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Mecanismos osmorregulatórios em juvenis do linguado Paralichthys orbignyanus 

submetidos a choque hiposmótico 

Resumo 

Mudanças ao longo de 72 h em diferentes parâmetros osmorregulatórios de linguado 

Paralichthys orbignyanus submetidos a choque hiposmótico foram avaliados.  Um total 

de 132 juvenis de linguado foram distribuídos em 22 tanques, ajustados de acordo com 

a salinidade apropriada ao tratamento experimental (30‰ para o controle e 0‰ para o 

choque osmótico). Para as análises bioquímicas e histológicas, foram coletadas 

amostras de sangue, brânquias, rim e cérebro, nos tempos 0, 2, 6, 12, 24 e 72 h. Uma 

rápida redução na osmolalidade e nos íons Na
+
, Cl

-
, Ca

2+
 e Mg

2+
 pode ser observada 

imediatamente após o choque hiposmótico, sem que houvesse restauração dos seus 

níveis iniciais até o final do experimento. A densidade de células de cloreto não foi 

alterada pelo tratamento. Entretanto, a área glomerular apresentou significativo aumento 

após duas horas de choque osmótico, evidenciando o papel do rim no aumento da taxa 

de filtração glomerular para compensar influxo osmótico de água. Não pode ser 

verificada uma relação entre cortisol e osmo e ionoregulação. A anidrase carbônica 

(AC) demonstrou aumento de até duas vezes em sua atividade, para o grupo choque 

osmótico, demonstrando sua relação com os trocadores Na
+
/H

+
 e Cl

-
/HCO3. Ainda, as 

N
+
K

+
/ATPases (NKA) branquial e cerebral demonstraram aumento em suas atividades 

após o choque osmótico, demonstrando a sua resposta positiva em meios hiposmóticos. 

Durante as 72 h iniciais, o linguado tem como principais mecanismos osmorregulatórios 

o aumento da área glomerular renal e aumento atividade das enzimas AC e NKA 

branquial e cerebral. 

Palavras chave: linguado, osmorregulação, água doce, células de cloreto, anidrase 

carbônica.
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Osmoregulatory mechanism in juveniles of brazilian flounder Paralichthys orbignyanus 

subject to hyposmotic shock 

Abstract 

Changes along 72 h in different osmoregulatory parameters of brazilian flounder 

Paralichthys orbignyanus submitted to hyposmotic shock were evaluated. One hundred 

thirty two juvenile were distributed in 22 tanks, with water salinity adjusted according 

to the experimental treatment (30‰ for control and 0‰ for hyposmotic shock). For 

biochemical and morphological analyses, samples of blood, gill, kidney, and brain were 

collected at 0, 2, 6, 12, 24, and 72 h after transfer to the tanks. A fast decrease in 

osmolality and in Na
+
, Cl

-
, Ca

2+
 e Mg

2+
 ions could be observed immediately after 

hyposmotic shock, without restablishment of the initial levels at the end of the 

experiment. Density of chloride cells was not different along time in both treatments. 

However, glomerular area presented significant increase after two hours of osmotic 

shock, evidentiating water influx with consequent increase in glomerular filtration rate. 

A relationship between cortisol and osmo and ionoregulation could not be verified, 

since cortisol levels at the beginning of the experiment were already elevated. Carbonic 

anhydrase activity showed up to two fold increase in the hyposmotic shock group, 

demonstrating its relationship with Na
+
/H

+
 and Cl

-
/HCO3 transporters. Furthermore, gill 

and cerebral N
+
K

+
/ATPases showed increased activity 2 h after osmotic shock, 

demonstrating its positive response in hyposmotic environment. The brazilian flounder 

can be demonstrate hyposmoregulate along 72 h. The main osmoregulatory mechanisms 

demonstrate are the increased of the glomerular area and increased of enzymes activity 

AC and NKA gill and cerebral. 

Keywords: brazilian flounder, osmoregulation, freshwater, chloride cells, anhydrase 

carbonic.
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1. Introdução 

Os teleósteos estão intimamente em contato com o meio externo, estando na maioria 

dos casos expostos a substancial diferença de osmolaridade entre o meio ambiente e 

seus fluídos corporais (Evans 2010). A osmorregulação é consequência de uma 

regulação precisa, que envolve um conjunto de processos moleculares e celulares, 

operando com uma variedade de tipos celulares através dos tecidos (Glover 2007). 

Desta forma, os desafios osmorregulatórios são compensados, permitindo a manutenção 

da homeostase através do ajuste de variáveis osmóticas e iônicas corpóreas (Evans 

2010).  

Dentre os principais órgãos envolvidos na osmorregulação, estão as brânquias, o rim 

e o intestino (Evans 2008). Alterações adaptativas já foram relatadas para esses órgãos, 

sob exposição crônica e aguda a diferentes salinidades. Exemplo dessas modificações 

são a atividade e composição dos trocadores iônicos, densidade e tamanho de 

glomérulos e das células ricas em mitocôndrias (Kelly et al. 1999,Wong & Woo 2006, 

Giari et al. 2006, Hwang & Lee 2007, Herrera et al. 2009, Costa et al. 2010). 

A brânquia, o principal órgão responsável pela troca de gases e íons, excreção de 

nitrogenados e balanço ácido base é vulnerável as mínimas alterações químicas do 

meio. Basicamente, o epitélio branquial possui três tipos celulares: células ricas em 

mitocôndrias, pavimentosas e mucosas (Laurent et al. 1985). As células ricas em 

mitocôndrias, também chamadas ionócitos ou células de cloreto (CC), são as principais 

responsáveis pelas trocas iônicas (anexo 1). Essas trocas são promovidas através da Na
+
 

K
+
-ATPase (NKA),encontrada na região basolateral e apical das CC (Hwang & Lee 

2007). Desde a descoberta das CC nos filamentos branquiais da enguia Anguilla 

anguilla, essas células tem sido consideradas como o principal sitio extra renal de troca 

iônica em teleósteos marinhos (Keys & Wilmer 1932). Duas formas morfologicamente 

distintas de CC têm sido demonstradas para peixes juvenis e adultos, de acordo com 

ambiente em que vivem - água marinha ou doce. Utilizando microscopia eletrônica de 

varredura, o subtipo de água doce geralmente apresenta superfície apical plana ou 

levemente invaginada, com algumas porções da membrana com projeções celulares, 

enquanto o subtipo para água marinha exibe superfície apical profundamente 

invaginada, na forma de cripta, formando o sistema tubular, com pequenos orifícios 

para troca com o meio (Hwang & Lee 2007). 
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O rim mesonéfrico dos teleósteos possui uma organização simples, não possui 

córtex definido, medula e alça de Henle, que são características do rim metanéfrico de 

mamíferos. Basicamente o rim é dividido em duas porções, a cefálica e o tronco renal 

(Hickman & Trump 1969, Engelund & Madsen 2011). Vasos, glomérulos e segmentos 

tubulares são entrelaçados e intercalados com tecido hematopoiético, especialmente na 

porção anterior (Resende et al. 2010). Geralmente, o rim cefálico consiste de tecido 

hematopoiético, linfóide, inter-renal e suprarenal.  Quantidades variáveis de tecido 

hematopoiético e células pigmentares são distribuídas no tronco renal. O número e o 

tamanho dos glomérulos, como também a diferenciação dos segmentos funcionais, são 

reduzidos, comparado aos mamíferos (anexo 2). Em teleósteos eurialinos, o glomérulo, 

com cápsula de Bowman fechada, precede os segmentos I e II do túbulo proximal, 

seguido pelo distal e coletor, que drenam o filtrado do duto mesonéfrico. Dutos 

mesonéfricos então se unem distalmente, formando a bexiga urinária (Hickman & 

Trump 1969, Engelund & Madsen 2011).  

O primeiro estágio na osmorregulação renal é a filtração do plasma pelos glomérulos 

(Mcdonald 2007). Em água marinha, os peixes regulam hiposmoticamente seus fluídos 

corporais e o rim é o responsável pela reabsorção de água, produzindo urina 

concentrada com volume reduzido. Esse processo caracteriza a principal função do rim 

na osmorregulação, a excreção de íons divalentes para reabsorção de água. Em 

contrapartida, em água doce, o rim apresenta alta taxa de filtração glomerular, 

produzindo urina diluída e abundante. Nesse processo, os sais são inevitavelmente 

perdidos através da brânquia, pele e rim, havendo compensação através da absorção 

branquial e da dieta. Desta forma, peixes eurialinos são hábeis a realizar ajustes na 

função renal, de acordo com as flutuações de salinidade (Beyenbach 2004). 

Pesquisas têm sido desenvolvidas sobre os mecanismos de regulação iônica 

branquial, e é evidente o papel fundamental dos canais e transportadores iônicos. Em 

água marinha, acredita-se que os transportadores chave de NaCl sejam a NKA,  o 

cotransportador Na
+
K

+
2Cl

-
 (NKCC) e os canais de Cl

-
. O cotransportador NKCC tem 

sido associado à secreção de Cl
-
, localizado principalmente na porção basolateral das 

CC (Hwang et al. 2007, Hiroi & McCormick, 2007). De forma semelhante, o canal 

denominado fator transmembrana regulador da condutância da fibrose cística (CFTR) 

também é responsável pela secreção do Cl
-
, entretanto, é mais abundante na porção 
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apical das CC (Hiroi et al. 2005). Já em água doce, os mecanismos de absorção de NaCl 

estão fundamentados basicamente nas ações da H
+
-ATPase (V-ATPase) e do trocador 

Na
+
/H

+
, responsáveis pela absorção de Na

+
, enquanto o trocador  Cl

-
/HCO3 e 

cotransportador Na
+
/Cl

-
 estão envolvidos na absorção de Cl

-
 (Hwang & Lee 2007). 

Recentemente, Tang et al.(2011) estudando Tetraodon nigroviridis e Chanos chanos 

elaboraram um modelo para troca de Cl
-
, e demonstraram utilizando técnicas 

imunocorantes a presença de canais de cloreto basolaterais nas CC. 

A NKA, uma enzima transmembrânica, presente em todas as células animais, é uma 

ATPase tipo-P, consistindo de um complexo protéico (αß)2 com quatro isoformas (α 

1~4) e três ß (ß 1~3). Estudos imunohistoquímicos e bioquímicos têm demonstrado que 

isolados de CC contém a maior parte da NKA presente nas brânquias, localizando-se 

principalmente na porção basolateral e apical das células (McCormick 1995, Sakamoto 

et al.2001, Brauer et al.2005). Sua principal função é bombear ativamente K
+ 

para 

dentro e Na
+ 

para fora da célula, contra o gradiente de concentração. Desta forma, a 

aclimatação osmótica demanda aumento da atividade da NKA e densidade das células 

ricas em mitocôndria (Evans et al. 1999, Hwang & Lee 2007).  

A regulação ácido base em peixes é associada à excreção de dióxido de carbono, 

através da reação reversível de hidratação/desidratação entre CO2 e os equivalentes 

ácido base H
+
 e HCO3

-
. Ao mesmo tempo, está associada à regulação iônica, devido à 

transferência direta de H
+
 e HCO3

-
 através da brânquia, na troca por Na

+
 e Cl

-
, 

respectivamente. A regulação de NaCl através da brânquia é a chave para manter o 

balanço iônico e osmótico nos peixes (Gilmour & Perry 2009). Fundamentalmente, a 

enzima que catalisa a reação reversível de hidratação/desidratação e excreção de CO2 é a 

anidrase carbônica (AC). Utilizando técnicas de histoquímica, imunohistoquímica, 

biologia molecular e isolamento de subtipos celulares, tem sido demonstrado que na 

brânquia a AC encontra-se nas CC, pavimentosas, mucosas e neuroepiteliais (Gilmour 

& Perry 2009). Ainda, dois tipos de AC são encontrados nos organismos, a 

citoplasmática e transmembrânica (Gilmour & Perry 2009). 

Respostas fisiológicas de peixes a estressores ambientais têm sido agrupadas como 

primárias, secundárias e terciárias. As primárias, envolvem respostas neuroendócrinas, 

incluindo a liberação de catecolaminas a partir do tecido cromafin (Randall & Perry 

1992, Reid et al. 1998) e a estimulação do eixo hipotalâmico/pituitária/inter-renal 
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(HPI), culminando com a liberação de hormônios corticosteróides na circulação 

(Mommsen et al.1999). As respostas secundárias incluem mudanças nos íons 

plasmáticos e teciduais, a nível metabólico e hematológico. Por sua vez, alterações 

relacionadas à fisiologia incluem ajustes no metabolismo, respiração, balanço ácido 

base e hidromineral, imunidade e respostas celulares (Mommsen et al.1999). As 

respostas terciárias estão relacionadas ao desempenho do animal, como por exemplo, 

crescimento, condição, resistência a doenças, atividade reprodutiva, comportamento e 

sobrevivência (Wedemeyer et al. 1990, Barton 2002). 

O cortisol, direta ou indiretamente, possui um papel importante na fisiologia 

homeostática geral, incluindo metabolismo intermediário, crescimento, osmo e 

ionorregulação e estados imunológico e reprodutivo (Mommsen et al. 1999). Acredita-

se que o papel do cortisol no aumento da glicose plasmática seja devido à ativação da 

gluconeogênese, iniciando a atividade da enzima gluconeogênica hepática e 

aminotransferase. Ainda, o cortisol atua como regulador da atividade da NKA, também 

sendo responsável pelo aumento da permeabilidade branquial, regulando a 

diferenciação e função das CC, operando em sinergia com a Prolactina e fator de 

crescimento tipo insulina-1 (IGF-1) (McCormick 2001, McCormick et al. 2008). O 

papel direto do cortisol e do hormônio do crescimento (GH) tem sido demonstrado no 

desenvolvimento da habilidade hipoosmorregulatória, incluindo aumento da atividade 

da NKA e do cotransportador NKCC (Laiz-Carrion et al.2003). 

Alguns estudos realizados com salmonídeos demonstraram que o eixo GH/IGF-1 

também está envolvido na osmorregulação, aumentando a tolerância à salinidade, 

alterando a quantidade de CC e atividade da NKA branquial (McCormick 1995). Meier 

et al. (2009) demonstraram a expressão do GH, do receptor do hormônio do 

crescimento (GHR) e do IGF-1 na brânquia e no fígado em P. orbignyanus após 

estresse hiperosmótico, sendo que o aumento na expressão de mRNA GH ocorreu após 

24h de estresse osmótico, enquanto o mRNA GHR aumentou após 7 dias. Desta forma, 

é evidente um aumento da sensibilidade branquial ao GH, sugerindo que o choque 

hiperosmótico é uma alternativa para melhorar o crescimento, embora haja necessidade 

de mais estudos que avaliem a expressão gênica associada ao crescimento em função da 

salinidade. 
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O linguado P. orbignyanus, ocorre em águas rasas, até aproximadamente 20m de 

profundidade, desde o sudeste brasileiro até Mar del Plata - Argentina (Figueiredo & 

Menezes 2000). Alguns estudos já foram realizados, comprovando a capacidade 

reprodutiva da espécie em cativeiro (Cerqueira et al. 1997, Robaldo 2003, Sampaio et 

al. 2008), tolerância a compostos nitrogenados (Bianchini et al. 1996) e estresse ácido 

(Wasielesky et al. 1997). Trata-se de uma espécie eurialina (Wasielesky et al.1995) e 

alguns estudos demonstraram que não há alteração nas taxas de sobrevivência quando 

juvenis de linguado são mantidos em água doce, salobra ou marinha. Entretanto, em 

água doce houve uma menor taxa de crescimento e alteração na osmo e ionoregulação 

(Sampaio et al. 2001, Sampaio & Bianchini 2002). Considerando que pela primeira vez 

serão verificados detalhadamente os mecanismos osmorregulatórios acionados por essa 

espécie durante as primeiras horas de aclimatação a uma faixa tão ampla de salinidade, 

o objetivo deste trabalho foi demonstrar as adaptações histológicas branquiais e renais, 

metabólicas e iônicas de juvenis de P. orbignyanus submetidos a choque hiposmótico 

ao longo de 72 horas. 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Desenho experimental e aclimatação dos peixes 

Juvenis de P. orbignyanus (peso 49,7±14,6 g e comprimento total 16,4±1,6 cm) 

foram obtidos de reprodução realizada no Laboratório de Piscicultura Marinha– FURG, 

mantidos em tanque de 1.000 L, temperatura ambiente, salinidade 30 ± 2 ‰, 

fotoperíodo natural e alimentados com ração INVE NRD. Aleatoriamente, 132 

indivíduos foram coletados, distribuídos em 22 tanques de 200L e mantidos por um 

período de aclimatação de 48h em jejum, salinidade 30‰, fotoperíodo natural 

(14L:10E), temperatura ambiente (23,6±0,2°C) e oxigênio saturado (7,4±0,6 mg/L). Ao 

final do período de aclimatação, com auxílio de uma rede, todos os indivíduos foram 

transferidos para tanques com água previamente ajustadas à salinidade apropriada ao 

tratamento experimental: 30‰ para o grupo controle e 0‰ para o grupo choque 

osmótico. A água doce foi obtida a partir de água do sistema de abastecimento do 

laboratório e declorada com tiossulfado de sódio (20 mg/L). As amostragens ocorreram 

nos seguintes tempos: 0, 2, 6, 12, 24 e 72 horas após a transferência. Os tratamentos 

foram realizados em duplicata e durante o período experimental os indivíduos 
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permaneceram em jejum. Os parâmetros de qualidade da água ao longo do período 

experimental estão demonstrados na tabela 1, enquanto a concentração iônica dos meios 

utilizados está representada na tabela 2. A amônia total e o nitrato foram determinados 

de acordo com a metodologia estabelecida por UNESCO (1993) e Aminot & 

Chaussepied (1952), respectivamente; enquanto a alcalinidade pelo método descrito por 

APHA (1998). 

 

Tabela 1- Parâmetros de qualidade de água doce e marinha (média±DP; n=10) 

ao longo do período experimental – oxigênio (mg/L), pH, alcalinidade (mg 

Ca2CO3/L), amônia total (mg/L) e nitrato (mg/L).  

 Oxigênio pH Alcal. Amônia Nitrato 

Água doce 7,8±0,7 7,61±0,35 20±0 0,08±0,03 0 

Água 

marinha 
7,2±0,1 8,12±0,13 138,3±7,63 0,16±0,1 0 

 

 

Tabela 2 - Composição iônica da água doce e marinha (média±DP; n = 3) – 

Na
+
, K

+
,Cl

-
, Ca

2+
 e Mg

2+
 (mM). 

 Na
+
 K

+
 Cl

-
 Ca

2+
 Mg

2+
 

Água doce 32,4±1,7 nd 16,6±0,8 4,4±0,2 1,7±0,01 

Água 

marinha 
453,3±60,3 6,0±0,8 508±43,3 7,8±1,0 38,8±0,9 

Obs: nd= não detectável. 

 

2.2. Amostra de tecido 

Para amostragem dos tecidos, os peixes foram anestesiados hipotérmicamente 

(0°C), na mesma água do tanque em que estavam. Amostra de sangue foi coletada com 

uma seringa heparinizada e agulha (22x0,7 mm, 22G) inserida na veia caudal.  

Concomitante a coleta, foram determinados a glicose (Roche Diagnostics, Accu Chek, 

Advantage, UK), o hematócrito (12000 RPM) e a osmolalidade (Wescor 5520, Logan, 

UT). O sangue acondicionado em frascos criogênicos foi mantido refrigerado (0°C) 

até a centrifugação (10 min, 1500g). A quantidade total aparente de sangue foi coletada, 

e então os indivíduos foram mortos através de secção da medula espinhal. Para os 

estudos histológicos foram coletados o 2° arco branquial direito e o rim (porção 
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posterior - tronco renal). Para determinação da atividade da NKA foram amostrados o 

rim (porções intermediária e tronco), o cérebro e o 2° arco branquial esquerdo. O 2° 

arco branquial esquerdo também foi utilizado para determinação da atividade da AC. 

 

2.3. Histologia 

As amostras de brânquia e rim foram fixadas em Bouin por 4h, sendo então 

conservadas em álcool 70%. Posteriormente, as brânquias foram descalcificadas em 

solução de EDTA 10%por 1,5h. As amostras foram desidratadas em série crescente de 

etanol e embebidas em parafina, utilizando processador automático de tecidos (Lupe, 

PT05, BR), cortadas em seções de 4µm, coradas com Hematoxilina-Eosina e montadas 

em lâminas permanentes com Bálsamo do Canadá. Para contagem das células de cloreto 

e morfometria dos glomérulos, foi utilizado microscópio de captura de imagem 

(Olympus BX 45 - Olympus America Inc. Center Valley - Pennsylvania - USA) dotado 

de câmera (Olympus DP 72 – Olympus America Inc. Center Valley - Pennsylvania - 

USA). Para cada lâmina foram capturadas três imagens, para posterior análise em um 

software (Image J 1.45e, National Institutes of Health, USA). Foi utilizado um total de 6 

peixes para cada tempo/tratamento, e para cada peixe foram confeccionadas 3 lâminas 

histológicas. 

 

2.4. Análise bioquímica 

2.4.1. Cortisol 

O cortisol plasmático foi medido por ELISA de acordo com instruções do fabricante 

(Direct ELISA Kit, Diag. Biochem Canada Inc., Canadá). Para avaliar possíveis 

interferentes, devido a sua aplicação em sangue não humano, foi realizada a comparação 

do paralelismo de curvas de diluição (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) realizadas a partir do 

padrão (30 ng/ml), e desse padrão acrescido de mesmo volume de uma amostra de 

plasma do linguado, conforme proposto por Velasco Santa-María & Cruz-Casallas 

(2007). 
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2.4.2. Íons 

Para dosagem dos íons Na
+
 e K

+
 foi utilizado espectrofotômetro de absorção 

atômico (AAS, Avanta 932 Plus – GBC, Hampshire, IL, EUA). Para os íons Cl
-
, Ca

2+ 
e 

Mg
2+

foram utilizados kit’s comerciais (Labtest, Brasil). 

 

2.4.3. Atividade das enzimas NKA e AC 

A atividade da NKA das amostras homogeneizadas de brânquia e cérebro foi 

determinada utilizando o método de microplaca regulado pela temperatura 

(McCormick, 1993). Nesse ensaio, a atividade da NKA sensível a ouabaína foi medida 

pela conversão de ADP a NADH, utilizando desidrogenase lática e piruvato quinase na 

presença ou ausência de 0,5 mmol µL
-1

 de ouabaína. Amostras (10 µL) foram dosadas 

em duplicata em microplacas de 96 poços, e lidas em um comprimento de onda de 340 

nm por 10 min, em um leitor de microplaca. A concentração de proteína total dos 

homogeneizados foi determinado através de sistema colorimétrico, utilizando Kit 

comercial (Proteínas Totais - Doles, Brasil). Para AC branquial, foi utilizado o método 

∆pH, adaptado de Henry (1991). 

 

2.5. Análise estatística 

Os resultados foram submetidos à análise de variância de duas vias (ANOVA, 

Fatorial). Comparações post-hoc foram realizadas, utilizando Teste de Tukey, 

considerando a diferença estatisticamente significante para p<0,05. Todos os resultados 

são expressos como média±desvio padrão.  

 

3. Resultados 

3.1. Glicose, hematócrito e osmolalidade 

O presente estudo avaliou o tempo de ajuste hipoosmorregulatório de P. 

orbignyanus ao longo de 72 h. Não houve mortalidade em função da transferência 

abrupta à água doce. Os resultados de glicose, hematócrito e osmolalidade estão 

representados nas Figuras 1, 2 e 3 respectivamente. Há um rápido aumento na 

concentração de glicose plasmática após duas horas, em ambos os tratamentos, 

retornando ao valor médio inicial após 6 h. O hematócrito para o grupo controle não 

demonstrou diferença entre as médias, embora o grupo choque osmótico tenha 
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apresentado aumento pronunciado após duas horas, retornando ao valor médio inicial 

após seis horas, permanecendo estável. A osmolalidade apresentou declínio em ambos 

os tratamentos, entretanto, não apresentaram diferença significativa apenas em 12 h. 

 

3.2. Células de Cloreto e Área glomerular 

O valor médio da densidade de células de cloreto não demonstrou diferença ao 

longo do tempo e entre os tratamentos (tabela 3).  Entretanto, a área glomerular 

demonstrou aumento significativo após duas horas de choque osmótico, retornando a 

seguir a valores semelhantes ao controle. 

 

3.3. Concentração iônica plasmática 

A concentração de Na
+
 plasmático demonstrou declínio ao longo do tempo, tanto 

para o grupo controle como para o choque osmótico, desta forma, não havendo 

diferença entre os tratamentos (tabela 4). Já para o Cl
-
, há uma redução imediata após o 

choque osmótico, após 6 horas há uma tendência de restauração dos níveis iniciais, e 

novamente os valores diminuem até as 72 h. Apesar da oscilação nos valores do 

controle, para 2 e 72 h há diferença significativa entre os tratamentos. O grupo controle 

manteve constante a concentração do íon K
+
, enquanto o grupo choque osmótico 

reduziu imediatamente após o choque osmótico. Entretanto, para os tempos seguintes há 

uma clara recuperação em seus níveis. Os íons divalentes Ca
2+

 e Mg
2+

 sofreram 

significativas reduções em suas concentrações logo após o choque osmótico, 

permanecendo nessa condição até o final do experimento. 

 

3.4. Cortisol, NKA e AC 

O cortisol plasmático não oscilou entre o grupo controle. Entretanto, houve redução 

em seus valores 24 h após o choque osmótico, retornando a valores próximos ao inicial 

em 72 h. Apenas para o tempo de 12 h houve diferença significativa entre os 

tratamentos. 

A atividade da AC aumentou até 3 vezes após o choque osmótico, com seus valores 

permanecendo maiores que os do grupo controle durante todo tempo experimental 

(Figura 4). A NKA branquial demonstrou um aumento de até 3 vezes na sua atividade 
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após 6 h de choque osmótico, havendo restauração nos seus valores entre 12 e 24 h. De 

forma semelhante, a NKA cerebral demonstrou sua maior atividade 2 horas após o 

choque osmótico (aumento de até 3 vezes na atividade), havendo uma clara estabilização 

nos seus valores após 12 h. 
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Figura 1 - Glicose sanguínea (mg/mL; média±DP; n = 12) de 

Paralichthys orbignyanus submetidos à choque hiposmótico. Letras 

diferentes na mesma linha representam diferença significativa ao 

longo do tempo para o mesmo tratamento (ANOVA Fatorial, 

Tukey, p<0,05). As médias não diferiram entre os tratamentos em 

um mesmo tempo experimental. 
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Figura 2 - Hematócrito (%; média±DP; n = 12) de Paralichthys 

orbignyanus submetidos a choque hiposmótico. Letras diferentes 

na mesma linha representam diferença significativa ao longo do 

tempo para o mesmo tratamento. * representa diferença 

significativa entre os tratamentos para o mesmo tempo 

experimental (ANOVA Fatorial, Tukey, p<0,05). 
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Figura 3 - Osmolalidade sanguínea (mOsm.Kg

-1
.H2O; média±DP; 

n = 12) de Paralichthys orbignyanus submetidos a choque 

hiposmótico. Letras diferentes na mesma linha representam 

diferença significativa ao longo do tempo para o mesmo 
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tratamento. *, representa diferença significativa entre os 

tratamentos para o mesmo tempo experimental (ANOVA Fatorial, 

Tukey, p<0,05). 

 

 

 

 

 

Tabela 3 - Alterações morfológicas na brânquia e rim ao 

longo do tempo (h) de Paralichthys orbignyanus submetidos 

a choque hiposmótico. Células de cloreto (CC; cels/mm
2 
x 10

-

1
) e área glomerular (AGL; µm

2
x10

-3
). Os valores 

representam média±DP (n/peixes= 4-6). Letras diferentes na 

mesma coluna representam diferença significativa para o 

mesmo tratamento. * representa diferença significativa entre 

os tratamentos para o mesmo tempo experimental (ANOVA 

Fatorial, Tukey, p<0,05). 

Tempo (h) CC AGL 

 Ct Ch Ct Ch 

0 50,7±11,7
a
 1,3±0,2

a
 

2 49,7±2,2
a
 75,1±18,1

a
 1,2±0,2

a
 2,6±0,7

b*
 

6 54,9±16,4
a
 54,4±11,5

a
 1,3±0,2

a
 1,3±0,2

a
 

12 74,3±16,1
a
 68,7±16

a
 1,4±0,1

a
 1,6±0,4

a
 

24 69±10,8
a
 79,2±16,7

a
 1,5±0,3

a
 1,6±0,2

a
 

72 77,5±15,7
a
 53,4±13,5

a
 1,4±0,1

a
 1,5±0,1

a
 

Ct - controle; Ch - choque hiposmótico. 
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Tabela 4 - Concentração iônica plasmática (mM) de Paralichthys orbignyanus ao longo do tempo (h) submetidos a choque hiposmótico. Os 

valores representam média±DP (n= 3-6). Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa para o mesmo tratamento. *, 

representa diferença significativa entre os tratamentos para o mesmo tempo (ANOVA Fatorial, Tukey, p<0,05). 

Tempo (h) Na
+
 K

+
 Cl

-
 Ca

2+
 Mg

2+
 

 Ct Ch Ct Ch Ct Ch Ct Ch Ct Ch 

0 198,5±19,1ª 8,8±2,3ª 94±13,4
a
 5,5±0,3ª 2,4±0,09ª 

2 187,6±16,2
ab

 162,5±11,7
b
 7,9±1,1ª

*
 3,7±1,7

b
 87,3±8,8

ab*
 57,3±8,4

b
 5,9±0,2

ab*
 4,9±0,2

b
 2,3±0,1ª

*
 1,7±0,06

b
 

6 152,9±12,6
bc

 171,3±23,9
ab

 5,3±1,3ª 6,1±0,6
ab

 76±11,8
ab

 87,2±3,6
a
 6,0±0,2

b*
 4,9±0,3

b
 2,3±0,2ª

*
 1,7±0,1

b
 

12 162±12,03
bc

 140,9±13,5
b
 8,8±1,7

a
 5,9±0,7

ab
 55,5±2,8

c
 51,8±4,4

b
 5,9±0,3

ab*
 4,8±0,2

b
 2,3±0,1ª

*
 1,7±0,2

b
 

24 177,8±17,1
abc

 146,1±17,1
b
 11,3±3,9ª

*
 5,6±1,3

ab
 53,7±6,9

c
 44,7±5,2

b
 5,7±0,2

ab*
 4,8±0,2

b
 2,4±0,1ª

*
 1,7±0,06

b
 

72 151,9±13,9
c
 153,9±11,5

b
 8,4±1,9ª

*
 4,8±1,05

ab
 74,5±12

b*
 51±1,4

b
 5,7±0,3

ab*
 5,1±0,3

b
 2,4±0,1ª

*
 1,6±0,03

b
 

Ct - controle; Ch - choque hiposmótico. 
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Figura 4 - Cortisol plasmático (µg/dL; média±DP; n= 4-6) de 

Paralichthys orbignyanus submetidos à choque hiposmótico. 

Letras diferentes representam diferença significativa ao longo do 

tempo (h) para o mesmo tratamento. * significa diferença 

significativa entre os tratamentos para o mesmo tempo 

experimental (ANOVA Fatorial, Tukey, p<0,05). 
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Figura 5 - Atividade da anidrase carbônica branquial 

(µmol.CO2.µl
-1

.min
-1 

x10
2
; média±DP; n= 6) de 

Paralichthys orbignyanus submetidos a choque 

hiposmótico. Letras diferentes representam diferença 

significativa ao longo do tempo (h) para o mesmo 

tratamento. * representa diferença significativa entre os 

tratamentos para o mesmo tempo experimental (ANOVA 

Fatorial, Tukey, p<0,05). 
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Figura 6 - Atividade da NKA branquial (µmol.ADP.mg.proteína

-1
 

.h
-1

; média±DP; n= 4-6) de Paralichthys orbignyanus submetidos a 

choque hiposmótico. Letras diferentes na mesma linha representam 

diferença significativa ao longo do tempo (h) para o mesmo 

tratamento. * representa diferença significativa entre os 

tratamentos para o mesmo tempo experimental (ANOVA Fatorial, 

Tukey, p<0,05). 
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Figura 7 - Atividade da NKA cerebral (µmol.ADP.mg.proteína

-1
 h

-

1
; média±DP; n= 4-6)de Paralichthys orbignyanus submetidos a 

choque hiposmótico. Letras diferentes na mesma linha representam 

diferença significativa ao longo do tempo (h) para o mesmo 

tratamento. * representa diferença significativa entre os tratamentos 

para o mesmo tempo experimental (ANOVA Fatorial, Tukey, 

p<0,05). 
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4. Discussão 

Durante a osmorregulação, duas fases distintas têm sido descritas na resposta de 

teleósteos eurialinos após a transferência entre meios com diferentes salinidades, 

ocorrendo um período de aclimatação aguda e outro de regulação crônica (Maetz, 1974). 

Sangiao-Alvarelos et al. (2005) demonstrou esses dois períodos para Sparus aurata, 

havendo inicialmente distúrbio na osmolalidade sanguínea, para então, após alguns dias, a 

osmolalidade retornar a valores similares dos peixes mantidos em água marinha. Em nosso 

trabalho, pode-se observar um período crítico de ajuste inicial, onde a redução da 

osmolalidade plasmática é uma evidência do estresse osmótico, devido ao ganho osmótico 

de água e efluxo de íons durante a exposição a salinidades reduzidas.  

A redução dos níveis de cortisol plasmático durante as primeiras 24h nos linguados 

expostos ao choque contrasta com os níveis elevados de cortisol mantidos nos animais 

controle. Essa resposta de estresse diferenciada parece estar relacionada à preferência dos 

juvenis por águas de salinidade intermediária, típicas de região estuarina (Lema et al. 

1980, Sampaio & Bianchini 2002), onde espécies congêneres como P.lethostigma, P. 

dentatus e P. olivaceus, apresentam elevado grau de adaptação nesta fase de vida (Wenner 

et al. 1990, Burke et al. 1998, Tomiyama et al. 2009) . Desta forma, pode-se inferir que 

animais aclimatados em água do mar (≈ 30‰) não devem ser considerados como controle 

para referenciar a zona de conforto osmótico para os juvenis desta espécie. Essas 

inferências são reforçadas pela redução das concentrações iônicas ao longo do desafio 

osmótico. 

A ausência de uma elevação adicional do cortisol após um subsequente estressor pode 

indicar que o estressor crônico dessensibiliza o eixo hipotálamo/hipófise/tecido inter-renal 

a produzir e/ou liberar mais cortisol (Barton 2002). Portanto, essa produção excessiva de 

um mediador primário do estresse indicaria uma condição alostásica, que permite a 

homeostase em condições de estresse, gerado tanto pelo manuseio como pelo desafio 

osmoregulatório (alostase: estabilidade atingida através da mudança) (McEwen & 

Wingfield 2003). 

Além da função glucocorticóide, o cortisol também possui função mineralocorticóide, 

regulando a troca de íons e água em peixes (Evans 2010). Em alguns teleósteos, a 

administração de cortisol estimula a atividade da NKA e do transporte pelos NKCC, como 

estruturas envolvidas na regulação osmótica.  A resposta ao estresse tipicamente resulta 

em aumento na captação de oxigênio pelas brânquias, para suportar o aumento da 

demanda respiratória (Wendelaar Bonga 1997). Dentre os mecanismos para aumentar a 
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captação de oxigênio estão o aumento da pressão sanguínea branquial e o aumento da área 

da superfície respiratória. Essas respostas necessariamente aumentam a troca difusiva de 

íons e de água através da brânquia; essa relação é denominada compromisso 

osmorrespiratório (Gonzáles & MacDonald 1994, Breves et al. 2010).  

O efeito do cortisol no balanço iônico tem demonstrado resultados variados, podendo 

as concentrações iônicas aumentar, diminuir ou permanecer inalterada de acordo com as 

condições experimentais (Mancera et al. 2002, Laíz-Carrión et al. 2003, Chasiotis & Kelly 

2012). O aumento nos níveis plasmáticos de Na
+
 e Cl

-
 tem sido atribuídos principalmente 

ao aumento da área fracional das CC e atividade da NKA (Evans 2010, Tang & Lee 2011). 

Desta forma, pode-se concluir que durante o período de aclimatação em nosso trabalho, 

houve um aumento nas [Na
+
] e [Cl

-
] devido aos altos níveis de cortisol, que atuam 

aumentando a permeabilidade branquial, através do compromisso osmorrespiratório, 

aumento da área fracional das CC e também da atividade dos trocadores iônicos. Durante 

o período experimental, a redução nos níveis iônicos para o grupo controle pode ser 

atribuída à exaustão dos mecanismos de troca iônica reguladas pelo cortisol, 

principalmente as CC (Laíz-Carrión et al. 2003). Recentemente, Bolasina (2011) 

demonstrou a resposta de estresse do P. orbignyanus submetido a práticas comuns de 

laboratório, em condições de estresse agudo e crônico, ocasionando aumento de até nove 

vezes na concentração de cortisol plasmático, evidenciando como a espécie é sensível ao 

manuseio.  

Os resultados não demonstram uma função clara do cortisol sobre as enzimas NKA e 

AC ao longo do experimento. Kiilerich et al. (2011) estudando Oreochromis mossambicus 

demonstrou que o cortisol aumenta a atividade da NKA e o cotransportador NKCC 

quando aclimatadas à água marinha, enquanto em água doce esse efeito não foi observado. 

Outras vias também estão relacionadas à regulação da atividade dessas enzimas, como por 

exemplo, os hormônios da tireóide (T4 e T3) que também modulam a taxa metabólica 

basal e são responsáveis pela diferenciação celular em alguns tecidos (Peter 2011). 

Entretanto, ainda não foi demonstrado um modo específico de ação dos hormônios da 

tireóide na osmorregulação, principalmente devido ao efeito sinérgico/aditivo com os 

hormônios do crescimento e o próprio cortisol (Klaren et al. 2007). 

Embora a resposta de estresse primária possa ter sido atenuada pelo período de 

aclimatação, a elevação nos valores de glicose indica uma resposta de estresse secundário. 

Essa resposta de aumento da glicose plasmática suporta um papel chave dessa fonte 

energética, suprindo o aumento da demanda energética branquial, que inclui aumento da 
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atividade da NKA (Mcguire et al. 2010), o que foi observado tanto no cérebro como na 

brânquia e também na AC.  

Em relação ao hematócrito, houve um aumento após duas horas de choque osmótico, 

enquanto o controle permaneceu constante. Dentre as hipóteses a serem consideradas, está 

a hidratação dos eritrócitos, uma vez que os fluidos e células corporais dos teleósteos são 

hiperosmóticos em relação a água doce. A redução observada após este aumento deve-se 

provavelmente ao inicio do ajuste da taxa de filtração renal observada neste estudo pelo 

aumento da área glomerular. Este aumento foi concomitante ao retorno do hematócrito 

para os níveis basais. Da mesma forma, desafios osmóticos levam a um aumento da taxa 

metabólica, com imediato aumento do consumo de oxigênio, levando a uma resposta 

dinâmica específica (Kammerer et al. 2010, Uliano et al. 2010), ocasionando liberação 

eritrocitária pelos órgãos de depósito, como o baço, ou redução da circulação 

gastrointestinal como forma de suprir o déficit de transporte de oxigênio(Woo & Fung 

1981, Prodocimo et al. 2008). 

Considerando o papel osmorregulatório das brânquias, as CC constituem uma 

heterogeneidade de subtipos celulares (Pisam & Rambourg 1991) e sua principal função é 

manter o balanço osmótico interno através da absorção ou excreção de íons (Hwang & Lee 

2007). A aclimatação a água salgada ou doce está associada ao desenvolvimento de CC 

altamente diferenciadas em espécies eurialinas (Evans et al 2005). A constância da 

densidade de CC pode ter sido compensada pela maior atividade das enzimas NKA e AC e 

também do aumento da sua área fracional, resultando em maior exposição da membrana 

apical. 

O rim do linguado respondeu rapidamente ao desafio hiposmótico, induzindo 

mudanças imediatas na histologia renal. O diâmetro aumentou significativamente após 

poucas horas, refletindo o aumento da taxa de filtração glomerular. Os resultados sugerem 

que a histologia renal está relacionada a capacidade osmorregulatória do linguado em 

ambiente hiposmótico, embora os estímulos e controles hormonais ainda sejam pouco 

conhecidos. O elevado aumento no diâmetro glomerular, com consequente aumento da 

taxa de filtração glomerular e formação de urina, reflete na acentuada redução nos íons 

divalentes Ca
2+

 e Mg
2+

, já que o rim, juntamente com o intestino, é o principal órgão de 

troca para os íons bivalentes, e o aumento da taxa de filtração resulta em menor retenção 

iônica (McDonald 2007, Grossell 2007). Ao mesmo tempo, o jejum na aclimatação e 

período experimental reduziu a fonte destes cátions. 
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A função do segmento proximal dos rins dos teleósteos é um tanto quanto controversa, 

embora seja consenso que sua função primária seja a secreção de Mg
2+

, especialmente em 

espécies marinhas. A secreção de Mg
2+

 envolve exocitose apical de vesículas enriquecidas 

com esse íon (Renfro 1999). Em rins de peixes de água doce, isso pode constituir um papel 

adicional na excreção do excesso de água (Beyenbach 2004). Em algumas espécies, há 

evidencias que o segmento proximal em peixes marinhos e de água doce é responsável 

pela absorção de Na
+
 e Cl

-
, como também glicose e outros osmólitos importantes (Dantzler 

2003, Bayenbach 2004). A absorção apical de Na
+
 ocorre através das células proximais, 

embora não seja claro, isso envolve o trocador Na
+
/H

+
 (Ivanis et al. 2008) e o 

cotransportador Na
+
/glicose (SGLT1).  

A principal via de absorção de Cl
-
 é através da V-ATPase presente na porção apical das 

CC, responsável pela extrusão de H
+
, resultando em acumulo citisólico de HCO3, produto 

da hidratação do CO2 (Marshall & Grossel 2005). No processo da regulação ácido base, 

tem sido demonstrado o envolvimento de dois tipos celulares. A célula secretora de base, 

denominada célula rica em mitocôndria lecitina peanut aglutinina-positiva (PNA
+
), devido 

a sua abundância em mitocôndrias e a capacidade de se ligar a PNA; e outra célula 

secretora de ácido (PNA
-
). A célula PNA

+
 é secretora de HCO3, através da troca por Cl

-
, 

via trocador aniônico. Enquanto a célula PNA
-
 é secretora de H

+
 na troca por Na

+
, via 

trocador Na
+
/H

+
 (Tresguerres et al. 2006). Ambos ionócitos catalisam a reação do CO2 e 

H2O através da AC (Perry & Gilmour 2006, Gilmour & Perry 2009). Desta forma, o 

aumento da atividade da AC parece responder a queda nas [Na
+
] e [Cl

-
], indicando 

aumento na atividade das células PNA
+
 e PNA

- 
e provavelmente da enzima V-ATPase. 

A maioria dos teleósteos eurialinos demonstra mudança na atividade da NKA quando 

submetidos a alterações de salinidade. Dois padrões opostos de resposta da NKA têm sido 

demonstrados: alta atividade da NKA em meio hiperosmótico e alta atividade da NKA em 

meio hiposmótico (Marshall 2002, Hwang & Lee 2007). Sangiao-Alvarelos et al. (2005) 

demonstraram redução da atividade da NKA renal quando Sparus aurata foi aclimatado a 

condição hiposmótica, enquanto os aclimatados a condição hiperosmótica apresentaram 

acentuada elevação na atividade da NKA. Meier (2005) demonstrou que juvenis de 

linguado P. orbignyanus, aclimatados a salinidade intermediária de 11‰ (ponto 

isosmótico) e transferidos para água marinha a 30‰, não apresentam alteração na 

atividade da NKA. Nossos resultados comprovam o aumento da atividade da NKA em 

meio hiposmótico, como já demonstrado por Sampaio & Bianchini (2002).  Esse padrão 

de atividade da NKA pode ser relacionado ao ciclo de vida do linguado, uma vez que 



  

20 

juvenis dessa espécie tipicamente habitam regiões estuarinas, as quais apresentam 

flutuação de salinidade, oscilando entre água marinha até doce. 

De acordo com os modelos atuais de troca iônica, a NKA presente na porção 

basolateral das CC é fundamental para criação de um gradiente eletroquímico, responsável 

pelo transporte iônico secundário durante os desafios de salinidade (Hwang & Lee 2007, 

Tang et al. 2011). O transporte de Cl
-
 através das CC é estabelecido pelo gradiente 

eletroquímico gerado pela NKA, e várias proteínas transportadoras de Cl
- 
estão localizadas 

próximas a membrana apical ou basolateral, como por ex. a NKCC e CFTR (Evans 2010). 

A NKA branquial apresentou aumento significativo 6 h após o choque osmótico, 

retornando a valores próximos ao controle após 12 h. Claramente, pode-se perceber um 

ciclo inicial em resposta a diminuição da osmolalidade, onde a atividade da NKA na 

brânquia e no cérebro demonstra aumento acentuado, imediatamente retornando a valores 

próximos ao inicial.  

Assim, a diminuição na concentração dos íons plasmáticos e da osmolalidade estão 

relacionadas ao aumento da atividade da NKA e AC. Esse aumento na atividade dessas 

enzimas ocorre devido à diluição dos fluidos corporais, pois há uma necessidade de 

aumento na capacidade de absorção desses íons.  

O cérebro, o principal órgão de controle motor e fisiológico dos organismos, em 

desafios osmóticos possui função fundamental no eixo osmodetecção – resposta endócrina 

– osmorregulação. Alguns hormônios são conhecidos pela regulação dos mecanismos de 

transporte iônico. A prolactina (PRL), hormônio pleiotrópico produzido pela pituitária, 

tem sido relacionada a mecanismos de regulação iônica em água doce (Watanabe et al. 

2009, Breves et al. 2010). Alguns estudos demonstram que o aumento dos níveis de PRL 

está associado ao aumento da absorção iônica, e provavelmente esse efeito está ligado à 

regulação das CC (Seale et al. 2006). Kelly et al. (1999) demonstrou que o impacto da 

PRL nas CC de Sparus sarba  é dependente da salinidade ambiental. Em água salobra 

hiposmótica, a PRL reduz o número e o tamanho das CC, enquanto em água marinha esse 

hormônio não possui efeito. Sakamoto & McCormick (2006) sugeriram que o controle de 

renovação celular – apoptose e proliferação celular – em diferentes epitélios 

osmorregulatórios é uma característica crítica no controle da osmorregulação pela PRL. O 

aumento na secreção de PRL está relacionado ao decréscimo na concentração de Ca
+2

 

plasmático, que é detectado pelo receptor cálcio-sensitivo (CaSR) (Loretz 2008). Nossos 

resultados demonstram uma pronunciada redução na concentração de Ca
2+

 plasmático 

imediatamente após o choque osmótico, o que pode ter sinalizado para o aumento da 
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secreção de PRL, acarretando em aumento na atividade da NKA cerebral antes dos órgãos 

efetores osmorregulatórios (brânquia e rim) e também da não alteração no número das CC.  

 

5. Conclusão 

O linguado demonstrou ser capaz de hipoosmorregular em um período de 72h. Os 

principais mecanismos osmorregulatórios demonstrados são o aumento da área glomerular 

renal e aumento atividade das enzimas AC e NKA branquial. A modulação destes 

mecanismos é acompanhada do aumento da NKA cerebral apontando para o controle 

neuroendócrino desta modulação. Em sequência a ação renal, a ionorregulação é garantida 

pelo ajuste da AC e da NKA as quais regulam a atividade dos trocadores Na
+
/H

+
, Cl

-

/HCO3
-
como fonte primária de energia.  
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7. Anexos 

Anexo 1 - Secção branquial de juvenil de Paralichthys orbignyanus. Coloração 

Hematoxilina Eosina, 4µm de espessura. As setas vermelhas indicam as células de cloreto. 
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Anexo 2 - Secção renal de juvenil de Paralichthys orbignyanus. Coloração Hematoxilina 

Eosina, 4µm de espessura. 1 – glomérulo, 2 – segmento do pescoço ciliado, 3 – túbulo 

proximal, 4 – túbulo contorcido distal, 5 – centro melanomacrofágico. 


