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RESUMO 
 

Este trabalho avaliou se o sistema imunológico e o sistema antioxidativo hepático 

de pacu são mediados pelo cortisol circulante, em condições de elevação 

exógena e endógena do hormônio. Os peixes foram separados em três 

tratamentos: alimentados com ração comercial controle RC (C); alimentados com 

RC contendo 400 mg de hidrocortisona / kg (HC); alimentados com RC e captura 

por 2 minutos seguida de exposição aérea por 4 minutos (E). Os grupos C e HC 

foram amostrados 1, 3, 6, 24 e 72 horas depois da alimentação (n=9 em cada 

grupo), enquanto o grupo E foi amostrado 1, 3, 6, 24 e 72 horas após o manejo de 

exposição aérea. Os peixes tiveram sangue, fígado e baço coletados. No sangue 

foram determinadas: concentração de cortisol, glicose, atividade respiratória de 

leucócitos ARL, concentração sérica de lisozima (CLS) e atividade hemolítica do 

sistema complemento (AHC); no fígado foram determinadas as atividades das 

enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx); e no baço foi realizado o 

cálculo do índice esplenossomático e análise histológica para avaliação da polpa 

branca (PB), polpa vermelha (PV), melanomacrófagos (MMs) e centros de 

melanomacrófagos (CMMs). Os resultados demonstram, de maneira abrangente, 

aumento das concentrações sanguíneas de cortisol e glicose quando os peixes 

foram submetidos ao estresse (exógeno e endógeno), assim como elevação da 

ARL, porém devido ao aumento do cortisol houve diminuição da ARL e AHC, e 

atividade das enzimas CAT e GPx. E de maneira adicional, o estresse exógeno 

causou aparecimento de MMs e CMMs no baço, sugerindo possíveis problemas 

celulares no órgão.  

 

 

Palavras-chave: Estresse, oxidação, cortisol, exógeno, endógeno, baço,  
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ABSTRACT 
 

This work investigated whether the immune system and the liver antioxidant 

system are mediated by circulating cortisol, under conditions of exogenous and 

endogenous elevation of the hormone in pacu. The fish were separated into three 

treatments: fed with a control commercial diet CD (C); fed with CD containing 400 

mg hydrocortisone / kg (HC); fed with CD and exposed to capture for 2 minutes 

followed by air exposure for 4 minutes (E). The C and HC fish were sampled 1, 3, 

6, 24 and 72 hours after feeding (n=9 in each group), while group E was sampled 

1, 3, 6 , 24 and 72 hours after air exposure. The fish had blood, liver and spleen 

collected. In the blood it were determined: cortisol concentration, glucose, 

respiratory activity of leukocytes ARL, concentration of lysozyme (CLS) and 

hemolytic activity of the complement system (AHC); in the liver it were determined 

the activities of enzymes catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx); and, in 

the spleen the splenosomatic index and histological analysis for the evaluation of 

white pulp (PB), red pulp (PV), melanomacrophages (MMs) and 

melanomacrophagous centers (CMMs). The results demonstrate an increase in 

blood cortisol and glucose concentrations when fish were submitted to stress 

(exogenous and endogenous), as well as elevation of ARL. Increased cortisol was 

associated to a decrease in ARL and AHC, and CAT and GPx enzymes. 

Additionally, exogenous stress caused the appearance of MMs and CMMs in the 

spleen, suggesting possible cellular problems in the organ. 

 

 

Key-word: Stress, oxidation, cortisol, exogenous, endogenous, spleen,  
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CAPÍTULO 1  
 

1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

1.1 Produção aquícola  

 

Em 2014, a produção aquícola mundial foi de 73,8 milhões de toneladas, 

com valores estimados de US$ 160,2 bilhões (FAO, 2016), com aumento de 18,1 

milhões de toneladas nos últimos cinco anos, em comparação à pesca extrativa 

que estagnou.  

O Brasil é o segundo maior produtor de organismos aquáticos no 

continente americano após o Chile, produzindo 562,5 toneladas, o que representa 

26,02% da produção entre as três Américas (FAO, 2016). As perspectivas para 

aquicultura são boas, com um crescimento esperado na produção acima do nível 

médio até 2024, impulsionado pelo aumento da demanda interna e pelas políticas 

nacionais que apoiam o crescimento sustentável do setor (Caisan, 2014). Esse 

crescimento deve-se, em parte, a um aumento da demanda de produção que 

acompanha o aumento da população humana (FAO, 2012). Entretanto, o 

aumento da produção impõe técnicas de cultivo que expõem os peixes à manejos 

estressantes, além de mudanças naturais das condições do ambiente que afetam 

negativamente a atividade produtiva (Inoue; Santos Neto; Moraes, 2004). 

 

1.2 Estresse - Conceito geral 
 

Os agentes estressores ameaçam ou perturbam o equilíbrio homeostático 

do organismo e provocam um conjunto de respostas comportamentais e 

fisiológicas de maneira compensatória e/ou adaptativa, habilitando o animal a 

superar as ameaças (Wendelaar Bonga, 1997; Barton, 1997; Barton, 2002; Tort, 

2011). Entretanto, se um animal é submetido a estresse prolongado, a resposta 

fisiológica pode perder seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, acarretando 

danos permanentes à sua saúde e bem-estar. Na fase adaptativa, ocorre a 

realocação de energia para atividades de alta demanda energética, prioritárias 

para a sobrevivência, e tal dinâmica, a longo prazo, prejudica atividades, como 

crescimento, reprodução e imunidade (Pankhursks e Kraak, 1997; Tort, 2011).  
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A exposição dos peixes a um estressor inicia as respostas fisiológicas pela 

percepção e reconhecimento da ameaça pelo sistema nervoso central. 

Inicialmente, fibras nervosas simpáticas, através de receptores colinérgicos, 

estimulam as células cromafins do rim cefálico que liberam catecolaminas (Reid et 

al., 1998). Em seguida, ocorre a ativação do eixo hipotalâmico-pituitária-interrenal 

(HPI). A liberação do hormônio liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotálamo 

controla a síntese e liberação do hormônio corticotrópico (ACTH) pela pituitária, 

que vai através da circulação até as células interrenais estimular a síntese e 

secreção de hormônios glicocorticoides, como o cortisol em teleósteos. Em 

conjunto, catecolaminas e os glicocorticoides iniciam as respostas secundárias e 

terciárias do estresse.  

As respostas de estresse são classificadas como primária, secundária e 

terciária (Barton, 1997; Barton, 2002) e dependem do caráter agudo ou crônico do 

estressor. A resposta primária se refere à rápida elevação plasmática de 

catecolaminas e corticosteroides. A resposta secundária é definida por alteração 

de parâmetros fisiológicos e bioquímicos sanguíneos e teciduais em resposta às 

alterações hormonais. Na condição aguda, ocorre aumento nos batimentos 

cardíacos, maior disponibilidade de oxigênio aos tecidos, mobilização de 

substratos de energia, além de alterações iônicas e hematológicas, nas células 

vermelhas e brancas. A resposta terciária, de caráter crônico, compromete o 

desempenho do animal, aumento da suscetibilidade a doenças e mudanças no 

comportamento. Esta ocorre em nível de indivíduo e de população e limita a 

capacidade do animal de tolerar estressores futuros ou adicionais (Barton, 2002). 

A resposta aguda ocorre, por exemplo, em manejos de rotina na criação de 

peixes como captura e transporte (Fagundes e Urbinati, 2008). Já a crônica, 

ocorre quando os peixes são mantidos em situações adversas, como baixa 

qualidade da água, alto adensamento populacional (Rowland et al., 2006), por um 

tempo longo. Em relação às alterações do sistema imune associadas a extensão 

do estresse, segundo Tort (2011), se o estressor é agudo, as respostas são 

estimulatórias, e o sistema imune dos peixes mostra uma fase de ativação. 

Entretanto, se o estressor for crônico, a resposta imune tem um padrão de 

inibição, situação em que os peixes estão predispostos às doenças. 
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1.3 Papel do cortisol na imunidade 

  

Peixes criados em condições intensivas, em geral, estão sob prolongado 

estresse que afeta os processos fisiológicos dependentes de energia como 

reprodução, crescimento e resistência a doenças.  

Doenças de peixes são os principais fatores de mortalidade na piscicultura 

e a imunidade natural tem papel fundamental na resistência a doenças. A ligação 

entre estresse e susceptibilidade a doenças em animais de criação já é conhecida 

(Wedemeyer, 1996; Roed et al., 2002; Cnaani et al., 2004; Hoeger et al., 2005).  

Organismos que causam infecções estão presentes em todos os ambientes 

de criação. Peixes, em condições normais de sanidade, podem alojar alguns 

organismos potencialmente patogênicos, no entanto, sintomas clínicos da doença 

não ocorrem enquanto o peixe está livre de estresse. O processo infeccioso da 

doença requer uma condição anormal do peixe reduzindo sua resistência natural 

à invasão do hospedeiro.  

O sistema imune dos peixes divide-se em dois componentes: o específico 

ou de memória, e o inato, ou não específico, sendo este a primeira barreira que 

protege o organismo contra agentes infecciosos, sem uma pré-dependência de 

um agente etiológico específico (Bols et al., 2001; Magnadottir, 2006; Rauta et al., 

2012; Secombes e Wang, 2012). 

O sistema imune inato, por sua vez, divide-se em dois tipos, celular e 

humoral. As células do sistema imune em peixes são hábeis em fagocitar e 

destruir corpos infecciosos (Kantari et al., 2008), sendo os neutrófilos 

polimorfonucleares (PMNs), monócitos e macrófagos (MMs) responsáveis por 

iniciar o combate aos patógenos. Os monócitos são células que circulam no 

sangue periférico (Lorenzi, 1999), e que se transformam em macrófagos quando 

migram para os tecidos (Griffin, 1984). Monócitos e neutrófilos possuem 

habilidade citotóxica não-específica (Cuesta et al., 1999). Os PMNs são leucócitos 

de alta atividade migratória (Griffin, 1984), e são as primeiras células de defesa a 

deixar os vasos sanguíneos e atuar no sítio de inflamação (Roitt et al., 1998). A 

destruição dos agentes infecciosos também pode ser causada pelas células 

citotóxicas não-específicas (NKC), ou ainda através da produção de agentes 

bactericidas, como proteínas e enzimas líticas (Magnadottir, 2006). 
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Desta forma, os PMNs e os MMs são as principais células de defesa do 

organismo contra os agentes infecciosos, possuindo também a capacidade de 

combater danos teciduais. Segundo Kantari et al. (2008), o papel dessas células 

não se restringe apenas à fagocitose e destruição do patógeno, mas são células 

muito importantes para a imunidade, pois atuam na construção e modulação de 

resposta inata e adquirida. 

Um importante mecanismo de defesa dos peixes é a fagocitose, e algumas 

células são capazes de destruir as partículas invasoras além de processar e 

introduzir células específicas que irão promover a produção de imunoglobulinas 

(Neumann et al., 2000). Monócitos, macrófagos e neutrófilos são fagócitos 

responsáveis por atuar na defesa dos peixes, no entanto outras células podem 

realizar a fagocitose, de modo que as mesmas precisam realizar a detecção da 

partícula estranha através de receptores de membrana. As citocinas são liberadas 

pelos fagócitos no local da inflamação do tecido lesado e promovem a quimiotaxia 

e a mobilização de fagócitos (Stuart e Ezekowitz, 2005).  

Durante a fagocitose de patógenos, os leucócitos aumentam o consumo de 

oxigênio através da oxidase de NADPH e geram várias Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs), tais como: o radical superóxido (O2
-•), o radical hidroxil (OH•), o 

oxigênio “singlet” (1O2), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroperoxil 

(HO2
•), em um processo denominado de atividade respiratória. Superóxido e 

peróxido de hidrogênio são EROs altamente tóxicas e formam a base de um 

potente sistema antibacteriano (Klebanoff, 1999). A quantidade de EROs pode 

diferir durante os períodos do ano, bem como o dia, de modo que é influenciado e 

regulado pela temperatura, assim como os ritmos circadianos (Kaplan et al., 2008; 

Buchtíková et al., 2011). 

Além das células, outros elementos envolvidos na defesa inata são 

mediadores químicos solúveis. Estas substâncias encontram-se no soro, na forma 

ativa ou de precursores, e suas concentrações aumentam durante o estágio 

infeccioso (Verlhac et al., 1996). Dentre os mediadores, o sistema complemento é 

um importante efetor da resposta imune inata, sendo um conjunto de proteínas 

envolvidas em uma cascata de reações enzimáticas que, quando ativas, agem em 

respostas inespecíficas, pela via alternativa, e/ou adquiridas, pela via clássica. O 

sistema complemento elimina os patógenos através da formação de poros na 
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parte superficial de sua membrana celular, além de desempenhar papel 

importante em reações de inflamação, por quimiotaxia, atraindo células 

fagocitárias para o local da lesão. As proteínas do sistema complemento 

estimulam a fagocitose, processo mediado por receptores para proteínas do 

complemento (Holland e Lambris, 2002; Nikoskelainen et al., 2002; Boshra et al., 

2006; Nakao et al., 2011). Nos peixes, a atividade de uma das vias do sistema 

complemento é a alternativa, sendo esta via a mais rápida e mais comum que em 

mamíferos (Yano, 1996). 

A lisozima é outro importante componente não específico do sistema 

imune, presente em várias espécies de peixes (Grinde et al., 1988). Esta enzima 

lítica atua contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, está presente no 

muco, tecidos linfoides, plasma e outros fluídos do corpo (Fast et al., 2002; 

Palaksha et al., 2008) e, como outros indicadores de atividade imunológica, varia 

conforme idade e sexo dos animais, estação do ano, temperatura e pH da água, 

infecção, grau de estresse, agentes químicos e imunoestimulantes (Saurabh e 

Sahoo, 2008). 

Nos peixes ósseos, os tecidos linfoides encontram-se no timo, rim cefálico, 

baço, mucosas e tecidos associados com o intestino (Powell, 2000). Esses 

órgãos, em especial, são responsáveis pela geração de linfócitos, monócitos e 

granulócitos, além dos eritrócitos, porém a intensidade de sua atividade 

hematopoiética difere entre os teleósteos (Tavares-Dias et al., 2004).  

Todos os tipos de estressores podem afetar a capacidade de resposta 

imune dos peixes, desde que afetem os mecanismos envolvidos no suprimento de 

energia ou vias metabólicas relacionadas às moléculas chave do sistema imune 

(Yada e Tort, 2016).    

A relação dos sistemas endócrino e imune dos peixes, durante a resposta 

de estresse, é mediada por uma interação entre hormônios e citocinas. O 

estresse pode, em geral, afetar negativamente componentes do sistema imune e 

tornar o peixe vulnerável às infecções e doenças. Basicamente, estresse de baixa 

intensidade pode aumentar a imunocompetência, enquanto níveis mais severos 

desta resposta tornam-se imunossupressores.  

Em peixes, na resposta aguda, ativadora, participam, além do cortisol, as 

catecolaminas, o CRH, o ACTH, o hormônio estimulador de melanócitos (MSH), 
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enquanto na resposta crônica, supressora, participam o cortisol, a prolactina, o 

hormônio de crescimento (GH) e os hormônios tireoidianos T3/T4 (Tort, 2011; 

Yada e Tort, 2016). 

Respostas agudas são caracterizadas por mecanismos de ativação, tais 

como, produção e mobilização de células do rim cefálico, e respostas pró-

inflamatórias a partir de linfócitos T helper1 (Th1), enquanto as respostas crônicas 

tem caráter supressivo, diminuindo a resposta inata, a diferenciação celular e a 

resposta pró-inflamatória, com participação de linfócitos T helper2 (Th2) (Tort, 

2011; Yada e Tort, 2016). 

Em mamíferos, durante uma resposta imune inflamatória, a ativação dos 

hormônios do estresse inibiu sistemicamente as respostas de células Th1 / pró-

inflamatórias, mas potenciou a mudança de Th2, suprimindo a produção de 

citocinas Th1 (TNF-α, IFN-β, IL- 2 , IL-12) e induzindo a produção de citoquinas 

pertencentes a outros subconjuntos de Th (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β) (Elenkov e 

Chrousos, 1999). 

Em peixes, o estresse agudo promoveu níveis aumentados de lisozima e 

proteínas C3 ou o aumento do número de leucócitos de tipo mieloide no peritônio 

após injeção bacteriana intraperitoneal (Demers e Bayne, 1997; Sunyer e Tort, 

1995). Além disso, foi relatado aumento dos receptores de glicocorticóides de 

leucócitos no rim cranial após estresse agudo de manejo (Maule e Schreck, 

1991).  

A longo prazo, efeitos supressores foram observados em Dicentrarchus 

labrax sujeitos à estresse de adensamento, que apresentaram imunocompetência 

reduzida (Vazzana et al., 2002). Já, uma diminuição da atividade do sistema 

complemento e dos níveis de lisozima foi observada após três dias de estresse 

repetido em Sparus aurata (Sunyer e Tort, 1995). O estresse reduziu o número de 

linfócitos B e diminuiu a resposta dos anticorpos após imunização in vivo 

(Verburg-Van Kemenade et al., 2009). O estresse induzido por variação na 

temperatura da água desencadeou alterações no cortisol plasmático, na 

osmolalidade e no peso corporal em Dicentrarchus labrax, sugerindo ativação 

prolongada do eixo HPI, além de reduzir a concentração de imunoglobulina M e 

aumentar a suscetibilidade dos peixes a Nodavirus (Varsamos et al., 2005). 
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1.4 Sistema celular de defesa antioxidante e estresse oxidativo 
 

O oxigênio (O2) é uma molécula muito reativa e pode ser reduzido de 

maneira parcial, o que resulta na formação de vários agentes quimicamente 

reativos. O processo de transferência de elétrons ou a absorção de energia por 

esta molécula pode produzir espécies reativas de oxigênio (Oga, 2003) ou 

radicais livres. As EROs são átomos, moléculas ou íons que possuem um ou mais 

elétrons não-pareados nos orbitais mais externos, o que os tornam extremamente 

reativos, podendo combinar-se de maneira inespecífica com moléculas que 

integram estruturas celulares, como açúcares, proteínas, lipídios, DNA entre 

outros e, então ocorrem reações em cadeia que podem culminar em lesão, e até 

mesmo morte celular (Slater, 1984; Halliwell, 1987; Jordão Junior et al., 1998; 

Halliwell e Gutteridge, 2000; Nordberg e Arner, 2001). As EROs, em geral, são 

formadas por absorção da radiação, por reações redox ou por processos de 

catálise enzimática (Slater, 1984) e incluem também espécies que não são 

radicais livres, como algumas moléculas que derivam do O2, sendo capazes de 

gerar radicais livres, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Halliwell e Gutteridge, 

2000).  

 A geração contínua das EROs é um processo fisiológico característico do 

ciclo respiratório celular (Sies, 1991; Storey, 1996). Os organismos sintetizam 

ATP por meio da redução completa do O2 na membrana mitocondrial. Em torno 

de 95 a 98% de todo o O2 utilizado pelas mitocôndrias é reduzido, formando água. 

Durante o processo de fosforilação oxidativa, o sistema enzimático citocromo 

oxidase é o responsável pela redução de maneira tetravalente do O2, fornecendo 

simultaneamente quatro elétrons ao oxigênio, que se reduz diretamente à água. 

No entanto, esse O2 pode ser reduzido de forma incompleta, recebendo menos de 

quatro elétrons, originando os intermediários reativos e danosos às células, as 

EROs (Floyd, 1984). Em mamíferos, estima-se que de 1 a 4% do O2 consumido 

seja convertido a O2
-• e H2O2 devido às falhas fisiológicas mitocondriais, que 

permitem que os elétrons possam escapar sem que sejam transferidos para o 

oxigênio (Boveris e Chance, 1973).  

O radical superóxido O2
-• é o mais comum e abundante na célula (Boveris, 

1998), é um radical moderadamente reativo devido à pequena capacidade de 

atravessar as membranas celulares e é gerado no transporte de elétrons que 
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ocorre em mitocôndrias e microssomos do retículo endoplasmático ou por 

reações de auto-oxidação do oxigênio molecular (Halliwell e Gutteridge, 1986). É 

também produzido por flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases (Nordberg e 

Arnér, 2001). As reações desencadeadas pelo radical superóxido podem gerar os 

radicais hidroxil e peroxil (Ramos et al., 2005).  

O O2
-• forma-se após a primeira redução do O2, na cadeia de transporte de 

elétrons ou por ação de fagócitos, sendo eles neutrófilos, monócitos e 

macrófagos, para defesa bactericida (Halliwell e Gutteridge, 1989). Estas células 

produzem quantidades significativas de radical superóxido durante a fagocitose, 

devido à ativação da enzima NADPH oxidase presente na membrana dessas 

células (Diaz et al., 1998). 

O O2
-• e o H2O2 são menos reativos, no entanto, sua transformação em 

radicais hidroxil os torna altamente danosos para os sistemas biológicos 

(Halliwell, 1996).  

O radical hidroxil OH• é considerado o radical livre mais reativo em sistemas 

biológicos. Uma vez formado, possui uma meia-vida extremamente curta, 

reagindo rápido e inespecificamente com os alvos celulares mais próximos, 

podendo lesar DNA, proteínas, carboidratos e lipídios (Ferreira e Matsubara, 

1997; Nordberg e Arnér, 2001). Este radical possui pequena capacidade de 

difusão e um alto potencial na indução de lesões nas moléculas celulares, sendo 

capaz de causar mais danos que qualquer outra espécie reativa de oxigênio, já 

que o organismo não dispõe de um sistema enzimático de defesa contra ele 

(Halliwell e Gutteridge, 2000).  

As EROs estão implicadas na etiologia de muitas doenças, alterações 

degenerativas, lesões teciduais e toxicidade decorrente da exposição a 

xenobióticos (Pollack e Leeuwenburg, 1999; Bray, 2000), sendo continuamente 

produzidas pelo organismo como resultado de um processo metabólico normal, 

ou como resultado de estímulos ambientais (Feillet-Coudray et al., 1999), 

entretanto sua formação nem sempre é danosa, sendo fundamental para a 

manutenção de vários processos fisiológicos (Pompella, 1997). Por exemplo, na 

defesa contra a infecção, os neutrófilos produzem EROs para destruir 

microorganismos invasores (Filho e Novelli, 2005).  
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Se por um lado, a produção de EROs nos processos metabólicos é 

contínua, o organismo é dotado de mecanismos de defesa para limitar seus níveis 

intracelulares e impedir a indução de danos (Sies, 1993). A produção fisiológica 

de EROs está em equilíbrio com a ação destes sistemas de defesa antioxidante 

para a manutenção do equilíbrio redox, essencial para a integridade e saúde do 

organismo (Sies, 1986; Cadenas, 1989; Storey, 1996; Scandalios, 2005; 

Valavanidis et al, 2005). 

Os antioxidantes são agentes responsáveis pela inibição e/ou redução das 

lesões celulares causadas pelas EROs (Cerutti, 1991; 1994). O estresse oxidativo 

ocorre na falha do equilíbrio entre a produção de oxidantes e a concentração de 

defesas antioxidantes (Biesalski, 2000). 

De acordo com Abdalla (1993), os antioxidantes podem ser classificados, 

de acordo com sua função biológica, em duas categorias: a) Sistema primário - 

inibe de maneira preventiva e retarda a geração de EROs ou rouba estas 

espécies, impedindo proximidade com os alvos celulares; b) Sistema secundário - 

bloqueia a etapa de propagação da cadeia radicalar e remove, de maneira efetiva, 

radicais como o peroxil ou alcoxil. São exemplos de inibidores preventivos: os 

tióis, a catalase (CAT), a superóxido dismutase (SOD) e as glutationas peroxidase 

(GPx) e S-transferase (GST), entre outros (Bonorden e Pariza, 1994). Os 

antioxidantes do sistema secundário bloqueiam a propagação da cadeia radicalar, 

interrompendo a sequência de auto-oxidação em cadeia; reagem com os radicais 

livres para produzir produtos estáveis. Destacam-se como bloqueadores deste 

sistema as vitaminas E e A e a glutationa reduzida. 

Os peixes também são susceptíveis ao ataque das EROs produzidas pelo 

metabolismo aeróbio e apresentam sistemas antioxidantes de defesa. Os 

mesmos podem ser classificados conforme sua estrutura biológica, como: a) 

sistema enzimático, com as enzimas SOD, CAT, GPx e GST, e b) sistema não-

enzimático, com a glutationa reduzida (GSH), selênio (Se), vitaminas A, C e E, 

metalotioneína, entre outros (Schlenk et al., 1999). 

O estresse oxidativo em peixes tem sido avaliado por meio da 

quantificação da atividade das enzimas SOD, CAT, GPx e GSH (Oruc e Uner, 

2000; Almeida et al., 2002; Basha e Rani, 2003; Ferreira et al., 2005). 
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A CAT é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução do H2O2 

em H2O e O2 e é um componente da defesa primária de antioxidantes (Gaetani et 

al., 1989). Além de atuar como espécie reativa de oxigênio, o H2O2, em excesso, 

causa oxidação da hemoglobina e diminui as concentrações de oxigênio 

circulante (Wieacker et al., 1980), o que evidencia a importância da CAT. 

A CAT encontra-se principalmente nos peroxissomos de eritrócitos, de 

células do fígado e rins dos animais. Órgãos como cérebro, coração e músculo 

esquelético contém pequenas quantidades da CAT (Halliwell e Gutteridge, 1989). 

Todavia, a atividade desta enzima não foi encontrada em eritrócitos de diversos 

peixes (Rabie et al., 1972; Smith, 1976; Wilhelm-Filho et al., 1993; Wilhelm-Filho e 

Marcon, 1996). 

A GPx é a enzima responsável pela detoxificação de peróxidos orgânicos e 

inorgânicos, e é um dos meios do organismo controlar os níveis de peróxido de 

hidrogênio e de hidroperóxidos lipídicos produzidos pelas EROs (Cohen e 

Hochstein, 1963; Meister e Anderson, 1983). Sua atividade depende da glutationa 

reduzida como cofator, que é oxidada em glutationa oxidada, durante a 

degradação de peróxidos (Van Der Oost; Beyer; Vermeulen, 2003). 

Em humanos, a GPx possui atividade elevada no fígado, moderada no 

coração, pulmão e cérebro, e atividade reduzida nos músculos (Halliwell e 

Gutteridge, 1989).  

As células animais contêm dois tipos de GPx, uma é Se-dependente e a 

outra não. A primeira é capaz de reduzir H2O2 e qualquer hidroperóxido orgânico, 

sendo uma proteína tetramérica e apresenta um átomo de selênio em cada 

subunidade em formato de selenocisteína (Liebler e Reed, 1997). O segundo tipo, 

não depende de selênio, chamado GPx5, sendo uma proteína dimérica e é capaz 

de reduzir qualquer hidroperóxido orgânico, menos o H2O2 (Ciriolo et al., 1991; 

Willians et al., 1998). 

Na maioria dos animais, a principal enzima é a selênio dependente, 

responsável pela maior parte da atividade da GPx, mas a proporção entre as duas 

formas varia muito entre espécies, e mesmo entre tecidos numa mesma espécie. 

Estudos recentes sugerem que o Se desempenha papel importante na prevenção 

da ação imunossupressora do estresse oxidativo. Assim, os níveis adequados de 

selenioproteínas para GPx são especialmente importantes para a manutenção 
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adequada da resposta imune, principalmente porque quando ativado, os fagócitos 

tais como macrófagos e neutrófilos, liberam rapidamente uma grande quantidade 

de EROs (Takahashi et al., 2017). 

A SOD em conjunto com a CAT e GPx atuam como umas das principais 

formas de defesa que atuam nos organismos (Halliwell e Gutteridge, 1989). 

Beckman e Ames (1998) afirmam que a SOD contribui para efeitos de anti-

envelhecimento, atuando de maneira somatória sobre os processos 

degenerativos. 

A atuação da SOD é de grande importância na defesa do organismo contra 

EROs, despenhando a função de retirada do radical superóxido que são gerados 

nos peroxissomos e mitocôndrias (McCord e Fridovich, 1969). Estudos 

demonstram a atuação da SOD como co-fator, e que depende do metal ao qual 

seu sítio catalítico se liga sendo o mesmo altamente reativo, e como fator, a 

poluição do ambiente pode aumentar a atividade da enzima e assim desequilibrar 

o sistema antioxidante natural (Mather-Mihaich e Diguilio, 1986; Radi e Marcovics, 

1988).   

Desta forma, como outros organismos, os peixes possuem exigências 

específicas químicas e físicas, que, quando não atendidas, promovem um estado 

de desequilíbrio que afetam o bem-estar e sobrevivência dos animais. Sendo 

condescendente com a ideia que peixes em cativeiro tem uma inerente 

desvantagem frente aos selvagens, decorrente do confinamento e, portanto, e 

recomendável aos produtores que façam o reconhecimento de sinais de estresse 

e utilizem protocolos adequados de manejo para reduzir seus efeitos, pois a 

dependência do sucesso econômico depende desse fator (Conte, 2014). 

 

1.5 Papel do estresse e do cortisol no estresse oxidativo 

 

O estresse, de uma forma generalizada, é uma condição de alta demanda 

aeróbica de energia para suprir os mecanismos de manutenção do organismo 

durante a ativação para a adaptação e resistência do corpo às condições 

estressoras (Barton, 2002). Desta forma a ativação do sistema imune como 

resposta de defesa aos patógenos nos peixes é um processo energeticamente 

caro (Gimbo et al., 2015), ocorrendo, em ambas as situações a ativação de 

mecanismos celulares como o sistema de oxirredução, que ocorre para a síntese 
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de ATP. Desta forma, uma condição de estresse, com ativação imunológica, pode 

exigir mais intensamente dos mecanismos celulares produtores de energia, 

afetando a capacidade oxidante da célula. Na defesa contra a infecção, os 

neutrófilos produzem espécies reativas de oxigênio como bactericida para destruir 

microorganismos invasores (Filho e Novelli, 2005).  

Estressores ambientais são bem conhecidos por induzir estresse e 

alterações no equilíbrio redox da célula em peixes (Birnie-Gauvin et al., 2017). Os 

peixes são um modelo biológico de interesse por experimentar um grande número 

de estressores no ambiente, como flutuações na temperatura, disponibilidade de 

oxigênio, poluição e outros impactos antropogênicos que podem afetar a química 

dos radicais livres (Lushchak, 2011).  

Entretanto, pouco se sabe sobre a associação do estresse com o equilíbrio 

redox da célula. Estudos realizados em humanos associam o cortisol à ativação 

ou redução da atividade de mitocôndrias e da função e apoptose celular, 

dependendo das concentrações do hormônio e do tempo de exposição ao mesmo 

(Du et al., 2009; Aschbacher et al., 2013).  

 

1.6 Baço  
 

O baço é, segundo Banks (1992), a maior massa de tecido linfático do 

corpo de mamíferos, exercendo diversas funções como formação de células 

sanguíneas, metabolismo de hemoglobina e ferro, distribuição de hemácias, 

filtração e armazenamento de sangue. O baço é uma mistura de seios 

fagocitários, estroma de fibras reticulares e parênquima celular, não ocorrendo a 

diferenciação de córtex e medula. O parênquima é formado por polpa vermelha e 

polpa branca. 

Em peixes, o baço apresenta forma corpuscular plana, elipsoide, com uma 

coloração vermelha escuro e justaposta ao fígado. Constitui-se internamente por 

células do retículo endotelial dos quais seus processos formam lóbulos contendo 

grupos de células brancas e vermelhas (Fishelson, 2006). 

Citologicamente, o baço em peixes teleósteos é muito similar aos outros 

vertebrados (Quesada et al., 1990), apresentando separação pronunciada muito 

menor na polpa vermelha, contendo uma rede de cordões e polpa branca com 

tecido linfático (Iwama e Nakanishi, 1996). O baço de teleósteos possui 
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macrófagos que podem funcionar não apenas como sistema de defesa, mas 

também produzindo hidrolases lisossomais, proteínas do sistema complemento e 

parcialmente interferon, superóxido e radicais hidróxidos. O órgão contém, 

também, numerosos neutrófilos e eosinófilos, que tornam a glândula um local de 

fagocitose de matéria particulada e células sanguíneas, bem como de atividade 

hematopoiética (Fishelson, 2006). 

Melanomacrófagos foram observados no tecido hematopoiético de baço de 

Trichogaster leeri e Xiphophorus maculatus e compunham grupos de células 

normalmente encapsulados por uma camada celular fina, também se 

apresentando como células dispersas. Essas células contêm grandes 

quantidades de pigmentos de ferro livre, provavelmente lipofucsina, podendo ter 

um significante papel como depósito e desnaturação de lipoproteínas, não 

parecendo desempenhar nenhum papel significante no manejo de ferro (Leknes, 

2004, 2007). 

Funções do tecido linfoide esplênico de teleósteos permanecem 

controversas, embora seu papel no processamento antigênico pareça certo. A 

esplenectomia não tem efeito em respostas humorais em alguns teleósteos, 

apesar de, em outras espécies, o baço aparentemente representar um importante 

órgão linfoide (Yu et al., 1996). 

 

1.7 Modelo experimental  
 

O pacu, Piaractus mesopotamicus, é um peixe importante na piscicultura 

brasileira, destacando-se principalmente pela rusticidade no manejo, crescimento 

rápido, carne de excelente qualidade, com uma produção de 20 mil toneladas no 

ano de 2014 (IBGE, 2014). Além disso, é uma espécie popular nos “pesque-

pagues” por sua esportividade na pesca (Fernandes et al., 2000; Abimorad et al., 

2007). É uma espécie da ordem dos Characiformes, da família Characidae, 

naturalmente é encontrado nas Bacias dos rios Paraná, Paraguai e Uruguai 

(Godoy, 1975; Machado-Allison, 1987), com sua maior distribuição nas planícies 

alagadas da região Centro-Oeste do Mato Grosso (Petrere, 1989). É um dos 

peixes mais estudados nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil e 

recebe os nomes de caranha, pacu-caranha ou pacu-guaçu (Urbinati et al., 2013).  
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É um peixe de grande porte, atingindo de 50 a 100 cm de comprimento e 

até 20 kg. Os adultos são castanho escuros, com ventre amarelo-dourado. 

Possuem corpo alto, discoidal, lateralmente comprimido, com escamas ventrais 

em forma de quilha serrilhada, formada por espinhos. Suas nadadeiras são 

escuras, a boca é terminal, com seis a oito dentes molariformes (Shibatt e Dias, 

2006). Seu hábito alimentar é onívoro, alimentando-se, principalmente, de folhas, 

caules, flores, frutos e sementes e, quando necessário, de insetos, aracnídeos, 

moluscos e peixes (Urbinati et al., 2013). Segundo Shibatt e Dias (2006), a 

espécie alimenta-se na grande maioria das vezes durante o período diurno, 

buscando frutos que caem da vegetação ciliar, restos de vegetais, crustáceos e 

insetos. A dentição dessa espécie é especializada em quebrar e triturar os 

alimentos duros, especialmente frutos e sementes (Silva, 1985; Mentón, 1989). 

No ambiente natural, o pacu não tem comportamento alimentar contínuo e seu 

ciclo de vida está estreitamente relacionado a períodos de alta ingestão de 

alimento, sofrendo alterações conforme a disponibilidade do alimento, e 

consequentemente sob variações ambientais e da migração reprodutiva (Urbinati 

et al., 2013).  

O pacu apresenta desova total e fecundação externa. As desovas ocorrem 

principalmente em novembro, com menor ocorrência em outubro e dezembro 

(estação chuvosa). O tamanho médio da primeira maturação gonadal, na fêmea é 

de 34 cm e a idade média de 3 anos. A partir de 42 cm, 100 % da população 

estão aptos à reprodução, com cerca de 5 anos (Ferraz de Lima et al., 1984). 

 

2 JUSTIFICATIVA 
 

O sucesso da aquicultura intensiva depende de informações sobre a 

identificação e controle de situações de estresse e/ou de enfermidades com o 

objetivo de assegurar a sanidade dos peixes. Assim, o conhecimento dos 

mecanismos de estresse, incluindo sua interação com o sistema imune inato e os 

sistemas de defesa antioxidante, ativados por estressores presentes no ambiente 

de criação, permitirá se estabelecer estratégias de manejo ou criar ferramentas 

que interfiram neste processo para reduzir os efeitos negativos do 
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estresse/supressão imunológica/danos oxidativos, e consequentemente melhorar 

as condições de saúde e bem-estar dos peixes. 

 

2.1 Hipótese 

 

Em vista do exposto, as hipóteses desta pesquisa foram:  

 

1. A elevação do cortisol afeta negativamente a resposta imunológica do 
pacu  
 

2. A elevação do cortisol altera a condição de defesa antioxidante no pacu 
 
 

3. OBJETIVOS 
  

3.1 Geral 

 

Avaliar se os sistemas imune inato e antioxidante hepático do pacu são 

mediados pelo cortisol circulante, em condições de elevação exógena 

(administração oral do hormônio) e elevação endógena (exposição dos peixes a 

captura e exposição aérea) do hormônio. 

 

 

3.2 Específicos 

 

Avaliar indicadores de estresse: concentrações sanguíneas de cortisol e 

glicose nas duas condições experimentais; 

Avaliar indicadores de imunidade inata: atividade respiratória de leucócitos; 

concentração sérica de lisozima e a atividade sérica hemolítica do sistema 

complemento (via alternativa);  

Avaliar indicadores de defesa antioxidante: atividade da catalase e 

glutationa peroxidase; 

Avaliar alterações esplênicas dos peixes que possam ser relacionadas às 

respostas imunes e danos oxidativos. 
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CAPÍTULO 2 

 
Mediação de respostas imunes e do sistema hepático de defesa 

antioxidante pelo cortisol em pacu (Piaractus mesopotamicus) 

 

RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o sistema imune inato e o sistema 

antioxidante hepático são mediados pelo cortisol circulante, em condições de 

elevação exógena e endógena do hormônio em pacu. Os peixes foram 

submetidos aos tratamentos: alimentados com ração comercial RC controle (C); 

alimentados com RC contendo 400 mg de hidrocortisona / kg (HC); expostos a 

captura por 2 minutos seguida de exposição aérea por 4 minutos (E). No dia da 

amostragem, os grupos C e HC foram alimentados com a respectiva ração e 

amostrados 1, 3, 6, 24 e 72 horas depois (n=9), enquanto o grupo E foi 

alimentado com RC, no mesmo horário dos outros grupos, em seguida exposto ao 

estressor e amostrado 1, 3, 6, 24 e 72 horas depois. Os peixes tiveram sangue, 

fígado e baço coletados. No sangue foram determinadas: a concentração de 

cortisol, glicose, atividade respiratória de leucócitos ARL, concentração sérica de 

lisozima (CSL) e atividade hemolítica do sistema complemento (AHC). O fígado 

foi utilizado para determinação da atividade das enzimas catalase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GPx). O baço foi utilizado para cálculo do índice 

esplenossomático e análise histológica para observação de polpa branca, polpa 

vermelha, melanomacrófagos e centros de melanomacrófagos. Os resultados 

obtidos demonstraram que o estresse exógeno e endógeno, de modo geral, 

elevaram as concentrações sanguíneas de cortisol e glicose. Inicialmente (3 

horas), o estresse de manejo aumentou a ARL, mas de modo geral a elevação do 

cortisol foi associada a redução da ARL e da AHC, bem como da atividade das 

enzimas GPx e CAT. O estresse de manejo, adicionalmente, causou o 

aparecimento de melanomacrófagos e centros de melanomacrófagos no baço, 

sugerindo danos celulares neste órgão linfoide. 

Palavras-chave: Estresse, oxidação, imunologia, baço, peixe 
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CHAPTER 2 

 
Mediation of immune responses and hepatic antioxidant defense 

system by cortisol in pacu (Piaractus mesopotamicus) 

 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to evaluate if the innate immune system and the hepatic 

antioxidant system are mediated by circulating cortisol, under conditions of 

exogenous and endogenous elevation of the hormone in pacu. The fish were 

submitted to the treatments: fed with commercial RC fed control (C); fed with RC 

containing 400 mg hydrocortisone / kg feed (HC); exposed to capture for 2 

minutes followed by air exposure for 4 minutes (E). On the sampling day, the 

groups C and HC were fed with the respective feed and sampled 1, 3, 6, 24 and 

72 hours later  (n= 9), while group E was fed as the other groups, then exposed to 

the stressor and sampled 1, 3, 6, 24 and 72 hours later. The fish had blood, liver 

and spleen collected. In the blood it were determined: the concentration of cortisol, 

glucose, respiratory activity of leukocytes ARL, serum concentration of lysozyme 

(CLS) and complement haemolytic activity (ACH). The liver was used to determine 

the activity of the enzymes catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). The 

spleen was used to calculate the splenosomatic index and histological analysis for 

observation of white pulp, red pulp, melanomacrophages and melanomacrophage 

centers. The results obtained demonstrated that exogenous and endogenous 

stress, in general, increased blood concentrations of cortisol and glucose. Initially 

(3 hours), the stressful handling increased ARL, but in general the elevation of 

cortisol was associated with a reduction of ARL and AHC, as well as the activity of 

the GPx and CAT enzymes. The stressful handling additionally caused the 

appearance of melanomacrophages and melanomacrophage centers in the 

spleen, suggesting cellular damage in this lymphoid organ. 

Key-words: Stress, oxidation, immunology, spleen, fish 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Em sistemas de criação intensiva de peixes, situações estressantes são 

decorrentes do manejo diário e das variações ambientais e são inevitáveis, 

expondo os animais a condições que afetam sua homeostase fisiológica. O 

estresse é definido como uma condição em que o equilíbrio dinâmico do 

organismo, ou homeostase, é ameaçado ou desorganizado em decorrência da 

presença de estressores intrínsecos ou extrínsecos, situação em que ocorre 

realocação de energia entre sistemas. Deste modo, o organismo é induzido a 

respostas fisiológicas e comportamentais adaptativas, que protegem o animal e 

asseguram sua sobrevivência na situação adversa (Wendeelar Bonga, 1997; 

Barton, 2002; Yada e Tort, 2016; Schreck e Tort, 2016). 

No conjunto de alterações desencadeadas pelo estressor, ocorrem 

inicialmente produção e liberação de hormônios (catecolaminas e 

glicocorticoides), responsáveis por mediar alterações sanguíneas metabólicas 

(glicose, lactato, perfil de células vermelhas), iônicas (cloreto, sódio, potássio, 

amônia) e imunes (células brancas), além de aumento do débito cardíaco, 

captação e transferência de oxigênio (Wendelaar Bonga, 1997; Barton, 2002).  

O estresse é categorizado como agudo ou crônico, severo ou moderado 

(Barton, 2002). O efeito do estresse nos peixes é determinado em grande parte 

devido à severidade do estresse, duração e condição de saúde do animal. No 

caso de estresse crônico intenso, as respostas de estresse perdem seu valor 

adaptativo e tornam-se disfuncionais. Uma resposta bastante afetada, nesta 

condição, é a resposta do sistema imune (Yada e Tort, 2016), que leva a maior 

vulnerabilidade dos peixes e ocorrência de doenças e mortalidade.  

Os peixes, de modo geral, dispõem de um mecanismo de defesa inato que 

envolve um componente celular, os leucócitos, responsáveis por ações de 

fagocitose e inflamação e um componente humoral, representado por várias 

substâncias como as lisozimas, interferon, proteína C reativa, transferrina e 

lectina, comumente encontradas no muco, soro e ovo dos peixes e que atuam no 

combate aos microrganismos infecciosos (Secombes, 1996).  

Os efeitos do estresse sobre o sistema imune envolvem a mediação do 

cortisol, entre outros sistemas hormonais, e se caracterizam por apresentar 
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respostas bifásicas, de ativação inicial e de supressão em condições mais 

prolongadas (Yada e Tort, 2016).  

Tanto os mecanismos desencadeados na resposta clássica de estresse, 

quanto as respostas específicas do sistema imune, envolvem um custo energético 

elevado (Wendelaar Bonga, 1997; Gimbo et al., 2015). Do ponto de vista 

metabólico, a ativação das vias responsáveis pela produção e mobilização de 

energia levam a alteração na condição redox mitocondrial (Halliwell e Gutteridge, 

2000).   

Desta forma, uma condição de estresse, com ativação imunológica, pode 

exigir mais intensamente dos mecanismos celulares produtores de energia, 

afetando a capacidade oxidante da célula e desenvolvendo uma condição de 

estresse oxidativo. Espécies reativas do oxigênio (EROs) formam-se a partir da 

redução do oxigênio nos tecidos (Belló et al., 2000) e são produzidos em maior 

quantidade quando um organismo é exposto a situações de estresse excessivo 

(Dos Santos et al., 2016). EROs são responsáveis por causar danos a proteínas 

celulares, lipídios, ácidos nucléicos, entre outras estruturas, levando a danos 

permanentes em tecidos e órgãos (Storey 1996; Lushchak et al., 2005; Fogaça e 

Sant’Ana, 2009).  

A produção de EROs nos processos metabólicos é contínua, mas o 

organismo apresenta mecanismos de defesa antioxidante para controlar seus 

níveis intracelulares e impedir os danos celulares (Sies, 1993). Quando a 

produção fisiológica de EROs está em equilíbrio com a ação destes sistemas de 

defesa a célula mantém o equilíbrio redox, essencial para a integridade e saúde 

do organismo (Sies, 1986; Cadenas, 1989; Storey, 1996; Scandalios, 2005; 

Valavanidis et al, 2005). Um dos sistemas de defesa antioxidante é o sistema 

enzimático, que inclui as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST), e o sistema não-

enzimático, com a glutationa reduzida (GSH), selênio (Se), vitaminas A, C e E, 

metalotioneína, entre outros (Schlenk et al., 1999). 

Apesar da importância do estresse oxidativo na condição de estresse, 

pouco se conhece sobre o papel do cortisol neste processo. Estudos in vivo e in 

vitro realizados em humanos sugerem que o cortisol está associado à ativação ou 

redução da atividade de mitocôndrias e da sua função, bem como a apoptose 
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celular, dependendo das concentrações do hormônio e do tempo de exposição ao 

mesmo (Du et al., 2009; Aschbacher et al., 2013). Em peixes, nada se conhece 

sobre a interação das respostas de estresse com o sistema de defesa 

antioxidante. 

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar se o sistema imunológico e 

o sistema de defesa antioxidante hepático de juvenis de pacu (Piaractus 

mesopotamicus) são mediados pelo cortisol circulante, elevado por administração 

do hormônio na ração ou por exposição dos peixes a um estressor. Para isso, 

foram avaliados indicadores de estresse (cortisol e glicose circulantes), 

indicadores de imunidade inata (atividade respiratória de leucócitos, atividade 

sérica do sistema complemento, via alternativa e concentração sérica de 

lisozima), indicadores hepáticos do sistema de defesa antioxidante (atividade das 

enzimas glutationa peroxidase e catalase), e histologia do tecido linfoide (baço) 

para observação de danos teciduais (presença de melanomacrófagos). 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Os procedimentos experimentais do estudo seguiram os Princípios Éticos 

na Experimentação Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) (Protocolo 07913/16), da Faculdade de Ciências Agrárias 

e Veterinárias, UNESP, Jaboticabal. 

 

2.1 Animais, protocolo e delineamento experimental 

 

Foram utilizados 135 juvenis de pacu fornecidos pelo CAUNESP (Centro 

de Aquicultura da Unesp, Jaboticabal) distribuídos em 27 unidades experimentais. 

Antecedendo o período experimental, os animais ficaram por 14 dias nas 

unidades experimentais para aclimatação. Foram considerados aclimatados 

quando todos os animais se alimentavam normalmente. Neste período receberam 

ração comercial peletizada (28% de proteína bruta e 3.600 kcal EB/kg, Pirá 28, 

Guabi) até saciedade aparente, duas vezes por dia (8:00 e 16:00 h). No período 

experimental, os parâmetros de qualidade de água foram: oxigênio dissolvido: 
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6,23±0,32mg/L; temperatura: 29,28±0,28°C; pH: 7,28±0,29; amônia total: 

0,280±0,03mg/L; amônia não-ionizada: 0,01±0,009mg/L, com fotoperíodo 

controlado de 12h claro:12h escuro. 

Após a aclimatação, os peixes foram pesados (114,33± 10,9 g) e divididos 

em três grupos, distribuídos em 27 unidades experimentais de 100L, sendo três 

unidades por tratamento (5 animais por unidade). Os peixes foram alimentados 

com 2% do seu peso corporal, duas vezes ao dia, de acordo com os seguintes 

tratamentos:  

 
1) Grupo controle (C) – Peixes alimentados com ração comercial, sem 

manipulação; 

2) Grupo hidrocortisona (HC) – Peixes alimentados com ração contendo 

hidrocortisona (400 mg/kg), sem manipulação; 

3) Grupo estressado (E) – Peixes alimentados com ração comercial, perseguidos 

com puçá por 2 minutos e expostos ao ar por 4 minutos. 

 
No dia do experimento, os grupos C e HC receberam apenas uma 

alimentação conforme suas respectivas rações, às 8:00 h, e foram amostrados 1, 

3, 6, 24 e 72 horas depois (n=9 de cada tratamento por amostragem, 3 de cada 

unidade experimental). O grupo E recebeu a ração comercial, no mesmo horário 

dos outros grupos, e, em seguida, os peixes foram submetidos ao manejo 

estressor, devolvidos às respectivas unidades experimentais e amostrados 1, 3, 6, 

24 e 72 horas após o manejo. 

 

2.2 Preparo das rações 

 
A ração suplementada com hidrocortisona foi preparada borrifando 400 mg 

de hidrocortisona (HC) (Sigma, 45698-250MG-R), diluídos em 100 mL de etanol, 

em um quilograma de ração controle. Após o acréscimo da hidrocortisona, a 

ração foi posta para secar, e congelada até o momento da utilização. A 

concentração de HC utilizada foi definida de acordo com Brinn (2003) e Serra et 

al. (2015). A ração controle foi borrifada com etanol, sem HC, para realizar a 

homogeneização das rações. 
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2.3 Amostragens e análises 

 
No dia do experimento, foram amostrados nove peixes de cada tratamento 

(3 de cada unidade experimental). Os peixes foram anestesiados com benzocaína 

(50 mg/L H2O) até os movimentos operculares cessarem, e o sangue retirado 

(1500 μL) por punção dos vasos caudais, com seringas sem anticoagulante.  

 

2.3.1 Análise de indicadores de estresse 

 
Amostras de sangue total foram adicionadas (50 μL) em microtubos 

contendo 20 μL de Glistab® (anticoagulante), para a obtenção do plasma e 

determinação da concentração de glicose, por método enzimático, com kit 

comercial (Glicose PAP Liquiform - Labtest®). O restante do plasma foi 

armazenado a -20 °C até a análise dos níveis de cortisol por kit comercial (DRG 

International, Inc., USA; Cortisol ELISA - EIA - 1887).   

 

2.3.2 Análise de indicadores imunológicos 

 

Outra amostra do sangue total foi adicionada (50 μL) em microtubos 

heparinizados (20 μL) para a análise da atividade respiratória de leucócitos (ARL) 

(Biller-Takahashi et al., 2013). O método colorimétrico se baseia na determinação 

das EROs produzidas pelo “burst” oxidativo das células, pela redução do corante 

nitroblue tetrazolium (NBT). A densidade óptica da solução foi determinada em 

espectrofotômetro Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis a 540nm. 

Posteriormente, outra alíquota do sangue (200 µl) foi colocada em tubos de 

vidro sem anticoagulante para separação de soro. Após 3 horas de repouso, o 

sangue foi centrifugado (10 min a 5.000 rpm), armazenado à -80 °C até 

determinação da concentração de lisozima e atividade hemolítica do sistema 

complemento (AHC), conforme Zanuzzo et al. (2015). 

 

2.3.3 Análise indicadores da defesa antioxidante hepática 

 

Para as análises das atividades enzimáticas catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx) foram utilizadas amostras de fígado, mantidas a -80°C até o 

momento dos ensaios. Os órgãos previamente pesados foram homogeneizados 

em 0,05 M de tampão fosfato, pH 7,4, com o homogeneizador de tecidos Turrax 
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(MA102/B). Em seguida, os homogenados foram centrifugados a 10.000 g, 

durante 30 min, a 4° C, e os sobrenadantes usados para a análise das atividades 

enzimáticas. 

O conteúdo proteico do fígado foi determinado pelo método do biureto, 

através do Kit de Proteínas Totais Labtest®, utilizando a albumina sérica como 

padrão. As leituras foram realizadas a 545nm em espectrofotômetro Thermo 

Scientific Genesys 10S UV-Vis. 

A atividade da catalase foi determinada pelo método de Aebi (1974), 

modificado por Regoli et al. (1997). A reação consistiu na mistura de 50 mM de 

tampão fosfato de potássio (pH 7.0), 200 mM de H2O2 e 50 µL de sobrenadante 

do homogenato hepático. A redução da absorbância foi determinada a 240 nm 

(espectrofotômetro Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis). A atividade da 

catalase foi expressa em mmol/mg proteína/min.  

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada pelo método de 

Lawrence e Burk (1976), modificado por Flohé e Günzler (1984). A reação 

consistiu na mistura de 0,1mM de tampão fostato de sódio (pH 7,6) + EDTA 0,5 

mM, 10% de Triton x-100, 100mM de GSH, 10mM de NADP(H), 25 mM de H2O2 e 

calculada por mg de proteína do fígado. A leitura foi realizada a 340 nm 

(espectrofotômetro Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis). Uma unidade da GPx 

foi definida como a quantidade de enzima que consome 1μg de GSH por minuto 

(Latha e Pari, 2004). A atividade da GPx foi expressa em unidades por mg de 

proteína. 

  

2.3.4 Análise histológica 

 
Após a coleta do sangue, os peixes foram eutanasiados com sobredose de 

benzocaína (0,1 g/L) e cirurgicamente abertos na região ventral para retirada do 

baço. O órgão foi pesado para cálculo do Índice esplenossomático (IES % = [peso 

do baço (g)/ peso corporal (g)] x 100) e as amostras do órgão foram adicionadas 

em solução de formalina tamponada 10% (pH 7,2). Após 24 horas, os tecidos 

foram desidratados em níveis crescentes de álcool etílico (50%, 70%, 80%, 90 e 

100%) para serem incluídos em parafina (Luna, 1960). Foram realizados seis 

cortes seriados de 3 μm de espessura e corados com Hematoxilina e Floxina. As 

lâminas foram analisadas, quanto às alterações estruturais e celulares capturadas 
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com uma câmera fotográfica digital (Leica DFC 295) acoplada a microscópio 

(Leica-DM 2500), em objetiva de 40X. As imagens foram analisadas pelo 

programa de captura e análise de imagens LAS V.3.8 (Leica, Germany). Foram 

escolhidas aleatoriamente três fotomicrografias por lâmina com o uso de tabela de 

randomização, sendo cada imagem sobreposta com gradículas ajustadas para 

50.000 pixels2, totalizando 375 intersecções, que corresponderam aos pontos 

utilizados na técnica estereológica manual clássica com base na contagem de 

pontos (Sundberg 1992, Rocha et al. 1997). Em cada imagem, determinou-se as 

densidades estruturais (%) de polpa vermelha (PV), polpa branca (PB), número 

de melanomacrófagos (MMs) e centros de melanomacrófagos (CMMs). O 

percentual de cada estrutura foi calculado em cada imagem pela seguinte 

fórmula: estrutura (%) = (contagem total/375) x100. O software ImageJ 1.46® foi 

utilizado para realizar as análises. 

 

2.4 Análise estatística 

 
Os dados foram testados quanto à normalidade e homocedasticidade, e 

quando necessários os dados foram transformados para atingir os pré-requisitos, 

uma vez que foram feitas análises paramétricas. Os grupos foram comparados 

por Análise de Variância (ANOVA) em duas vias, tendo como fatores tempo de 

coleta (1, 3, 6, 24, e 72 h) e tratamento (controle, hidrocortisona e estressado). 

Como pós-teste para comparação das médias foi utilizado o teste de Tukey, com 

nível de significância de 5%. 

 

3. RESULTADOS 
 

Este estudo investigou indicadores de estresse, de imunidade inata e do 

sistema de defesa antioxidante hepático em juvenis de pacus que tiveram o 

cortisol circulante elevado por manipulação exógena (alimentação única com 

ração contendo 400 mg/kg) ou endógena (exposição dos peixes a captura e 

exposição aérea) e que foram amostrados 1, 3, 6, 24 e 72 e duas horas depois da 

alimentação ou exposição ao estressor. 
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3.1 Concentração plasmática de cortisol e glicose (Figura 1A e 1B) 

 

As concentrações plasmáticas de cortisol (Figura 1A) diferiram em relação 

ao tempo de amostragem (P = 0,01), ao tratamento (P = 0,004) e na interação do 

tempo e tratamento (P < 0,001). 

Ao longo do tempo, as amostragens do grupo C, não houveram alteração 

das concentrações do hormônio. No grupo HC, o maior valor foi observado na 

primeira hora, com redução gradual até 24 horas, com os valores mais baixos. Já 

no grupo E, houve elevação das concentrações às 3 horas, sendo que estes 

valores se mantiveram até as últimas amostragens.  

Comparando os tratamentos em cada tempo, à 1 hora, o grupo HC 

apresentou as concentrações de cortisol mais elevadas, enquanto os grupos C e 

E apresentaram valores semelhantes. Na amostragem de 3 horas, as 

concentrações observadas em todos os grupos não diferiram. As 6 e 24 horas, os 

grupos C e E mostraram as mesmas concentrações, mais elevadas que as dos 

peixes HC. Por último, às 72 horas, apenas o grupo E manteve valores mais altos, 

enquanto nos grupos C e HC as concentrações foram semelhantes e mais baixas. 

Em relação à glicemia (Figura 1B), houve diferença em relação ao tempo 

de amostragem (P < 0,001), ao tratamento (P < 0,001) e na interação entre o 

tempo e o tratamento (P < 0,001). 

No grupo C, as concentrações de glicose não se alteraram ao longo das 

amostragens. Os valores observados as 3 e 6 horas, semelhantes aos da 

amostragem de 1 hora, foram maiores que os de 24 e 72 horas, e estes 

semelhantes ao da primeira amostragem. No grupo HC, houve um valor de 

elevação às 6 horas, maior que os observados em todas as outras amostragens. 

Entre os outros valores, apenas aqueles observados às 72 horas foram mais 

baixos que os outros, iguais entre si. Por último, no grupo E, as concentrações 

mais elevadas foram observadas as 3 horas, caíram aos valores da primeira 

amostragem às 24 horas e atingiram os valores mais baixos às 72 horas.  

Comparando os tratamentos em cada tempo, à 1 e 3 horas, os peixes do 

grupo E apresentaram as glicemias mais elevadas; às 6 horas isso ocorreu no 

grupo HC; às 24 horas ambos HC e E apresentaram glicemias mais altas que o 

grupo C e, por fim, às 72 horas, os valores de todos os grupos se igualaram. 
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3.2 Atividade respiratória de leucócitos (ARL), atividade hemolítica do 

sistema complemento (AHC) e concentração de lisozima sérica (CLS) 

(Figura 2A, 2B e 2C)  

 

A atividade respiratória de leucócitos (Figura 2A) diferiu em relação ao 

tempo de amostragem (P < 0,001), ao tratamento (P = 0,05), e na interação do 

tempo e tratamento (P < 0,001). 

Ao longo das amostragens, no grupo C, não houve alteração da ARL, 

exceto pelas atividades mais baixas observadas às 6 e 24 horas em relação à 

observadas às 72, que, entretanto, não diferiram dos valores de uma e três horas. 

No grupo HC, há uma redução significativa da ARL em relação aos outros tempos 

de amostragem, que não diferenciaram entre si. Já no grupo E, a ARL se elevou 

às três horas, reduziu significativamente às seis horas e retornou aos valores de 

uma hora nas amostragens seguintes. 

Comparando os tratamentos em cada tempo, só há diferenças às 3 e 6 

horas. Às 3 horas, a ARL é mais elevada no grupo E, mas reduz em ambos os 

grupos HC e E na amostragem seguinte.  

A AHC (Figura 2B) diferiu em relação ao tempo de amostragem (P < 

0,001), ao tratamento (P < 0,001) e na interação do tempo e do tratamento (P < 

0,001).  

Ao longo das amostragens, no grupo C, a AHC diminuiu às 6 horas e 

manteve em valores semelhantes em outros tempos de avaliação. No grupo HC, 

ocorreram alterações de padronização de dados da AHC ao longo das 

amostragens. Já no grupo E, a AHC se elevou a partir de 3 horas e tem a 

atividade mais elevada às 72 horas.  

Comparando os tratamentos em cada tempo, em uma hora, a AHC 

diminuiu gradualmente nos grupos HC e E em relação ao grupo C e, ás 3 horas, 

este perfil se repetiu. Nas amostragens seguintes, não se observa diferença entre 

os grupos. 

A concentração sérica de lisozima (CSL) (Figura 2C) diferiu no conjunto 

dos tratamentos nos diferentes tempos de amostragem (P < 0,001) mas não entre 

os tratamentos (P = 0,283) e não houve interação (P = 0,200) entre tratamento e 

tempo. 
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Ao longo das amostragens, independente do tratamento, a CSL aumentou 

para valores semelhantes as 3, 6 e 24 horas, em relação aos valores observados 

em 1 hora, e aumentou mais em 72 horas.  

 

3.3 Atividade hepática da glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) 

(Figura 3A e 3B) 
 

A atividade da GPx (Figura 3A) diferiu em relação ao tempo de 

amostragem (P < 0,001), aos tratamentos (P < 0,01) e na interação do tempo e 

tratamento (P < 0,001). 

Ao longo das amostragens, no grupo C, a atividade da GPx caiu às 6 

horas, e manteve, nos outros tempos, os valores observados inicialmente. No 

grupo HC, a atividade foi mais baixa até 24 horas e aumentou às 72 horas. Já no 

grupo E, o perfil foi semelhante ao do grupo HC. Os valores mais baixos são 

observados de 1 a 6 horas, eleva às 24 horas e mais ainda às 72 horas.   

Comparando os tratamentos em cada tempo, em uma hora, a atividade da 

GPx sempre foi mais elevada no grupo C, em relação aos grupos HC e E, exceto 

às 72 horas, quando os valores se igualam.  

A atividade da CAT (Figura 3B) diferiu em relação ao tempo de 

amostragem (P < 0,001), aos tratamentos (P < 0,01) e na interação do tempo e do 

tratamento (P < 0,001). 

Ao longo das amostragens, no grupo C, a atividade da CAT não mostrou 

alterações significativas. No grupo HC, a atividade reduziu às 3 horas em relação 

à observada à 1 hora e se manteve, não alterando-se significativamente até o 

final das amostragens. Perfil semelhante foi observado no grupo E. 

Comparando os tratamentos em cada tempo, em uma hora, os três grupos 

apresentaram resultados semelhantes. Às três horas, a atividade do grupo E foi a 

mais reduzida em relação aos outros dois grupos, e nos outros tempos de 

amostragem a atividade observada no grupo HC foi menor que a do grupo C, e a 

do grupo E menor que as outras duas.  
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3.4 Indicadores teciduais 

 

3.4.1 Índice esplenossomático (IES) (Figura 4) 

 

O IES diferiu em relação ao tempo de amostragem (P = 0,016), no entanto 

não diferiu entre os tratamentos (P = 0,094) e não houve interação entre os 

fatores (P = 0,10). Os grupos não diferiram em cada tempo de amostragem e os 

resultados entre os tempos não foram significativos.  

 

3.4.2 Polpa branca (PB) e polpa vermelha (PV) (Figura 5A e 5B; Figura 7) 

 

A porcentagem de polpa branca (Figura 5A) diferiu em relação ao tempo de 

amostragem (P < 0,001), aos tratamentos (P < 0,001) e na interação do tempo e 

tratamento (P < 0,001). 

Ao longo das amostragens, no grupo C, não houve alteração na área 

correspondente à PB. No grupo HC, a porcentagem de PB aumentou de 1 para 3 

horas, e diminuiu nas amostragens seguintes obtendo padrão de resultados nos 

valores observados na primeira hora de amostragem. Já no grupo E, houve um 

aumento de 1 para 3 e 6 horas, com outra elevação as 24 e 72 horas. 

Comparando os tratamentos em cada tempo, em 1 hora, observa-se uma 

redução gradual da porcentagem de PB do grupo C para os grupos HC e E. Nos 

tempos 3 e 6, a PB do grupo E é menor que dos outros grupos e nas outras 

amostragens não há diferença entre os grupos. 

No caso da polpa vermelha (PV) (Figura 5B), a porcentagem diferiu entre 

os tempos de amostragem (P < 0,001), entre os tratamentos (P < 0,001) e houve 

interação entre tempo e tratamento (P = 0,007). 

Ao longo das amostragens, a porcentagem de PV no grupo C não se 

modifica; no grupo HC observa-se uma redução às 3 horas, em relação à 

amostragem anterior, mas os valores voltam aos níveis da amostragem inicial nas 

amostragens seguintes. No caso do grupo E, observa-se uma redução às 3 e 6 

horas, enquanto os valores das outras amostragens se assemelham. 

Comparando os tratamentos em cada tempo, na primeira amostragem o 

grupo HC tem os valores mais elevados, enquanto às 3 e 6 horas, os valores mais 
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baixos são observados no grupo E. Já nos outros tempos, não há diferença entre 

os grupos. 

 

3.4.3 Melanomacrógafos (MMs) e Centro de melanomacrógafos (CMMs) 

(Figura 6A e 6B; Figura 7) 

 

Tanto a porcentagem de MMs quanto a de CMMs diferiram em relação ao 

tempo de amostragem (P < 0,001), aos tratamentos (P < 0,001) e na interação do 

tempo e tratamento (P < 0,001). 

Ao longo das amostragens, tanto no grupo C quanto no grupo HC, não há 

diferença entre a porcentagem de MMs (Figura 6A). Já no grupo E, as 

porcentagens mais elevadas são observadas 1, 3 e 6 horas, que diminuem nas 

amostragens seguintes.    

Comparando os tratamentos em cada tempo, em uma, três e seis horas, a 

porcentagem de MMs do grupo E é mais elevada que nos outros grupos, 

enquanto os valores não diferem nas amostragens seguintes.   

Em relação aos CMMs (Figura 6B), eles só foram observados no grupo E 

nas amostragens de 1, 3 e 6 horas.  

Na Figura 7, são apresentadas fotomicrografias do baço com a 

identificação das diferentes estruturas: polpas branca e vermelha, MMs e CMMs. 

  

4 DISCUSSÃO 
 

Neste estudo, pacus juvenis tiveram as concentrações de cortisol elevadas 

exógena (administração oral de hidrocortisona) e endogenamente (exposição a 

estressor) para avaliar seu papel mediador em respostas imunes e do sistema 

hepático de defesa antioxidante dos peixes. Nos peixes expostos ao estressor, a 

relação entre as respostas de estresse e os indicadores imunes e do sistema 

antioxidante analisados foi mais clara, sugerindo que a elevação do hormônio por 

ingestão de HC não simulou a resposta de estresse e que outros sistemas 

hormonais (Yada e Tort, 2016) estão envolvidos na regulação das respostas. O 

cortisol circulante é utilizado como um dos mais importantes indicadores da 

condição de estresse (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999; Barton, 

2002; Tort, 2011). 



Dissertação de Mestrado  Iuri Moraes Neyrão 
 

 
41 

 

De modo geral, o estresse/cortisol afetaram negativamente as respostas 

imune inatas e o sistema hepático enzimático de defesa antioxidante. 

Adicionalmente, o baço apresentou características de estresse oxidativo quando 

os peixes passaram por estresse. 

O perfil do cortisol circulante diferiu entre as estratégias usadas. A maior 

concentração do hormônio nos peixes alimentados com HC, observada uma hora 

depois da ingestão do alimento, diminuiu gradativamente até valores abaixo dos 

valores controle, sugerindo a presença de um mecanismo de feedback negativo. 

Já nos peixes expostos ao estressor, as maiores concentrações de cortisol, 

observadas às três horas, se mantiveram ao longo da observação.  

Com relação à glicose, outro importante indicador de estresse (Wells e 

Pankhurst, 1999; Barton, 2002), o perfil também diferiu dependendo da estratégia 

de elevação do cortisol. Nos peixes E, houve um aumento inicial seguido da 

recuperação dos valores controle, como esperado no tipo de manejo utilizado 

(Arends et al., 1999; Barcellos et al., 2001; Morales et al., 2005), enquanto nos 

peixes HC a elevação foi mais tardia, refletindo aumento da glicemia por 

gliconeogênese, por ação do cortisol (Mommsen et al., 1999).  

Em relação aos indicadores de imunidade inata, a ARL aumentou 

pontualmente nos peixes E, 3 horas depois do estressor, mas a observação mais 

marcante foi a redução da atividade após 6 horas nos grupos HC e E. A relação 

destas respostas com o cortisol não é clara. No grupo HC, o aumento inicial do 

cortisol não se refletiu em mudança da ARL, até 3 horas, enquanto a redução da 

atividade ocorreu quando os níveis do hormônio estavam em declínio. Entretanto, 

às 24 horas, quando os níveis do cortisol eram os mais baixos, a ARL recuperou 

os valores mais altos observados ao longo do período experimental. Do mesmo 

modo, nos peixes E não há uma relação clara entre o perfil do cortisol e da ARL. 

Às 3 horas, ambos estão elevados, mas enquanto o cortisol manteve os mesmos 

níveis até 72 horas, a ARL apresentou uma redução às 6 horas.  

A ARL é um indicador da primeira linha de defesa imune do organismo, que 

é o processo de fagocitose (Secombes, 1996), desenvolvido por leucócitos, como 

neutrófilos, monócitos e macrófagos, que aumentam o consumo de oxigênio 

molecular produzindo EROs, no processo conhecido como “burst” oxidativo, e que 

atuam como bactericidas. A produção de altas taxas de EROs já é bem estudada 
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nos fagócitos de vertebrados (Weiss et al., 1981; Babior, 1984) e também em 

peixes (Lutter et al., 1986; Bayne e Levy, 1999). 

No presente estudo, os peixes não foram expostos a nenhum patógeno, 

mas respostas de ativação e de supressão das respostas inatas associadas à 

condição de estresse foram relacionadas ao tipo de estressor e tempo de 

exposição e descritas em revisão recente (Yada e Tort, 2016). Nos peixes E, 

houve ativação da ARL às 3 horas, sugerindo mobilização celular, característica 

de estresse agudo, mas às 6 horas já houve uma redução, assim como no grupo 

HC, embora o período seja curto para caracterizar um período crônico. Leucócitos 

são ativados na fase inicial do estresse para preparar o corpo para reagir 

prontamente a uma possível injúria (Wojtaszek et al., 2002). Peixes tratados com 

cortisol apresentaram modulação da atividade fagocitária (Harris e Bird, 2000; 

Yada e Nakanishi, 2002; Esteban et al., 2004) e aumento no número de leucócitos 

em circulação (Yada e Nakanishi et al., 2002). 

No caso do sistema complemento, a atividade foi prejudicada em relação 

ao sistema imune nos dois grupos HC e E, nas amostragens de 3 e 6 horas. Da 

mesma forma que na ARL, não foi possível estabelecer uma relação clara entre 

esta resposta e as concentrações de cortisol circulante, mas em ambas as 

estratégias a ACH foi reduzida.  

O sistema complemento é também um importante efetor da resposta 

imune. Ele é composto por um conjunto de proteínas que, quando ativas, atuam 

na eliminação de patógenos além de desempenhar papel importante em reações 

de inflamação, atraindo células fagocíticas para o local da lesão (Holland e 

Lambris, 2002; Nikoskelainen et al., 2002; Boshra et al., 2006; Nakao et al., 2011). 

Neste estudo, não houve desafio bacteriano como agente de estimulação do 

sistema, mas não foi observada a ativação relatada por Yada e Tort (2016) em 

situação aguda de estresse, fator diferido entre os resultados obtidos, como a 

ativação mais tardia do sistema complemento. 

Em relação à lisozima, a elevação do cortisol, por ambas as estratégias, 

não interferiu no perfil sérico da enzima. Na última amostragem (72 horas), a 

concentração da enzima aumentou independente do tratamento. A lisozima é 

outro importante componente do sistema imune inato dos peixes (Grinde et al., 
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1988) e atua contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (Fast et al., 2008; 

Palaksha et al., 2008). 

No caso dos indicadores do sistema hepático de defesa antioxidante, 

houve prejuízo na atividade de ambas as enzimas estudadas, a GPx e a CAT, 

especialmente nos peixes expostos ao estressor. A GPx foi afetada já na primeira 

amostragem, às 3 horas, e a CAT a partir de 6 horas.  

A atividade destas enzimas é um importante indicador da ativação do 

sistema de defesa antioxidante celular e uma proteção contra o estresse oxidativo 

(Livingstone, 2001; Valavanidis et al., 2005). Atualmente, pouco se conhece sobre 

a relação deste sistema enzimático com o estresse generalizado em peixes. É um 

sistema muito estudado, mas o foco dos estudos é a mediação do estresse 

oxidativo durante a exposição dos peixes a condições ambientais de risco (Van 

der Oost et al., 2003; Lushchak, 2016). Em trutas, sob hiperóxia (173% de 

saturação de O2), foram relatados baixos valores das atividades enzimáticas CAT 

e GPx após exposição de 14 dias (Ritola et al., 2002), enquanto, em salmão do 

Atlântico exposto por período mais prolongado a esta condição (126 dias com 

130% O2 saturado), foram observadas mudanças na expressão das enzimas 

antioxidantes, incluindo a glutationa peroxidase (Olsvik et al., 2005). 

Embora a importância do estresse oxidativo na condição de estresse 

generalizado seja conhecida, pouco se conhece sobre o papel do cortisol neste 

processo. Estudos in vivo e in vitro sugerem, em humanos, que o cortisol está 

associado à ativação ou redução da atividade de mitocôndrias e da função e 

apoptose celular, dependendo das concentrações do hormônio e do tempo de 

exposição ao mesmo (Du et al., 2009; Aschbacher et al., 2013). 

O presente estudo avaliou como indicador de estresse oxidativo as 

alterações estruturais do baço, importante órgão linfoide que apresenta os 

melanomacrófagos (MM), ou agrupamentos destes, os centros 

melanomacrófagos (CMM), células características por acumular pigmentos como 

lipofucsina, melanina e hemosiderina (Satizabal e Brad, 2015). As lipofucsinas 

são metabólitos não degradáveis da peroxidação de ácidos graxos insaturados 

(Terman e Brunk, 2004). A melanina parece atuar na neutralização de radicais 

livres liberados durante a quebra de membranas celulares fagocitadas (Agius, 

1985) e na produção de compostos antimicrobianos como o peróxido de 



Dissertação de Mestrado  Iuri Moraes Neyrão 
 

 
44 

 

hidrogênio (Wolke et al., 1985). A presença de melanina ou lipofucsina livre, 

oriunda da ruptura dos centros melanomacrófagos, é observada na infecção por 

Aeromonas hydrophila (Roberts, 1989).  

Já a hemosiderina, é uma forma de estoque intracelular de ferro formado 

na quebra da hemoglobina e serve como passo intermediário na reciclagem do 

ferro (Agius, 1979; Kranz, 1989). Os MMs são células pigmentadas com material 

heterogêneo ou granular, com coloração que pode ir do amarelo ao marrom 

escuro. Quando há o aumento no número destas células no baço, indicam o 

aumento da atividade fagocítica no órgão (Rabitto et al., 2005; Mela et al., 2006).  

A análise dos MM e CMMs mostraram presença significativamente maior 

destas estruturas nos peixes E, até 6 horas depois da manipulação dos animais, 

indicando ocorrência de estresse oxidativo. O tamanho do órgão não se alterou e 

a relação entre a polpa branca (PB) e a polpa vermelha (PV) mostrou alguma 

alteração significativa. Nos peixes HC e E, houve redução da PB, até 6 horas 

após a manipulação dos animais, e da PV, particularmente nos peixes E, no 

mesmo período. Esses achados indicam mobilização das células do tecido. 

Segundo Fishelson (2006), o baço de peixes teleósteos é similar ao de 

vertebrados, com uma separação bastante marcante entre uma polpa branca, 

constituída de tecido linfático, e uma polpa vermelha que contém uma rede de 

cordões celulares enrolados, rico em macrófagos, neutrófilos e eosinófilos. 

Histologicamente o baço dos peixes, neste estudo, apresentou distinção da 

polpa branca e polpa vermelha, no entanto entre os grupos HC e E a proporção 

das polpas foi desequilibrada se comparadas ao tratamento C. A polpa vermelha 

constituía-se por campos de hemácias, vasos sanguíneos, melanomacrófagos 

livres, eosinófilos e linfócitos e a branca por nódulos linfáticos formados por 

infiltrados mononucleares.  

Considerando o conjunto de dados obtidos, pode-se concluir que tanto a 

administração oral de hormônio, quanto a exposição dos peixes ao estressor, 

aumentaram os indicadores de estresse (cortisol e glicose sanguíneos) mas a 

administração não reproduz as condições de produção endógena do cortisol. 

Entretanto, foi possível concluir que o estresse/cortisol afetou negativamente as 

respostas imunes e do sistema hepático de defesa antioxidante, e levou a uma 
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condição de estresse oxidativo expresso pela presença de MMs e CMMs 

esplênicos. 

Entretanto, pelo pouco que se conhece sobre a interação do sistema 

fisiológico de estresse e do sistema imune inato com as respostas do sistema 

antioxidante de defesa em peixes, estudos futuros devem ser desenvolvidos para 

esclarecer as questões em aberto sobre o tema, com consequências na fisiologia 

dos peixes e seu desdobramento no desempenho produtivo de espécies de 

interesse econômico e ambiental. 
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Figura 1. Concentrações plasmáticas de cortisol (A) e glicose (B) de juvenis de 
pacu submetidos a diferentes protocolos de manejo ao longo de 72 horas. 
Controle sem manejo (C), peixes alimentados com ração contendo hidrocortisona 
(HC) e peixes submetidos a estresse (E). Letras minúsculas indicam a 
comparação de tratamentos no mesmo tempo e letras maiúsculas de cada 
tratamento ao longo do tempo.  
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Figura 2. Atividade respiratória de leucócitos ARL (A), atividade hemolítica do 
sistema complemento AHC (B) e concentração sérica de lisozima CSL (C) de 
juvenis de pacu submetidos a diferentes protocolos de manejo ao longo de 72 
horas. Controle sem manejo (C), peixes alimentados com ração contendo 
hidrocortisona (HC) e peixes submetidos a estresse (E). Letras minúsculas 
indicam a comparação de tratamentos no mesmo tempo e letras maiúsculas de 
cada tratamento ao longo do tempo. 
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Figura 3. Atividade hepática da glutationa peroxidase GPx (A) e catalase CAT (B) 
de juvenis de pacu submetidos a diferentes protocolos de manejo ao longo de 72 
horas. Controle sem manejo (C), peixes alimentados com ração contendo 
hidrocortisona (HC) e peixes submetidos a estresse (E). Letras minúsculas 
indicam a comparação de tratamentos no mesmo tempo e letras maiúsculas de 
cada tratamento ao longo do tempo. *Os resultados da catalase da amostragem 
24 horas do tratamento controle não são apresentados, pois as amostras foram 
perdidas no armazenamento.  
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Figura 4. Índice esplenossomático de juvenis de pacu submetidos a diferentes 

protocolos de manejo ao longo de 72 horas. Controle sem manejo (C), peixes 

alimentados com ração contendo hidrocortisona (HC) e peixes submetidos a 

estresse (E). Letras minúsculas indicam a comparação de tratamentos ao longo 

do tempo. 
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Figura 5. Polpa branca PB (A) e polpa vermelha PV (B) no baço de juvenis de 
pacu submetidos a diferentes protocolos de manejo ao longo de 72 horas. 
Controle sem manejo (C), peixes alimentados com ração contendo hidrocortisona 
(HC) e peixes submetidos a estresse (E). Letras minúsculas indicam a 
comparação de tratamentos no mesmo tempo e letras maiúsculas de cada 
tratamento ao longo do tempo. 
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Figura 6. Melanomacrófagos MMs (A) e Centro de melanomacrófagos (CMMs) 
(B) de juvenis de pacu submetidos a diferentes protocolos de manejo ao longo de 
72 horas. Controle sem manejo (C), peixes alimentados com ração contendo 
hidrocortisona (HC) e peixes submetidos a estresse (E). Letras minúsculas 
indicam a comparação de tratamentos no mesmo tempo e letras maiúsculas de 
cada tratamento ao longo do tempo. 
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Figura 7. Fotomicrografias de polpa vermelha (a), polpa branca (b) e centros de 
melanomacrófagos (seta) no baço de juvenis de pacu submetidos a diferentes 
protocolos de manejo. (A) peixes controle C e (B) peixes submetidos a estresse E 
após 1 hora. 40x, Hematoxilina e Eosina. 
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