 

“turnover” de proteínas oxidadas 

“turnover” de fosfolipídeos oxidados 
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1.2.1. Antioxidantes enzimáticos 

 

 Os antioxidantes enzimáticos são considerados o mecanismo primário de proteções 

antioxidantes, destacando-se as enzimas superóxido dismutase, catalase e glutationa 

peroxidase. 

 A superóxido dismutase tem um papel fundamental no sistema de proteções 

antioxidantes. Sua ação catalítica sobre o radical ânion superóxido (McCord & Fridovich, 

1969), constitui o primeiro passo do processo de detoxificação das espécies ativas do 

oxigênio produzidas durante o metabolismo celular:  

 

 O2

.-
 + O2

.-
 + 2H

+   H2O2 + O2          

 

O radical superóxido, além de sua própria ação tóxica (Fridovich, 1974; 1983), é também 

responsável pela geração de espécies ativas detentoras de uma maior reatividade química, 

como o radical hidroxil (HO
.
). A SOD encontra-se presente em todos os organismos 

aeróbicos em diferentes isoformas. A Fe-SOD, bem como a Mn-SOD é encontrada nos 

procariontes (Halliwell & Gutteridge, 1989). Esta última isozima está também presente em 

organismos eucariontes, mas distribuída em organelas subcelulares, como a matriz 

mitocondrial (Fridovich, 1978). A Cu,Zn-SOD é encontrada apenas nos seres eucariontes, e 

parece ter evoluído independentemente das formas presentes nos procariontes, notadamente 

a Mn-SOD (Fridovich, 1974; 1978). A distribuição da Cu,Zn-SOD é predominantemente 

citosólica. Em animais superiores, é responsável por cerca de 90% da atividade total da SOD 

presente nas células. No entanto, foi constatado recentemente que a Mn-SOD tem uma 

importância relevante na detoxificação do radical superóxido formado nas densas 

mitocôndrias da musculatura peitoral de beija-flores ativos, contribuindo com mais de 50% 

da atividade total da SOD neste tecido (Bicudo, 1994). 
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 Evidências acumuladas a partir de diferentes modelos experimentais (e.g. drogas 

terapêuticas, xenobióticos, hiperóxia, etc.) têm demonstrado que a síntese da SOD é 

induzível em organismos procariontes e eucariontes por agentes que aumentam a velocidade 

de formação do radical superóxido (Block, 1977; Chance et al., 1979; Babior, 1984; 

Fridovich, 1986; Di Giulio et al., 1989; Winston, 1991; Bainy et al., 1996). 

 Entre as diversas espécies de peixes já estudadas, esta enzima demonstrou uma 

elevada similaridade em suas propriedades funcionais e estruturais, inclusive em peixes 

antárticos com sangue destituído de hemoglobinas (Bannister et al., 1977; Víg et al., 1989;  

Natoli et al., 1990).  

 A CAT é responsável pela decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

água e oxigênio: 

 

H2O2 + H2O2   2H2O + O2 

   

Esta enzima é encontrada em quase todos os organismos aeróbicos, com exceção de algumas 

bactérias, das cianobactérias (algas azuis-esverdeadas) e de alguns parasitas helmintos 

(Halliwell & Gutteridge, 1989). A CAT está distribuída em praticamente todos os tipos 

celulares, principalmente no fígado e no sangue de animais superiores. Entretanto, a 

atividade desta enzima não tem sido constatada nos eritrócitos de diversas espécies de peixes 

( Rabie et al., 1972; Smith, 1976; Wilhelm Filho et al., 1993; Wilhelm Filho & Marcon, 

1996) e de alguns mamíferos, incluindo humanos (Halliwell & Gutteridge, 1989). 

 As peroxidases utilizam uma variedade de agentes redutores (cofatores) que podem 

atuar como um segundo substrato para estas enzimas, doando elétrons para a redução do 

H2O2 até água. Além da catálise do H2O2, a GPx também atua sobre outros peróxidos 

orgânicos formados durante o processo de oxidação dos lipídeos: 

 

H2O2 + RH2  R + 2H2O 
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A GPx é específica quanto ao seu substrato, a GSH, e inespecífica em relação aos cofatores 

que utiliza. Por este motivo, é importante que os níveis de GSH existentes intracelularmente 

estejam sempre elevados (GSH/GSSG > 90%) para manter o funcionamento normal da GPx 

(Kosower & Kosower, 1978). As enzimas secundárias que participam do ciclo dos tióis têm 

um papel importante neste contexto; a glutationa redutase (GR) utiliza elétrons do NADPH 

para a redução da glutationa oxidada (GSSG), restabelecendo os níveis internos de GSH. Por 

outro lado, a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e a 6-fosfoglicolactona 

desidrogenase, enzimas participantes da via das pentoses-monofosfato, bem como a 

isocitrato desidrogenase, fornecem os equivalentes redutores (NADPH) indispensáveis para 

a manutenção da atividade da GR (Meister & Anderson, 1983). 

 

 

1.2.2. Antioxidantes não enzimáticos  

 

 Como ilustrado na Tabela 1, existem vários compostos de pequeno peso molecular 

que podem atuar como antioxidantes intracelulares. A vitamina E (sendo o -tocoferol o 

mais importante) é um antioxidante lipossolúvel ligado às membranas biológicas, mas 

também encontrada em lipoproteínas do sangue e nas glândulas adrenais (Halliwell & 

Gutteridge, 1989). A vitamina E tem um papel importante na proteção contra os processos 

de peroxidação lipídica (González-Flecha et al., 1991), eliminando tanto o oxigênio singlete, 

como o radical hidroxil (Burton & Ingold, 1981). Nessas reações, a vitamina E é convertida 

para uma forma reativa ( -tocoferil), que é sinergeticamente reduzida pela ação da vitamina 

C (Burton & Ingold, 1989). Este último composto pode auxiliar na detoxificação de vários 

radicais orgânicos, tendo também a capacidade de reagir rapidamente com o radical 

superóxido e com o radical hidroxil (Halliwell & Gutteridge, 1989). 

 A glutationa é, juntamente com a vitamina E, um dos mais importantes 

antioxidantes não enzimáticos. Este tripeptídeo é encontrado em praticamente todos os tipos 

celulares em concentrações que variam de 0,5 a 10 mM entre os mamíferos (Kosower & 
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Kosower, 1978; Meister & Anderson, 1983). A glutationa oxidada (GSSG) é tóxica para as 

células, pois tem a capacidade de inativar e inibir diversas enzimas, tais como a adenilato 

ciclase e a fosfofrutoquinase. Esta é, talvez, uma das razões pelas quais as células mantêm a 

razão GSH/GSSG elevada em condições normais e, determinados órgãos, como o fígado e o 

coração, liberam GSSG para o meio extracelular em situações de estresse oxidativo (Nishiki 

et al., 1976; Oshino & Chance, 1977; Halliwell & Gutteridge, 1989). Além de sua 

associação com a enzima GPx, a glutationa reduzida também pode atuar como "varredor" do 

radical hidroxil e do oxigênio singlete. Sua relação com esta última espécie reativa do 

oxigênio pode ser explicada pela presença de elevadas concentrações de GSH (7-10 mM) 

nos cristalinos de rato (Halliwell & Gutteridge, 1989). Nos eritrócitos de peixes, por 

exemplo, são observados níveis elevados de GSH em concentrações semelhantes e até 

superiores aos revelados pelos eritrócitos anucleados de mamíferos (Härdig & Höglund, 

1983; Dafré & Reischl, 1990; Wilhelm Filho & Marcon, 1996). 

 A ação conjunta de diversos antioxidantes não enzimáticos, como o -tocoferol, a 

vitamina C e a GSH, sobre o radical hidroxil (HO
.
) demonstra a potencialidade destrutiva 

que este intermediário reativo do oxigênio possui. O radical hidroxil possui um período de 

vida-média extremamente curto (10
-9

 s), o que torna impossível uma ação detoxificadora por 

via enzimática. A estratégia celular principal de detoxificação do HO
.
 consiste na 

manutenção de baixas concentrações basais de O2

.-
 e H2O2, já que podem reagir entre si, na 

presença de ferro, para formar o HO
.
 (reação de Haber-Weiss), mantendo a concentração 

deste radical em aproximadamente 10
-18

 M em fígado de rato (Chance et al., 1979). Neste 

mesmo tecido, os valores das concentrações basais do O2

.-
 e do H2O2 foram estimados em 

10
-10

 a 10
-11

 M, para o radical ânion superóxido e de 10
-7

 a 10
-9

 M, para o peróxido de 

hidrogênio, respectivamente (Oshino et al., 1973; Tyler, 1975). 
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 A intensidade dos danos oxidativos promovidos pelas espécies ativas do oxigênio 

depende tanto da natureza como da quantidade das mesmas a que as células estão expostas, 

bem como de suas proteções antioxidantes. É importante mencionar que a geração das 

espécies ativas do oxigênio ocorre mesmo em condições fisiológicas normais e, nesse 

sentido, a participação das proteções antioxidantes é fundamental. Qualquer distúrbio na 

relação entre as concentrações basais das espécies ativas do oxigênio e os níveis das 

proteções antioxidantes pode resultar em uma situação de estresse oxidativo.  

 Segundo Sies (1991), uma situação de estresse oxidativo é estabelecida quando 

existe um distúrbio no balanço pró/antioxidante em favor do primeiro, levando a uma 

condição de dano potencial. Este distúrbio pode ocorrer por um aumento na geração de 

espécies oxidantes sem o aumento correspondente dos antioxidantes, por uma diminuição 

das proteções antioxidantes sem um concomitante aumento dos oxidantes (e.g. 

envelhecimento), ou numa situação mais drástica, por uma elevação do potencial oxidativo, 

acompanhada de uma diminuição das proteções antioxidantes. Neste último caso, as 

consequências danosas podem ser irreversíveis e resultar na morte celular (Scandalios, 

1993). Tal definição incorpora os produtos celulares oxidados (lipídeos, proteínas, bases 

nitrogenadas, GSH, etc.) como parâmetros indicadores de estresse oxidativo (Sies, 1991). 

 

 

1.3. A obtenção do oxigênio nos organismos aquáticos 

 

 A dependência do oxigênio para a manutenção das funções vitais nos organismos 

aeróbicos propiciou o desenvolvimento de sistemas especializados para a captação, o 

transporte e o fornecimento adequado deste gás ao nível tissular. A vinculação dos aparelhos 

circulatório e respiratório, associados à presença de pigmentos transportadores foi um passo 

importante, senão decisivo, para a obtenção de elevadas taxas metabólicas e da estratégia da 

endotermia, não exclusiva dos vertebrados superiores (Benett, 1978; White, 1978). Apesar 

deste progresso evolutivo, os organismos não conseguiram eliminar o atrelamento de suas 
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características ecológicas e fisiológicas às oscilações na disponibilidade do oxigênio 

ambiental. 

 Este aspecto tem uma conotação especial na adaptação dos organismos à vida nos 

ambientes aquáticos. Características físico-químicas per se determinam uma menor 

disponibilidade (cerca de 30 vezes) do oxigênio nos ambientes aquáticos relativamente ao 

ambiente terrestre (Dejours, 1988), tornando o oxigênio um dos fatores limitantes mais 

determinantes na distribuição e atividade dos organismos aquáticos (Kramer, 1987). Além 

disso, a menor capacidade de difusão, associada a uma maior densidade e viscosidade da 

água em relação ao ar (Dejours, 1988), determinaram uma série de adaptações nos 

organismos aquáticos no sentido de maximizar a obtenção do oxigênio em seu meio, como a 

presença de um fluxo unidirecional da água no aparelho branquial e mecanismos contra-

corrente, que permitem uma maior extração do oxigênio da água com um menor gasto 

energético associado à ventilação branquial (Johansen, 1971; White, 1978; Layton, 1987). 

Enquanto nos peixes o custo energético envolvido na ventilação branquial varia de 3 a 50% 

do consumo total de energia, dependendo da espécie e de suas características 

ecofisiológicas, em humanos este valor não ultrapassa 1% numa condição de repouso 

(White, 1978; Rantin et al., 1992). 

 Ao contrário das regiões temperadas, onde as flutuações na disponibilidade de 

oxigênio são marcadamente sazonais, as águas da região amazônica são exemplos de 

variações extremas do oxigênio que ocorrem ao longo de um único dia. A variação é tão 

ampla nestes locais que o oxigênio pode tornar-se inexistente durante a noite e atingir 

valores de supersaturação no período do dia de maior incidência luminosa (Kramer et al., 

1978; Fink & Fink, 1979; Melack & Fisher, 1983; Junk et al., 1983). Estas oscilações 

extremas exigem dos organismos aquáticos, notadamente dos peixes, uma série de respostas 

adaptativas que envolvem desde manifestações comportamentais, como migrações laterais e 

o acionamento da respiração na superfície aquática, até o desencadeamento de ajustes 

fisiológicos e bioquímicos, como o aumento do hematócrito e da concentração de 

hemoglobina, alterações enzimáticas e processos de regulação gênica, entre outros (Braum 
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& Junk, 1982; Saint-Paul, 1984b; Val, 1986; 1993; Val et al., 1987; Val & Almeida-Val, 

1988; Almeida-Val et al., 1993; 1995). Além das oscilações diárias da oferta de oxigênio, o 

ciclo hidrológico, caracteristicamente pulsante da Amazônia (Junk et al., 1989), tem 

implicações profundas na dinâmica da biota aquática e certamente contribuiu para o 

desenvolvimento de uma diversidade de formas ícticas, que puderam explorar os inúmeros 

nichos disponíveis em um ambiente aparentemente limitante. O resultado de tal sucesso 

adaptativo pode ser verificado na enorme diversidade de espécies de peixes, muitas das 

quais endêmicas, que no início da década de 80 representavam mais de 2.500 espécies 

(Böhlke et al., 1978) e hoje podem ser estimadas em torno de 4 mil espécies (Val & 

Almeida-Val, 1995; J.A.S. Zuanon, comunicação pessoal). 

 As adaptações destes organismos envolvendo os processos de tomada e liberação do 

oxigênio nos diversos tecidos em situações de hipóxia são conhecidas e têm sido 

investigadas nos peixes amazônicos (veja Val & Almeida-Val, 1995). Contudo, até o 

momento, não existem registros de estudos envolvendo a adaptação de espécies amazônicas 

à situação de hiperóxia. Estudos sobre hiperóxia são também restritos a algumas espécies 

intertidais que enfrentam, a exemplo dos peixes amazônicos, situações de ampla variação na 

pO2 ambiental. Nestes locais, a pO2 varia durante o dia de 16 a 450 mmHg (Bridges, 1993) e 

os peixes respondem às situações de hiperóxia reduzindo a ventilação branquial e 

desenvolvendo uma acidose respiratória, que é compensada por ajustes em alguns 

parâmetros sanguíneos (Bridges et al., 1984). Reduções semelhantes na taxa de ventilação 

branquial foram também observadas em outras espécies marinhas (Dejours et al., 1977; 

Berschik et al., 1987), bem como o estabelecimento de acidose respiratória em algumas 

espécies de peixes de água doce (Wood & Jakson, 1980; Wilkes et al., 1981; Wood, 1991). 

Como o sistema de proteções antioxidantes está intimamente ligado aos processos 

bioquímicos (reações de oxi-redução) em que o oxigênio participa, a manifestação de 

respostas compensatórias destes mecanismos, frente às oscilações naturais da oferta de 

oxigênio no ambiente, deve ter um papel importante na adaptação dos peixes.   
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1.4. A geração de espécies ativas do oxigênio em situações de hipóxia e hiperóxia 

 

 A produção dos intermediários reativos do oxigênio tem uma íntima relação com a 

proporção de oxigênio consumido pelo organismo. Essa idéia é suportada por diversos 

experimentos realizados in vitro e in vivo, onde ficou demonstrado que a geração de espécies 

ativas do oxigênio é dependente da concentração de oxigênio no meio em uma função 

praticamente linear (Boveris & Chance, 1973; Chance et al., 1979; Dryer et al., 1980; Jones, 

1985; Jamieson et al., 1986; DeGroot & Littauer, 1989; Wilhelm Filho et al., 1993). Nesse 

sentido, mudanças drásticas na disponibilidade do O2 podem resultar no estabelecimento de 

uma situação de estresse oxidativo. Freeman & Crapo (1982) mencionaram que células em 

determinadas situações metabólicas, tais como hiperóxia e isquemia podem favorecer a 

produção de radicais livres em concentrações acima do nível basal.  

 A hiperóxia é um modelo bastante utilizado na investigação dos processos ligados à 

geração dos radicais livres do oxigênio. Sua utilização clínica em câmaras hiperbáricas 

levantou uma crescente preocupação a respeito dos aspectos negativos resultantes desse 

tratamento, principalmente em neonatos (Frank, 1992). Distúrbios neurológicos, danos no 

epitélio pulmonar e cegueira são algumas das implicações clínicas oriundas da utilização da 

hiperóxia hiperbárica (Deneke & Fanburg, 1980; Freeman & Crapo, 1982; Halliwell & 

Gutteridge, 1989). Anomalias oculares foram também observadas em exemplares de truta 

(Salvelinus namaycuch) cultivadas em águas supersaturadas (Krise and Smith, 1993), 

sugerindo que a aclimatação à hiperóxia desencadeia respostas patológicas similares em 

ambos os grupos. 

 A avaliação do potencial de geração de espécies ativas do oxigênio em situações de 

hiperóxia sugere que concentrações excessivas de oxigênio no nível tissular aumentam 

consideravelmente a velocidade de formação dos intermediários reativos nestas células 

(Johnson et al., 1972; Dryer et al., 1980; Freeman & Crapo, 1981; Turrens et al., 1982ab). 

Estes estudos demonstram claramente que, em diferentes tecidos e células, a exposição à 

hiperóxia tem como resultado primário o aumento das concentrações basais das espécies 
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ativas do oxigênio. Geralmente os aumentos destes intermediários reativos são 

acompanhados compensatoriamente por respostas dos sistemas de proteções antioxidantes 

enzimáticos. A atividade da SOD, por exemplo, mostrou ser linearmente influenciada pelo 

potencial fotossintético de produção do oxigênio em anêmonas marinhas que exibem um 

relacionamento simbiótico com algas fotossintetizantes (Dikens & Shick, 1984). 

 Como a velocidade de formação das espécies ativas do oxigênio é proporcional ao 

consumo de oxigênio e à quantidade de mitocôndrias presentes no tecido, a expectativa 

inicial é de que situações de hipóxia resultem em uma diminuição da velocidade de geração 

das espécies ativas do oxigênio. Entretanto, sob determinadas condições, a geração de 

espécies ativas do oxigênio pode ser aumentada também durante a hipóxia (DeGroot & 

Littauer, 1989). No caso de um modelo isquêmico ou mesmo hipóxico, onde o oxigênio está 

presente em concentrações que limitam sua redução para a H2O pela citocromo c oxidase (1 

a 3 mmHg), um aumento da capacidade de redução da cadeia respiratória, aliada a um 

acúmulo de cofatores reduzidos (potencial redutor) nas células poderia aumentar a produção 

de O2

.-
 pelos componentes da cadeia transportadora de elétrons (Freeman & Crapo, 1982). 

Mecanismos semelhantes relacionados à geração de radicais livres foram sugeridos por 

Kramer & Pearlstein (1983). Estes autores demonstraram que baixas tensões de oxigênio 

podem provocar um desacoplamento reversível da síntese de ATP na fosforilação oxidativa. 

Em situações de isquemia, a produção destes intermediários é relacionada principalmente à 

etapa de reoxigenação, onde o elevado potencial redutor existente no meio intracelular, 

quando em contato com o oxigênio, desencadeia uma produção massiva de radicais livres 

(Halliwell & Gutteridge, 1989). A formação de radicais livres do oxigênio em eritrócitos 

submetidos à hipóxia constitui outro exemplo no qual a velocidade de formação destas 

espécies reativas é incrementada (Levy et al., 1988; Rifkind et al., 1991; 1993).  
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1.5. As proteções antioxidantes em peixes 

 

 Estudos sobre os mecanismos de defesas antioxidantes em peixes são relativamente 

recentes e, algumas análises comparativas têm sido feitas relacionando-se os níveis de 

atividade das enzimas antioxidantes em diversos tecidos (Matkovics et al., 1977; Smith & 

Shrift, 1979; Aksnes & Njaa, 1981; Morris & Albright, 1984; Witas et al., 1984; Cassini et 

al., 1993; Wilhelm Filho & Boveris, 1993; Wilhelm Filho et al., 1993). Outros estudos 

foram realizados somente em eritrócitos de espécies de regiões temperadas (Rabie et al., 

1972; Wdzieczak et al., 1981, Gabryelak et al., 1983). 

 A avaliação das proteções antioxidantes em espécies de peixes tropicais e 

subtropicais foi também realizada, revelando diferenças qualitativas e quantitativas em 

relação aos peixes de zonas temperadas (Fitzgerald, 1992; Wilhelm Filho & Boveris, 1993; 

Wilhelm Filho et al., 1993) e, igualmente, em relação aos representantes amazônicos 

examinados por nós recentemente (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). Aspectos envolvendo a 

sazonalidade das enzimas antioxidantes e de antioxidantes não enzimáticos, como a 

glutationa, foram analisados em algumas espécies de peixes (Härdig & Höglund, 1983; 

Gabryelak et al., 1983). Um número crescente de informações tem sido obtido em relação 

aos efeitos de certos agentes químicos e contaminantes ambientais sobre as proteções 

antioxidantes e da utilização de peixes como bioindicadores de ambientes alterados (Thomas 

& Wofford, 1984; Mather-Mihaich & DiGiulio, 1986; Matkovics et al., 1987; Malins et al., 

1988; Vig & Nemcsok, 1989; DiGiulio et al., 1989; Winston, 1991; Bainy et al., 1996, entre 

outros).  

 Comparativamente a outros grupos de vertebrados, as proteções antioxidantes de 

peixes revelam características funcionais e qualitativas muito similares, principalmente em 

relação à superóxido dismutase (Matkovics et al., 1977; Vig et al., 1989; Natoli et al., 1990). 

Contudo, em termos quantitativos, os peixes apresentam atividades enzimáticas inferiores 

relativamente às observadas nos mamíferos (Matkovics et al., 1977; Izokun-Etiobio et al., 

1990; Pérez-Campo et al., 1993; Wilhelm Filho, 1994) e, a princípio, compatíveis com seus 
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respectivos níveis de atividade. Por outro lado, as concentrações de glutationa sanguínea  são 

similares e até mesmo superiores às observadas nos mamíferos (Härdig & Höglund, 1983; 

Nikinmaa, 1990; Dafré & Reischl, 1990; Wilhelm Filho & Marcon, 1996). 

 

1.6. Considerações gerais sobre as espécies estudadas 

 

a) A espécie Astronotus ocellatus (Cuvier, 1829) 

 

 O acará-açu ou apaiari, como é conhecida na Amazônia a espécie Astronotus 

ocellatus, é um perciforme pertencente à família Cichlidae e amplamente distribuído na 

bacia amazônica, ocorrendo desde a Ilha de Marajó até alguns tributários do Peru e da 

Venezuela. São animais territoriais e, consequentemente, de baixa vagilidade, que habitam 

os lagos de várzea e igapó existentes ao longo da bacia amazônica. Astronotus ocellatus tem 

sido bastante difundido em todo o mundo como espécie ornamental pela coloração 

característica que apresenta. Quando mantidos em aquário, estes animais reduzem seu 

crescimento, não ultrapassando 12 centímetros de comprimento (Silva, 1978). Contudo, em 

condições favoráveis naturais ou de cultivo, os mesmos apresentam um rápido 

desenvolvimento, atingindo a maturidade sexual em apenas um ano e até 1 kg de peso neste 

mesmo período (Saint-Paul, 1986), sendo, por isso, considerados um dos maiores 

representantes dos acarás brasileiros. 

 Astronotus ocellatus apresenta um comportamento alimentar bastante diversificado 

no ambiente natural. Alguns autores consideram a espécie omnívora (Albuquerque, 1980), 

embora outros mencionem que o acará-açu seja um animal carnívoro com tendência a 

omnívoro (Ferreira, 1981; Soares et al., 1986), por terem observado uma predominância 

significativa de alimentos de origem animal na dieta destes peixes. 

 Sawaya (1946) realizou os primeiros estudos relacionados à fisiologia da respiração 

do acará-açu, através da avaliação da taxa de consumo do oxigênio organismal, juntamente 

com duas espécies de tucunarés (gênero Cichla). Neste estudo, os exemplares de acará-açu 
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mostraram elevada resistência à hipóxia, aspecto corroborado posteriormente por Bastos 

(1956) e Soares (1993). Pitombeira (1972) descreveu o quadro hematológico completo (série 

branca e vermelha) de A. ocellatus. A autora encontrou valores médios de hematócrito e 

concentração de hemoglobina de 24,0 % e 6,7 g/dl, respectivamente, para animais mantidos 

em cativeiro em condições normais de O2. Baseada nestes valores, a autora sugeriu que esta 

espécie exibe uma atividade metabólica intermediária. 

  Astronotus ocellatus é um respirador aquático obrigatório, que pode utilizar-se da 

respiração na superfície aquática para otimizar a obtenção de oxigênio durante situações de 

hipóxia ambiental (Sawaya, 1946; Soares, 1993). Contudo, esta espécie não parece procurar 

a superfície aquática como primeira alternativa. À medida que a disponibilidade do oxigênio 

diminui, A. ocellatus reage à hipóxia aumentando ligeiramente a frequência dos batimentos 

operculares, que têm seu máximo em torno de 1 mgO2/l (Soares, 1993). Abaixo deste valor, 

a frequência opercular é diminuída e os animais permanecem inativos no fundo do aquário 

por longos períodos. Astronotus ocellatus parece iniciar a respiração na superfície aquática 

somente em condições anóxicas (PO2<0,3 mgO2/l; Soares, 1993). Por outro lado, 

observações realizadas em animais mantidos em cativeiro sugerem que este mecanismo 

comportamental pode ser utilizado com maior frequência, inclusive em condições mais 

elevadas de oxigenação (observações pessoais). Astronotus ocellatus não parece utilizar-se 

do mecanismo de hiperventilação em situações de hipóxia ambiental (Soares, 1993; 

observações pessoais). 

 A manifestação de adaptações comportamentais relacionadas aos processos de 

obtenção de oxigênio, aliada à ausência de adaptações morfológicas e anatômicas nesta 

espécie, parece ser um forte indicativo de que mecanismos finos de ajuste no nível 

fisiológico-bioquímico são responsáveis pela elevada resistência que A. ocellatus apresenta 

em relação à hipóxia. Estudos bioquímicos realizados em diversas espécies de ciclídeos da 

Amazônia sobre o sistema enzimático da lactato desidrogenase (LDH), revelaram uma forte 

tendência de restrição da isozima B4 (aeróbica) em seus tecidos e, por outro lado, a 

predominância da isozima A4 (anaeróbica) em todos os tecidos, inclusive no músculo 
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cardíaco (Almeida-Val & Val, 1993). Esta condição poderia favorecer a razão entre o 

metabolismo anaeróbico e o aeróbico, uma estratégia comumente utilizada contra a hipóxia 

por animais que apresentam elevada capacidade anaeróbica. 

 

 

b) A espécie Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) 

 

 Uma das mais importantes espécies de peixes da região amazônica, o tambaqui 

como é denominado Colossoma macropomum no Brasil, é um caraciforme da família 

Serrasalmidae com ampla distribuição em toda a bacia amazônica e bacia do Orinoco, na 

Venezuela. É um peixe de grande interesse comercial, contribuindo significativamente na 

produção do pescado desembarcado em Manaus, um dos maiores entrepostos pesqueiros do 

norte do país. Atualmente é uma das espécies que já enfrenta super exploração de seus 

estoques naturais (Bittencourt, 1991). Colossoma macropomum é uma espécie de grande 

longevidade, que pode alcançar um comprimento máximo de 1 metro e um peso superior a 

30 Kg, atingindo a maturidade sexual entre o quarto e o quinto ano de vida, com relatos de 

até 3 anos em animais de cativeiro (Graef, 1993). 

 O comportamento alimentar do tambaqui varia com o desenvolvimento do animal. 

Nos indivíduos jovens de até 4 kg, a dieta alimentar baseia-se principalmente de zooplâncton 

(cladóceras e copépodas) e, secundariamente, de frutos e sementes. Já os animais adultos são 

exclusivamente frugívoros, mostrando ainda preferência por frutos da euforbiácea Hevea 

brasiliensis e pelo arroz selvagem, Oryza perennis (Honda, 1974; Goulding & Carvalho, 

1982; Saint-Paul, 1984a; Soares et al., 1986). Segundo Goulding & Carvalho (1982) a 

especialização alimentar do adulto só é possível devido à capacidade que o tambaqui possui 

de produzir grandes reservas de gordura cavitária e intramuscular, que são utilizadas como 

fonte energética durante os movimentos migratórios destinados à reprodução. 

 O tambaqui é uma, dentre as várias espécies de caraciformes, que realiza a 

"piracema", subindo os rios de águas brancas em grandes cardumes para se reproduzir 
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(Goulding, 1980). Estas migrações, assim como aquelas destinadas ao forrageamento, 

implicam no deslocamento destes animais por ambientes completamente distintos em 

relação às propriedades físico-químicas, tais como pH, temperatura, condutividade e teor de 

oxigênio dissolvido. Contudo, a variação natural existente entre os diversos tipos de água - 

brancas, pretas e claras, não oferece obstáculo à fisiologia desta espécie. Colossoma 

macropomum demonstra uma elevada tolerância às variações do pH, não manifestando 

nenhum tipo de distúrbio ácido-base e/ou ionorregulatório quando aclimatado em intervalos 

de pH entre 4 e 8 (Costa, 1995). 

 Apesar de seu hábito migratório, o tambaqui parece ser um peixe de atividade 

moderada durante a maior parte do ano (4 a 7 meses), quando se encontra habitando a 

floresta inundadada dos lagos de várzea e igapó, desfrutando da grande oferta de alimentos e 

buscando abrigo entre as raízes das macrófitas aquáticas (Goulding & Carvalho, 1982; 

Soares et al., 1986). Aumentos importantes da atividade metabólica desta espécie parecem 

ser adotados apenas durante os movimentos migratórios (Soares, 1993). 

 A resistência de C. macropomum às baixas tensões de oxigênio já vem sendo 

reconhecida por diversos autores. O tambaqui apresenta mecanismos de ajustes contra a 

hipóxia em praticamente todos os níveis hierárquicos da organização biológica. Este animal 

tem a capacidade de realizar a respiração na superfície aquática, quando a concentração de 

oxigênio diminui para o nível de 0,5 mgO2/l (Saint-Paul, 1984b), uma característica 

comportamental comum a outros peixes amazônicos. Concomitantemente ao início da 

respiração na superfície aquática, o tambaqui se utiliza de uma adaptação morfo-anatômica, 

desenvolvendo uma expansão dermal na mandíbula inferior, que tem a função de direcionar 

o fluxo da água superficial mais oxigenada para a região das brânquias (Braum & Junk, 

1982; Saint-Paul, 1984b; Val, 1986). Os mecanismos fisiológicos e bioquímicos envolvidos 

no desenvolvimento dos lábios não são conhecidos. Acredita-se, contudo, que exista um 

controle hormonal neste processo, onde os baixos teores de oxigênio agiriam como um sinal 

externo (Almeida-Val et al., 1993). A concentração crítica, na qual a respiração do tambaqui 

passa a ser dependente da concentração de O2 dissolvido, é 2 mg O2/l (30
o
C). Abaixo deste 
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nível, flutuações rápidas da concentração de O2 podem ser compensadas por modificações 

na taxa de ventilação branquial (hiperventilação; Saint-Paul, 1984b). Colossoma 

macropomum apresenta uma grande área de superfície branquial, uma das maiores entre os 

teleósteos dulceaquícolas e compatível com algumas espécies migradoras marinhas (Saint-

Paul, 1984b), uma característica que permite à espécie uma maior capacidade de extração do 

oxigênio em situações de elevada demanda energética. Ajustes no quadro hematológico 

também foram observados nesta espécie frente aos diferentes períodos do ciclo hidrológico, 

com elevações da concentração de hemoglobina e do número de eritrócitos nas fases de 

menor disponibilidade de O2 (Saint-Paul, 1984b; Val, 1986). Moura et al. (1994) relataram 

alterações hematológicas na série branca em função da temperatura, na qual foi observado 

um decréscimo significativo do número de linfócitos circulantes, quando a espécie foi 

aclimatada a temperaturas elevadas (35 e 40
o
C). 

 Diversos estudos realizados em nosso laboratório vêm demonstrando que o 

tambaqui é uma espécie eminentemente oxidativa. Mesmo em situações de hipóxia 

ambiental crônica, esta espécie prefere manter seus requerimentos energéticos basais através 

da supressão de sua atividade metabólica normal, aproveitando-se ainda das vantagens 

adaptativas que possui para maximizar a obtenção do oxigênio ambiental (Val, 1986, 

Almeida-Val et al., 1992; Almeida-Val & Val ,1993; este estudo). 
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1.7. Objetivo e Hipóteses 

  

 O presente trabalho objetivou avaliar comparativamente o comportamento do 

sistema de proteções antioxidantes em exemplares de Colossoma macropomum e Astronotus 

ocellatus aclimatados experimentalmente a diferentes tensões de oxigênio. Considerando 

este objetivo e as premissas apresentadas nas seções anteriores, formulamos as seguintes 

hipóteses de trabalho: 

 

Hipótese 1: as variações na disponibilidade de oxigênio alteram o sistema de proteções 

antioxidantes nas duas espécies estudadas. 

 Variações na oferta de oxigênio ambiental podem refletir-se no metabolismo celular, 

alterando o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons e favorecendo a formação 

das espécies ativas do oxigênio. 

 

Hipótese 2: as respostas apresentadas pelo sistema de proteções antioxidantes diferem nas 

situações de hipóxia e hiperóxia nas duas espécies estudadas. 

 Situações de hipóxia podem promover um desacoplamento da cadeia respiratória 

mitocondrial, em função da baixa Po2 intracelular. Contrariamente, condições hiperóxicas 

resultam em elevações na Po2 arterial e na ativação de diversas enzimas geradoras de 

espécies ativas do oxigênio. 

 

Hipótese 3: as distintas características ecofisiológicas apresentadas pelas duas espécies 

determinam respostas diferenciadas no mecanismo de proteções antioxidantes. 

 A utilização do oxigênio está intimamente vinculada ao hábito manifestado pela 

espécie e, consequentemente, as proteções antioxidantes devem responder paralelamente à 

demanda deste gás que, aparentemente, é diferenciada entre as duas espécies. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

      

 

1. Animais experimentais 

 

 Os exemplares de acará-açu (Astronotus ocellatus) foram coletados nos Lagos 

Camaleão (Ilha da Marchantaria, rio Solimões) e Catalão (confluência dos rios Negro e 

Solimões), próximos à cidade de Manaus, enquanto que os exemplares de tambaqui 

(Colossoma macropomum) foram obtidos na Estação de Piscicultura do INPA (CPAQ). No 

laboratório, os peixes foram aclimatados por um período mínimo de 2 semanas antes do 

início dos experimentos, para propiciar o restabelecimento do metabolismo basal, alterado 

em decorrência do estresse causado pela captura, transporte e manipulação. 

 

 

2. Protocolo experimental 

 

 Três séries experimentais foram elaboradas e conduzidas no presente trabalho, com 

o objetivo de submeter as duas espécies a situações normais e adversas de exposição ao 

oxigênio, durante o período de aclimatação. Os detalhes de cada um destes experimentos são 

apresentados a seguir: 

 

 

2.1. Série I: Normóxia 

 

 Exemplares de C. macropomum (n=10) foram aclimatados em um tanque de fibra 

de vidro com 500 litros de capacidade e dotado de filtro biológico, durante 15 dias 

consecutivos. Neste período, os animais foram mantidos em tensões normais de oxigênio 

(128±2,15 mmHg), que foram monitoradas regularmente através de um oxigenômetro YSI 
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modelo 53. Outros parâmetros físico-químicos, tais como pH, temperatura ambiental e do 

aquário e pressão barométrica também foram monitorados. Os peixes foram alimentados em 

dias alternados com ração comercial e expostos a um fotoperíodo regular de 12 horas de 

claro/escuro. Ao final do período experimental, os animais foram coletados do aquário e 

uma amostra de sangue (1-2 ml) foi obtida através de punção caudal, com o auxílio de 

seringas heparinizadas, sendo então imediatamente sacrificados com uma pancada na cabeça 

para a excisão do fígado. Não foi utilizado qualquer tipo de anestésico durante a coleta dos 

animais do aquário para obtenção do sangue e fígado, pelo fato destas drogas causarem 

alterações na atividade das enzimas antioxidantes, especialmente a superóxido dismutase e a 

glutationa peroxidase (Wdzieczak et al., 1982). 

 As mesmas condições descritas acima foram empregadas para a aclimatação de A. 

ocellatus (n=9). Neste caso, a pressão parcial de O2 foi mantida em 118,35±1,11 mmHg 

durante todo o período experimental. Esta série experimental foi considerada a condição 

controle em relação aos demais tratamentos. 

 

 

2.2. Série II: Hiperóxia 

 

 Nesta fase, exemplares de A. ocellatus (n=6) e C. macropomum (n=10) foram 

aclimatados, em separado, em um aquário de 250 litros de capacidade, acoplado a um filtro 

externo, onde a água do sistema era continuamente filtrada. Neste aquário, a saturação de 

oxigênio foi mantida em condições normóxicas nas primeiras 24 horas, sendo depois 

gradativamente aumentada e mantida em valores supersaturantes durante o período 

experimental de 15 dias, através da injeção regular do gás puro na água do sistema. O fluxo 

de entrada de O2 no sistema foi ajustado com o auxílio de um manômetro White Martins. 

Nos experimentos conduzidos com a espécie C. macropomum, a pressão parcial de O2 

aplicada foi de 348,00±12,07 mmHg. Para A. ocellatus, a pressão parcial de O2 foi de 
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373,97±10,55 mmHg. Os demais procedimentos executados durante a condução desta série 

experimental obedeceram aos mesmos requisitos adotados na etapa anterior. 

 

 

2.3. Série III: Hipóxia 

 

 Para a realização desta série experimental, foi utilizado o mesmo sistema de 

aclimatação empregado nos experimentos relativos à hiperóxia. Os exemplares pertencentes 

a espécie C. macropomum (n=10) foram mantidos em condições normóxicas durante as 

primeiras 24 horas. Após esse período, o sistema de aeração foi desligado e a saturação de 

O2 foi gradativamente reduzida a partir da própria respiração dos animais, até atingir uma 

pressão parcial média de 46,53±1,64 mmHg, que foi mantida durante todo o período de 

experimentação (15 dias). Optou-se pela manutenção de uma situação de hipóxia moderada 

(Corrêa & Rantin, 1994) durante a aclimatação do tambaqui, para evitar a formação dos 

lábios por estes animais, que poderiam dificultar a interpretação dos resultados. Para os 

indivíduos de A. ocellatus (n=10), a pressão parcial de oxigênio também foi gradativamente 

reduzida de uma condição normóxica para uma tensão média de 29,03±0,33 mmHg. Nesta 

espécie, utilizou-se uma situação de hipóxia profunda, em função da elevada resistência que 

a mesma apresenta em relação à hipóxia (Sawaya, 1946; Soares, 1993). Os demais 

procedimentos empregados posteriormente à fase de aclimatação foram conduzidos 

essencialmente de acordo com as especificações descritas na Série I. 

 

 

3. Métodos Analíticos 

 

 Os métodos descritos a seguir foram utilizados nas análises referentes à 

determinação dos parâmetros hematológicos (hematócrito, concentração de hemoglobina e 

dos níveis de metahemoglobina), do sistema de proteções antioxidantes enzimático 
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(superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e não enzimático (glutationa 

sanguínea total e reduzida), além dos níveis endógenos de peroxidação lipídica e do 

consumo de oxigênio do fígado. 

 

3.1 Preparação das amostras 

 

3.1.1. Preparação dos hemolisados 

 

 Após a remoção do plasma por centrifugação, os eritrócitos foram lavados três vezes 

com solução fisiológica (NaCl 0,9 %) e os hemolisados foram obtidos a partir da adição de 

três volumes de tampão Tris-HCl 5mM pH 8,0, os quais foram congelados (-20
o
C) e 

descongelados três vezes e finalmente centrifugados sob refrigeração (4
o
C), em uma 

centrífuga refrigerada Sorvall RC-5B a 15460 g (13000 rpm) durante 10 minutos. Utilizou-

se apenas o sobrenadante (solução de hemoglobina) para a determinação das atividades 

enzimáticas e da avaliação dos níveis endógenos de peroxidação lipídica. 

 

 

3.1.2. Preparação dos homogeneizados de fígado  

 

 Imediatamente após a excisão do fígado, parte do tecido foi lavada com solução 

fisiológica gelada (NaCl 0,9%) para a remoção do excesso de sangue, secada 

superficialmente com papel filtro e rapidamente pesada. Os extratos foram obtidos a partir 

da homogeneização em tampão fosfato 20 mM pH 7,4, contendo 1 % do detergente Triton 

X-100 (proporção de 1 g tecido: 9 ml tampão) em um homogeneizador do tipo Potter-

Elvejhem e, em seguida, centrifugados sob refrigeração (4
o
C) a 11890 g (10000 rpm) 

durante 10 minutos, em uma centrífuga Sorvall RC-5B. Os sobrenadantes foram retirados 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur, imediatamente separados em alíquotas e congelados a -

20
o
C até a realização das análises de cada tipo enzimático e do conteúdo de TBARS.  
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 Com o propósito de interromper as reações de oxidação dos lipídeos nas alíquotas 

destinadas à determinação deste último parâmetro (avaliação dos níveis endógenos), 10 l 

do antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) foram adicionados às amostras antes do 

congelamento das mesmas.  

 

 

3.2. Parâmetros Hematológicos 

 

3.2.1. Hematócrito (Ht) 

 

 O hematócrito foi determinado de acordo com o método usualmente empregado, 

utilizando-se amostras de sangue, em duplicatas, contidas em tubos capilares de 

microhematócrito (75 mm x 1mm) heparinizados e centrifugados a 14270 g (12000 rpm) 

durante 10 minutos, com o auxílio de uma centrífuga de microhematócrito Fanen modelo 

207N. A leitura correspondente, dada em porcentagem, foi realizada em cartão com escala 

padronizada. 

 

 

3.2.2. Concentração de hemoglobina sanguínea (Hb)  

 

 Foi determinada através da conversão da hemoglobina para a forma de 

cianometahemoglobina, de acordo com Kampen & Zijlstra (1964). Num tubo de ensaio 

contendo 3 ml de reagente de Drabkin (KCN 0,5 g; KH2PO4 1,4 g; K3[Fe (CN)6] 2,0 g em 

1litro de água destilada), foram adicionados 15 l de sangue total. A solução foi então 

misturada, agitada vigorosamente e centrifugada a 3570 g (3000 rpm) durante 5 minutos em 

uma centrífuga de mesa Fanen modelo Excelsa 2. A leitura espectrofotométrica de 

duplicatas foi realizada em 540 nm e a concentração de hemoglobina, expressa em g/dl, foi 

obtida através da seguinte fórmula: 
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[Hb] (g/dl) = A540 x 0,146 x 200 

 

onde: 

 A540 corresponde a absorbância média obtida em 540 nm;  

 0,146 equivale a um fator de correção e; 

 200 refere-se à diluição empregada durante a preparação da amostra. 

 

 

3.2.3. Determinação do conteúdo de metahemoglobina (meta-Hb)  

 

 O conteúdo de meta-Hb foi determinado segundo método descrito por Benesch et al. 

(1973), que se baseia na avaliação espectrofotométrica das formas da hemoglobina (oxi, 

deoxi e metahemoglobina) em diferentes comprimentos de onda. Num tubo de ensaio 

contendo 3 ml de tampão fosfato 35 mM pH 7,3, foram diluídos 50 l de sangue total. A 

mistura foi vigorosamente agitada, centrifugada a 3570 g (3000 rpm) durante 5 minutos em 

uma centrífuga de mesa Fanen modelo Excelsa 2 e posteriormente lida em 560, 576 e 630 

nm, com o auxílio de um espectrofotômetro Shimadzu UV-240. Os valores obtidos em cada 

comprimento de onda foram inseridos em fórmulas matemáticas, previamente estabelecidas 

pelos autores para o pH 7,3 e, as concentrações (em mM) de cada forma da hemoglobina 

foram então calculadas e convertidas em porcentagem. Todas as determinações foram feitas 

em duplicata. 

 

 

4. Consumo tecidual de oxigênio (VO2)  

 

 Na avaliação do consumo de oxigênio do fígado, amostras do tecido ("slices"), 

pesando entre 30 e 50 mg (dependendo da espécie), foram colocadas em uma câmara 
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(Câmara de Gilson) de 1,54 ml de volume, contendo tampão Ringer para peixes teleósteos 

(pH 7,4 contendo glicose 5mM) e mantidas sob agitação lenta e temperatura controlada 

(30
o
C, nestas condições) (Cadenas & Sies, 1982). A velocidade de consumo do oxigênio foi 

obtida a partir do uso de um oxigenômetro (Vanderkooi et al., 1991) YSI modelo 53, 

acoplado à Câmara de Gilson através de um eletrodo Clarck. Após a calibração do aparelho 

em 100 % de saturação, o consumo de O2 foi registrado, durante um intervalo de 8 a 15 

minutos, com o auxílio de um registrador Pharmacia, dependendo da espécie e da condição 

em que os indivíduos estavam submetidos. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas 

e os valores, expressos em moles O2/min/g tecido, foram calculados de acordo com a 

seguinte fórmula: 

 

 VO2 ( moles O2/min/g) =   % saturação x 5,28 x 0,00154 x 44,17643 

       tempo (min) x peso (g) 

 

 onde:  

5,28 corresponde à solubilidade do oxigênio na temperatura de  30
o
C; 

0,00154 equivale ao volume da câmara, expresso em litros; 

44,17643 trata-se da constante de conversão do consumo de oxigênio, de ml O2/min/g tecido 

para moles O2/min/g tecido. 

 

 

5. Análises Enzimáticas 

 

5.1. Superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)  

 

 Nas amostras de fígado, a atividade da superóxido dismutase foi determinada de 

acordo com o método descrito por Misra & Fridovich (1972) e modificado Boveris et al. 

(1983), que se baseia na formação do adrenocromo (cromóforo rosa) durante a oxidação da 

adrenalina promovida pelo ânion superóxido em pH alcalino. O início da reação se deu a 
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partir da adição 50 l de solução de adrenalina 60 mM pH 2,0 em 2,95 ml de tampão glicina 

50 mM pH 10,2. A velocidade de formação do adrenocromo foi acompanhada durante cerca 

de 1 minuto, em intervalos de 15 segundos. Diferentes alíquotas do homogeneizado (10 a 50 

l) foram adicionadas para avaliar o grau de inibição promovido pela enzima na formação 

do adrenocromo em 480 nm. 

 Não foi possível determinar os níveis da SOD nas amostras de sangue utilizando-se 

o método do adrenocromo (Misra & Fridovich, 1972), devido às interferências observadas 

na taxa de oxidação da adrenalina. A adição das amostras resultou em aumentos da taxa de 

oxidação da adrenalina que foram proporcionais à quantidade de amostra adicionada. Em 

função disto, a atividade da superóxido dismutase sanguínea foi determinada em 535 nm, de 

acordo com o método descrito por Flohé & Ötting (1984), que consiste na diminuição da 

redução do citocromo c promovida pela ação do ânion superóxido, gerado pelo sistema 

xantina/xantina oxidase. Neste ensaio, cerca de 35 l (0,4 U) de xantina oxidase foram 

adicionados em 1,90 ml de uma solução contendo tampão fosfato 50 mM pH 7,8, EDTA 0,1 

mM, citocromo c 20 M e xantina 50 M. Esta alíquota foi suficiente para obter-se um 

decréscimo na absorbância em torno de 0,025 unidades/min. Após cerca de 1 minuto, 

alíquotas da amostra foram adicionadas e o decréscimo na absorbância foi acompanhado por 

mais 2-3 minutos, em intervalos de 15 segundos. 

 Curvas com 3 a 5 pontos foram obtidas para cada amostra e as atividades 

enzimáticas da SOD foram então determinadas indiretamente. Nestas condições, uma 

unidade de SOD equivale a 50% de inibição que a enzima promove na velocidade 

espontânea de formação do adrenocromo e/ou redução do citocromo c, sendo que 1 U de 

SOD corresponde a 11 pmoles de Cu,Zn-SOD ou, de outra forma, 1 pmol é igual a 90 U de 

SOD  (Puntarulo et al., 1988; Wilhelm Filho et al., 1993). Os valores de SOD foram 

expressos em nmoles SOD/g tecido e nmoles SOD/ml sangue, i.e., em valores de 

concentração de enzima pura, conforme sugerido por Chance et al. (1979), em função do 

comportamento não-michaeliano apresentado pela superóxido dismutase (e igualmente pela 
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catalase) e, também, com o propósito de permitir comparações entre os sistemas enzimáticos 

e não enzimáticos, inclusive, e com as informações já existentes na literatura. Além disso, 

em função do tempo de exposição (15 dias) empregado no presente estudo, os valores 

observados para as diversas enzimas examinadas, são relativos às variações na síntese das 

mesmas e não somente devido às diferenças de atividade, reforçando o emprego das 

unidades expressas em temos de concentração.  

 Uma comparação realizada entre os dois métodos acima citados, utilizando-se SOD 

bovina purificada (Sigma, USA), revelou uma excelente reprodutibilidade. Em ambos os 

métodos, foi necessária praticamente a mesma quantidade da enzima para obter-se uma 

inibição de 50% (1 U de SOD) na velocidade de formação do adrenocromo e da redução do 

citocromo c reduzido, respectivamente (Figura 1). 



 

 

 

32 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ensaio comparativo dos métodos utilizados na avaliação da enzima superóxido 

dismutase (SOD): métodos da autoxidação da adrenalina (A) e da redução do citocromo c 

(B). Utilizou-se praticamente a mesma quantidade (~24 l) de SOD bovina purificada 

(SIGMA; 5 mg em 20 ml de água destilada; 390 U SOD) para obter-se 50 % de inibição (1U 

SOD) na taxa de formação do radical ânion superóxido em ambos os ensaios. 
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5.2. Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) 

 

 A atividade da catalase foi obtida através da avaliação contínua do decréscimo da 

concentração do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 240 nm (Beers & Sizer, 1952; Aebi, 

1984). Após a adição da amostra (10 a 20 l, dependendo da espécie), diminuições na 

absorbância foram registradas em intervalos de 5 segundos, durante o primeiro minuto, em 

uma cubeta contendo 2,0 ml de uma solução recém-preparada de peróxido de hidrogênio 10 

mM, em tampão fosfato 50 mM pH 7,0. Como a concentração de H2O2 é fundamental para a 

precisão das análises, pelo fato da reação da catalase ser de pseudo primeira-ordem em 

relação ao peróxido de hidrogênio (a velocidade da reação depende da concentração do 

H2O2 utilizada no ensaio), a solução original foi titulada e o coeficiente de extinção molar 

(E240= 40 M
-1

.cm
-1

) previamente estabelecido por Aebi (1984) foi utilizado para checar a 

concentração do peróxido de hidrogênio. Somente após este procedimento, a solução de 

ensaio (10 mM) foi então preparada. Na avaliação da atividade da catalase sanguínea, os 

hemolisados foram diluídos 500 a 600 vezes em tampão fosfato 50 mM pH 7,0 (Aebi, 

1984). Todas as análises foram realizadas em triplicatas. 

 Em função das razões expostas no ítem anterior, também os valores da catalase 

foram expressos em termos de concentração de enzima pura, i.e., em pmoles CAT/g tecido e 

em pmoles CAT/ml sangue.  

 Para efeito de comparação com os dados existentes na literatura, que em sua maioria 

estão expressos em Unidades Bergmeyer (UB), nas condições experimentais empregadas no 

presente estudo, 1 nmol de catalase equivale a 33 UB (Wilhelm Filho et al., 1993). Este 

valor é decorrente da definição de 1 UB, que corresponde à quantidade de catalase que libera 

a metade do oxigênio de uma solução de peróxido de hidrogênio de qualquer concentração 

no intervalo de tempo de 100 segundos a 20
o
C. Bergmeyer, 1965). 
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5.3. Glutationa Peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9)  

 

 A avaliação da atividade enzimática da glutationa peroxidase foi realizada apenas 

no fígado, através do monitoramento contínuo da taxa de consumo do NADPH em 340 nm 

(Paglia & Valentine, 1967). Em uma cubeta de 3 ml, um volume de 50 l de GSH 10 mM, 

preparada em tampão fosfato 10 mM pH 7,0, foi adicionado em uma solução contendo o 

mesmo tampão, NADPH 1 mM, glutationa redutase 12 U/ml e ter-butil hidroperóxido 10 

mM. Um decréscimo lento da absorbância foi monitorado durante cerca de 2-3 minutos 

sendo adicionados, em seguida, 100 l da amostra. Uma redução mais acentuada da 

absorbância em 340 nm foi novamente monitorada por cerca de 5-8 minutos e a diferença 

entre a declividade das duas retas foi então utilizada na determinação da atividade 

enzimática. O conteúdo de GPx foi igualmente expresso em pmoles GPx/g tecido e pmoles 

GPx/ml sangue, onde 1 pmol de GPx equivale a uma atividade de 6,0 mU ou moles de 

NADPH/min (Wilhelm Filho et al., 1993). Todas as análises enzimáticas foram realizadas 

em triplicatas. 

 

 

6. Concentração de glutationa sanguínea total e reduzida  

 

 O conteúdo total da glutationa foi determinado enzimaticamente, de acordo com 

Tietze (1969). Num tubo Eppendorf contendo 200 l de ácido perclórico 2 M, uma amostra 

de sangue total de igual volume foi adicionada para a obtenção do extrato ácido. Após 

aguardar cerca de 10 minutos, o extrato ácido foi centrifugado a 3570 g (3000 rpm) durante 

5 minutos (centrífuga de mesa Fanen). Do sobrenadante obtido, uma alíquota (200 l) foi 

então neutralizada com a adição de 130-150 l de MOPS/KOH (0,2 M / 3 M). As amostras 

foram congeladas a -20
o
C e lidas espectrofotomicamente em 412 nm, em triplicatas, no dia 

seguinte à preparação dos extratos ácidos. Na leitura, 50 l da amostra foram adicionados a 
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uma cubeta contendo uma mistura de tampão fosfato 0,1 M pH 7,4, EDTA 1mM, NADPH 

1,5 mM, DTNB 2,5 mM e glutationa redutase 2 U/ml (vol. final de 2,0 ml) e a velocidade de 

formação do ânion tiolato (TNB
-
) foi registrada para se obter o intervalo de A412/min em um 

espectrofotômetro Shimadzu UV-240. As concentrações, expressas em mM, foram obtidas a 

partir de uma curva padrão de glutationa oxidada (GSSG; Sigma Co.), solução original 1,0 

mM ([GSSG]=Abs412/min-0,0176/0,081; r=0,955). 

 A concentração da glutationa reduzida (GSH) foi igualmente determinada em 412 

nm, segundo Beutler et al. (1963). Neste ensaio, o hemolisado foi obtido a partir da adição 

de 200 l de sangue total em 1,80 ml de água destilada. Depois de aproximadamente 5 

minutos, o hemolisado foi misturado em 3,0 ml de ácido metafosfórico 1,67%, 0,2% EDTA, 

5% NaCl e agitado vigorosamente para a obtenção do extrato ácido. Aguardados mais 5 

minutos, o extrato foi centrifugado a 3570 g (3000 rpm) durante 5 minutos (centrífuga de 

mesa Fanen) e o sobrenadante foi armazenado sob refrigeração até o momento da leitura 

espectofotométrica em 412 nm. Na leitura, 400 l do extrato foram adicionados a uma 

cubeta contendo 1,6 ml de tampão fosfato 0,2 M pH 8,0 e o início da reação se deu a partir 

da adição de 200 l de DTNB 2,5 mM. A velocidade de formação do ânion TNB
-
 foi 

registrada durante cerca de 5 minutos, tempo necessário para que a reação se estabilizasse. 

Os valores foram igualmente expressos em mM e todas as amostras foram avaliadas em 

triplicatas.  

 

 

7. Análise dos níveis de peroxidação lipídica (TBARS) 

 

 Os níveis endógenos de peroxidação lipídica foram determinados empregando-se o 

método baseado na reação dos produtos derivados da oxidação dos lipídeos com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA). A avaliação espectrofotométrica foi realizada segundo Ohkawa (1979) 

e Bird & Draper (1984) em 535 nm. Amostras de homogeneizado de fígado e hemolisados 
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(100 l) foram adicionadas a um tubo de ensaio contendo uma mistura de 1,0 ml de ácido 

tricloroacético 30 %, 1,0 ml de TBA 0,73%, 0,89 ml de tampão Tris-HCl 60 mM pH 7,4, 

EDTA 0,1 mM e 10 l de butilhidroxitolueno (BHT) 0,2 mM (4% em metanol), agitadas e 

mantidas em banho-maria (100
o
C) durante 60 minutos. As amostras foram então resfriadas a 

10
o
C por mais 30 minutos, centrifugadas por 5 minutos a 3000 rpm e imediatamente lidas 

em 535 nm. Turrens (1991) e Wilhelm Filho (1994) verificaram que tempos inferiores a uma 

hora não permitiam o completo desenvolvimento do cromóforo rosa, formado pela reação 

dos produtos celulares oxidados com o TBA, fato este que poderia subestimar o grau de 

peroxidação lipídica em tempos inferiores ao acima mencionado. As concentrações foram 

expressas em nmoles de substâncias reativas ao TBA (TBARS)/g tecido e nmoles 

TBARS/ml de sangue, utilizando o coeficiente de extinção molar E535=153 mM
-1

 cm
-1

 (Bird 

& Draper, 1984). 

 

 

8. Reagentes Utilizados  

 

 Os reagentes utilizados nas análises foram obtidos da Sigma Chemical Co. (EUA), 

com exceção dos reagentes utilizados para a preparação dos tampões fosfato e dos ácidos 

empregados na preparação dos extratos, os quais foram obtidos da Merck (Alemanha).  

 

 

9. Análise estatística 

 

 Para testar a significância das diferenças obtidas entre as médias nos diferentes 

tratamentos, utilizou-se a análise de variância simples (ANOVA), seguida do emprego do 

"teste t de Bonferroni" para estabelecer as diferenças dos tratamentos em relação ao controle 

(normóxia), assumindo-se intervalo de confiança igual ou menor de 5% (P<0,05). 

Correlações entre as diversas variáveis analisadas foram obtidas através do uso da análise de 
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regressão linear, cuja significância foi considerada (Zar, 1984). Utilizou-se o teste “t de 

Student” para testar as diferenças entre os diversos parâmetros analisados nas duas espécies 

aclimatadas apenas à condição controle, assumindo-se o mesmo intervalo de confiança 

empregado na ANOVA. Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± erro 

padrão da média (SEM). 
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RESULTADOS 

 

 

1. Condições experimentais 

 

 Os parâmetros físico-químicos avaliados durante a execução das três séries 

experimentais são apresentados na Tabela 2. As tensões de oxigênio foram mantidas em 

níveis significativamente diferentes (P<0,001) nas situações de hipóxia e hiperóxia, quando 

comparadas com a situação controle (normóxia). Os demais parâmetros analisados, com 

exceção do pH da água, foram mantidos em valores próximos aos observados em normóxia. 

As diferenças observadas nos valores de pH, apesar de terem sido significativas (P<0,05), 

não são relevantes quando consideradas em relação ao ambiente. 

 

 

2. Parâmetros hematológicos 

 

 Os valores correspondentes à concentração de hemoglobina sanguínea e ao 

hematócrito de exemplares de C. macropomum e A. ocellatus expostos às situações de 

hipóxia, normóxia e hiperóxia são apresentados na Tabela 3. Colossoma macropomum e A. 

ocellatus revelaram valores de hematócrito e concentração de hemoglobina semelhantes 

entre si quando aclimatados à normóxia. Na aclimatação à hiperóxia, não foram constatadas 

alterações importantes do hematócrito nos exemplares de A. ocellatus, enquanto que em C. 

macropomum este parâmetro mostrou um aumento, considerado por nós significativo em 

relação ao controle (P=0,052). A concentração de hemoglobina, por outro lado, sofreu 

variações significativas (P<0,05) no sangue de ambas as espécies analisadas.  
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Tabela 2. Temperatura ambiental, temperatura da água, pH e pressão parcial de oxigênio 

aplicados aos exemplares de Astronotus ocellatus e Colossoma macropomum aclimatados à 

hipóxia, normóxia e hiperóxia durante 15 dias consecutivos. Valores expressos como média 

± SEM. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,001) em relação à normóxia. 

 

Espécie/Condição 

(número de observações) 

Temperatura 

ambiente (
o
C) 

Temperatur

a da água 

(
o
C) 

   pH da  

    água 

pO2 da água  

(mmHg) 

Astronotus ocellatus     

Hipóxia (95) 28.0±0.10 27.6±0.05 6.13±0.02 * 29.0±0.97 * 

Normóxia (40) 28.9±0.17 28.2±0.09 5.32±0.07 118.4±1.11 

Hiperóxia (45) 29.8±0.16 29.1±0.08 6.25±0.02 * 374.0±10.55 * 

Colossoma macropomum     

Hipóxia (38) 28.4±0.22 27.7±0.15 5.23±0.07 * 46.5±1.64 * 

Normóxia (78) 28.3±0.17 27.9±0.11 5.71±0.08 127.7±2.15 

         Hiperóxia (56) 28.5±0.10 28.0±0.07 5.94±0.05 * 348.0±12.07 * 

 

 

 

 Em C. macropomum a concentração de hemoglobina elevou-se significativamente 

em relação à normóxia, enquanto que em A. ocellatus observou-se um decréscimo deste 

parâmetro (Tabela 3). Na exposição à hipóxia, os valores correspondentes ao hematócrito e à 

concentração de hemoglobina permaneceram inalterados em relação ao controle nas duas 

espécies estudadas (Tabela 3). 
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Tabela 3. Peso, hematócrito e concentração de hemoglobina sanguínea dos exemplares de 

Astronouts ocellatus e Colossoma macropomum aclimatados à hipóxia, normóxia e 

hiperóxia. Parênteses indicam o número de indivíduos analisados. (*) indica diferença 

estatisticamente significativa (P<0,05) em relação à normóxia; (#) P=0.052. Valores 

expressos como média ± SEM. 

 

Espécie/Condição 

(n) 

Peso  

(g) 

       Ht 

      (%) 

     Hb  

   (g.dl
-1

) 

Astronotus ocellatus    

Hipóxia (10) 175,7  15,54 20,2  1,41 5,77  0,49 

Normóxia (9) 200,7  16,31 18,7  0,94 6,29  0,40 

Hiperóxia (6)  181,8  8,07 19,0  0,97 4,02  0,43 * 

    

Colossoma macropomum    

Hipóxia (10) 203,5  3,67 18,2  0,71 5,84  0,37 

Normóxia (10) 122,0  10,03 18,6  1,83 4,99  0,56 

         Hiperóxia (10) 132,1  7,70 22,6  1,22 # 7,28  0,44 * 

 

 

 Aumentos significativos dos níveis de metahemoglobina (meta-Hb) foram 

observados no sangue dos exemplares de C. macropomum aclimatados nas situações de 

hipóxia e hiperóxia e nos indivíduos de A. ocellatus aclimatados apenas à hiperóxia. Em A. 

ocellatus, a exposição à hiperóxia resultou em aumento dos níveis de meta-Hb da ordem de 

cinco vezes em relação ao controle, enquanto que nos exemplares de C. macropomum o 

conteúdo de meta-Hb foi cerca de 2 vezes maior (Figura 2). 
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Figura 2. Conteúdo de metahemoglobina (meta-Hb) presente no sangue de Colossoma 

macropomum e Astronotus ocellatus aclimatados à normóxia, hipóxia e hiperóxia. (*) indica 

diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação à normóxia. 
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 Um aspecto interessante observado principalmente durante a aclimatação à normóxia 

consistiu na existência de uma correlação positiva entre a concentração de hemoglobina e os 

níveis endógenos de peroxidação lipídica (TBARS) presentes nos eritrócitos das duas 

espécies em estudo. Em A. ocellatus, esta correlação foi significativa nas situações de 

normóxia (r=0,80; P=0,03) (Figura 3A) e hipóxia (r=0,80; P=0,006). Em C. macropomum 

esta correlação foi observada nas mesmas condições, i.e., em normóxia (r=0,95; P<0,001) 

(Figura 3B) e em hipóxia (r=0,65; P=0,04). Nesta última espécie, quando aclimatada à 

normóxia, foi também evidenciada uma correlação entre a concentração de hemoglobina e a 

atividade da enzima superóxido dismutase no sangue (r=0,68; P=0,04), sugerindo uma 

interdependência funcional entre os parâmetros mencionados acima, aspecto anteriormente 

documentado na literatura (Wilhelm Filho et al., 1993). 
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Figura 3. Correlações observadas entre a concentração de hemoglobina e os níveis 

endógenos de peroxidação lipídica (TBARS) presentes no sangue de Colossoma 

macropomum (A, r=0,95) e de Astronotus ocellatus (B, r=0,80) aclimatados à normóxia. 
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3. Consumo tecidual de oxigênio 

 

  Os valores de consumo de oxigênio tecidual verificados nas duas espécies analisadas 

foram semelhantes entre si na condição de normóxia. A aclimatação de exemplares de C. 

macropomum e A. ocellatus à hipóxia e à hiperóxia resultou em diminuições significativas 

do consumo de oxigênio no fígado (Figura 4). Em C. macropomum, o consumo de oxigênio 

hepático diminuiu cerca de 22% nos animais submetidos a hiperóxia, e 47% nos indivíduos 

aclimatados à hipóxia. Em A. ocellatus, o decréscimo no consumo de O2 foi de 32% para os 

animais expostos à hiperóxia e de 23% para aqueles submetidos à hipóxia. Este parâmetro 

revelou correlações importantes com as concentrações da SOD presentes no fígado (veja 

ítem 4.1). A catalase também revelou uma correlação positiva e significativa (r=0,69; 

P=0,03) com o consumo de oxigênio do fígado do tambaqui na condição de normóxia 

(dados não mostrados). Esta correlação, no entanto, não foi constatada em A. ocellatus. 

 

 

4. Enzimas antioxidantes 

 

4.1. Superóxido dismutase 

  

 A avaliação tecidual da SOD revelou uma atividade ligeiramente superior desta 

enzima no fígado relativamente ao sangue, em ambas espécies analisadas, 

independentemente da condição em que os animais foram aclimatados (Figuras 5A e 5B). 

Contudo, estas diferenças não foram significativas. Em condições normais, o conteúdo da 

SOD avaliado no fígado e no sangue de A. ocellatus mostrou ser superior (P<0,05) aos 

conteúdos observados nos mesmos tecidos analisados em C. macropomum (Figura 5A). 
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Figura 4. Consumo de oxigênio (VO2) no fígado de exemplares de Colossoma 

macropomum e Astronotus ocellatus aclimatados à hipóxia, normóxia e hiperóxia. (*) indica 

diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação à normóxia. 
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Figura 5. Concentração da enzima superóxido dismutase (SOD) avaliada no fígado (A) e no 

sangue (B) de Colossoma macropomum e Astronotus ocellatus aclimatados à hipóxia, 

normóxia e hiperóxia. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação 

à normóxia. (#) diferença estatisticamente significativa entre as duas espécies aclimatadas à 

normóxia. 
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 Em hiperóxia, as concentrações hepáticas da SOD em C. macropomum aumentaram 

cerca de 3 vezes (8,95±0,96 nmoles/g) quando comparadas com a normóxia (2,46±0,33 

nmoles/g) (Figura 5A). Alterações significativas foram também observadas nos animais 

aclimatados à hipóxia (4,69±0,50 nmoles/g). No sangue, o conteúdo da SOD elevou-se 

significativamente na hiperóxia (6,92±0,96 nmoles/ml) cerca de 3,5 vezes em relação ao 

controle (1,81±0,22 nmoles/ml), permanecendo inalterado na situação hipóxica (Figura 5B).  

 Não foi constatada nenhuma variação nas concentrações da SOD no fígado dos 

especimens de A. ocellatus aclimatados à hiperóxia (3,59±0,32 nmoles/g) e igualmente à 

hipóxia (3,63±0,30 nmoles/g), quando comparados com aqueles animais expostos à 

normóxia (3,83±0,38 nmoles/g, Figura 5A). Contrariamente, no sangue, foi observado um 

decréscimo significativo na atividade desta enzima nos animais aclimatados à hiperóxia 

(1,37±0,19 nmoles/ml), evidenciando um comportamento diferenciado da SOD nas duas 

espécies estudadas (Figura 5B). 

 Analisando conjuntamente o comportamento da SOD, da catalase e da glutationa 

peroxidase, é posssível observar que existe uma interdependência funcional entre os três 

sistemas enzimáticos. No fígado dos exemplares de tambaqui aclimatados à hiperóxia, os 

aumentos da SOD foram acompanhados por uma diminuição na concentração da catalase, 

que por sua vez, foi compensada por uma elevação da atividade da glutationa peroxidase. 

Nesta condição, observou-se uma correlação positiva entre a SOD e a CAT (r=0,95; 

P<0,001) (Figura 6A). Em A. ocellatus a relação entre as duas enzimas foi observada 

somente no sangue dos animais aclimatados à hipóxia (r=0,81; P=0,008) (Figura 6B).  

  A relação entre o consumo tecidual de oxigênio (VO2) e a atividade da SOD no 

fígado mostrou ser significativa (r=0,86; P=0,003) apenas nos exemplares de C. 

macropomum aclimatados à hiperóxia (Figura 7A). Em A. ocellatus este nível de relação 

(r=0,83; P=0,01) foi constatado em animais expostos à normóxia (Figura 7B), ocorrendo 

também em indivíduos de A. crassipinis aclimatados à hiperóxia (r=0,94; P=0,006) (J.L. 

Marcon, dados não mostrados).  

 



 

 

 

48 

  

 

Figura 6. Correlações observadas entre as enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase 

(CAT) presentes no fígado (A) de Colossoma macropomum aclimatado à hiperóxia (r=0,94) 

e no sangue (B) de Astronotus ocellatus aclimatado à hipóxia (r=0,81). 
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Figura 7. Correlações observadas entre a enzima superóxido dismutase (SOD) e o consumo 

de oxigênio (VO2) avaliados no fígado de Colossoma macropomum (A) aclimatado à 

normóxia (r=0,86) e Astronotus ocellatus (B) exposto à hiperóxia (r=0,83).   
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4.2. Catalase 

 

 Em condições normóxicas, os conteúdos de CAT observados no fígado foram 

ligeiramente superiores (não significativo) nos exemplares de A. ocellatus (Figura 8A). No 

sangue, esta espécie manifestou a presença de CAT, enquanto que em C. macropomum esta 

enzima não foi detectada (Figura 8B). Nesta condição, a razão observada entre as 

concentrações da SOD e da CAT presentes no fígado ficou em torno de 3 e 4 vezes para C. 

macropomum e A. ocellatus, respectivamente. Nesta última espécie, a razão SOD/CAT 

sanguínea ficou em torno de 14 vezes.  

 A concentração da catalase diminuiu significativamente no fígado do tambaqui 

(P<0,05), tanto nos exemplares expostos à hiperóxia como naqueles aclimatados à hipóxia 

(Figura 8A). Assim como em normóxia, a presença de CAT não foi detectada  no sangue do 

tambaqui, quando exposto à condição de hipóxia. Uma pequena concentração (3,71±0,97 

pmoles/ml) foi observada no sangue dos animais aclimatados à hiperóxia (Figura 8B). Nos 

indivíduos de A. ocellatus aclimatados à hiperóxia, não foram observadas variações 

significativas da catalase em nenhum dos tecidos examinados (Figura 8A). Contudo, na 

exposição à hipóxia, a catalase sofreu um decréscimo significativo de suas concentrações em 

ambos os tecidos analisados (Figuras 8A e 8B). 

 

 

4.3. Glutationa peroxidase 

 

 A glutationa peroxidase foi analisada somente no fígado. Na aclimatação à normóxia, 

os valores obtidos foram semelhantes nas duas espécies, porém ligeiramente superiores em 

A. ocellatus (Figura 9). 
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Figura 8. Concentração da catalase (CAT) avaliada no fígado (A) e no sangue (B) de 

Astronotus ocellatus e Colossoma macropomum aclimatados à hipóxia, normóxia e 

hiperóxia. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação à 

normóxia. Os exemplares de C. macropomum apresentaram acatalassemia quando expostos 

à normóxia e à hipóxia.  
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Figura 9. Concentração da enzima glutationa peroxidase (GPx) avaliada no fígado de 

Colossoma macropomum e Astronotus ocellatus aclimatados à hipóxia, normóxia e 

hiperóxia. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação à 

normóxia; (#) P<0,08. 
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 A concentração da GPx aumentou significativamente nas duas situações 

experimentais, tanto no fígado de C. macropomum, como naquele de A. ocellatus (Figura 9). 

Na situação hiperóxica, a elevação da GPx foi mais acentuada no acará-açu do que no 

tambaqui, enquanto que em hipóxia os aumentos da enzima foram semelhantes entre as duas 

espécies. 

 Os exemplares de C. macropomum expostos à normóxia mostraram uma correlação 

inversa (r=-0,76; P=0,021) entre a concentração da GPx e o nível de dano celular presente 

no tecido hepático, e uma correlação positiva (r=0,73; P=0,041) entre as concentrações da 

GPx e da catalase. Em A. ocellatus não foi constatada nenhuma relação entre os níveis de 

TBARS e a enzima glutationa peroxidase em todas as condições experimentais empregadas. 

 

 

5. Glutationa sanguínea total e reduzida  

 

 Em condições normóxicas, A. ocellatus e C. macropomum revelaram concentrações 

intraeritrocitárias de GSH de 0,20±0,02 mM e 1,32±0,13 mM, respectivamente, tendo a 

última espécie uma concentração cerca de 6 vezes superior à verificada no sangue do acará-

açu (Figura 10). 

 Nas situações de hipóxia e hiperóxia, entretanto, os conteúdos de GSH sofreram um 

decréscimo significativo (P<0,001) em ambas as espécies estudadas, sendo ainda mais 

acentuado nos animais submetidos à hiperóxia (Figura 10). No tambaqui, o conteúdo da 

GSH foi diminuido em cerca de 8 vezes na aclimatação à hiperóxia e de 2 vezes durante a 

exposição à hipóxia. A razão molar observada entre as concentrações intraeritrocitárias da 

GSH e da hemoglobina (GSH/Hb) sofreu um decréscimo de cerca de uma ordem de 

magnitude nos animais expostos à hiperóxia (0,03) e de 2 vezes naqueles submetidos à 

hipóxia (0,15), quando comparados com a situação controle (Tabela 4). Nos exemplares de 

acará-açu, a depleção da GSH foi menos acentuada, sendo diminuída em cerca de 3,0 e 1,5 

vezes nas situações de hiperóxia e hipóxia, respectivamente. Nesta espécie, a razão molar 
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GSH/Hb foi consideravelmente baixa, porém, com uma maior constância dos valores entre 

as três condições experimentais, quando comparada com os valores do tambaqui. 

 As concentrações de GSH foram inversamente proporcionais aos níveis de meta-Hb 

formados nos exemplares expostos à hipóxia e hiperóxia, quando comparados a seus 

respectivos controles. Isto se torna claro quando os valores de meta-Hb e GSH são plotados 

em relação à pressão parcial de O2 aplicada nas 3 condições experimentais (Figura 11). Esta 

tendência foi mais evidente no tambaqui, onde a formação da meta-Hb aumentou em ambas 

as situações de hipóxia e hiperóxia. 

 Nos eritrócitos de A. ocellatus, aclimatado em normóxia, foi constatada a existência de 

correlações inversas entre o conteúdo de metahemoglobina (r=-0,76; P=0,029) e a enzima 

superóxido dismutase, entre os níveis de GSH (r=-0,93; P=0,002), e a enzima superóxido 

dismutase e, de uma correlação positiva (r=0,86; P=0,003) entre os conteúdos de GSH e 

metahemoglobina. Isso sugere uma participação conjunta da GSH e da SOD na manutenção 

dos níveis baixos de meta-Hb produzida no interior dos eritrócitos. 
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Figura 10. Conteúdo de glutationa reduzida (GSH) presente no sangue dos indivíduos de 

Colossoma macropomum e Astronotus ocellatus aclimatados nas situações de hipóxia, 

normóxia e hiperóxia. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,001) em 

relação à normóxia. (#) diferença estatisticamente significativa entre as duas espécies 

aclimatadas à normóxia. 
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Tabela 4. Concentração de glutationa reduzida (GSH) e total (GT), proporção de glutationa 

oxidada (GSSG), concentração de hemoglobina sanguínea e razão molar entre a glutationa 

reduzida intraeritrocitária e a hemoglobina (GSH/Hb) no sangue de Colossoma 

macropomum aclimatado à hipóxia, normóxia e hiperóxia. Valores expressos como média ± 

SEM. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,001) em relação à normóxia. 

 

 

Condição 

(n) 

GSH  

(mM) 

GT 

(mM) 

GSSG 

  (%)  

Hb 

(mM) 

GSH/Hb 

---- 

      

   Hipóxia (10) 0,70±0,03* 0,85±0,10* 18,40 0,87±0,06 0,15 

   Normóxia (6) 1,32±0,13   1,55±0,20 14,60 0,75±0,08 0,34 

   Hiperóxia (10) 0,16±0,02* 0,64±0,10* 75,70 1,09±0,07* 0,03 
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Figura 11. Relação entre os níveis de metahemoglobina (meta-Hb, ---) e glutationa 

reduzida (GSH, ---) observados no sangue de Colossoma macropomum (A) e 

Astronotus ocellatus (B) aclimatados nas diferentes tensões de O2 aplicadas. (*) indica 

diferença estatisticamente significativa (P<0,001) em relação à normóxia. 
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 A concentração da glutationa total foi avaliada somente nos experimentos realizados 

com C. macropomum. Uma diminuição significativa (P<0,001) das concentrações da 

glutationa total foi observada nas duas condições estressantes, quando comparadas à 

situação controle. Calculando-se a proporção de glutationa oxidada (GSSG),  a partir dos 

conteúdos de glutationa total e GSH, verificou-se uma drástica elevação dos níveis de GSSG 

nos animais aclimatados à hiperóxia. A proporção de GSSG aumentou de 15% em 

normóxia, para 76% em hiperóxia (Tabela 4). Por outro lado, em hipóxia, apesar da 

diminuição significativa da concentração total da glutationa, a proporção da GSSG manteve-

se em valores próximos (18%) aos verificados na condição normóxica (Tabela 4). 

 A avaliação paralela dos níveis dos fosfatos orgânicos intraeritrocitários, 

particularmente do ATP, presentes no sangue dos mesmos animais experimentais 

empregados no presente estudo (Marcon & Val, 1996), revelou associações com as 

concentrações da GSH sangüínea (Figura 12). Nos exemplares de C. macropomum, os 

níveis de ATP foram progressivamente diminuídos na aclimatação dos mesmos às condições 

de hipóxia e hiperóxia, revelando uma correlação positiva (r=0,91; P<0,001) com as 

concentrações de GSH (Figura 12A). Correlação semelhante (r=0,88; P=0,017) foi também 

observada nos representantes de A. ocellatus aclimatados apenas em hiperóxia (Figura 12B), 

indicando a mesma tendência mostrada pela espécie anterior.  

 

 

6. Peroxidação lipídica (TBARS) 

 

 Os níveis endógenos de TBARS avaliados no fígado e no sangue das duas espécies 

analisadas estão mostrados na Figura 13. No fígado de C. macropomum houve um aumento 

significativo (P<0,05) no processo de peroxidação lipídica apenas nos animais aclimatados à 

hiperóxia, mantendo-se inalterado nos animais expostos à hipóxia. No sangue, os aumentos 

foram significativos em ambas as situações (P<0,05). Na espécie A. ocellatus não foi 
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constatada qualquer modificação nos níveis de peroxidação lipídica em nenhuma das 

situações experimentais, tanto em fígado como em sangue (Figuras 13A e 13B). 

 Um aspecto interessante observado nas duas espécies analisadas foi a relação existente 

entre os níveis endógenos de peroxidação lipídica e o conteúdo de SOD presentes no sangue. 

Nos exemplares de C. macropomum a correlação entre estes parâmetros foi significativa 

(r=0,81; P=0,005) apenas nos especimens expostos à normóxia (Figura 14A). Em A. 

ocellatus, apesar desta correlação não ser evidente na situação controle, ela foi observada na 

situação de hipóxia (r=0,86; P=0,003) (Figura 14B).  
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Figura 12. Correlações observadas entre as concentrações de adenosina 5’- trifosfato (ATP) 

e os conteúdos de glutationa reduzida (GSH) presentes nos eritrócitos de Colossoma 

macropomum (A) aclimatado às condições de normóxia, hipóxia e hiperóxia (r=0,91) e de 

Astronotus ocellatus (B) aclimatado apenas à hiperóxia (r=0,88). 
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Figura 13. Níveis endógenos de peroxidação lipídica (TBARS) avaliados no fígado (A) e no 

sangue (B) de Colossoma macropomum e Astronotus ocellatus aclimatados à hipóxia, 

normóxia e hiperóxia. (*) indica diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação 

à normóxia. 
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Figura 14. Correlações entre os níveis endógenos de peroxidação lipídica (TBARS) e a 

concentração da enzima superóxido dismutase (SOD) observada no sangue de Colossoma 

macropomum aclimatado à normóxia (r=0,81, A) e de Astronotus ocellatus exposto à 

hipóxia (r=0,86, B). 
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DISCUSSÃO 

 

 

1. Parâmetros hematológicos 

 

1.1. Hematócrito e concentração de hemoglobina 

 

 O tecido sanguíneo tem se mostrado um excelente modelo para estudos relacionados 

com a avaliação do estado de saúde de animais sujeitos a diversas situações estressantes, 

como temperatura (Murad et al., 1990; Moura et al., 1994), ação de poluentes e agentes 

tóxicos (Nikinmaa, 1992; Bainy et al., 1996) e variações na disponibilidade de oxigênio 

ambiental (Weber & Lykkeboe, 1978; Scott & Rogers, 1981; Val, 1995; Val & Almeida-

Val, 1995). Para os organismos aquáticos, a variação na pO2 ambiental é um fator 

determinante na alteração das propriedades do sangue, entre elas o hematócrito e a 

concentração de hemoglobina (Saint-Paul, 1984b; Monteiro et al., 1987; Murad et al., 1990; 

Nikinmaa, 1990; Val et al., 1985; 1990; 1992).  

 Os valores do hematócrito e da concentração de hemoglobina obtidos em normóxia 

para as duas espécies estiveram dentro do intervalo descrito para peixes em geral (Perez et 

al., 1986; Salvo-Souza, 1990; Wilhelm Filho et al., 1992a; Folmar, 1993). Para os 

exemplares de tambaqui, estes valores ficaram próximos aos avaliados anteriormente por 

Moura (1994) e Costa (1995) em animais cultivados da mesma espécie. Em A. ocellatus, os 

valores observados para estes parâmetros não diferiram daqueles registrados por Pitombeira 

(1972) para animais saudáveis e mantidos em cativeiro. Nas duas espécies estudadas os 

valores de hematócrito e da concentração de hemoglobina obtidos remetem as mesmas a 

uma categoria de peixes de baixa atividade metabólica (Perez et al., 1986; Wilhelm Filho et 

al., 1992a) que, de fato, reflete as características ecofisiológicas das duas espécies . 

 Alterações hematológicas em peixes submetidos à hiperóxia são pouco conhecidas. 

Jewett et al. (1991) observaram diminuições significativas do hematócrito e da concentração 
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de hemoglobina em exemplares de Oncorhynchus mykiss mantidos em condições 

hiperóxicas durante 9 semanas. Os autores atribuíram esta variação aos processos 

hematopoéticos envolvendo o sequestro e armazenamento de parte das células vermelhas 

circulantes no baço destes animais, em função do excesso de oxigênio existente no meio. A 

diminuição do conteúdo de hemoglobina observada em A. ocellatus coincide com aqueles 

resultados, pois eritrócitos que apresentam alterações em suas propriedades da membrana e 

níveis elevados de hemoglobina oxidada são mais facilmente sequestrados pela 

microcirculação do respectivo órgão hematopoético (Kellog & Fridovich, 1977; Weiss, 

1980). Nesta condição, A. ocellatus apresentou altos níveis de metahemoglobina em seu 

sangue, com alguns exemplares revelando valores acima de 80%. É provável que parte dos 

eritrócitos providos de elevadas proporções de metahemoglobina tenha sido sequestrada pelo 

órgão hematopoético, sendo subtituída por células jovens, cuja síntese de hemoglobina 

estaria sendo diminuída em função da demasiada oferta de oxigênio na água, resultando, 

dessa forma, em um decréscimo no conteúdo total da hemoglobina sanguínea, sem uma 

diminuição paralela do hematócrito.  

 Para C. macropomum aclimatado em hiperóxia, a elevação do conteúdo de 

hemoglobina, bem como do hematócrito, poderia ser uma forma de compensar as 

deficiências no processo de trocas gasosas (desacoplamento entre a tomada de O2 e a 

eliminação do CO2) no epitélio branquial, ocasionadas por uma provável situação de acidose 

respiratória. Apesar deste aspecto não ter sido avaliado no presente estudo, é conhecido em 

diversas espécies de peixes que a exposição à hiperóxia resulta em uma situação de acidose 

respiratória (Wood & Jackson, 1980; Wilker et al., 1981; Wood, 1991), cuja causa primária 

parece consistir na diminuição progressiva da frequência ventilatória (Dejours, et al., 1977; 

Bridges et al., 1984; Berschick et al., 1987; Bridges, 1993), em função do excesso de 

oxigênio existente no meio. No ambiente amazônico, situações de hiperóxia são também 

frequentes. Especialmente durante os ciclos diários (nos intervalos de maior incidência 

luminosa) os organismos aquáticos, incluindo diversas espécies de peixes e, entre estas, o 

tambaqui e o acará-açu, podem estar sujeitos a situações de supersaturação de O2 nos lagos 
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de várzea e igapós. Situações de supersaturação de O2 já foram evidenciadas na região em 

diversas épocas do ano (Schmidt, 1973; Collart-Odinetz & Moreira, 1987; Hamilton & 

Lewis, 1987; Rodrigues, 1994; Darwich & Robertson, dados não publicados), onde a 

saturação de O2 atingiu níveis de até 250%, como resultado da atividade fotossintética 

fitoplanctônica.  

 Além disso, os peixes possuem outros mecanismos adaptativos importantes na 

manutenção da homeostase nos processos de tomada e de liberação do oxigênio para os 

tecidos (Wilhelm Filho et al., 1992a; Val, 1993; Val & Almeida-Val, 1995; Val et al., 1984; 

1994; 1995; Weber, 1996). No caso de C. macropomum submetido à hiperóxia, uma 

avaliação paralela da concentração dos fostatos orgânicos intraeritrocitrários presentes no 

sangue destes animais revelou uma diminuição significativa da quantidade dos nucleotídeos 

trifosfatados (ATP e GTP), bem como da relação destes compostos com a concentração de 

hemoglobina circulante (razão NTP/Hb) (Marcon & Val, 1996). Como moduladores 

alostéricos negativos, diminuições na concentração destes compostos no interior do 

eritrócito podem favorecer o aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio (Perutz, 

1970), reforçando a idéia da necessidade de um aumento da capacidade de transporte de 

oxigênio do sangue nesta condição. 

 Por outro lado, o aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio na região dos 

tecidos poderia limitar a liberação do oxigênio nestes locais, constituindo-se num 

mecanismo secundário de proteção das células contra a formação de espécies ativas do 

oxigênio durante o estabelecimento de uma situação hiperóxica. Contudo, estudos 

complementares envolvendo o efeito temporal poderão esclarecer se a redução dos fosfatos 

intraeritrocitários em situações de hiperóxia ambiental constitui-se numa resposta fisiológica 

adaptativa, ou se a mesma é decorrente de uma redução na síntese dos mesmos em função 

do tempo de aclimatação aqui empregado.  

 As inferências mencionadas acima parecem adequar-se à espécie C. macropomum e 

contrastam com os resultados observados em A. ocellatus. As distintas respostas fisiológicas 

manifestadas por ambas as espécies vem coadunar-se aos diferentes estilos de vida que estas 
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espécies apresentam para enfrentarem situações adversas com relação à disponibilidade de 

oxigênio em seus respectivos habitats.  

 No caso de espécies de peixes expostas à hipóxia, normalmente se observa um 

aumento do hematócrito e da concentração de hemoglobina, no sentido de manter a 

capacidade de transporte do sangue em função do déficit de oxigênio existente no meio 

(Soivio et al., 1980; Val et al., 1986; 1990; Val, 1993; Jensen et al., 1993). Estudos 

realizados em diversas espécies de peixes amazônicos têm demonstrado que o hematócrito e 

a concentração de hemoglobina tendem a se elevar à medida que a disponibilidade do 

oxigênio diminui em seu ambiente natural, mesmo em espécies dotadas de respiração aérea 

facultativa (Saint-Paul, 1984b; Monteiro et al., 1987; Val & Almeida-Val, 1995). 

 No presente estudo nenhuma alteração significativa desses parâmetros foi constatada 

nas duas espécies aclimatadas à hipóxia, quando comparadas com seus respectivos grupos 

controles. Como o sangue apresenta respostas imediatas relativamente às oscilações da 

oferta de oxigênio (Murad et al., 1990; Val et al., 1992), uma das causas da ausência de 

variação poderia residir no tempo relativamente longo de exposição (15 dias) em que estes 

animais estiveram submetidos à hipóxia. É provável que estes parâmetros tenham sido 

alterados nas primeiras horas e dias do período experimental e, posteriormente, retornado 

compensatoriamente aos valores normais. Esse tipo de resposta foi também observado em 

Carassius auratus exposto à hipóxia, onde as alterações no hematócrito e na concentração 

de hemoglobina foram evidentes apenas nas primeiras horas do período experimental (8 

dias), retornando posteriomente aos valores iniciais (Murad et al., 1990). A exposição à 

hipóxia por períodos relativamente longos também pode resultar em uma ativação do 

processo de formação de células jovens em peixes (Härdig et al., 1978). Contudo, esta 

estratégia não foi observada em nenhuma das espécies estudadas como forma de 

incrementar a capacidade de transporte de oxigênio no sangue, já que os parâmetros 

hematológicos permaneceram inalterados nesta condição. 

  Além disso, o transporte de oxigênio poderia estar sendo ajustado ao nível dos 

eritrócitos. A intensidade moderada de hipóxia na qual os exemplares de C. macropomum 
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foram aclimatados (Corrêa & Rantin, 1994) poderia ser compensada através da modulação 

da afinidade das hemoglobinas pelo oxigênio. A presença de menores concentrações de 

fosfatos orgânicos intraeritrocitários e do decréscimo na razão NTP/Hb nos animais 

aclimatados à hipóxia, quando comparados com aqueles do grupo controle (Marcon & Val, 

1996), sugere um incremento na capacidade de captação do oxigênio na região do epitélio 

branquial que poderia resultar em um aumento da capacidade de transporte deste gás no 

sangue, de maneira análoga ao observado nos exemplares de C. macropomum expostos à 

hiperóxia. Estes resultados vem confirmar uma tendência comum em diversas espécies de 

peixes, onde os níveis dos fosfatos orgânicos intraeritrocitários são diminuídos 

adaptativamente em situações de baixa disponibilidade de oxigênio no ambiente (Weber & 

Lykkeboe, 1978; revisto por Weber & Jensen, 1988 e Jensen et al., 1993; Val et al., 1995). 

Ademais, os fosfatos orgânicos intraeritrocitários tem revelado uma vinculação com as 

variações sazonais (Andersen et al., 1985; Wilhelm Filho et al., em preparação) e diárias 

(Val et al., 1992) da disponibilidade do oxigênio no ambiente aquático.  

 Outro aspecto importante a ser considerado consiste na diminuição do metabolismo 

energético destes animais quando aclimatados em condições hipóxicas. A redução de 47% 

verificada no consumo de oxigênio do fígado de C. macropomum poderia refletir uma 

diminuição geral do metabolismo, atenuando, desta forma, os requerimentos de oxigênio 

para a manutenção das funções vitais, sem a necessidade de um aumento nos parâmetros 

hematológicos. Em determinadas situações, o aumento destes parâmetros (hematócrito e/ou 

concentração de hemoglobina) não seria uma estratégia eficiente no sentido de compensar o 

déficit de oxigênio do meio, em função do aumento da viscosidade do sangue, que resultaria 

no aumento do trabalho cardíaco e, consequentemente, num elevado custo energético. Este 

aspecto torna-se relevante no caso dos peixes amazônicos, os quais habitam águas 

tipicamente hipóxicas e com elevadas temperaturas (25-42
o
C). 

 No caso de A. ocellatus, nem mesmo a utilização de uma situação de hipóxia mais 

profunda (29 mmHg) resultou em respostas compensatórias do hematócrito e da 

concentração de hemoglobina. Ao contrário do tambaqui, o acará-açu não revelou diferenças 
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no conteúdo de ATP e GTP e na razão NTP/Hb, mas diminuiu seu metabolismo em cerca de 

23%, demonstrando, nesse último aspecto, um comportamento semelhante ao observado em 

C. macropomum. As respostas compensatórias adotadas por A. ocellatus provavelmente 

incluem outras que não os ajustes do hematócrito e da concentração de hemoglobina e a 

regulação intraeritrocitária da afinidade das hemoglobinas com o oxigênio pela ação dos 

fosfatos orgânicos. Os resultados obtidos para as duas espécies analisadas contrastam com 

aqueles registrados por Soivio et al. (1980), que demonstraram um aumento da concentração 

de hemoglobina em exemplares de O. mykiss expostos à hipóxia por 12 dias consecutivos. A 

regulação da concentração de hemoglobina em resposta à hipóxia é variada entre as diversas 

espécies de peixes, sendo importante em espécies ativas como a truta e a enguia e 

praticamente insignificante em espécies pouco ativas, como a carpa e o linguado (Weber & 

Jensen, 1988). Provavelmente a estratégia de espécies de baixa atividade, como as aqui 

estudadas e a carpa, seja oposta àquela utilizada por espécies ativas, como a truta. 

 

 

1.2. Metahemoglobina 

 

 Os níveis de metahemoglobina observados nas duas espécies analisadas estão dentro 

do intervalo registrado na literatura para outras espécies de peixes. De modo geral, estes 

níveis são consideravelmente elevados, quando comparados com os mamíferos. Enquanto 

neste último grupo os valores de meta-Hb raramente excedem 1-2% (Board et al., 1977; 

Halliwell & Gutteridge, 1989), nos peixes têm se observado uma ampla variação 

interespecífica (Graham & Fletcher, 1986; Wilhelm Filho & Marcon, 1996) com conteúdos 

de meta-Hb variando de 3 a 27%, tanto em espécies marinhas como naquelas de água doce 

(Cameron, 1971; Graham & Fletcher, 1986; Bartlett et al., 1987; Brauner et al., 1993; 

Wilhelm Filho & Marcon, 1996). Níveis igualmente elevados foram também documentados 

nos eritrócitos nucleados de alguns representantes reptilianos (Board et al., 1977).  
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 A dependência dos níveis de oxigênio no processo de autoxidação espontânea da 

hemoglobina e da mioglobina são bastante conhecidos. Durante a autoxidação destas 

hemoproteínas ocorre a conversão da forma fisiologicamente funcional para a forma oxidada 

(meta-Hb e metamioglobina) e a concomitante formação do radical superóxido. Esse 

fenômeno pode ocorrer em condições fisiológicas normais (Satoh & Shikama, 1981; Levy et 

al., 1988; Halliwell & Gutteridge, 1989), podendo ser intensificado em situações de hipóxia 

(Wallace, et al., 1982; Rifkind et al., 1991; 1993), bem como de hiperóxia (Jones, 1985; este 

estudo). A constatação de uma correlação positiva entre o conteúdo de hemoglobina e os 

níveis endógenos de TBARS pode ser um indicativo de que a oxidação destas 

hemoproteínas tem uma importante contribuição na produção de espécies ativas do oxigênio 

no eritrócito. Giulivi et al. (1993) calcularam a produção de H2O2 (3,9±0,6 nmoles/h/gHb), 

bem como a taxa de formação de meta-Hb (3,45 M/h) em eritrócitos intactos de boi e 

constataram que a principal fonte de H2O2 provém da autoxidação da Hb e da consequente 

formação e dismutação do radical superóxido. Para peixes submetidos à hiperóxia, a taxa de 

oxidação da hemoglobina poderia ser também aumentada pela elevação da pO2 arterial e 

venosa (Bridges et al., 1984). Cerca de 3% da hemoglobina presente em eritrócitos humanos 

são espontaneamente oxidados todos os dias, fazendo com que estas células fiquem expostas 

a um fluxo contínuo de O2
.-
 (Halliwell & Gutteridge, 1989). As elevadas concentrações de 

meta-Hb verificadas nos peixes, quando comparadas com os vertebrados superiores, 

poderiam ser decorrentes das grandes flutuações ambientais que estes organismos enfrentam 

em relação à oferta de oxigênio. A grande variedade de hemoglobinas múltiplas e com 

distintas propriedades funcionais encontrada entre os peixes tem sido interpretada, a despeito 

da polêmica que envolve o tema, como um mecanismo adaptativo destas hemoproteínas em 

relação aos distintos e variados ambientes habitados por estes organismos (Val et al., 1987; 

Di Prisco & Tamburrini, 1992). Um aspecto importante, provavelmente ligado aos 

argumentos levantados acima, é o fato de que as hemoglobinas de peixes são mais 

susceptíveis aos processos de oxidação do que as hemoglobinas de mamíferos (Wilson & 

Knowles, 1987; Alayash et al., 1993), provavelmente, em função da presença de uma baixa 

cooperatividade e, consequentemente, mais instáveis. Além disso, a taxa de oxidação 
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demonstrou ser sensível à temperatura em espécies de peixes ecologicamente distintas 

(Wilson & Knowles, 1987) e mais intensa em hemoglobinas com baixa afinidade pelo 

oxigênio (Alayash et al., 1993). Estes aspectos poderiam contribuir para a elevação do 

conteúdo de meta-Hb observada nas duas espécies aclimatadas à hiperóxia e em C. 

macropomum submetido à hipóxia. 

 Por outro lado, as diferenças observadas no conteúdo de meta-Hb nas duas espécies 

aclimatadas à hiperóxia poderiam ser resultantes de distintas propriedades estruturais das 

moléculas de hemoglobina destes animais, ou ainda, de uma eficiência diferenciada do 

sistema enzimático responsável pela redução da meta-Hb para a forma funcional no interior 

dos eritrócitos, realizada através da metahemoglobina redutase (Agar & Harley, 1972; Board 

et al., 1977; Bethlenfalvay et al., 1982; Huey & Beitinger, 1982; Freeman et al., 1983). 

 A dependência quase linear da formação do radical superóxido em relação à 

disponibilidade do oxigênio no meio (Boveris et al., 1977; Chance et al., 1979) levou muitos 

autores a inferir que a produção deste e outros intermediários da redução do oxigênio fosse 

diminuída em situações de hipóxia. Entretanto, evidências obtidas em diversos tecidos 

expostos à hipóxia parecem indicar que a geração de espécies ativas do oxigênio pode ser 

facilitada nesta condição, seja através de um aumento da capacidade redutora da célula, 

intensificada por diversas reações envolvidas no ciclo redox (Jones, 1985), seja pela 

estimulação da produção de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (Yoshikawa et al., 

1982). Um aumento na formação de O2
.-
 durante a hipóxia foi também sugerido pelos 

estudos de Kramer & Pearlstein (1983), que observaram um desacoplamento entre a 

produção de ATP e o consumo do oxigênio mitocondrial, provavelmente resultante de um 

incremento do fluxo de elétrons do sistema citocrômico bc1 diretamente para o oxigênio 

molecular. Além disso, a molécula de hemoglobina tem seu processo de autoxidação 

acelerado em situações de baixa tensão de oxigênio, resultando na formação de meta-Hb e 

na liberação do radical superóxido (Wallace et al., 1982; Rifkind et al., 1991; 1993). Esse 

fenômeno poderia explicar o aumento significativo no conteúdo de meta-Hb observado nos 

eritrócitos de C. macropomum aclimatado à hipóxia. O estabelecimento de uma situação de 
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estresse hipóxico nos eritrócitos de algumas espécies de peixes amazônicos poderia ocorrer 

em função da baixa disponibilidade do oxigênio ambiental, comumente observada nas águas 

da região (Kramer et al., 1978; Fink & Fink, 1979; Val & Almeida-Val, 1995). 

 Por outro lado, a não-formação de meta-Hb observada no sangue dos exemplares de 

A. ocellatus submetidos à baixas tensões de O2, poderia ser atribuída às características 

ecofisiológicas distintas desta espécie, a qual apresenta uma elevada resistência à hipóxia 

(Sawaya, 1946; Soares, 1993), e até à anóxia (Soares, 1993). Os ciclídeos, como grupo, 

destacam-se pela elevada resistência à hipóxia (Verheyen et al., 1994). Entre os diversos 

exemplos podem ser mencionadas as hemoglobinas intrinsicamente dotadas de uma alta 

afinidade pelo oxigênio (Wilhelm Filho & Weber, 1983), os ajustes bioquímicos finos na 

regulação gênica para enfrentar períodos prolongados de hipóxia de Cichlasoma 

amazonarum (Almeida-Val et al., 1995), e o sangue totalmente destituído de hemoglobina 

de uma espécie da América Central (Cichlasoma cianogutatum; Lowe-Mccownell, 1975). 

Estudos recentes realizados em nosso laboratório estariam confirmando a elevada 

capacidade anaeróbica de A. ocellatus (dados não mostrados). 

 

 

2. Consumo tecidual de oxigênio 

 

 Os níveis de consumo de oxigênio verificados no fígado das duas espécies analisadas 

foram muito próximos ao intervalo registrado em diferentes tecidos de algumas espécies de 

peixes marinhos (0,1-0,4 moles/min/g tecido; Wilhelm Filho, 1994), bem como no fígado 

de uma espécie de teleósteo de água doce (Vijayalakshmi, 1980). Valores semelhantes 

foram também encontrados no fígado de Astronotus crassipinis aclimatados às condições de 

normóxia e hiperóxia (J.L. Marcon, dados não mostrados). Comparativamente à A. 

ocellatus, a última espécie revelou um comportamento distinto, apresentando uma taxa de 

consumo superior em normóxia e, apesar de não significativa, uma tendência de aumento do 

consumo no fígado dos animais aclimatados à hiperóxia. As diferenças observadas entre as 
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duas espécies, somado ao fato de que espécies ecologicamente distintas, como C. 

macropomum e A. ocellatus, compartilham a mesma tendência de redução do metabolismo 

de oxigênio do fígado nas situações de hipóxia e hiperóxia, sugerem que as respostas 

fisiológicas manifestadas por estas espécies envolvam características espécie-específicas.  

 O consumo de oxigênio tecidual observado nas espécies de peixes aqui estudadas foi 

cerca de 5 a 10 vezes mais baixos que os encontrados em mamíferos e compatíveis com as 

diferenças básicas conhecidas entre as taxas metabólicas de espécies endotermas e 

pecilotermas (Benett, 1978). 

 A constatação de uma diminuição na atividade metabólica tecidual do fígado durante 

a aclimatação à hipóxia e, especialmente à hiperóxia, foi um aspecto interessante, pois 

demonstrou que, tanto o tambaqui como o acará-açu, utilizaram-se de mecanismos 

fisiológicos semelhantes para responderem às distintas situações de oxigenação que 

envolvem as duas condições experimentais. Na condição hipóxica, a diminuição na taxa de 

consumo do oxigênio pode ser uma resposta fisiológica vantajosa, pois atenua a relação 

demanda/oferta do oxigênio nos tecidos, sendo uma característica comumente adotada por 

diversas espécies de peixes (Bennett, 1978). Esta resposta, por outro lado, pode ser 

igualmente vantajosa em hiperóxia. A diminuição na tomada de oxigênio nesta condição 

poderia consistir em um importante fator para a manutenção da homeostase interna, 

permitindo que o animal ajuste a demanda de oxigênio em níveis similares aos verificados 

em uma condição normóxica, mesmo quando a quantidade de oxigênio no meio encontra-se 

em concentrações acima dos níveis de saturação. Este aspecto poderia explicar, em parte, o 

fato do consumo de oxigênio organismal não ser alterado substancialmente em algumas 

espécies de peixes marinhos, quando aclimatados experimentalmente à hiperóxia (Dejours, 

et al., 1977; Berschick et al., 1987) e em peixes intertidais investigados em seu ambiente 

natural (revisto por Bridges, 1993).  

 O fato de que não se registraram aumentos do hematócrito e da concentração de 

hemoglobina durante a aclimatação à hipóxia nas duas espécies estudadas vem confirmar os 
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resultados relativos ao consumo tecidual de oxigênio, adequando aparentemente ambas as 

respostas frente às variações da pO2 ambiental. 

 

 

3. Proteções Antioxidantes 

 

3.1. Superóxido dismutase 

 

 Na aclimatação à normóxia, o tambaqui e o acará-açu revelaram concentrações da 

SOD no sangue (1,81±0,22 e 3,05±037 nmoles/ml, respectivamente) e no fígado (2,46±0,33 

e 3,83±0,38 nmoles/g, respectivamente) semelhantes às verificadas em outras espécies de 

peixes amazônicos recentemente analisados (Wilhelm Filho & Marcon, 1996), mas cerca de 

4 vezes inferiores ao observado em peixes marinhos (Wilhelm Filho et al., 1993) e de 2 

vezes em relação a alguns representantes de peixes cartilaginosos (Wilhelm Filho & 

Boveris, 1993). Estas diferenças encontradas entre os peixes amazônicos e os teleósteos 

marinhos refletem uma íntima relação com as características físico-químicas dos distintos 

ecossistemas (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). Nas águas interiores, notadamente as águas 

ácidas da bacia Amazônica (Furch et al., 1982; Sioli, 1984), a formação do H2O2 pode ser 

facilitada em função dos baixos pH, que oscilam em torno do pKa (4,8) da reação de 

segunda ordem responsável pela formação do H2O2 (Allen & Bielski, 1982) e, ainda, por 

processos fotoquímicos, onde os níveis de H2O2 podem atingir concentrações de M 

(Cooper & Zika, 1983). No ambiente marinho, por outro lado, a produção do radical 

superóxido é favorecida em função da alcalinidade das águas oceânicas, resultando no 

estabelecimento de concentrações mais elevadas deste radical em relação ao H2O2 (Petasne 

& Zika, 1987; Zafiriou, 1987). 

 A espécie A. ocellatus, por suas características ecológicas peculiares, apresenta uma 

atividade metabólica relativamente menor do que C. macropomum. Entretanto, durante a 

aclimatação à normóxia, as concentrações da SOD verificadas nos dois tecidos examinados 
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do acará-açu foram superiores aos níveis desta enzima observados nos mesmos tecidos de C. 

macropomum. Esse aspecto reforça a idéia de que, pelo menos para o caso das espécies 

amazônicas, a atividade metabólica aparentemente não é o principal fator determinante no 

estabelecimento das concentrações da SOD nos seus respectivos tecidos (Wilhelm Filho & 

Marcon, 1996). Como mencionado acima, neste último grupo, a avaliação das concentrações 

da SOD em espécies ecologicamente distintas parece indicar que os níveis enzimáticos da 

SOD estão mais relacionados às características físico-químicas do ambiente que os peixes 

ocupam, do que aos seus respectivos níveis de atividade (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). 

Esta hipótese parece adequar-se também às duas espécies estudadas no presente trabalho, 

bem como a alguns representantes de anfíbios experimentalmente submetidos à hiperóxia, 

onde as respostas manifestadas pela SOD não se correlacionaram com os níveis de atividade 

das duas espécies estudadas (Barja de Quiroga & Gutierrez, 1984).  

 Por outro lado, em organismos filogeneticamente distintos, observou-se um 

paralelismo entre as concentrações da SOD e a atividade metabólica (Barthelemy et al., 

1981; Cutler, 1984; Shick & Dykens, 1985), onde animais detentores de maiores taxas 

metabólicas parecem ser mais suceptíveis à toxicidade do oxigênio, exibindo, 

concomitantemente, concentrações mais elevadas da enzima. Esta mesma tendência foi 

também observada em diversas espécies de peixes teleósteos marinhos (Wilhelm Filho et al., 

1993) e elasmobrânquios (Wilhelm Filho & Boveris, 1993). 

 Estes resultados servem para mostrar a necessária cautela quanto a generalizações em 

termos de inferências realizadas neste sentido, pois as respostas de organismos de diferentes 

hábitos e habitats, como as comparações entre organismos endotermos e pecilotermos, 

podem ser muito distintas quanto à sua natureza. 

 Os acentuados acréscimos observados nas concentrações da SOD no fígado e no 

sangue dos exemplares de C. macropomum submetidos à hiperóxia, vem confirmar uma 

tendência generalizada desta enzima em aumentar suas concentrações nesta situação 

particular de estresse oxidativo. A indução da enzima promovida em hiperóxia pode ser 

interpretada como uma resposta adaptativa da SOD, no sentido de compensar o aumento da 
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produção do radical superóxido nos seus sítios de formação. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Radi et al. (1988), na qual também foram observados aumentos significativos na 

atividade da SOD no fígado de Cyprinus carpio submetido à hiperóxia por 17 horas 

consecutivas, os quais foram acompanhados por alterações na composição lipídica das 

membranas e elevações no processo de peroxidação lipídica (aumento dos níveis de 

TBARS). Nesse sentido, a SOD poderia ter um papel compensatório na proteção das células 

deste tecido durante a aclimatação à hiperóxia. Esta resposta adaptativa foi também 

verificada em duas espécies de anfíbios (Barja de Quiroga & Gutierrez, 1984), e igualmente 

em diversos organismos invertebrados marinhos relacionados simbioticamente com algas, 

onde a atividade da SOD foi linearmente influenciada pelo potencial fotossintético de 

produção do oxigênio (Dykens & Shick, 1984; Shick & Dykens, 1985). 

 Dessa forma, a avaliação da capacidade de produção de espécies ativas do oxigênio 

em situações de hiperóxia sugere que concentrações excessivas de oxigênio no nível tissular 

aumentam consideravelmente a velocidade de formação destes intermediários reativos no 

ambiente celular. Aumentos na produção de espécies ativas do oxigênio, particularmente do 

H2O2 e do O2
.-
, em situações de hiperóxia foram observados in vivo em eritrócitos de ratos 

deficientes em vitamina E (Johnson et al., 1972) e igualmente em diversos experimentos 

realizados in vitro com mitocôndrias isoladas e tecidos de diferentes órgãos de rato e de 

porco (Dryer et al., 1980; Freeman & Crapo, 1981; Turrens et al., 1982ab). Estes estudos 

demonstraram claramente que a exposição à hiperóxia em diferentes tecidos e células resulta 

em um aumento das concentrações basais das espécies ativas do oxigênio, estando de acordo 

com os resultados obtidos no tambaqui. A idéia da ocorrência de uma potencialização na 

produção dos intermediários reativos do oxigênio em animais aclimatados à hiperóxia pode 

ser confirmada através da razão entre os três componentes principais do sistema antioxidante 

enzimático. No fígado do tambaqui submetido à hiperóxia, a razão entre os conteúdos da 

SOD, que utiliza o O2
.-
 em suas reações, e da CAT mais os da GPx, que metabolizam o 

peróxido de hidrogênio (SOD/CAT+GPx  20), foi elevada em cerca de 7 vezes 

relativamente à normóxia (SOD/CAT+GPx  3), indicando que uma quantidade subtancial 
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de H2O2 tenha sido formado no fígado desta espécie a partir da ação catalítica da SOD 

durante a aclimatação à hiperóxia.  

 Por outro lado, os resultados obtidos para este tecido no acará-açu contrastaram com 

os observados no tambaqui. Ainda que este ciclídeo tenha sido submetido a uma situação 

mais severa de hiperóxia, nenhuma resposta compensatória foi manifestada por esta enzima, 

quando comparada com os animais controles. Além disso, a razão entre a produção de H2O2 

e a metabolização deste composto, determinada no fígado dos animais hiperóxicos 

(SOD/CAT+GPx  3,5), não variou em relação ao grupo controle (SOD/CAT+GPx  3,4), 

em oposição ao verificado no tambaqui. Uma possibilidade seria a diminuição do 

metabolismo oxidativo tecidual observado nos animais aclimatados à hiperóxia. O 

decréscimo de 32% na atividade metabólica do fígado do acará-açu poderia atenuar o 

processo de formação das espécies ativas do oxigênio, sem a necessidade de um incremento 

na concentração da SOD. Além disso, a presença de uma concentração de SOD cerca de 1,5 

vezes maior no acará-açu, do que a verificada em C. macropomum na condição normóxica, 

poderia conferir, a priori, uma maior proteção para o ciclídeo. O emprego da via anaeróbica, 

dispositivo comum em peixes (Livingstone, 1983; 1991) e especialmente em espécies 

tolerantes à hipóxia (Verheyen et al., 1994), deve ter uma participação importante neste 

sentido. Desta forma, juntamente com a diminuição do metabolismo oxidativo e o aumento 

do nível enzimático, o organismo estaria abolindo consideravelmente a utilização do 

oxigênio, evitando a formação acentuada das espécies ativas do oxigênio. A manutenção dos 

parâmetros hematológicos de A. ocellatus em hiperóxia relativamente à normóxia, é outro 

indicativo de uma diminuição do consumo de oxigênio nestas condições. Observações 

comportamentais realizadas nestes animais ao longo da aclimatação sugerem esta 

possibilidade, pois os peixes permaneciam inativos por longos períodos no fundo do tanque 

experimental. Comportamento semelhante foi também verificado em exemplares de A. 

crassipinis previamente aclimatados em hiperóxia, onde também não foi observada 

nenhuma alteração na concentração da SOD (J.L. Marcon, dados não mostrados). Apesar de 

alguns autores demonstrarem que a exposição à hiperóxia não altera o consumo de oxigênio 



 

 

 

77 

  

em algumas espécies de peixes marinhos, incluindo alguns habitantes de regiões intertidais 

(Dejours et al., 1977; Wilkes et al., 1981; Berschick et al., 1987), nos peixes amazônicos 

parece ocorrer diminuições na atividade metabólica. As espécies de peixes amazônicos 

provavelmente não estão adaptadas a situações tão intensas de hiperóxia, como ocorre com 

as espécies marinhas intertidais, as quais enfrentam regularmente oscilações marcantes da 

pO2, desde níveis hipóxicos até situações de elevada hiperóxia durante um mesmo dia 

(revisto por Bridges, 1993). 

 A resposta de incremento (382%) da SOD verificada no sangue do tambaqui poderia 

ser análoga à verificada no fígado desta mesma espécie. Jones (1985) mencionou que 

diversas enzimas geradoras de O2
.-
 e H2O2 têm suas atividades aumentadas in vivo em 

condições hiperóxicas, e que, no caso do sangue, o processo de autoxidação da hemoglobina 

é intensamente aumentado, potencializando ainda mais a formação das espécies ativas do 

oxigênio neste tecido. A produção de meta-Hb foi elevada significativamente no sangue do 

tambaqui e do acará-açu submetidos à hiperóxia. Nesse caso a SOD estaria respondendo ao 

aumento da taxa de formação do radical superóxido originado durante a autoxidação da 

hemoglobina, bem como de outras reações oxidativas intracelulares, principalmente a 

respiração celular, favorecidas pelas elevadas pO2 existentes nos vasos sanguíneos e 

exacerbadas em situações de hiperóxia. Novamente para A. ocellatus a resposta apresentada 

pela SOD foi oposta à observada em C. macropomum. A constatação de uma diminuição 

(55%) do conteúdo da SOD no sangue, independentemente do elevado grau de formação de 

meta-Hb verificado nesta condição, vem reforçar a idéia de uma diminuição geral do 

metabolismo oxidativo eventualmente associada a uma ativação anaeróbica, uma 

característica também observada em outro ciclídeo, A. crassipinis (J.L. Marcon, dados não 

mostrados). A contribuição da meta-Hb na formação do ânion superóxido poderia estar 

sendo atenuada pelos níveis mais elevados da SOD (1,7 vezes) apresentados por A. ocellatus 

em relação ao tambaqui. É interessante observar que as respostas enzimáticas da SOD e da 

CAT à hiperóxia obtidas para o fígado do tambaqui, diferiram das encontradas nos dois 

ciclídeos, sugerindo diferenças bioquímicas entre estes dois grupos. 
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 A exposição à hipóxia resultou no estabelecimento de respostas diferenciadas nas 

duas espécies analisadas. O aumento da concentração da SOD observado no fígado do 

tambaqui durante a exposição à hipóxia poderia ser interpretado de duas maneiras: i) a SOD 

poderia ter sua síntese aumentada durante a aclimatação à hipóxia, como forma de 

preparação a uma posterior reoxigenação, quando a concentração normal de oxigênio fosse 

novamente restituída. Este tipo de resposta foi encontrada principalmente em animais que 

possuem hábitos de estivação (Hermes-Lima & Storey, 1995), hibernação (Buzádzic et al., 

1990) e tolerância ao congelamento (Hermes-Lima & Storey, 1993), bem como em 

morcegos em estado de torpor (D. Wilhelm Filho, comunicação pessoal); ii) por outro lado, 

de forma semelhante ao observado em hiperóxia, a SOD poderia estar respondendo a um 

aumento na formação das espécies ativas do oxigênio. Determinadas situações de hipóxia 

podem promover um aumento nas concentrações das espécies ativas do oxigênio (Wallace et 

al., 1982; Rifkind et al., 1991;1993). A redução de 47% na atividade metabólica tecidual 

observada no fígado do tambaqui, associada à diminuição da pO2 ambiental poderia resultar 

em um decréscimo da oferta de oxigênio para os tecidos. A diminuição na pO2 tissular 

favorece o processo de redução univalente de espécies reativas, tanto na cadeia 

transportadora de elétrons, como em diversas reações redox catalizadas por enzimas (Jones, 

1985; DeGroot & Littauer, 1989). Os resultados obtidos para o conteúdo da SOD no fígado 

de C. macropomum corroboraram os aumentos observados na atividade da SOD no mesmo 

tecido de exemplares de Cyprinus carpio submetidos à hipóxia (Vig & Nemcsok, 1989). 

Nesse sentido, a elevação da concentrção da SOD no fígado do tambaqui parece estar mais 

relacionada a um incremento da produção do radical superóxido neste tecido. A razão entre 

os conteúdos da SOD e os das enzimas detoxificadoras do peróxido de hidrogênio 

(SOD/CAT+GPx 7) revelou um valor cerca de 2,6 vezes superior ao observado na 

condição controle, indicando que o aumento da taxa de produção do O2
.-
 pode ter sido 

suficiente para promover a indução na síntese da SOD, aumentando, desta forma, o 

conteúdo da enzima no fígado.  
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 No caso do sangue, a intensidade apenas moderada de hipóxia aplicada aos 

exemplares de tambaqui (Corrêa & Rantin, 1994), somada à presença de concentrações 

relativamente elevadas de GSH, poderia ser responsável pela manutenção das concentrações 

da SOD próximo à condição de normóxia. Para A. ocellatus, a não alteração do conteúdo da 

SOD nos dois tecidos analisados em hipóxia seria, novamente, o reflexo das características 

ecológicas desta espécie, através de uma notável tolerância à hipóxia. A elevada tolerância à 

hipóxia apresentada por A. ocellatus é compartilhada pelo seu relativo A. crassipinis, e 

condizente com as similaridades observadadas em relação às características dos respectivos 

hábitos e habitats em que estas espécies são encontradas no ambiente natural. 

 Apesar de existirem outras fontes subcelulares específicas de produção do H2O2 

(Chance et al., 1979; Freeman & Crapo, 1982), o aumento da concentração deste 

intermediário reativo nos animais aqui estudados deveu-se primordialmente ao papel 

catalítico da SOD. Esta explicação pode ser sustentada pela forte correlação observada entre 

a SOD e a CAT no fígado dos indivíduos de C. macropomum aclimatados à hiperóxia, no 

sangue dos exemplares de A. ocellatus expostos à hipóxia e à hiperóxia, bem como em A. 

crassipinis aclimatado à hiperóxia (dados não mostrados). O fato desta correlação ter sido 

observada em diferentes tecidos expostos a distintas tensões de oxigênio, viria confirmar a 

existência de uma interdependência funcional entre os dois sistemas enzimáticos, uma 

característica já verificada em mamíferos (Halliwell & Gutteridge, 1989; Cutler, 1984; 

Godin & Garnett, 1992ab) e em alguns representantes de peixes teleósteos (r=0,67; Wilhelm 

Filho et al., 1993) e elasmobrânquios marinhos (r=0,97; Wilhelm Filho & Boveris, 1993). 

Este aspecto decorre da ação complementar que a CAT realiza no processo de detoxificação 

do H2O2, originado principalmente a partir da dismutação do O2
.-
 (McCord & Fridovich, 

1969). A associação funcional entre estes dois sistemas enzimáticos demonstra o potencial 

deletério que as espécies ativas do oxigênio representam para o ambiente celular e a 

importância do sistema de defesas antioxidantes nesse processo. 

 As correlações verificadas entre os conteúdos da SOD e o consumo tecidual de 

oxigênio no fígado de C. macropomum aclimatado à normóxia e no fígado de A. ocellatus 
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exposto à hiperóxia, sugerem ser esta enzima o componente do sistema de defesas 

antioxidantes que melhor reflete a dependência do oxigênio na formação do radical 

superóxido (Boveris et al., 1977; Maral et al., 1977; Witas et al., 1984; Wilhelm Filho et al., 

1993) e, consequentemente, no estabelecimento de estresse oxidativo em função da 

oscilação na disponibilidade do oxigênio ambiental. Esta relação foi encontrada também em 

outras espécies de peixes marinhos (Wilhelm Filho, 1994) e de água doce, como verificado 

nos exemplares de A. crassipinis submetidos à hiperóxia (r=0,94; J.L. Marcon, dados não 

publicados).  

 

 

.3.2. Catalase 

 

 As concentrações da catalase avaliadas no fígado de C. macropomum aclimatado à 

normóxia estão condizentes com o intervalo verificado para diversas espécies amazônicas e 

cerca de 1,5 a 2,0 vezes superiores ao observado recentemente em indivíduos da mesma 

espécie coletados no ambiente natural (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). Para A.ocellatus, os 

conteúdos desta enzima estão bem próximos aos registrados em um exemplar de A. 

crassipinis analisado recentemente (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). Os conteúdos da 

catalase obtidos nos peixes amazônicos foram cerca de 4 vezes superiores aos verificados 

para teleósteos marinhos e elasmobrânquios (Wilhelm Filho et al., 1993; Wilhelm Filho & 

Boveris, 1993) demonstrando, de maneira análoga ao mencionado em relação à SOD, uma 

relação desta enzima com as características físico-químicas dos distintos ambientes que estes 

grupos de peixes habitam (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). 

 A diminuição significativa (68%) da CAT verificada no fígado dos exemplares de C. 

macropomum submetidos à hiperóxia contrastou com as elevações de sua atividade 

evidenciadas em mamíferos e bactérias (Jones, 1985; Halliwell & Gutteridge, 1989). Este 

decréscimo poderia ser resultado de uma inibição causada pela ação do O2
.-
 presente em 

elevadas concentrações neste tecido. Explicação semelhante foi sugerida por Bainy et al. 
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(1996), que analisando o estresse oxidativo em tilápias (Oreochromis niloticus) expostas a 

xenobióticos, mostraram uma diminuição acentuada da atividade da CAT, acompanhada, 

tanto por uma aceleração da velocidade de formação do O2
.-
, como por um aumento paralelo 

da atividade da SOD. No entanto, Kono & Fridovich (1982) demonstraram em experimentos 

in vitro que a CAT purificada de mamíferos só é inativada pelo O2
.-
 em concentrações acima 

dos níveis fisiológicos (em torno de 10
-6

 M). Entretanto, a eficiência do O2
.-
 na inativação 

das formas isozímicas da CAT encontrada nos peixes poderia ser maior do que a verificada 

nos mamíferos, inibindo a atividade da enzima em concentrações inferiores e dentro do 

intervalo fisiológico. A diminuição observada na concentração da CAT do fígado do 

tambaqui poderia ser também atribuída a um decréscimo na quantidade de NADPH 

disponível na célula. Esta enzima contém, em cada uma de suas subunidades, uma molécula 

de NADPH ligada, a qual auxilia na estabilidade e na manutenção de sua atividade catalítica 

(Kirkman et al., 1987; Halliwell & Gutteridge, 1989; Scott et al., 1991). A perda substancial 

do potencial redutor (ATP e, consequentemente, NADPH e NADH) observada no sangue de 

C. macropomum exposto à hiperóxia (J.L. Marcon, dados não publicados; veja ítens 3.3 e 4), 

se extrapolada em relação ao fígado, poderia influenciar a síntese enzimática durante o 

período de aclimatação, resultando em uma diminuição da concentração da catalase, mesmo 

quando a condição hiperóxica induzisse, a priori, um aumento dos níveis da mesma (Jones, 

1985; Halliwell & Gutteridge, 1989). A depleção dos níveis de NADPH e NADH, também 

associada com o aumento de GSSG liberado para o meio extracelular (Oshino & Chance, 

1977; Freeman & Crapo, 1982), já foi constatada em mitocôndrias isoladas e diversos 

tecidos (incluindo o fígado) examinados in situ de ratos expostos à hiperóxia hiperbárica 

(Chance et al., 1965; Nishiki et al., 1976), suportando, em parte, as afirmações mencionadas 

acima. 

 A diminuição na capacidade de eliminação do H2O2 pela CAT no fígado do tambaqui 

poderia ser compensada a partir da elevação da concentração da enzima GPx, onde o 

aumento de 48% no conteúdo desta enzima, observado no fígado dos animais aclimatados 

em hiperóxia, contrabalancearia, em parte, a eliminação do H2O2 formado neste tecido. A 
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GPx é encontrada em duas formas, uma citosólica e outra ligada à membrana; nesta última, 

o papel central parece residir na proteção desta estrutura (Flohé, 1982), através da 

eliminação de peróxidos orgânicos formados durante o processo de oxidação de lipídeos e 

proteínas e não sobre a eliminação do H2O2. Aumentos consideráveis (224%) dos níveis 

endógenos de peroxidação lipídica foram também observados nesta condição, sugerindo que 

a indução da glutationa peroxidase verificada no fígado do tambaqui poderia ser 

consequência de uma interação entre os dois processos, i.e., aumento na velocidade de 

formação de H2O2 e elevação nos níveis de peróxidos orgânicos. 

 Existe uma polêmica muito forte em relação ao papel da CAT e da GPx no processo 

de detoxificação do H2O2. Se consideradas em relação às características cinéticas, o H2O2 

poderia ser metabolizado preferencialmente pela GPx, em função de seu baixo Km para o 

H2O2 relativamente à CAT. Esta última enzima, por sua vez, seria mais importante na 

detoxificação do H2O2 quando este composto estivesse presente em altas concentrações 

(Chance et al., 1979), como por exemplo, em uma condição hiperóxica. Contudo, a 

afirmação da maior participação de uma enzima em relação à outra baseada apenas nestas 

características, podem levar a erros na interpretação do papel fisiológico de cada tipo 

enzimático (Barga de Quiroga et al., 1989). Alguns autores mencionam que a CAT é 

primariamente importante na detoxificação do H2O2 em níveis fisiológicos (Oshino & 

Chance, 1977; Scott et al., 1991); outros, porém, sugerem que a GPx tem uma maior 

importância na proteção das células (e.g., fibroblastos humanos, eritrócitos), principalmente 

em situações que favoreçam o estabelecimento de estresse oxidativo, como as altas tensões 

de oxigênio (Raes et al., 1987) e hemólise (Falcioni et al., 1989). No eritrócito, 

particularmente, a polêmica é ainda mais intensa, devido à constatação de que em diversos 

animais a CAT está ausente nos eritrócitos. Giulivi et al. (1993), avaliando a produção de 

H2O2 em eritrócitos bovinos normais, ressaltaram que a GPx é a principal enzima 

responsável pela eliminação do H2O2 nestas células, contrastando com os estudos de Gaetani 

et al. (1989), onde as duas enzimas estariam igualmente envolvidas na detoxificação deste 

composto. Outros autores mencionam, ainda, que as duas enzimas são mutuamente 
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importantes na proteção contra os efeitos tóxicos do H2O2, tanto em eritrócitos de truta 

(Salmo irideus) induzidos à hemólise (Falcioni et al., 1987), como em fígado e rim de 

exemplares de rãs (Rana perezi) aclimatados à normóxia e hiperóxia (Barga de Quiroga et 

al., 1989). Os resultados obtidos no presente estudo suportam a idéia de que estas enzimas 

são igualmente importantes na manutenção dos níveis basais de H2O2, apresentando ainda 

uma interdependência funcional, bem evidente no fígado dos exemplares de C. 

macropomum expostos às duas condições estressantes. A interdependência funcional destas 

enzimas é evidente a despeito da compartimentalização subcelular diferenciada da CAT nos 

peroxissomas e da GPx no citosol e mitocôndrias e, de suas distintas propriedades cinéticas 

(Flohé, 1982).  

 O aumento dos níveis da SOD combinado com a diminuição dos níveis da CAT no 

fígado e sangue de C. macropomum submetido à hiperóxia deveria resultar num aumento da 

produção de H2O2 (Scott et al., 1989), convertendo-se numa situação de elevado estresse 

oxidativo. As drásticas diminuições na concentração de GSH intraeritrocitária, somadas à 

elevação do conteúdo de meta-Hb, estariam ilustrando este insulto oxidativo no tambaqui. 

Uma possível via de detoxificação consistiria na eliminação branquial do excesso de H2O2, 

de forma semelhante à excreção da amônia (Heisler, 1993), um mecanismo aparentemente 

comum nos peixes (Wilhelm Filho et al., 1994). 

 Por outro lado, A. ocellatus não revelou nenhuma alteração na concentração da CAT 

em ambos os tecidos, sangue e fígado, quando aclimatado nesta condição, de modo idêntico 

à SOD no fígado. Respostas semelhantes foram observadas em Rana perezi aclimatada à 

hiperóxia por 14 dias (Barga de Quiroga et al., 1989) e em Cyprinus carpio (Radi et al., 

1988), enquanto que A. crassipinis revelou uma diminuição significativa da concentração 

desta enzima, a exemplo do tambaqui (J.L. Marcon, dados não publicados). Estes resultados 

indicam que as estratégias contrastantes de regulação das enzimas antioxidantes adotadas 

pelas duas espécies de acarás, bem como do tambaqui, devem-se a características espécie-

específicas (Godin & Garnett, 1992ab) e ressaltam a necessidade de cautela na comparação 
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dos resultados obtidos em diferentes grupos animais e, principalmente, quanto a 

generalizações relacionadas aos mesmos. 

 Na situação de hipóxia, as diminuições na concentração da catalase, verificadas tanto 

no fígado de C. macropomum como de A. ocellatus, corroboram os resultados obtidos por 

Radi et al. (1988) e poderiam ser resultantes de uma menor atividade do metabolismo 

oxidativo tecidual observado nas duas espécies. A diminuição do metabolismo aeróbico 

destes animais poderia induzir uma diminuição na síntese da catalase ao longo do período 

experimental. Essa mesma tendência foi também observada no conteúdo da CAT nos 

eritrócitos de A. ocellatus. Além disso, como mencionado anteriormente, os níveis de 

NADPH poderiam estar interferindo no processo de síntese ou mesmo na eficiência 

catalítica desta enzima (Kirkman et al., 1987).  

 Por outro lado, a ausência da catalase verificada no sangue dos exemplares de C. 

macropomum aclimatados à normóxia e hipóxia, e os níveis consideravelmente baixos na 

condição hiperóxica, confirmaram uma característica já observada em várias espécies de 

peixes amazônicos (Wilhelm Filho & Marcon, 1996), incluindo o próprio tambaqui. Isso 

indica que a ausência da CAT parece ser uma característica espécie-específica, sem nenhum 

relacionamento filogenético, como proposto por Rabie et al. (1972), pois, a despeito da 

presença de elevadas concentrações de CAT em A. ocellatus, a ausência de atividade desta 

enzima foi também registrada em um outro ciclídeo amazônico (Satanoperca jurupari). 

Outro trabalho realizado com C. macropomum mostrou que apenas 1 indivíduo em 10 

apresentou uma pequena concentração desta enzima, sendo o restante destituído da mesma 

(Marcon & Wilhelm Filho, dados não publicados). A acatalessemia é aparentemente um 

fenômeno comum entre os peixes, tendo sido descrita anteriormente para outras espécies 

dulceaquícolas e marinhas (Smith, 1976; Rabie et al., 1977; Wilhelm Filho et al., 1993; 

Wilhelm Filho & Marcon, 1996). 

 Espécies destituídas de catalase e/ou apresentando baixas concentrações de CAT e 

GPx, poderiam estar eliminando o H2O2 para o meio aquático passivamente através do 

aparelho branquial. Recentemente Wilhelm Filho et al. (1994) demonstraram a capacidade 
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de excreção do  H2O2 pelas brânquias em uma espécie de peixe de água doce. Este composto 

pode difundir-se livremente através das membranas das células (Freeman & Crapo, 1982) e, 

além disso, possui estabilidade e tempo de vida média (Cadenas, 1985; Pryor, 1986) 

suficientes para percorrer as distâncias existentes entre os sítios de sua formação nos 

diferentes tecidos até a região branquial, por onde seria excretado. Apesar deste mecanismo 

não ser conhecido entre os peixes amazônicos, é possível que o H2O2 excedente, não 

metabolizado pela CAT e pela GPx, possa ser eliminado desta maneira. É tentador especular 

que a capacidade de excreção do H2O2  pelas brânquias tenha maior eficiência em C. 

macropomum, em função da ausência de catalase e de seus níveis inferiores da glutationa 

peroxidase, quando comparados ao acará-açu, além de possuir uma elevada superfície 

branquial. 

 

 

3.3. Glutationa peroxidase  

 

 Os conteúdos de GPx encontrados no fígado das duas espécies aclimatadas em 

normóxia foram relativamente próximos entre si e condizentes com o intervalo observado 

em outras espécies de peixes (Smith & Shrift, 1979; Aksnes & Njaa, 1981; Tappel et al., 

1982; Wilhelm Filho et al., 1993). Estes valores são discrepantes quando comparados com 

estudos anteriormente realizados em eritrócitos de algumas espécies de peixes de clima 

temperado (Matkovics et al., 1977; Mazeud et al., 1979; Aknes Njaa, 1981; Wdiedzac et al., 

1982; Gabryelak et al., 1983). Os níveis atipicamente elevados de GPx encontrados nestes 

estudos poderiam ser resultantes de interferências causadas pelos altos níveis de meta-Hb 

normalmente presentes nos eritrócitos de peixes (Härdig & Höglund, 1983; Graham et al., 

1986; Bartlett et al., 1987; Wilhelm Filho & Marcon, 1996). A presença de meta-Hb 

interfere na taxa de oxidação do NADPH, o que determinaria uma superavaliação da 

atividade da GPx nestes ensaios (Flohé & Gunzler, 1984; Wilhelm Filho et al., 1993), sendo 

que em nenhum destes trabalhos foi mencionado o uso de KCN nos procedimentos 
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analíticos; a reação com o KCN converte toda a hemoglobina presente na amostra para a 

forma de cianometahemoglobina, evitando que este composto interfira nos resultados finais 

da análise. Além disso, os valores de GPx observados na literatura variam 

consideravelmente entre as diferentes espécies analisadas e a utilização de métodos 

diferenciados, bem como o emprego de distintas unidades, dificultam uma abordagem 

comparativa dentro do grupo como um todo. Comparativamente a outros grupos de 

vertebrados, os valores observados nas duas espécies estão próximos aos verificados em 

alguns répteis e anfíbios e inferiores aos registrados em alguns mamíferos de laboratório 

(Tappel et al., 1982). 

 A GPx possui uma função complementar à da CAT sendo, contudo, mais importante 

nas reações de detoxificação dos peróxidos orgânicos produzidos durante o estabelecimento 

do estresse oxidativo (Flohé, 1982; Halliwell & Gutteridge, 1989). Esta característica ficou 

evidente no tambaqui aclimatado em normóxia, através de uma correlação inversa (r=-0,76) 

entre a concentração da GPx e os níveis endógenos de TBARS, e também por uma relação 

positiva (r=0,73) entre os conteúdos desta enzima e os da CAT, demonstrando a dualidade 

funcional da GPx nos processos ligados tanto à proteção da integridade estrutural das 

membranas, como à detoxificação do H2O2 presente na fração citosólica das células. Esta 

peculiaridade funcional da GPx deve-se ao fato desta enzima ser específica quanto ao seu 

doador de H, a GSH, e inespecífica em relação aos substratos (Chance et al., 1979; Flohé, 

1982). Dessa forma a GPx pode, além de dividir a metabolização do H2O2 com a CAT, 

reagir diretamente com hidroperóxidos orgânicos formados, principalmente, a partir das 

membranas. Também em fígado de rato a distribuição subcelular da GPx é complementar à 

da CAT, isto é, cerca de 75% da enzima encontram-se no citosol e os 25% restantes situam-

se na matriz mitocondrial, enquanto a localização da CAT é predominantemente 

peroxissomal (revisto por Flohé, 1982). O compartilhamento funcional entre a GPx e a CAT 

na detoxificação do H2O2 tem sua base na distribuição destas enzimas no interior da célula 

(Chance et al., 1979). 

 Na situação de hiperóxia, a GPx mostrou uma relação direta com o aumento da 

concentração de oxigênio no meio, para as duas espécies em estudo. Nesta condição os 
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acréscimos mais intensos (  80%) foram revelados por A. ocellatus. A constatação de uma 

interdependência funcional entre a CAT e a GPx observada nesta espécie, indica a 

importância da atuação conjunta destas enzimas na eliminação dos peróxidos (H2O2 e 

peróxidos orgânicos) formados no fígado durante a exposição a elevadas tensões de 

oxigênio. Essa característica foi também observada no fígado do tambaqui, pois a 

diminuição dos níveis da CAT foi nitidamente acompanhada por um aumento na 

concentração da GPx. Por outro lado, a menor indução da GPx verificada no tambaqui em 

relação ao acará-açu, poderia ser resultante da ocorrência de danos oxidativos e de alterações 

nas enzimas responsáveis pela síntese de ATP envolvendo os agentes redutores (como o 

NADPH), importantes na manutenção do sistema da glutationa (K.B. Storey, comunicação 

pessoal). Um aumento notório (76%) na proporção de GSSG, acompanhado de uma drástica 

diminuição da quantidade de ATP (e, possivelmente, de NADPH), foram observados nos 

eritrócitos dos indivíduos desta espécie aclimatados em hiperóxia, em contraste com A. 

ocellatus, onde estas alterações foram menores em relação à GSSG, e ausentes quanto ao 

nível de ATP disponível (Marcon & Val, 1996). Estes eventos poderiam estar ocorrendo nas 

células do fígado, explicando em parte, a menor indução da GPx no tambaqui do que em A. 

ocellatus. A depleção dos níveis de NADPH e aumentos substanciais do conteúdo de GSSG 

foram demonstrados anteriormente em mitocôndrias de fígado de ratos expostos ao oxigênio 

hiperbárico (Nishiki et al., 1976). Aumentos semelhantes no conteúdo de GPx foram 

também observados no fígado de A. crassipinis (J.L. Marcon, dados não mostrados) e de um 

anfíbio, Rana perizi, aclimatados às mesmas condições (Barga de Quiroga et al., 1989), 

enquanto que uma diminuição foi observada em exemplares de C. carpio aclimatados à 

hiperóxia por 17 horas (Radi et al., 1988). Astronotus ocellatus revelou, ainda, uma 

associação entre os conteúdos de GPx e da SOD (r=0,88; P<0,05) no fígado dos animais 

hiperóxicos, sugerindo a existência de um sinergismo funcional entre as três enzimas, os 

quais representam, no seu conjunto, o mecanismo primário de proteções antioxidantes 

(Chance et al., 1979; Halliwell & Gutteridge, 1989; Scandalios, 1993). 
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 De modo semelhante ao observado na condição anterior, o aumento da concentração 

da GPx em peixes submetidos à hipóxia poderia estar sendo adotado no sentido de 

compensar o decréscimo da concentração da catalase verificado nesta mesma condição. 

Alternativamente, o aumento na síntese da GPx poderia ser uma resposta adaptativa cuja 

finalidade consistiria na preparação do organismo para um estresse oxidativo subsequente ao 

estabelecimento de uma condição normóxica e também observado em organismos que 

apresentam comportamentos de estivação, hibernação e tolerância de certos tecidos ao 

congelamento (Buzádzic et al., 1990; Hermes-Lima & Storey, 1993; 1995; Storey, 1996). 

Estes resultados contrastam com as diminuições na atividade da GPx observadas em fígado 

de C. carpio expostos à hipóxia (Radi et al., 1988), bem como em ratos aclimatados à 

hipóxia hipobárica crônica (Costa et al., 1993) e em coração perfundido de rato, exposto à 

hipóxia e posterior reoxigenação (Dhaliwal et al., 1991). Entretanto, diferentes respostas 

foram registradas nestes mesmos animais em distintas situações de hipóxia, indicando, em 

consonância com as idéias de Costa et al. (1993), que as respostas observadas, notadamente 

em relação às enzimas antioxidantes, são altamente dependentes da condição experimental 

empregada.  

 

 

4. Glutationa 

 

 Os conteúdos intraeritrocitários de GSH observados em C. macropomum e A. 

ocellatus estão dentro do intervalo citado para eritrócitos e hemácias de vertebrados 

(Nikinmaa, 1990). Entretanto, tem-se constatado que este intervalo é consideravelmente 

maior nos peixes, onde as concentrações variaram de 0,34 mM em algumas espécies 

amazônicas (Wilhelm Filho & Marcon, 1996), até um valor médio de 8,5±1,3 mM em 

alguns representantes de peixes cartilaginosos (raias e tubarões; Wilhelm Filho & Boveris, 

1993), estando em níveis semelhantes ou mesmo superiores aos conteúdos observados no 
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fígado de alguns mamíferos, tecido onde são encontradas as maiores concentrações deste 

tripeptídeo (Meister & Anderson, 1983; Lopez-Torres et al., 1993). 

 Comparativamente, as concentrações intraeritrocitárias de GSH nas duas espécies 

aclimatadas à normóxia variaram consideravelmente entre si e podem refletir características 

ecofisiológicas distintas entre as mesmas. Os baixos valores apresentados por A. ocellatus 

são condizentes com os observados em três outras espécies de ciclídeos amazônicos 

(Wilhelm Filho & Marcon, 1996), incluindo A. crassipinis, e igualmente em exemplares de 

tilápia (Oreochromis niloticus) analisados por Bainy et al. (1996). Tais resultados sugerem 

que esta característica possa ser comum aos representantes da família, pelo menos entre 

aqueles de hábitos semelhantes, isto é, territoriais, pouco ativos e habitantes de águas 

lênticas. Esse nível de relação parece ser válido também para C. macropomum, o qual 

revelou valores semelhantes aos observados em outros cinco representantes da famíla 

Serrasalmidae recentemente analisados (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). 

 O comportamento diferenciado nas duas espécies em relação à GSH foi também 

evidente quando aclimatadas à hiperóxia. O decréscimo acentuado do conteúdo de GSH 

observado em C. macropomum aclimatado à hiperóxia (8 vezes em relação ao controle), 

somado à elevada proporção de glutationa oxidada (76%), sugere que esta espécie encontrou 

nesta condição experimental, uma situação de elevado estresse oxidativo, necessitando 

alocar grandes quantidades de GSH para atenuar os efeitos deletérios das espécies ativas do 

oxigênio que eventualmente não foram metabolizadas pelo sistema enzimático de defesas 

antioxidantes. É importante ressaltar que os níveis de GSSG encontrados nos mamíferos 

normalmente não ultrapassam os 1-2 % do conteúdo total da glutationa existente nas células 

em condições normais (Kosower & Kosower, 1978; Meister & Anderson, 1983), 

constituindo-se em mais um indicativo da intensidade do estresse oxidativo enfrentado pelo 

tambaqui na condição de hiperóxia.  

 Contrariamente, em A. ocellatus, a diminuição do conteúdo de glutationa foi menos 

acentuada (3 vezes) do que no tambaqui e, apesar dos níveis de glutationa total não terem 

sido medidos nesta espécie, é possível supor que uma menor proporção de GSH tenha sido 
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convertida para sua forma oxidada nos animais aclimatados à hiperóxia. Também a análise 

da razão entre a proporção de GSH intraeritrocitária em relação à concentração de 

hemoglobina, demonstrou que as diferenças obtidas nesta razão foram menos intensas no 

acará-açu do que no tambaqui, quando comparados com seus respectivos grupos controles. 

Enquanto que no acará-açu o decréscimo na razão GSH/Hb foi de apenas 2 vezes, no 

tambaqui esse valor foi de 10 vezes. Mesmo com o elevado grau de formação de meta-Hb 

observado nos eritrócitos do acará-açu, nenhum acréscimo nos níveis de peroxidação 

lipídica foi registrado no sangue, bem como no fígado destes animais, ao contrário do 

tambaqui, onde o conteúdo de TBARS foi significativamente mais elevado em relação à 

situação controle nos dois tecidos examinados. Para o acará-açu, os ajustes propostos entre 

os metabolismos aeróbico e anaeróbico podem ter sido mais importantes na manutenção dos 

níveis de TBARS próximos aos observados em normóxia. É provável também que a 

tolerância diferenciada verificada nos eritrócitos das duas espécies analisadas, envolvam a 

participação de outros antioxidantes importantes em peixes, como as vitaminas E, C e o -

caroteno, não avaliados no presente estudo. 

 Um dos fatores que poderia ter limitado a síntese de GSH nos eritrócitos das duas 

espécies aclimatadas em hiperóxia, seria a diminuição significativa da concentração de ATP 

presente nos eritrócitos. A dependência da GSH dos níveis de ATP foi anteriormente 

descrita para eritrócitos anucleados de mamíferos (Srivastava, 1971; Suzuki & Kurata, 

1992), aspecto também constatado neste estudo, mostrando uma relação direta e 

significativa entre os conteúdos de GSH e ATP. No tambaqui isto foi ainda mais evidente do 

que no acará-açu, pois a concentração de GSH revelou uma dependência do ATP em todas 

as condições experimentais.  

 Em condições normais, o aumento da proporção de GSSG é interpretado como 

resultante de um aumento na velocidade de reação da GPx (Chance et al., 1979). No entanto, 

em função do elevado estresse oxidativo experimentado pelos exemplares de tambaqui 

aclimatados à hiperóxia, os altos níveis de GSSG observados no sangue destes animais 

poderiam ser resultantes de perturbações nos processos ligados à regeneração da GSH, isto 
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é, a depleção do ATP intracelular resultaria em uma diminuição na quantidade de NADPH 

disponível, levando, consequentemente, a uma ineficiência da glutationa redutase, 

responsável pelo "turnover" da GSH no interior do eritrócito. De acordo com K.B. Storey 

(comunicação pessoal) esta cascata de desordens funcionais que estariam ocorrendo no 

interior dos eritrócitos dos animais hiperóxicos, particularmente em relação à GSH, poderia 

ser consequência de danos envolvendo proteínas e outros compostos relacionados à 

manutenção do potencial redutor da célula, que estariam se refletindo em um aumento dos 

níveis de peroxidação lipídica avaliados através das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). Novamente, estes eventos não foram observados com clareza nos 

exemplares hiperóxicos de A. ocellatus. É possível também que as diferenças observadas no 

status da GSH entre as duas espécies possam ser devidas a uma capacidade diferenciada da 

glutationa redutase presente nos eritrócitos das mesmas. A importância da GSH como 

antioxidante foi também demonstrada em ratos expostos à hiperóxia hiperbárica e tratados 

com um agente depressor da GSH (dietil maleato), onde a administração exógena de GSH 

diminuiu consideravelmente a suceptibilidade dos animais em relação aos efeitos tóxicos do 

oxigênio (Weber et al., 1990).  

 Na situação de hipóxia, os decréscimos da concentração de GSH intraeritrocitária 

poderiam ser consequência de diminuições na síntese de ATP, notadamente no tambaqui. 

Além disso, não foram constatadas diferenças na proporção da GSSG em comparação com o 

grupo controle indicando, provavelmente, que a intensidade moderada de hipóxia utilizada 

experimentalmente não representaria uma condição tão estressante como a situação de 

hiperóxia para estas espécies. 

 Outro aspecto que poderia ter favorecido o decréscimo na concentração da GSH seria 

a diminuição do metabolismo oxidativo nas duas espécies, avaliada através do consumo 

tecidual de oxigênio no fígado. Em termos proporcionais, a diminuição da GSH foi maior no 

tambaqui que, paralelamente, apresentou um maior decréscimo do consumo do oxigênio 

tecidual em comparação com o acará-açu. 
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 As diminuições observadas no conteúdo da GSH em animais submetidos à hipóxia 

podem ter comprometido a integridade das hemoglobinas de C. macropomum, pois foram 

constatados aumentos na concentração de meta-Hb em relação à A. ocellatus. Esse fato pode 

sugerir que a GSH também seria responsável pela proteção das hemoglobinas nestas 

espécies, de maneira análoga ao observado nos eritrócitos de uma espécie de salmão (Härdig 

& Höglund, 1983). A importância da GSH na proteção das hemoglobinas contra a formação 

de meta-Hb foi também demonstrada por Buckley (1981; 1982) em eritrócitos de truta (O. 

mykiss) tratados com NH2Cl, um agente formador de meta-Hb, bem como em eritrócitos de 

mamíferos (Srivastava, 1971; Scott et al., 1989; Giulivi et al., 1993). Giulivi et al. (1993) 

verificaram que a redução in vitro dos níveis endógenos de GSH em eritrócitos bovinos 

resultou em um aumento significativo da proporção de meta-Hb presente nestas células. O 

favorecimento da formação da meta-Hb em situações de hipóxia e hiperóxia poderia, nesse 

sentido, ser atenuado pela presença de concentrações relativamente elevadas de GSH nos 

eritrócitos dos peixes (Härdig & Höglund, 1983; Nikinmaa, 1990; Wilhelm Filho & Marcon, 

1996; este estudo), em níveis até superiores aos esperados em relação às suas baixas taxas 

metabólicas. 

 Um outro aspecto, provavelmente relevante na atuação da GSH é sua participação na 

forma de dissulfetos mistos. Os dissulfetos mistos consistem na ligação de proteínas com a 

glutationa, notadamente em sua forma reduzida e seu envolvimento em processos  

regulatórios e de defesa celular tem sido considerado por diversos autores (Kosower & 

Kosower, 1978; Brigelius, 1985; Reischl, 1989). Em condições normais, a quantidade de 

dissulfetos mistos é baixa nas células, mas pode ser aumentada em situações de estresse 

oxidativo. Brigelius (1985) mencionou que, sob situações de estresse oxidativo moderado e 

de curta duração, a formação reversível dos dissulfetos mistos com proteínas pode ser um 

importante mecanismo de proteção da estrutura celular. Coan et al. (1992) relataram que os 

grupos -SH de proteínas são protegidos contra a oxidação irreversível pela formação de 

dissulfetos mistos. 
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 A presença de grupos -SH nas moléculas de hemoglobina tem sido documentada e 

hemoglobinas ricas em grupos -SH (Reischl, 1986) têm sido encontradas em diversos 

organismos (Kosower & Kosower, 1978; Brigelius, 1985; Reischl & Dafré, 1992). Reischl 

(1989) sugeriu que a presença dos dissulfetos mistos com hemoglobinas pode ter um 

significado fisiológico importante, como um mecanismo auxiliar na proteção destas 

moléculas contra a geração de espécies ativas do oxigênio, através do fornecimento de 

equivalentes redutores ou de sua ação direta sobre estes intermediários. Este aspecto seria 

importante, principalmente, para organismos que enfrentam em seus ambientes naturais 

situações de ampla variação na disponibilidade de oxigênio, notadamente em animais 

tolerantes à hipóxia, como répteis (e.g., tartarugas; Reischl, 1986). A presença de um 

elevado conteúdo de dissulfetos mistos ligado às hemoglobinas em hemolisados de tubarões 

estressados, bem como em hemolisados de pacientes epilépticos sob tratamento de longa 

duração, parecem corroborar a idéia do papel protetor destes compostos no interior dos 

eritrócitos (Dafré & Reischl, 1990; Niketic et al., 1992). É provável que a formação de 

dissulfetos mistos com as hemoglobinas possa constituir-se num mecanismo de proteção 

importante para os peixes amazônicos, em função dos ambientes frequentemente hipóxicos 

por eles habitados. 

 Os resultados obtidos nas três condições examinadas permitem sugerir que a 

glutationa pode constituir-se num bom indicador metabólico de estresse oxidativo em 

peixes, assim como nos mamíferos (Buzádzic et al., 1992; Németh & Boda, 1994; Wilhelm 

Filho, comunicação pessoal) e alguns invertebrados (Hermes-Lima & Storey, 1995). Tal 

premissa deve-se, principalmente, ao fato de que este antioxidante pode ser encontrado em 

concentrações elevadas em praticamente todos os tipos celulares, ser rapidamente 

regenerado pelo ciclo dos tióis e ter uma pronta atuação em situações de aumentos na 

geração de espécies ativas do oxigênio. Esta afirmação vem ao encontro das idéias 

mencionadas por Storey (1995; comunicação pessoal) e outros investigadores (Goto et al., 

1993) e contrasta com com os postulados de Eaton et al. (1989) e Scott et al. (1991a) que 
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questionam a importância da GSH na proteção do eritrócito em algumas situações clínicas 

hereditárias, em que o estabelecimento de estresse oxidativo pode ser favorecido.  

 

 

5. Dano celular 

 

 Os níveis endógenos de TBARS observados no fígado e no sangue das duas espécies 

analisadas em normóxia foram semelhantes aos observados em outras espécies de peixes, 

incluindo diversos representantes amazônicos (Wilhelm Filho & Marcon, 1996). De modo 

geral, nos peixes, os conteúdos de TBARS avaliados em diversos tecidos são 

consideravelmente variados, i.e., entre 20 e 400 nmoles/g tecido (Wdzieczak et al., 1982; 

Radi et al., 1985, 1988; Mather-Mihaich & Di Giulio, 1986; Lopez-Torres et al., 1993; 

Wilhelm Filho & Marcon, 1996). Contudo, este intervalo de variação é também observado 

entre algumas espécies pertencentes aos demais grupos de vertebrados (Barga de Quiroga et 

al., 1989; Lopez-Torres et al., 1993). No tambaqui, os valores foram muito próximos aos 

registrados recentemente em animais coletados na natureza (Marcon & Wilhelm Filho, 

dados não publicados). Estes valores foram, contudo, inferiores aos observados em alguns 

teleósteos marinhos e elasmobrânquios, que revelaram valores consideravelmente elevados, 

em concentrações na ordem de M (Wilhelm Filho et al., 1993; Wilhelm Filho & Boveris, 

1993).  

 Comparando-se as duas espécies analisadas nesta condição, os conteúdos de TBARS 

observados no acará-açu foram inferiores aos registrados no tambaqui, tanto no fígado como 

no sangue, sugerindo que a primeira espécie dispõe de uma maior capacidade antioxidante, 

ou que esta diferença pode ser resultante do hábito diferenciado que o acará-açu apresenta 

em relação ao tambaqui, como o emprego da via anaeróbica e uma menor atividade 

metabólica já mencionadas anteriormente. 

 Considerando que a hiperóxia representa uma condição estressante, onde a 

homeostase dos organismos é geralmente comprometida, seja por distúrbios em diversos 
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processos regulatórios (iônico, enzimático, trocas gasosas, etc.), ou pelos efeitos diretos do 

próprio oxigênio em altas pressões (Jones, 1985; Jamieson et al., 1986; Halliwell & 

Gutteridge, 1989), os aumentos no processo de peroxidação lipídica exibidos pelo fígado e 

sangue dos exemplares de C. macropomum não foram surpreedentes. O aumento da 

velocidade de formação das espécies ativas do oxigênio é um fenômeno bem caracterizado 

em diferentes organismos e em diversos tecidos analisados in vitro ou in situ (Jonhson et al., 

1972; Boveris & Chance, 1973; Nishiki et al., 1976; Freeman & Crapo, 1981; Turrens et al. 

1982ab, entre outros). O incremento na taxa de formação dos intermediários reativos do 

oxigênio, em especial o O2
.-
 e o H2O2, no fígado do tambaqui pode ser verificado 

indiretamente através dos aumentos nas concentrações da SOD e da GPx. Numa reação de 

consequências danosas, aquelas espécies ativas do oxigênio reagem entre si para dar origem 

ao radical hidroxil, principal responsável pela oxidação dos lipídeos insaturados das 

membranas (Kappus, 1985; Halliwell & Gutteridge, 1989). 

 O peróxido de hidrogênio no sangue parece ter participação na estimulação da 

produção de TBARS, e sua ação pode ser decorrente das altas concentrações de H2O2 

favorecidas pela atividade catalítica da SOD. Como já mencionado anteriormente, alguns 

autores postulam a idéia de que a SOD pode atuar como um agente potencializador do 

processo de estresse oxidativo em situações onde há um aumento substancial dos níveis de 

H2O2 (Scott et al., 1989; revisto por Kurata et al., 1993). Nesse sentido, a elevação 

acentuada da SOD (e da produção do H2O2), somada a uma certa ineficiência do sistema 

enzimático responsável pela detoxificação do H2O2, incluindo a participação direta e indireta 

(via GPx) da GSH, poderia explicar o considerável aumento dos níveis endógenos de 

peroxidação lipídica observados em ambos os tecidos de C. macropomum.  

 Os resultados obtidos em A. ocellatus contrastaram com os de C. macropomum, 

parecendo refletir, uma vez mais, respostas comportamentais, fisiológicas e bioquímicas 

distintamente adotadas por estes animais, no sentido de minimizar os efeitos deletérios da 

exposição à hiperóxia pela diminuição do uso da via aeróbica. Isso parece consistente, em 

função das respostas observadas nas enzimas antioxidantes (ausência de indução da SOD em 
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ambos os tecidos, manutenção da atividade da CAT e elevação da GPx), bem como da 

menor proporção de GSH destinada aos processos de detoxificação, em contraste com o 

tambaqui, no qual seria alocada a maior parte da GSH disponível para tais processos. 

 Na situação de hipóxia, a manutenção dos valores próximos aos verificados em 

normóxia poderia ser explicada pela redução metabólica observada no fígado de ambas as 

espécies. São bastante conhecidas as respostas ventilatórias e cardiovasculares de peixes 

submetidos à hipóxia (Johansen, 1971; White, 1978; Rantin et al., 1992) que levariam a uma 

diminuição do consumo de oxigênio nesta situação. Contudo, o aumento de TBARS obtido 

no sangue de C. macropomum poderia ser decorrente do nível relativamente baixo de 

hipóxia utilizado no protocolo experimental. Situações de hipóxia moderada parecem 

favorecer a produção dos intermediários reativos do oxigênio (Wallace et al., 1982; 

Shikama, 1984). Rifkind et al. (1991; 1993) demonstraram que hemoglobinas parcialmente 

oxigenadas são mais susceptíveis à oxidação espontânea do que a deoxi-Hb ou a Hb-O2. A 

elevação da taxa de oxidação da hemoglobina parece estar relacionada a processos 

interativos entre a membrana eritrocitária e as hemoglobinas parcialmente oxigenadas, 

através da porção interna da Banda 3 (Low, 1986; Rifkind at al., 1993). Neste processo, o 

ânion radical superóxido, formado a partir da hemoglobina, não é acessível à ação 

neutralizadora da SOD, podendo, assim, atuar como iniciador de reações oxidativas nos 

lipídeos insaturados da membrana, além de causar danos aos canais iônicos, por onde o O2
.-
 

poderia ser liberado para o meio extracelular. Estas propriedades verificadas in vitro nos 

eritrócitos humanos poderiam ocorrer in vivo nos eritrócitos dos peixes, particularmente de 

C. macropomum, explicando, dessa forma, o aumento do dano celular observado nos 

eritrócitos desta espécie. 

 A análise conjunta do sistema de proteções antioxidantes enzimáticas e não 

enzimáticas, somada à estimativa de dano celular e do consumo de oxigênio tecidual 

verificado nas duas espécies, indicam que o acará-açu é um animal capaz de suportar tanto 

situações de hipóxia e até anóxia por algumas horas (Soares, 1993), como também situações 

de hiperóxia ambiental, através de ajustes refinados que, provavelmente, incluem a ativação 
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do metabolismo anaeróbico. Por outro lado, o tambaqui, como um animal preferencialmente 

oxidativo, não parece dispor dos mesmos recursos fisiológicos e bioquímicos apresentados 

pela espécie anterior sendo, por isso, mais suceptível aos efeitos da variação na 

disponibilidade de oxigênio ambiental em períodos de tempo relativamente longos, como o 

empregado no presente estudo. 

 

 

6. Considerações finais  

 

 Os resultados obtidos no presente estudo constituem-se na base de um novo 

entendimento a respeito dos mecanismos fisiológicos e bioquímicos adotados pelos peixes 

em relação aos efeitos adversos da variação na disponibilidade do oxigênio ambiental. Na 

região amazônica, este panorama é determinante na distribuição e ecologia das diversas 

espécies de peixes que habitam suas águas, pois situações de hipóxia e até mesmo hiperóxia 

são frequentemente encontradas nos mais variados ambientes durante o intervalo de um 

único dia. Essas oscilações rápidas das características físico-químicas das águas são, talvez, 

mais importantes na adaptação dos organismos aquáticos do que a periodicidade dos pulsos 

de cheia e vazante que envolvem o ambiente amazônico (revisto por Val & Almeida-Val, 

1995).  

 A avaliação do mecanismo de proteções antioxidantes em Astronotus ocellatus e 

Colossoma macropomum abre um novo horizonte na compreensão dos processos envolvidos 

na regulação contínua e extremamente refinada destes organismos frente aos efeitos do 

estresse ambiental. As respostas diferenciadas observadas entre as duas espécies é algo 

fascinante, pois demonstra a íntima vinculação de uma série de processos metabólicos 

relacionados à manutenção de níveis ótimos de obtenção de energia com os respectivos 

hábitos adotados pelas duas espécies. Astronotus ocellatus e C. macropomum são espécies 

muito distintas ecologicamente e, apesar de ocuparem praticamente os mesmos ambientes, 

suas estratégias ligadas à obtenção de oxigênio e manutenção do metabolismo normal são 
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diferentes. Quando a oferta de oxigênio se encontra reduzida, C. macropomum diminui seu 

metabolismo tecidual (e, provavelmente, o organismal), aumenta a capacidade de transporte 

de oxigênio do sangue, através de ajustes no hematócrito e da concentração de hemoglobina 

e, além disso, reduz a quantidade dos fosfatos orgânicos intraeritrocitários presentes no 

interior de seus eritrócitos com o propósito de intensificar ainda mais a tomada de O2 na 

região branquial. Estas respostas são características de suas preferências em relação ao 

metabolismo oxidativo e, talvez, sejam também comuns à outras espécies ecologicamente 

semelhantes, como a espécie filogeneticamente próxima, Piaractus brachypomum e outros 

peixes migradores, como o matrinchã (Brycon cephalus), o curimatã (Prochilodus 

nigricans) e as espécies de jaraqui (gênero Semaprochilodus).  

 Em relação ao controle das proteções antioxidantes, o tambaqui responde à hipóxia, 

aumentando alguns componentes enzimáticos (e.g., SOD e GPx) e alocando outros não 

enzimáticos, como a GSH, na proteção de suas células. Entretanto, quando as condições são 

muito adversas estas estratégias não garantem uma completa eficácia na proteção contra os 

efeitos tóxicos do oxigênio. Além destas respostas, também encontradas entre os mamíferos 

(organismos igualmente predominantemente oxidativos), o tambaqui ajusta suas defesas em 

função de sua demanda metabólica, ilustrando que a homeostase do organismo é mantida 

pela interação de todos os processos funcionais que este dispõe, i.e., bioquímicos, 

fisiológicos e ecológicos. Com o acará-açu o resultado final de suas diversas adaptações 

frente a uma situação hipóxica não é diferente, mas distintas são as formas pelas quais a 

espécie prefere manter sua própria homeostase. Ao contrário do tambaqui, A. ocellatus 

mantém a normalidade de suas funções, não pela indução enzimática ou pelo 

direcionamento de quantidades expressivas dos antioxidantes não enzimáticos, mas 

principalmente pela regulação altamente refinada do balanço aeróbico/aneróbico. Seu 

metabolismo oxidativo é reduzido e ajustado de tal forma que as defesas antioxidantes, bem 

como os parâmetros hematológicos e os fosfatos intraeritrocitários, praticamente não são 

acionados nestas condições e, mais importante, nenhuma manifestação de dano é observada. 

Possivelmente estas respostas sejam também adotadas por espécies com hábitos 
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semelhantes, como por exemplo, A. crassipinis entre outros ciclídeos, o tamoatá 

(Hoplosternum littorale), bem como em espécies que apresentam hábitos de estivação e 

manifestam uma profunda depressão metabólica, como o muçum (Synbranchus 

marmoratus) e a pirambóia (Lepidosiren paradoxa) (Val & Almeida-Val, 1995).  

 A aclimatação à hiperóxia foi um contraste experimental muito oportuno, pois 

demonstrou que situações adversas completamente opostas como esta condição e a de 

hipóxia, podem ser enfrentadas pelo desencadeamento de respostas semelhantes, pelo menos 

em relação às duas espécies estudadas. Novamente, nesta condição, os contrastes ecológicos 

observados entre C. macropomum e A. ocellatus foram refletidos em suas estratégias 

bioquímicas e fisiológicas e servem, mais uma vez, para ressaltar a cautela quanto a 

generalizações entre as diversas espécies de peixes, em especial, aos representantes 

amazônicos, e extrapolações em relação às estratégias adotadas por organismos distintos, 

como aves e mamíferos. 

 Por fim, é possível concluir que os peixes amazônicos desenvolveram, ao longo do 

processo evolutivo, estratégias de defesa para se haverem com permanente coexistência com 

os produtos intermediários gerados pelo metabolismo do oxigênio. Estas estratégias são tão 

diversas como as outras formas de adaptação já documentadas neste grupo. 
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Tabela 5.  Quadro sinóptico das respostas observadas nos diversos parâmetros analisados em Colossoma macropomum e Astronotus 

ocellatus aclimatados à hipóxia e à hiperóxia, quando comparados à condição normóxica. 

 

Parâmetros Tecido Colossoma macropomum  Astronotus ocellatus Observações 

 analisado Hipóxia Hiperóxia  Hipóxia Hiperóxia  

Parâmetros hematológicos        

Hematócrito (%) Sangue não variou aumentou  não variou não variou As respostas hematológicas à hiperóxia foram 

Hemoglobina (g/dl) Sangue não variou aumentou  não variou diminuiu diferentes entre as duas espécies. O tambaqui, mais 

Metahemoglobina (%) Sangue aumentou aumentou  não variou aumentou dependente do metabolismo oxidativo, aumentou a 

capacidade de transporte de O2 durante a hiperóxia. 

Defesas antioxidantes         

Superóxido dismutase (nM) Fígado aumentou aumentou  não variou não variou O acará-açu mostra maior independência das  

 Sangue não variou aumentou  não variou diminuiu variações na oferta de O2 em relação ao tambaqui, 

que responde prontamente às duas ondições. 

        

Catalase (pM) Fígado diminuiu diminuiu  diminuiu não variou Esta enzima tem características espécie-específicas, 

 Sangue ausente negligenciável  diminuiu não variou mas desempenha funções igualmente importantes 

nas duas espécies. 

        

Glutationa Peroxidase (pM) Fígado aumentou aumentou  aumentou aumentou Importante na eliminação dos peróxidos orgânicos e 

funcionalmente interdependente em relação à CAT. 

        

Glutationa reduzida (mM) Sangue diminuiu diminuiu mais  diminuiu diminuiu 

mais 

O tambaqui apresenta estresse oxidativo claramente 

indicado pelos altos níveis de GSSG, que não pode 

Glutationa oxidada (%) Sangue não variou aumentou  ----- ----- ser medido nos exemplares de acará-açu. 

        

Consumo de oxigênio 

 ( moles/min/g) 

Fígado diminuiu 

mais 

diminuiu  diminuiu diminuiu 

mais 

As duas espécies deprimem o metabolismo 

oxidativo quando aclimatados à hipóxia e à 

hiperóxia. O acará mostra ser mais sensível à 

hiperóxia 

        

Dano celular (TBARS; nM) Fígado não variou aumentou  não variou não variou O acará-açu possui mecanismos mais efetivos no 

controle do estresse oxidativo, não apresentando 

 Sangue aumentou aumentou  não variou não variou dano celular, enquanto que o tambaqui mostra dano 

celular tanto em hipóxia quanto em hiperóxia. 
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CONCLUSÕES 

 

 

1. Os parâmetros hematológicos de ambas as espécies praticamente não foram influenciados 

pelas diferentes tensões de oxigênio utilizadas no presente estudo. Na situação de hiperóxia, 

a concentração de hemoglobina comportou-se distintamente nas duas espécies, aumentando 

significativamente em C. macropomum e diminuindo significativamente em A. ocellatus. 

 

2. Os conteúdos de meta-Hb observados nas duas espécies analisadas foram semelhantes 

entre si na situação de normóxia e dentro do intervalo verificado para outras espécies de 

peixes. A exposição à hiperóxia resultou em aumentos no conteúdo de meta-Hb em ambas 

as espécies. Na situação de hipóxia, apenas C. macropomum apresentou uma elevação do 

conteúdo de meta-Hb. 

 

3. A avaliação do consumo de oxigênio do fígado foi um forte indicativo de que ambas 

espécies deprimem o metabolismo aeróbico em situações de baixa disponibilidade de 

oxigênio. As variações da concentração de oxigênio ambiental foram acompanhadas por 

ajustes paralelos da atividade metabólica do fígado, sendo mais evidente no tambaqui, que 

apresentou uma resposta típica de animais preferencialmente oxidativos. Na exposição à 

hiperóxia, as duas espécies se utilizaram de uma resposta semelhante à empregada em 

condições hipóxicas para compensar o excesso de oxigênio e manter o consumo deste gás 

em condições próximas às verificadas em uma situação normal. Esse aspecto foi notório no 

acará-açu, onde a depressão do metabolismo aeróbico foi mais acentuada, sugerindo uma 

utilização importante da via glicolítica. 

 

4. O aumento da SOD verificado em ambos os tecidos estudados no tambaqui aclimatado à 

hiperóxia reflete uma resposta já evidenciada em outros grupos de animais, vertebrados e 

invertebrados, onde a indução da SOD representaria uma resposta primária do sistema de 
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proteções antioxidantes no sentido de diminuir a formação do radical superóxido, que 

representa o primeiro passo no processo de formação do estresse oxidativo observado nesta 

condição. A elevação da SOD observada no fígado dos exemplares de tambaqui expostos à 

hipóxia consiste em uma resposta semelhante à observada na situação de hiperóxia. No 

sangue, contudo, a intensidade moderada em que foi aplicada a hipóxia, provavelmente não 

permitiu uma resposta compensatória da enzima neste tecido. 

 

5. A diferença observada nos níveis da SOD no fígado e no sangue do acará-açu, em relação 

ao tambaqui, na condição de hiperóxia, indica que a primeira espécie apresenta uma grande 

tolerância à esta condição, possivelmente sem desencadear a indução da SOD, como 

observado no tambaqui. O mesmo fato foi constatado na situação de hipóxia, onde a 

concentração da SOD não diferiu daquela obtida na condição de normóxia. Reforçando a 

idéia de que o acará-açu é uma espécie que recorre ao metabolismo anaeróbico. As 

correlações obtidas entre os níveis da SOD e o consumo de oxigênio do fígado vem 

corroborar o fato de que esta enzima se constitui num indicativo de que a formação do 

radical superóxido depende dos níveis de oxigênio (e.g., situações de hipóxia e hiperóxia 

ambiental). 

 

6.  Nos exemplares de tambaqui aclimatados à hiperóxia, a combinação de fatores como o 

aumento dos níveis da SOD e a diminuição da CAT em ambos os tecidos poderiam levar a 

um aumento substancial na produção de H2O2, resultando numa situação de elevado estresse 

oxidativo. Além disso, as drásticas diminuições da concentração de GSH, somadas ao 

aumento da proporção de meta-Hb, poderiam estar caracterizando o estabelecimento de 

estresse oxidativo no tambaqui. Estes eventos não foram, contudo, observados nos 

exemplares de A. ocellatus aclimatados às mesmas condições. Para ambas as espécies, o 

excesso de H2O2 poderia ser possivelmente detoxificado através de sua eliminação passiva 

pelo epitélio branquial, um mecanismo recentemente descrito e aparentemente comum aos 

peixes. 
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7. Foi observado um paralelismo entre as concentrações da SOD e da CAT nas duas 

espécies em estudo, sugerindo uma interdependência funcional entre os dois sistemas 

enzimáticos, em diferentes tecidos expostos a diferentes tensões de oxigênio. Este 

relacionamento funcional é decorrente da ação complementar que a CAT realiza na 

detoxificação do produto final da ação catalítica da SOD.   

 

8. A razão entre as concentrações hepáticas da SOD e da CAT observada na situação de 

normóxia foi de 3 a 4 vezes para as duas espécies estudadas. Estes valores são compatíveis 

com aqueles obtidos para outras espécies amazônicas, mas consideravelmente inferiores 

àqueles observados em peixes marinhos e mamíferos. 

 

9. Em normóxia, o fígado dos exemplares de A. ocellatus apresentou uma concentração de 

catalase superior à verificada no mesmo tecido dos indivíduos de C. macropomum. Esta 

última espécie apresentou acatalassemia em praticamente todas as situações experimentais, 

confirmando uma característica comum ao sangue dos peixes, incluindo diversas espécies 

amazônicas e marinhas. 

 

10. A exposição à hiperóxia não parece influenciar o comportamento da CAT em A. 

ocellatus, enquanto que em C. macropomum, as elevadas concentrações de oxigênio 

empregadas parecem ter induzido uma redução da concentração desta enzima. Na 

aclimatação à hipóxia, a diminuição nos conteúdos da CAT observados no fígado das duas 

espécies analisadas, e também no sangue de A. ocellatus, poderia ser consequência de uma 

redução da atividade metabólica destes animais, resultando em uma diminuição da síntese 

desta enzima. 

 

11. A GPx no fígado de tambaqui em normóxia mostrou ser inversamente proporcional ao 

dano celular (TBARS). No fígado de ambas as espécies aclimatadas à hiperóxia a enzima 
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GPx demonstrou ter uma função complementar ao papel da CAT na detoxificação do H2O2. 

Esta resposta foi mais evidente na espécie C. macropomum, em que a concentração da 

catalase foi diminuída naquela condição. Na situação de hipóxia, a elevação da GPx 

manifestou um comportamento análogo ao observado em animais que desenvolvem o 

processo de hibernação e estivação, em que o aumento das enzimas é interpretado como uma 

forma de preparação para o estabelecimento de uma condição de estresse oxidativo no 

momento da retomada dos níveis metabólicos normais. 

 

12. As concentrações de glutationa reduzida observadas nas duas espécies diferiram entre si 

na condição normóxica e refletem características ecológicas distintas entre as mesmas. No 

caso de A. ocellatus, os conteúdos de GSH indicam um aspecto comum a outras espécies de 

ciclídeos amazônicos de hábitos semelhantes e concentrações igualmente baixas; de forma 

análoga, em C. macropomum, os níveis foram elevados e também próximos aos verificados 

em outros serrasalmídeos.    

 

13. A avaliação dos níveis de glutationa nas 3 condições experimentais demonstra 

claramente que o acará-açu, quando comparado ao tambaqui, apresenta uma maior 

tolerância às variações da pO2, necessitando uma menor quantidade de GSH e direcionando 

uma menor proporção deste composto no processo de detoxificação das espécies ativas do 

oxigênio. Em ambas as espécies, os níveis intraeritrocitários de GSH e GSSG parecem 

constituir-se em bons indicadores metabólicos na avaliação de estresse oxidativo.  

 

14. A glutationa sanguínea tem um papel importante na proteção das moléculas de 

hemoglobina contra os processos de oxidação em ambas as espécies, seja em condições 

normais ou ainda em situações de hipóxia e hiperóxia. 

 

15. O decréscimo na concentração da GSH em C. macropomum está fortemente associado a 

uma diminuição na quantidade de ATP intraeritrocitário, que diminuiu progressivamente nas 
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situações de hipóxia e hiperóxia. Em A.ocellatus essa associação foi evidente apenas na 

condição de hiperóxia, reforçando as inferências em relação à sua elevada tolerância à 

hipóxia. 

 

16. Os níveis elevados de peroxidação lipídica observados tanto no fígado como no sangue 

dos exemplares de tambaqui aclimatados à hiperóxia indicam que esta espécie, apesar de 

apresentar uma indução da SOD, e grandes quantidades de GSH alocadas na proteção do 

eritrócito durante o período de aclimatação, não possui um sistema de defesas antioxidantes 

suficientemente eficaz para evitar o estabelecimento de danos celulares promovidos pela 

ação das espécies ativas do oxigênio. Astronotus ocellatus, por outro lado, mostrou ser mais 

tolerante a esta situação, não apresentando alterações nos níveis endógenos de TBARS e, 

igualmente, nos conteúdos da SOD e da CAT, tanto no fígado como no sangue. 

 

17. Os resultados obtidos indicam que o acará-açu é um animal capaz de suportar amplas 

variações na disponibilidade do oxigênio ambiental, através de ajustes finos que, 

provavelmente, incluem a ativação do metabolismo anaeróbico. Por outro lado, o tambaqui, 

como um animal preferencialmente oxidativo, não manifestou a presença dos mesmos 

recursos apresentados pela espécie anterior, sendo mais susceptível aos efeitos da variação 

na disponibilidade do oxigênio ambiental em períodos de tempo relativamente longos, como 

os empregados no presente estudo. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 As informações básicas relativas às proteções antioxidantes obtidas no presente 

trabalho, indicam a necessidade de realização de novas investigações que poderão ajudar na 

elucidação dos diversos pontos levantados ao longo da discussão. Entre tais investigações 

destacamos: 

 

1) avaliar o efeito temporal da aclimatação à hiperóxia, bem como à hipóxia, e de distintos 

níveis de saturação sobre o mecanismo de proteções antioxidantes em peixes aclimatados 

experimentalmente à estas condições; 

 

2) verificar a importância do metabolismo anaeróbico das espécies em pauta, no sentido de 

corroborar as inferências específicadas em relação ao acará-açu. 

 

3) avaliar a enzima glutationa peroxidase no sangue de peixes aclimatados a condições 

normais e adversas de exposição ao oxigênio e determinar o papel desta em relação à 

proteção da estrutura do eritrócito e à eliminação do peróxido de hidrogênio nestas células; 

 

4) investigar o papel de outros antioxidantes não enzimáticos, como a vitamina E, a vitamina 

C e o ubiquinol10, também importantes na proteção celular, e comumente encontrados em 

outras espécies de peixes, notadamente naquelas de hábito frugívoro; 

 

5) avaliar se a eliminação branquial do peróxido de hidrogênio, observada em outras 

espécies de água doce, também constitui-se num mecanismo de detoxificação deste 

composto nos peixes amazônicos; 

 

6) determinar se a eliminação do peróxido de hidrogênio é mais intensa em peixes 

acatalassêmicos do que naqueles nos quais a enzima foi constatada, investigando este 
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aspecto tanto em condições normais, como em condições que favoreçam a produção deste 

intermediário reativo do oxigênio;  

 

7) avaliar o comportamento da glutationa reduzida e oxidada em outros tecidos, como o 

fígado e o rim, em resposta a uma dada condição estressante, e comparar com os resultados 

obtidos em relação ao sangue; 

 

8) determinar a presença de dissulfetos mistos com a hemoglobina em peixes amazônicos 

habitantes de águas hipóxicas, e avaliar se estes compostos consistem realmente em 

mecanismos acessórios importantes do sistema de proteções antioxidantes nos eritrócitos 

destas espécies. 
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