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RESUMO

A amonia é o principal produto de excrecdo do nwdisino de nitrogénio,
sendo a maioria dos peixes teledsteos pouco todsraan ambientes com elevadas
concentracdes de amonia. No entanto, alguns papfesentam uma elevada tolerancia
a amonia ambiental, como é o caso da maioria daécies pertencente a familia
Batrachoididae.

Este estudo teve como principal objectivo, verifigaal o nivel de tolerancia a
amonia e o respectivo grau de ureotelia ldaiobatrachus didactylusPara tal os
animais foram expostos a concentracfes crescemteantnia ambiental. Foram
determinadas taxas de sobrevivéncia em funcdondpatele exposi¢céo e calculou-se a
concentracao letal (Lgg) de amonia para esta espécie, que se situa enmBR&oram
também determinados os valores de amonia, ureartisat plasmatico, de modo a
verificar o efeito da amdnia sobre a fisiologiapdixe.

Os resultados obtidos neste estudo revelarantHglidactylusapresenta alguma
tolerancia a amoénia ambiental, no entanto maisabdix que em outras espécies da
mesma familia e que os valores plasmaticos de cstop@zotados, assim como a
excrecao parecem ser, pelo menos parcialmentendemes da amoénia ambiental.
Uma vez que ndao houve um padrdo uniforme de exxragdlongo do tempo nesta
espécie, podemos dizer que existe um certo graueatgelia facultativa. Observou-se
também que, tal como noutros membros da familexcaecdo de ureia pode ocorrer
por pulsos em que grande quantidade de ureia #ad@epara o meio, intercalados por
periodos em que a excre¢do € baixa ou mesmo nula.

Os resultados revelaram ainda que o figado paesce grincipal 6rgdo onde o
ciclo da ureia esta maioritariamente activo, umagee é neste 6rgdo que ocorre uma
maior expressdo das enzimas envolvidas no cicloreia e que esta € afectada pelos
niveis de amonia no meio. As enzimas do ciclo @gautal como o transportador de
ureia, apresentam grande conservacdo, nao soHentlidactyluse Opsanus betaum
dos membros mais préximos da familia Batrachoididaas também entre a maioria
dos teledsteos e outros vertebrados confirmandeoaadg importancia e provavel
manutencdo da funcdo destas proteinas.

Palavras-chave: Halobatrachus didactylystoxicidade de amonia, ureia, ureotelia,
sintetase da glutamina, sintetase do carbamiltimsfi@nsportador de ureia
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ABSTRACT

Ammonia is the main excretion product resultingnraitrogen metabolism in
fish. Whilst most teleosts have a low toleranceel@vated environmental ammonia,
some species have a high ammonia tolerance. Sutie isase of the majority of the
species belonging to the family Batrachoididae.

The main objective of the current study was to sssthe tolerance to
environmental ammonia and degree of ureotely in thasitanian toadfish
(Halobatrachus didactylys Fish were exposed to increasing concentrations of
environmental ammonia and survival rates were deted. The 50% lethal
concentration (L&) of ammonia for this species was estimated to .28 &1M. The
plasma levels of ammonia, urea and cortisol wese aleasured to assess the effect of
ammonia exposure on physiology.

H. didactyluspresents some tolerance to environmental ammabuoigever, to a
lesser extent than other species from the samdyfaRlasma levels of nitrogenous
compounds and their excretion rates seem to bksaat partially, dependent on the
environmental ammonia concentration. The lack aflear pattern of urea excretion
over time suggests that urotely is faculative is 8pecies. Furthermore, urea excretion
occurs in pulses, wherein large amounts of ureara@eased, interspersed by periods
low or even zero excretion; this has previouslyrbéescribed in other members of the
same family.

The liver seems to be the main organ of urea mésabo showing high
expression of enzymes involved in the urea cytlese expression levels are affected
by environmental ammonia levels.

The various proteins involved in the urea cyclewadl as the urea transporter,
present high degree of homology, not only betwidemlidactylusand Opsanus beta
(another member of the Batrachoididae), but altwédren the majority of teleosts and
other vertebrates, which underlines the great itapoe and consequent evolutionary
conservation of these proteins.

Keywords: Halobatrachus didactylusammonia toxicity, urea, ureotely,
glutamine synthetase, carbamyl phosphate syntheteessetransporter
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Uma proporcdo significativa da producdo energétios peixes deriva do
catabolismo e oxidacdo das proteinas e aminoaditasde grupo de animais o principal
produto resultante do metabolismo do nitrogénioagnania (Anderson 1995; Wang &
Walsh 2000).

A amonia é extremamente toxica para 0s seres @\&H0 necessarias grandes
guantidades de agua (400ml de 4gua para 1g de @npdma diluir este produto a niveis
baixos de toxicidade (Wright 1995;Withers 1998)r Psta razdo, sdo maioritariamente
0S animais aquaticos, como 0s peixes, a utilizaremonia como produto de excrecéo
(Withers 1998). Outros animais transformam a ameéniaprodutos menos toxicos, o
gue envolve maiores gastos energéticos, como a Wegiimais ureotélicos, e.g.
mamiferos) e o acido Urico (animais uricotélicog, aves, répteis) (Randall al. 1997;
Purveset al 2001;).

A amonia libertada pelos peixes teledsteos atrdadsbranquias directamente
para a agua evita um gasto de energia adicionauaatransformacdo em produtos
menos toxicos (Anderson 1995). Em solucdo aguosaménia encontra-se em
equilibrio entre a forma ionizada (NH e ndo ionizada (N& (Walsh & Mommsen,
2001). A amonia € formada no figado, e transportamasangue, sendo excretada
através das branquias sob a forma nao ionizadalmwa orma ionizada por difusdo
passiva (Anderson 1995). A difusdo do N#Hdo NH™ para a 4gua depende de um
gradiente favoravel entre o sangue e a agua. Aabfudo NH', pode também ocorrer
através de transporte activo que permite o, Natravessar a membrana, através de
canais especializados, bombas sodio-potassio, dratsportadores (NECI/K™)
(figura 1) (Wilkie 2002).

Em aguas com niveis de pH baixos, osNHonvertido em N, levando a que
o gradiente de Nffatravés das branquias se mantenha. A acidificdgagua proximo
das branquias aumenta a excrecdo, nao sé deviduwveis de pH, mas também devido
a excrecdo associada dé &l de didxido de carbono. Por outro lado, em agoas
niveis altos de pH, a conversdo desNih NH;" € inibida, levando a um impedimento

de excrecdo de amoénia (figura 2) éipal 2001).

Vera Jordao (2008) 1



INTRODUCAO

Plasm: Agua do mar
Epitélio das branqui

vy

Basolatere Apical

Figura 1: Modelo da excrecdo de amdnia em peixes de aggadsalsalientando-se as varias
formas de transporte através do epitélio bran@Aiddptado de Wilkie 2002).

NH,"

I Niveis de pH elevados

impedem a excrecéo de
amonia

NH3 NH3

Niveis de pH baixos
aumentam a excregéo de +
amonia H

Epitélio das  NHs"
branquias

AGUA SANGUE

NH,4"

Figura 2: Modelo do efeito do pH ambiental na excrecdo déraanatravés do epitélio das
branquias dos peixes (Adaptado detial. 2001).
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INTRODUCAO

Os animais aquaticos sdo mais tolerantes a angsaoutros vertebrados, e
muitos mantém os valores de amdnia no plasma piar dos 0.2 mM (Anderson 2001).
Em contraste, na maioria dos mamiferos, valoresétes (>0,006mM) de amédnia no
plasma séo altamente toxicos para o sistema ne(V@gght 1995). A amonia exerce
0s seus efeitos toxicos a diferentes niveis e actusistema nervoso de todos o0s
vertebrados, incluindo nos peixes, podendo caugarientilacdo, coma, convulsoes,
levando em alguns casos a mortegi@l 2001). Niveis elevados de amoénia alteram as
propriedades da barreira cérebro — sangue, intenfero transporte de aminoacidos,
alteram o balanco acido-base no sangue e levarterages no fluxo sanguineo do
cérebro (Wright 1995).

Peixes expostos a aerificacdo ou niveis de pH da &tgvados tém alguma
dificuldade em excretar amonia, o que leva a unnatacdo desta no corpo. Estes
peixes tiveram de adoptar diferentes mecanisma@seatar efeitos toxicos provocados
pela amonia (figura 3) (Wright 1995; &t al. 2001). A toxicidade por amoénia pode ser
evitada, diminuindo a sua produgéo e acumula¢amrm, mantendo ou aumentando a
sua excrecao e convertendo a amonia num produtosnérico, como por exemplo a
ureia, atraves do ciclo da ureia (O-UC) éipal 2001).

Proteinas

lProteoIise

Alanina «—— Aminoécidos
(ndo hé producéo de amonia)

Catabolismo

Glutamato
\ v
Glutamina Amonia «<—— Amonia da agua

Ureia——» Excrecdo ———» Difus&o de NH;

Transportador \

de ureia Difusao

trarzlgi)sr?; deéol\Llj H4L‘mascaradaf’ de NH3

Figura 3: Sumério de algumas estratégias adoptadas pelasspeaxa diminuir a toxicidade por
amonia (Adaptado de kgt al.2001).
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INTRODUCAO

1.1. Ciclo da ureia (O-UC)

Os animais terrestres geralmente ndo excretam amdmia vez que, para além da
sua toxicidade, a perda de agua nestes pode ®gnperigosa, convertendo entédo a
amonia em ureia ou acido urico @pal 2001), compostos que podem ser concentrados
nos fluidos corporais, sem conduzirem a efeitosct® (Wright 1995). A ureia
necessita de 10 vezes menos agua que a amonipquaaser excretada, enquanto que
o acido urico, que é altamente insoluvel, neces&it&0 vezes menos de agua para ser
excretado (Wright 1995).

Glutamato

aCetaqutarat«—‘—» NHs

GDHase
A CPSase |
mitocondria

Fosfato do Carbamil

Ornitina J_>Citrulina

citosol

1
’ |

Gase

.. AR . v
Ornitina T Arginina «— <— Citrulina

Ureia

Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo da ureia emmamniterrestres. Estdo
representadas as enzimas desidrogenase do glut@aiittase), sintetase | da carbamil fosfato
(CPSase |), sintetase da glutamina (GSase), agy{A&dGase). (Adaptado de Anderson 2001).

Os animais terrestres que excretam ureia conveatamonia em ureia atraves
do classico ciclo da ureia (figura 4). Este prooceszaliza-se no figado e consiste em
cinco reaccgdes, duas das quais ocorrem no in@gionitocondria e trés no citoplasma.
O primeiro passo de fixagdo da amonia ocorre ndsizes mitocondriais do figado,

onde a sintetase | de carbamil fosfato (CPSasatd)isa a reaccédo de incorporacéo de
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INTRODUCAO

amonia, de modo a formar carbamil fosfato (Momm&eiValsh 1989; Anderson
2001). A enzima arginase (ARGase), encontra-seitoplasma, e esta presente em
quantidades relativamente grandes nestes aninaejsando a remog¢ao de ureia a
partir da arginina, regenerando a ornitina, um comepte intermediario do ciclo da
ureia (Anderson 1995). A sintetase da glutaminaa@@ptambém se encontra localizada
no citoplasma, no entanto ndo desempenha um papdhrhental no metabolismo do

nitrogénio.

1.1.1. Ciclo da ureia em peixes elasmobranquios

Com excepcao dos habitantes em agua doce, todetasmobranquios sdo
ureotélicos. Estudos demonstram que aproximadan8d¥e das excrecOes azotadas
dos peixes elasmobranquios séo sob a forma demesdambém que na generalidade
esta é preferencialmente reciclada e retida nousamgn elevadas concentracdes
(~400mM) de modo a que estes peixes se encontiggiralinente hipotonicos ou
mesmo iso-osmaoticos em relacdo ao meio (Wright &ALA998). A sintese e excrecao
nestes animais reveste-se portanto de uma imp@taorescida ja que é utilizada para
estabelecer um equilibrio osmotico. Mais ainda, precessos de controlo do
metabolismo de ureia sdo fundamentais para elagmaglios eurialinos, capazes de
percorrer meios aquaticos de salinidade variavete€ animais adoptaram uma
estratégia de osmoregulacdo, em que ndo sO oslesasdio e cloro sdo sujeitos a
variacdo mas também a ureia é retida ou eliminadsadgue, de modo a que 0s niveis
de ureia no interior do corpo aumentem ou diminaéénque os individuos se tornem
iso-osmoticos em relacdo ao meio, contribuindo paBa50% da osmolaridade
plasmatica em ambientes de agua doce ou agua satgagectivamente (Hazen al
2003).

Os peixes elasmobranquios possuem o ciclo da O-tifipletamente activo
(figura 5). Este ocorre sobretudo nas células giadf, onde se da a sintese de ureia, e
em menor escala na branquia. Ja o controlo dagiame retencdo de ureia € feita com
maior incidéncia na branquia (figura 6), com umatgbuicdo menor, mas variavel, do
tecido renal (Smith & Wright 1999; Hazen al 2003).

Ao contrario do que acontece nos animais terregjtes excretam ureia, a
sintetase da glutamina (GSase) desempenha um fum@Elmental, sendo esta uma

enzima central do metabolismo do nitrogénio e daieacdo de amonia. A GSase
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catalisa a reaccdo de adicdo de amoénia ao glutaml@tonodo a formar glutamina,
envolvendo gasto de ATP (Walshal 1999). A glutamina, na presenca da sintetase |
da carbamil fosfato (CPSase lll), origina carbdosfato. Este por sua vez reage com a
ornitina originando citrulina. Estas reac¢fes a@morna mitocondria. A citrulina passa
para o citoplasma e € convertida em arginina. Angrg por sua vez volta a entrar para
dentro da mitocondria e através da accdo da enarginase, ocorre a formacdo de
ornitina sendo libertado ureia. Os peixes elasmuui®s geralmente sao vistos como
uma linha evolutiva paralela aos peixes teleost@ysod 2001), e por isso as
propriedades do ciclo da ureia nestes peixes seo@mmno ponto de partida para a

investigacdo do ciclo de ureia nos teledsteos (Aswe2001).

GDHase

4_L>NH3

Glutamato

aCetaglutar

CPSase II- Glutamina

mitocondria )
Fosfato do Carbamil

Ureia }—»Citrulina

Arginina Ornitina
g ARGase

citosol

v v
Arginina <+— <« Citrulina

Figura 5: Representagdo esquematica do ciclo da ureiae@igespelasmobranquios (Adaptado
de Anderson 2001). Estdo representadas as enziesadratienase do glutamato (GDHase),
sintetase da glutamina (GSase), sintetase Ill ddacal fosfato (CPSaselll), arginase
(ARGase).

1.2. Mudanca de amoniotelia para ureotelia em peixes tebsteos

1.2.1. Teledsteos ureotélicos obrigatorios

Apesar da maioria das espécies de peixes ser adligap muitos peixes
excretam também ureia como produto final do metsimol, podendo em algumas
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espécies esta excrecao ser predominante (Ander898).1Estes peixes sdo uma
excepcdo em relacdo aos outros teledsteos e, tab ams animais terrestres e
elasmobranquios, tém as enzimas do ciclo O-UC cetarplente funcionais permitindo-
Ilhes produzir grandes quantidades de ureia, uitiaaa CPSaselll (McDonalet al.
2006). Um exemplo deste tipo de peixes é a til@malago Magadi Alcolopia
graham), que excreta ureia como produto final do seu budiemo, em resposta a
elevada alcalinidade (pH=10) do seu habitat (Ba®bewalsh, 1993; Walslet al.
2001b). Estas condicbes ambientais rapidamenteogaoiam a morte da maioria das
espécies de peixes teledsteos, uma vez que eet@xcapazes de excretar amoénia sob
estas condi¢cdes (Walgt al 2001b). De maneira a evitar niveis toxicos deraamao
sangue, esta espécie tornou-se ureotélica obrig&W#alsh 1997).

Outro exemplo de peixes ureotélicos obrigatérioe & saltdes-da-vasa
(“mudskippers”), Periophthalmodon schlossergque além de excretarem ureia para
evitar perdas de agua durante os longos periodosexgesicdo aérea, conseguem
sobreviver a concentracdes bastante altas (100m&@Mandonia ambiental (let al.
2004).

A B
Plasmi Epitélio das branqui SAgua do mar Plasm: Epitélio das branqu aﬁgua do mar
(ilu
.
NHs == -.S-ageein Nad—— ureia
ouc?
v . .
ia —————— —— ia——t+—+»  Urela —77——— ——®»Ureia ——r—»
Ureia »Ureia ——+ > Ureia
(700mmol/L) (5mr\noI/L
\ +
\ 4—.—ureia \ Na —‘>
AN Na—m» AN Ureia—T»
\
BN N
\2 K i \2 K
\
N _____ N_________
Basolaterz Apical Basolater: Apical

Figura 6: (A) Modelo de controlo de amdnia e ureia em peblasmobranquios. (B) Modelo
de controlo de ureia em peixes teledsteos (Adaptadd/ilkie 2002). Sintetase da glutamina
(GSase), glutamina(GIn) e glutamato (Glu).

Tanto nos peixes elasmobranquios como nos peikedsteos, a excrecao de

ureia, através da membrana basolateral € mininemvelve mecanismos de difusao
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passiva e facilitada, ou transporte activo secuod#or transportadores especificos. A
ureia é libertada através da membrana basolateegitra na célula. Daqui, com a
entrada de Na na célula, a ureia por sua vez sai da célulaégrdas bombas sédio-
potassio. Nos elasmobranquios este contra-tramspgevia a que estes peixes retenham
niveis elevados de ureia no plasma. Nestes pexgesenca da GSase no epitélio das
branquias pode minimizar a permeabilidade da memab&aamadnia, convertendo esta
em glutamina. A glutamina, pode ser exportada pafigado, onde entra no ciclo da
ureia ou entao é retida como substrato para prodaggrna de ureia (figura 6), (Wilkie
2002).

Os transportadores da ureia (UTs) constituem unmilifa de proteinas
conservadas ao longo da evolugcao (Bagnasco 200Bpiiddet al 2006), apresentam
grande afinidade para a ureia, e a sua funcaa@sat@ionada com as vias metabolicas
de difusdo da ureia (Walgt al 2001a). Genericamente, o transportador de unemae
molécula de aproximadamente 500 aminodacidos, sgendaerca de 3/5 se encontram
ancorados na membrana celular, em 10 dominiosnr@mbranares e correspondentes
arcos. Até a data trés tipos de transportadoresnfadentificados: UT-A, UT-B e UT-
C, sendo que este Ultimo parece ser especificeideq

O UT-A parece ser o principal responsavel pelectagem e excre¢cdo de ureia
quer ao nivel da branquia quer ao nivel do rim,seaconservacao é razoavel apesar
poder existir sob varias formas. Em mamiferos egiadescritas inGmeras variantes
renais de UT-A obtidas posplicing alternativo, homeadamente e norvegicus
(Mistry et al 2001; Bagnasco 2005; McDonadd al 2006) e estudos mais recentes,
detectaram também a replicacdo deste transportidaoreia em elasmobranquios ao
nivel do rim (Janechkt al. 2008), mas as implicacOes de todas estas vagiadteainda
pouco claras.

A forma UT-B esta presente essencialmente em reamsifnomeadamente em
eritrocitos (McDonalcket al 2006), e foi recentemente associada, tal conoonaaf UT-

A, a uma possivel excrecdo de ureia para o tratéstinal onde seria convertida em
amonia pela flora intestinal (Bagnasco 2005). Est@ante ndo foi ainda identificada
em peixes. Pelo contrario a forma UT-C foi identitia apenas em peixes 0Sseos,
encontrando-se em abundancia no tubulo renal ermiangnarinhas (Mistryet al
2005), tendo sido sugerido que podera ter comdafuagreabsorcdo de ureia do filtrado

glomerular para que possa ser excretado na bradgdaa baixa producdo de urina em
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agua salgada. No entanto, a clonagem deste traadporem espécies de agua doce

parece contradizer esta hipotese.

1.2.2. Telebsteos ureotélicos facultativos

Apesar dos peixes teleosteos excretarem principaénamonia, 0s restantes
produtos de excrecéo (~10-30%) séo sob a formaeala (Wright & Land 1998). No
entanto, existem algumas espécies que podem excneti@, quando submetidas a
condicOes adversas.

Alteracbes no meio podem provocar algumas adadegelogicas, tal como
se verifica nos peixes pulmonados (eRyotopterus annectehsonde a sintese e
retencdo de ureia ter4 sido uma importante adaptpgéa a invasdo de ambientes
terrestres (Wright & Land 1998). Esta espécie @acaenOnia como principal produto
de excrecao, mas apoés longos periodos de estivam@iegca a excretar ureia (Looety
al. 2008).

Recentemente foi descoberto que alguns teledsteotengialmemte
amoniotélicos podem utilizar ureia como produt@lfide excrecéo, devido a alteracdes
nos niveis de pH (alcalino) (Wang & Walsh 2000gvatas concentracdes de amonia
na agua (Wooet al 2003) e também devido ao confinamento (Walsal 2000). As
espécies Heteropneustes fossilie Opsanus beta em condi¢gbes vulgares séo
amoniotélicas. No entanto, quando expostas a cbeslicde stress (elevadas
concentracdes damonia no meio, extensos periodos fora de aguéinaarento) a taxa
de excrecdo de ureia aumenta, tornando-se urexgélpicDonald et al 2006;
McDonald & Walsh 2004; Hopkinst al1995). Estas variagbes no metabolismo dos
compostos azotados reflectem-se nos valores anteglale amonia e ureia, como pode
ser observado na tabela I, que reune dados redsremtpeixes amoniotélicos e
ureotélicos. Embora a amoénia seja mantida, na maidos casos, entre limites

relativamente estreitos, a ureia, menos toxicae @iehgir valores bastante elevados.
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Amoénia no plasma

Ureia no plasma

Espécies (mmoliL) (mmol/L) Referéncia
Walsh et al. (1990)
Opsanus beta 0.26 16.10
] Moraes & Polez
Hoplias lacerdae 2.90 0.31 (2004)
) ) Moraes & Polez
Hoplias malabaricus 0.74 0.81 (2004)
_ Saha & Ratha (1989)
Clarias batrachus 0.47 1.22 in Wood 1993
] Wood et al. (1989) in
Oncorhynchus mykiss |0.68 4.24 Wood 1993
Oreochromis  alcalicus Wood et al. (1989) in
grahami 0.77 10.52 Wood 1993
Heteropneusteus Saha & Ratha (1989)
fossmsp 0.47 1.52 in Wood 1993
Wood & Wright
: (dados nédo
Squalus acanthias 0.17 675 publicados) in Wood
1993
Protpt iod Delaney et al. (1977
rotpterus sp (periodos |, 406 y (1977)

de estivagado

in Wood 1993

# Em periodos de estivacao nao se detectam quaisiyeés de amoénia no plasma

A espécieProtopterus dollgi € outro exemplo de um teledsteo ureotélico

facultativo. Esta espécie quando exposta a detadascondicbes ambientais, como

exposicdo aérea, converte os seus produtos decérceen ureia (Wilkieet al 2007).

Esta espécie, a semelhanca dos elasmobranquioshosripossui uma CPSase Il e
GSase activas (let al. 2005).

Walshet al.(2004), demonstraram que a esp&dienbatrachus grunniengem

uma elevada tolerancia a amonia. No entanto, quangita a valores elevados de

amonia ambiental (10mM) e a condi¢des naturaisn{datde 2%. e pH 7.0), os seus

niveis de ureia plasmatica aumentam, acabando mesnexcretar ureia.

Um caso pouco comum de excrecdo de ureia acongeespecie amoniotélica

Rivulus marmoratysque excreta ureia segundo um padrdo diario moriircadiano

(mais ureia excretada durante as horas de luz)a@mhg que a amodnia é excretada a um

ritmo constante ao longo do dia (Rodela & WrighD@0

Os peixes teledsteos amoniotélicos, apesar dadltem O-UC funcional, retém

baixos niveis de ureia (1-2 mmol/l) (McDonadd al 2006). A espécid’orichthys

notatus € um exemplo deste tipo de peixes. Mesmo quanptas a condicbes de

Vera Jordao (2008)
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confinamento, esta espécie tem uma capacidade iaita de produzir ou excretar
ureia (Wang & Walsh 2000).

Estudos realizados mostram que alguns membros rddidaBatrachoididae
excretam uma importante fraccdo de ureia como poofinal do metabolismo. Isto
parece estar relacionado com o facto de estessppassarem muito tempo escondidos
em abrigos relativamente confinados com um fluxcagea reduzido e também para
impedir a intoxicagdo da prole quando esta estéragsardada pelos machos nos
ninhos. Outra hipotese sugerida € que estes indigi@xcretam ureia para evitar a
deteccao por parte de predadores, uma vez quer@agam estimulante olfactivo que
denuncia a posicdo do individuo (Walsh 1997; Caet). Walsh (1997), sugeriu que
esta capacidade ureotélica poderia também estaciada a manutengcdo do equilibrio
osmotico em massas de agua menos salinas ou amdarfar como um mecanismo de
armazenamento de azoto, como resposta a perioddsngmdos de auséncia de
alimento.

Wang & Walsh (2000) definiram trés espécies dalfarBatrachoididae, tendo
em conta 0 metabolismo e excrecdo de ureia, ostélicas facultativos, que
ocasionalmente produzem e excretam ur@asénusbeta), os amoniotélicos, que
produzem ou excretam amonia como produto finalxdeegédo Porichthys notatuse
sugeriram que a espécpsanus taera moderadamente ureotélica comparando com as
espécieOpsanus beta Porichthys notatusA espécieOpsanus betaapresenta uma
caracteristica interessante, excreta ureia nammbeaf continua, mas sim, por pulsos,
tendo estes uma duracdo que pode variar entrealah®rhoras (Wang & Walsh 2000;
Wood et al. 2001). Estudos indicam que estes ocorrem consaantéveis de cortisol
no plasma, havendo uma descida nos niveis de alaatises do pulso (Hopkiret al
1995; Walshet al 2000). No periodo entre os pulsos, ndo ha exardedureia, esta é
armazenada internamente, levando a um aumentoajrddiconcentracéo de ureia no
sangue (Wood & Shuttleworth 1995). Segundo Wadshal. (2003), esta excregao
podera estar relacionada com um transportador iéispede ureia (UT), que facilita a
difusdo nas branquias.

Estas espécies apresentam uma elevada toleraetaaaos niveis de amonia
ambiental, que é acompanhada por um aumento dess rplasmaticos de amonia e
ureia (Wang & Walsh 2000). Outros autores sugerigai® 0 aumento da tolerancia a

amonia encontra-se também relacionado com a cauEcidestes peixes converterem
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amonia em ureia ou outros metabolitos, como pomeke glutamina ou glutamato
(Mommsen & Walsh 1991; Walsh 1998; Wright & Lan®8%

O mecanismo de produgcdo de ureia esta relacionado aguns factores
endocrinos, tais como, os niveis de cortisol n@gsanque aumentam drasticamente em
condicOes de stress, ou 0 aumento de AVT (argiv@isatensina), a hormona analoga
nos peixes para a AVP (arginina vasopressina omdra anti-diurética) dos humanos
(Wood et al. 2001; McDonaldet al 2006;). O cortisol é o principal glucocorticéide
produzido pelos peixes teledsteos, podendo seratemgal indicador de stress (Roche
& Bogé 1996). Segundo McDonald & Wood (2004), ogers de cortisol plasmatico
aumentam quanto maior o stress no individuo, lewaandim aumento de glucose na
circulacdo, bem como na producéo e excrecdo deiamon

A mudanca da amoniotelia para a ureotelia estaciasi®oa um aumento da
actividade da GSase no figado, bem como a uma deddg excrecdo de amonia,
enquanto que os niveis de excrecdo de ureia se€mant aumentam (Hopkiret al.
1995; Slomaret al.2005). Ao contrario com o que acontece nos vertielsréerrestres e
semelhante aos elasmobranquios, a GSase desemyergapel muito importante nos
teledsteos. A GSase funciona associada a outrasanzio ciclo da ureia, sendo o
primeiro fixador de amdnia. Alguns teledsteos smal@branquios, que sintetizam ureia,
utilizam a CPSase Il como enzima iniciadora ddocita ureia. Em contraste com a
CPSase | de vertebrados mais evoluidos, a CPShséilita a glutamina como
substrato. O eixo GS-CPase lll parece ser um pdetaontrolo na mudanca de

amoniotelia para ureotelia (figura 7) (Woetdal. 2003).
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Amoénia

CA Glutamato + Aménﬁ

CPSase lll { ?)

Glutamina (T

Fosfato do Carbamil «

¥

Ureia

AGA(T)

L. GSa!
Glutamato + Aménia Glutamina (T )
b V.

Amonia e
Cortisol (T)

Figura 7: Representacdo esquematica das vias envolvidaansidrmacao de amédnia e sintese
de ureia em peixes teledsteos. Estdo representedanzimas da sintetase da glutamina
(GSase), sintetase Ill do carbamil fosfato (CP3Rsél-acetil-glutamato (AGA) e anidrase de
carbono (Adaptado de Woed al. 2003).

1.3. A espéciddalobatrachus didactylus

O xarroco Halobatrachus didactyljsé um peixe teledsteo, pertencente a
familia Batrachoididae, que se distribui desde riridila Ibérica até a Costa do Gana,
incluindo o Oeste do Mediterraneo e Madeira e @ioadrepresentante conhecido deste
género na Europa. Esta espécie € bentdnica e vastente sedentaria. Vive
normalmente em aguas costeiras até aos 50 m dendrddde, embora possa ocorrer
em zonas mais fundas (Costa 2004). Usualmente @ciade a fundos
predominantemente arenosos ou lodosos, podendm sargzonas rochosas e também
em recifes de coral. Podem enterrar-se no sedinmenasconder-se debaixo de pedras
ou em cavidades naturais ou artificiais (Whitehetaal. 1986; Palazén-Fernandetal.
2001). Apesar de ser considerada uma espéciertipita marinha, pode-se também
encontrar em aguas salobras ao longo da sua aestiideuicdo (Costa 2004).

O xarroco € um predador voraz e oportunista, aptasdo um grande grau de

adaptabilidade tréfica, sobretudo os individuossnjavens. A sua reprodugdo ocorre
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entre Abril e Junho e sdo os machos que constragmsie exibem cuidados parentais
com 0s ovos, embrides, larvas e também com os ipivEmbora esta espécie seja
bastante abundante e amplamente distribuida, epstea informagdo acerca da
ecologia da mesma. No entanto, possui um papehfoadtal no controlo populacional
das suas presas, sendo o seu desempenho imparsamt@nutencdo do equilibrio
ecoldgico nos ecossistemas em que se encontraa(Za4).

Os individuos desta espécie apresentam grandeidadel uma vez que
conseguem sobreviver fora de agua durante longosdos de tempo. Isto podera estar
relacionado coma colonizacdo das zonas intermaremide frequentemente o0s
individuos ficam sujeitos a esta condi¢ao (Cost20

Estudos preliminares indicam que a tolerdncia a n@mdéna espécie
Halobatrachus didactylugxarroco) é alta, quando comparada com os valoaga p
outros teledsteos, no entanto, € mais baixa queutras individuos da mesma familia
como Opsanus betaOpsanus taue Porichthys notatus(Barimo et al. 2007). Os
mesmos autores sugerem ainda lqudidactyluspossa ser uma espécie moderadamente

ureotélica em condi¢cdes ambientais onde os niwe#mbnia sao relativamente altos.

1.4. Objectivo do trabalho

O proposito deste trabalho é dar continuidade atgles iniciados por Barimo
et al (2007) de forma a contribuir para a caracteriaalg@iespéciél. didactylusno que
respeita ao seu modo de excregcdo dos compostosdazotO estudo de mais uma
espécie da familia Batrachoididae podera assim iperwomparacées entre espécies
proximas e contribuir para melhor compreender @pdrda existéncia de ureotelismo
facultativo nesta familia de peixes.

Assim, é objectivo do presente trabalho: 1) deteama tolerancia desta espécie
a amobnia ambiental, utilizando para isso testes talécidade com diferentes
concentracdes de NBI; 2) definir o seu grau de ureotelia analisandpadrdo de
excrecdo de compostos azotados (amoénia e ureiagioAdlmente pretendeu-se
determinar a existéncia de enzimas envolvidas ol@ cla ureia e o seu padrdo de

expressao géenica em funcao dos niveis de amonieeiataib
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Individuos da espécielalobatrachus didactylysde ambos os sexos, foram
capturados por pesca com redes de arrasto de a&&rFFormosa e no Rio Arade. Os
peixes capturados foram transportados para tandgieixo continuo instalados na
Estacdo Marinha do Ramalhete ou tanques de cirdethado no edificio do
Laboratério Experimental de Organismos Aquaticas, Uhiversidade do Algarve-
Centro de Ciéncias do Mar. Durante o periodo démathcdo (1-6 meses) que
antecedeu as experiéncias 0s animais foram meddgesados e identificados
individualmente com marcas metalicas numeradas ViBite Presadom no.2) e
expostos a condi¢cdes naturais de fotoperiodo, tetyva e salinidade. Os peixes foram
alimentados com tiras de lula ou pota e miolo deilim@ congelados, a cada 48 horas,
numa dosagem de aproximadamente 3% da carga, esa,mdaganque.

2.2. Estudos de tolerancia a amonia ambiental e dgminacédo da concentracéo
letal (LCsp)

Para testar o nivel de tolerancia desta espé@ecentracdo de amonia na agua,
foram realizados dois ensaios nos quais se detarammtaxas de mortalidade e niveis

de concentragdes letais para varias condigoes.

2.2.1. Ensaio |

Dividiram-se 40 peixes (40-100g), por oito tangees circuito estatico (n= 5
por tanque), com 12 litros de agua do mar cadani@atle 35%0). Por cada tanque a
massa total dos individuos foi de 340.4+0.95g, compeso medio de 68+13.4g por
peixe. Os peixes foram submetidos a um periodoctimatacdo durante cinco dias,
com regime de renovacao total de agua a cada 1&s.hbDlas 24h antecedentes a
experiencia e durante o decorrer desta, os pei&esforam alimentados. Em cada
tanque foi colocada um volume calculado de,8H a 2.8 M, de modo a obter as
seguintes concentracdes finais de;NI (tanque controlo), 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 612
mM.
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Os valores de N¥INH," esperados foram calculados segundo a equacio de
Henderson-Hasselbalch (1), e de acordo gpkobtido por Cameron & Heisler (1983).

[NH;]
[NH;]

Recolheram-se amostras de agua (2.5-5ml) de cadagaos tempos 0, 2, 4, 6,

(1) pH = pKAmm + IOg

12, 24, 36, 48, 72 e 96 h para posteriores analsesnonia e ureia. A cada 12h, a agua
dos tanques foi substituida e foi adicionado,8Hnas mesmas propor¢cdes que no
inicio da experiéncia, de forma a garantir a qaaléd da agua e a manter niveis
constantes de N¢NH4". A cada renovacao foi recolhido 1L de agua de t¢adque,
congelada a -20°C, para posteriores analises @isatoFForam efectuadas recolhas de
sangue aos animais moribundos ou recém-falecid@stuo periodo experimental. No
final da experiéncia os sobreviventes foram anestes com 2-fenoxietanol (1:5000,

Sigma) e uma amostra de sangue foi recolhida,gasteriores analises bioquimicas.

2.2.2. Ensaio |l

Para o segundo ensaio foram utilizados 60 peix@s4Qy), divididos por 5
tanques num sistema fechado, contendo cada um H&lasimais em 30L de agua do
mar (salinidade 35%0) e com arejamento. Por cadguggno peso total dos espécimes
era de 197+7.14g, com uma média de 19,4+6.44g poxep Os peixes foram
submetidos a um periodo inicial de aclimatacdo rda semana, sendo alimentados a
cada dois dias. Apos este periodo, o volume de #@gdaninuido para metade. A cada
12h a agua foi renovada. Os individuos foram exjsoateste processo durante as 72
horas que antecederam o inicio da experiencia. 24&santecedentes ao inicio da
experiéncia e durante a mesma, os peixes nao fmrantados.

Em cada tanque foi colocada um volume calculaddideCl (2.8M), de modo a
obter as seguintes concentracoes finais dg NMH(tanque controlo), 1, 2, 3, 4 e 5mM.
Os valores de N¥INH," esperados foram calculados segundo a equagaondieiden-
Hasselbalch (1), e de acordo o sk obtido por Cameron & Heisler (1983).
Recolheram-se amostras de agua aos tempos 093,18, 24, 36, 48, 72 e 96h, para
posteriores analises de amonia e ureia. A aguaiiovada a cada 12h e adicionado um
volume adequado de NBI. No final da experiéncia os sobreviventes foram
anestesiados com de 2-fenoxietanol (1:5000, Sigintydos foi recolhida uma amostra
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de sangue, e 5 animais por grupo foram sacrificadoseccdo da medula espinal para
recolha de tecidos (branquias e figado). O plasamgugneo foi separado da parte
corpuscular por centrifugacdo (13000 rpm, 5 minutosngelado imediatamente em
nitrogénio liquido e transferido para -20°C atéespectivas analises bioquimicas. Os
tecidos recolhidos foram também colocados em rétrmg liquido e congelados a -
80°C, para posterior analise do nivel de expredsg&ogenes codantes para enzimas e
transportadores envolvidas nos mecanismos de piodexcrecao de ureia e amonia.

2.2.3. Determinacao de lsg- 96h

A determinacao de concentracao letal (LC) para 88%opulacéo foi efectuada
com base nos dados recolhidos nos ensaios desacitoa. Este método baseia-se no
calculo da concentracdo de um dado composto, que9@&m provoca 50% de
mortalidade na populagdo em estudo realizando-sefqmrmente uma analise
PROBIT, descrita por Litchfield e Wilcoxon (1949).

A mortalidade nos tanques expostos a diferentesectracdes foi registada a
cada 3 horas até as primeiras 12 e depois a cad#126. Desta forma foi possivel
estabelecer curvas de mortalidade em funcdo dooteangose e estimar os LC50 e
respectivos intervalos de confianca para varioptsme exposicdo, incluindo o valor
para o convencionado nivel de toxicidade aguda QL&S6 horas).

O termo “amonia”’, refere-se doravante ao total diaes entre N e NH,

respectivamente amonia ionizada e néo-ionizada.

2.3. Determinacao do padrao de excrecdo de compastzotados (Amonia vs.

Ureia)

Para a determinacgao individual do padrdo de exardedcompostos azotados
foram também efectuados dois ensaios, sendo osspeiados em tanques conforme a

figura 5.
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Figura 5: Peixes isolados em tanques individuais d utilizados para a medicdo da excre
de amodnia e ureia. Durante os ciclos de 24 hoea¢rada e saida de agua foi fechi

2.3.1. Ensaio |

Foram separados 12 peixes de varios tamanhos e (st e 49.1, 68 e 69.
95.7 € 98, 129 e 130, 156 e , 184 e 189g) de modo a formarem duplicados de, e
colocados em tanques individuais de 2L num circreétwrculado, com arejamento.
peixes foram mantidos nestas condicfes duranteoqdiais antecedentes a experien
com alimentagdo a cada doias. Apos este periodo o fluxo de 4gua ao tanqu
cortado e a renovacédo de agua feita a cada 24 hosadois dias seguintes até ao in
da experiéncia. Durante o decorrer da experienuian (total de cinco ciclos de .
horas), foram recolhidas amas de agua (5ml) a cada 60min e imediatarr
congeladas a20°C, para posteriores analises de amonia e Warante cada recolh
foram medidos o pH, niveis de saturacdo e concggiurde oxigénio e temperatura
agua. Ao fim de cada 24h de amostra( renovouse a agua de cada tanc

2.3.2. Ensaio |l

Foram colocados 12 peixes, de peso médio 37.0+0efdganques individua
(A-N) de 1.5L em circuito recirculado com arejamentimentados a cada 48 hor
Os peixes foram mantidos nestas condiciurante os 4 dias que antecederam o ir

da experiéncia.
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No inicio da experiéncia o fluxo de agua foi feahagl procedeu-se a recolha de
amostras de 4gua (2.5 ml) a cada 2h, durante 2dHinl destas 24h os espécimes
foram manipulados, recolocados nos tanques e o flexagua foi aberto, por um novo
periodo de 24 horas, apos o qual se voltou a faxlilaxo e se iniciou outro ciclo de
recolhas de amostras de agua, nas condicdes amtemi@ descritas. Durante cada
recolha, foram medidos o pH, niveis de saturacaoorecentracdo de oxigénio e
temperatura da agua. As amostras de agua foranzemadas a -20°C, para posteriores
analises de amonia e ureia.

No final de ambos os ensaios, todos os peixes faarnficados com uma
sobredosagem de 2-fenoxietanol (1:500), procedseda- recolha de sangue (com
agulhas heparinizadas) de cada individuo. As aa®ste sangue foram centrifugadas
(13000 rpm, 5 minutos) e o plasma armazenado &;388ra posteriores analises de

amonia, ureia e cortisol.
2.4. Analises Bioquimicas
2.4.1. Determinacao de amodnia na agua e em plasma

A concentragcdo de amonia nas amostras de &aguadeterminada pelo método
indofenol/azul descrito por Ivancic & Degobbis (29&daptado a microplacas (Walsh
et al 1990) Este método tem como principio a reac¢ao de tremsicdo de amodnia em
indofenol. Esta reacc¢ao ocorre quando numa solaicatina, os ides de amonia reagem
com hipoclorito, formando monoclaramina, que nas@nea de fenol e nitroprussido,
como catalizador, se torna azul formando um conopldgtiido chamado indofenol. A
concentracdo de amonia nas amostras de plasmmaedtida com o auxilio de um kit de
amonia (Sigma-Aldrich, AA0100), adaptado a micropk Esta técnica baseia-se na
reaccdo da amodnia com Aacidocetoglutarico (KGA) e redugdo do NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotido fosfato), naspreea de GDH (desidrogenase do L-

glutamato) de modo a formar L-glutamato e oxidaiO¥A como mostra a equagao (2).

GDH
(2) KGA + NH4+ + NADPF——— L-Glutamato + NAIP+ + H2(
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2.4.2. Determinacao de ureia ha agua e em plasma

A concentracdo de ureia nas amostras de agua ma)l&si determinada pelo
método colorimétrico e diacetil monoxime, descpto Rahmatullah & Boyde (1980),
Price & Harrisson (1987) e adaptado a microplawdalghet al 1990). Este método
baseia-se na reaccao entre a ureia e o diacetibxima. Este condensa, ficando com
uma cor amarelada. Esta reaccao é fortalecidappet®enca de tiosemicarbazido, que
no final forma um composto liquido rosado. A congéio de ureia nas amostras de
plasma, foi medida com o auxilio de um kit de uf8pinreact, 1001329), adaptado a
microplacas. Este método baseia-se na catéliseradla em amoniaco e dioxido de

carbono, pela enzima urease (3).

urease
(B)Urea ————» (NH;"), + CO,

Os ibes amonia reagem com salicilato e hipoclat@écsodio (CIONa), na presenca de

um catalisador (nitroprussiato), formando um cortguesrde (4).

. Nitroprussiatc
(4) NH,+ + Salicilato +CIONe P > Indofeno

2.4.3. Determinacéo de cortisol na agua e em plasma

A concentracdo de cortisol nas amostras de aguaseng foi analisada por
Radioimunoensaio (RIA), utilizando um anticorpoexdfico (Guerreircet al. 2006). A
técnica de radioimunoensaio € caracterizada petapeticdo, entre um antigénio
marcado radioactivamente e um antigénio ndo mayrgaela ligacdo a um anticorpo
especifico. Desta forma, ambos os antigénios vaapetr pelo sitio de ligacdo ao
anticorpo (Stite®t al 1997). A medida que a concentracdo do antigéiomarcado
aumenta, o antigénio marcado € removido do cengrdighcdo do anticorpo. A
diminuicdo da quantidade de antigénio marcado aatiicamente ligado ao anticorpo
especifico é medida, com o intuito de determinguantidade de antigénio presente na
amostra alvo (Golsbgt al. 2003). E muito importante quantificar qual a qigade de
anticorpo necessario para que se dé 50-70% dedtigaQ antigénio marcado, num

processo de titulagdo do anticorpo.
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Para a determinacéo de cortisol no plasma estdilindo em tampéao fosfato e
aquecido a 70°C por 30 minutos para a desnatudg@ventuais ligacdes a proteinas
plasmaticas. As amostras foram depois incubadasresenca do anticorpo e antigénio
marcado radioactivamente com tritio. Apds 24 hoaas fases ligadas e livres,
respectivamente as frac¢cdes de antigénios assecmualando ao anticorpo, foram
separadas utilizando centrifugacao e carvéo adicatho agente quelante da fase livre
e a radioactividade presente na fase ligada detadai num contador Beckman
LC6500, utilizando uma mistura de liquido cintikant

A medida de cortisol excretado para a agua daguesnrealizou-se de forma
semelhante ap6s um processo de recuperacdo e tagéendo cortisol presente na
agua. A agua foi filtrada de impurezas por umdiltie papel de @0.45 um. Foi depois
filtrada, com o auxilio de uma bomba de vacuo,vasaduma coluna de extraccdo de
fase solida (cartuchos Sep-Pak C18), de formaea ost esterdides presentes na agua.
Esta coluna foi posteriormente eluida com metamads esterdides concentrados em
tubos apropriados. Por fim utilizou-se uma por¢&o amnostra no RIA, conforme

descrito em cima.

2.5. Estudo da expressdo genética de enzimas retm@Edas com a sintese e

transporte de ureia e eliminacédo de amonia
2.5.1. Extraccéo de ARN total de H. didactylus

O ARN total foi extraido dos tecidos (branquia$gado) recolhidos nas varias
experiéncias, utilizando-se o método e reagenteRdRigent, (Sigma-Aldrich, T9424),
tendo-se seguido o protocolo fornecido pelo fabtiea Este método baseia-se
essencialmente no uso de tiocianato de guanidmafdtte desnaturante proteico) e de
um fenol, que em condi¢cdes acidas, e ap0s fragg@mtmecanica dos tecidos por
homogeneizacdo (ULTRA TURRAX T25, IKA) permite gpaeacdo das moléculas de
ARN das proteinas e ADN. O ARN foi isolado (sobdmrate) apos a adicdo de
cloroférmio e um passo de centrifugacdo (12000gnid5 2-8°C) e purificacdo do
precipitado com etanol a 75%. O ARN foi depois aliddo em agua tratada com
dietilpirocarbonato.

Ap6s a extraccdo, o ARN foi tratado com DNAses (Dfige™ — DNase

Treatment and Removal Reagents, Applied Biosystéiwk,906) de modo a eliminar
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os vestigios de ADN gendmico. Este método de exdrmbaseia-se na degradacao do
ADN, utilizando uma DNase purificada de bovino. tizado um reagente inactivador
de DNase, de modo a remover a DNase e 0s possaté@gs bivalentes presentes na
amostra. Estes ides (e.g..C@ Mg") originam-se apds o aquecimento da amostra,
podendo degradar o ARN. Este protocolo pretendeover todo o ADN até niveis
inferiores ao do limite de deteccdo da reaccaodlienprizacédo em cadeia (PCR). A
qualidade do ARN extraido e a sua quantidade fafmmdas por electroforese em gel
de agarose (em TAE- Tris base- Acido Acético EDT\)por espectrofotometria
(GeneQuant, PHARMACIA).

2.5.2. RT-PCR (Transcricao inversa - reac¢ao denpalizacdo em cadeia)

A proporcdo de moléculas de ARN mensageiro (mMAR&)uth determinado
gene presentes no extracto de ARN é indicativaidkl de expressédo desse gene. Dado
gue o MARN é muito instavel e tem tendéncia parmdr estruturas secundarias, é
necessario sintetizar moléculas de cADN que |Ihecsfoplementares. Assim, como
primeiro passo da técnica de RT-PCR realizou-se igaecdo de transcricdo inversa
(RT). Esta reaccao foi conduzida pela enzima trgstease inversa, dNTPs mimers
geneéricos.

A pouca quantidade de ADN é muitas vezes um pradblens estudos na area da
biologia molecular. A técnica desenvolvida por Kityllis (Mullis, 1990), em meados
dos anos 80, designada por reacgcdo de polimerizagh@adeia (PCR) resolveu o
problema da escassez de ADN através da prodongétro de centenas de sequéncias
de ADN sem ser necessario recorrer a clonagem (Watsal 1996). Este método
utiliza uma ADN polimerase e um pequeno par deoaligleotidos sintetizadas vitro
gue sao complementares a extremidade da sequéecidDil a ser amplificada,
servindo assim comarimerspara o alongamento da cadeia (Hartl & Jones 2006).

A partir do cADN obtido foram amplificados por PG, genes codantes para a
sintetase do carbamil fosfato (CPSase), sintetaseldgtamina do tipo braquial e
hepatico (GSaseG e GSasel) e transportador de (W&ja Para esta reaccdo foram
utilizados ogprimersdescritos na tabela I, desenhados utilizandoograma PRIMER
PREMIER 4.0 (PREMIER Biosoft International) com éam sequéncia homéloga para
0S respectivos genes édpsanus betae disponiveis nas bases de dados do National

Centre for Biotechnology Information (NCBI, com oespectivos coédigos de acesso
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indicados na tabela 1l). O volume final da reacgéibzado foi de 25ul, onde 23.5ul
correspondiam & solugdo mix do PCR (17.4ul d@ hilliQ, 1ul deprimer directo e
reverso (25pmol/ul), 0.5ul de dNTPs (10mM), 1ul MgGOmM)2.5ul de Tampéao de
reaccdo (10x), 0.1ul d&aq polimerase (5unit/ul) (EuroTaqg, Euroclone) e 1.8l
cADN). O PCR foi executado num termociclador Mwdtig (Labnet International,
Inc.), com os programas descritos na tabela Itip@® de programa variou consoante o
gene da enzima a estudar, nomeadamente na tenmpegaiempo de alinhamento dos

primers

Tabela II: Sequéncia dos varigsimersutilizados para a realizacdo do PCR.

Nome Sequéncia doBrimers Genes a| Cod. acessd Tamanho
amplificar | NCBI (pb)

CPSaseFwdl 5 GTTTACTGCGTCCCTCTTATGTT 3'
CPSase AF169248 590

CPSaseRevl| 5 GTCTGCTTCCCTGAGTCGTG 3

GSaseGFwdl 5 GGTGCCAACAATGCTTACGG 3 GSaseG

oSF2 | AF532312 | 595
GSaseGRevl] 5 CAGTGCTGAGAATACAGGTGCTT 3 (Branquias)

GSaseLFwdl| 5'ACAGTGGGAGTTTCAGGTAGG 3' | gSasel
AF118103 332

GSaseLRevl| 5 CGTGGATGTTTGAGGTTTCG 3 (Figado)
UTFwd1 5' TGCTTCCCAACACTTTC 3'

utT AF165893 | 537
UTRevl 5' TGGCAGAGCCGAGAT 3'
UTFwd2 5' ATCTGCCAGTGTTCACTTTGC 3'

uT AF165893 | 558
UTRev2 5' TTTGGGTTTCCGTGGTAATG 3
RT18SFw 5' TCAAGAACGAAAGTCGGAGG 3' ARN N&o

ribossomal di ivel 495
RT18SRv 5' GGACATCTAAGGGCATCACA 3' 18¢< isponive

Tabela Il : Programas do PCR utilizados para amplificar oeegeCPSase, GSaseG, GSasel,
UT e 18S.

D_es_natura(;,ao Desnaturacdo | Emparelhamento Extensad E_xtensao

Inicial Final

°C min °C seg| °C seg °C seg °C min
CPSase | 95 2 95 45| 545 30 12 46 72 1
GSaseG| 95 2 95 45| 57.1 30 12 45 72 7
GsaselL | 95 2 95 45| 55.3 30 72 45 72 7
uT 95 2 95 45 | 57.7 30 74 45| 72 7
18S 95 2 95 45 | 59.0 30 72 45 72 7
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Os resultados dos produtos de PCR foram visualizao gel de agarose a
1.5%, em TBE-Tris base- Acido Boérico EDTA. Uma imay representativa dos

resultados pode ser observada na figura 29.
2.6. Clonagem e Sequenciacao de produtos de PCR

Para se proceder a determinacéo da identidadeapadntos de ADN obtidos
por RT-PCR foi necessario um processo inicial dmagem. A clonagem de um
fragmento de ADN consiste na sua ligacdo a um vectpaz de se replicar para
produzir numerosas copias de ADN externo. A repécatem lugar quando o vector
contendo o fragmento é introduzido num hospeddiactéria) e o aparelho de sintese

de ADN do hospedeiro é usado para multiplicar o Absérido na célula hospedeira

O 1)

Plasmideo com o fragmento
Plasmideo fechado Fragmento de ADN jnserido

(figura 6).

Introducéo do plasmideo na
bactéria (Esherichia col)

O

As células transformadas
sobrevivem

lRepIicaqéc do plasmideo

G
“

l Multiplicacéo celular

Figura 6: Representacédo do processo de clonagem (Adap¢aldodishet al 2005).
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2.6.1. Purificacdo de moléculas de ADN de um gelgiose

Para a purificacdo de moléculas de ADN foi utilzadkit de extraccdo (GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit). Os produttsPCR (utilizou-se o ADN dos
PCRs descritos em 2.5.2) foram separados por @életse em gel de agarose. Apoés as
bandas claramente isoladas, o gel foi seccionaaldata de agarose contendo o ADN
colocada em tampéo de homogenizacédo a 60°C. O DNdepois separado da agarose
e recuperado numa coluna de afinidade e finalmeloido em agua e guardado a -20

°C ou imediatamente utilizado no processo de ligaca

2.6.2. Ligacédo do produto de PCR purificado ao eede clonagem pGEM-T Easy

Nesta experiéncia utilizou-se como vector o plasmidpGEM-T Easy
(Promega)(figura 7) Este plasmideo confere resisténcia ao antibisicpicilina,
permitindo fazer uma seleccéo de clones, uma vezagucélulas ndo transformadas,
nao crescem em meio de cultura que contenha ampiditermite também distinguir as
células contendo o plasmideo com inserto das ssemt@ usando a seleccédo branco-
azul. Uma vez que o ADN de interesse é introdunmoneio do gene codificando para
a enzimgl-galactosidase, s0 as células contendo um plasmeidegue néo foi inserido
0 inserto poderéo produzir essa proteina, peloegtes células poderdo degradar o X-
Gal no meio e produzir uma coloragdo azul. Naslagluom plasmideo contendo o
inserto a enzimg-galactosidase ndo € produzida e as células apaeseroloracédo
branca num meio de cultura contendo X-Gal.

Para o processo de ligacao foi utilizada uma enZzidhdigase que junta as
extremidades dos fragmentos de ADN (inserto) corexagmidades do vector, aberto

no local de clonagem.
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Figura 7: Representacdo esquematica do plasmideo pGEMasy E

2.6.3. Transformacéao de células competentes

Apés a insercdo do ADN de interesse num vectoeogssario introduzi-lo em
bactérias competentes (bactérias capazes de imaoDN exdgeno) que o replicam.
O vector foi incubado em meio com bactérias de #fornpermear as membranas
celulares e inserir-se no seu interior. As céllllasterianas usadas nesta experiéncia,
Esherichia coli(estirpe XL-1), foram previamente tornadas commpetepor tratamento
com cloreto de calcio. Apos esta incubacdo procedea um choque térmico a 42°C
para impermeabilizar as membranas celulares.

Posteriormente as bactérias sdo plaqueadas endmeidtivo LB Agar (Sigma)
com ampicilina (antibiotico), de modo a evitar esgimento de bactérias sem o
plasmideo, deixando a crescer na estufa a 37°Qitdusanoite. Este meio de cultivo
possui também X-GAL, o substrato @legalactosidase, e IPTG que é o composto
responsavel pela inducdo deste gene, facilitandstancdo entre clones positivos e
negativos (clones negativos possuem o genp-glactosidase activo e portanto séo
capazes de degradar o X-GAL, formando um compasiood azul). Posteriormente foi
feita uma seleccdo das colonias com fragmentocaedo-se as bactérias para meio LB

liquido e ampicilina, deixando-se a incubar poiogas a 37°C.

2.6.4. Extraccdo de ADN plasmidico de uma cultgdactérias (Miniprep)

Este método baseia-se na lise de bactérias pelgpdim da membrana celular,
usando uma solucéo alcalina de pH elevado. O ARNt&o libertado e precipitado do

restante material celular pela adicdo de alcoole Esétodo envolve o uso de trés

Vera Jordao (2008) 26



MATERIAL E METODOS

solucdes (P1,P2 e P3). A solucdo P1 contém Tusogk e EDTA. A funcdo dos dois
primeiros € manter o pH, enquanto que o EDTA éapada impedir os ides bivalentes
(Mg, e Ca") de activarem as DNase. A solugdo P2, contém N@fse forte) que
degrada os componentes da parede da membranar.cAlsl@roteinas sofrem uma
desnaturacdo e o SDS (detergente) liga-se a elARNDda bactéria ndo se separa das
proteinas semi-desnaturadas e € alvo de precipifggla accao da solugdo P3 (KAc)
gue contém ides potassio, que formam agregadosas@oteinas. O SDS precipita de
imediato, arrastando o ADN bacteriano e deixangidasmideo no sobrenadante. Este
sobrenadante foi posteriormente recuperado e mfda® precipitado por centrifugacao
em presenca de isopropanol, purificado com etdosblato e ressuspendido em agua

estéril.

2.6.5. Digestdo do ADN com enzimas de restricao

A confirmacédo da clonagem foi obtida através dast@p do ADN por enzimas
de restricao (tabela V), permitindo determinaramanho do fragmento de DNA
clonado num plasmideo. A enzima utilizada foi Eggbtira a qual existem locais de
corte de ambos os lados do ponto de insercdo dtorygmelo que o inserto €
imediatamente libertado. A presenca deste fragmentubservada em gel de agarose a
1.5%.

Tabela IV: Digestdo com enzimas de restricdo

Reagentes Volume
ADN plasmidico 1,5ul
Buffer @ 0,5ul
Enzima® 2ul
Agua estéril 6ul
Volume final 10l

(1) O buffer utilizado foi One-Phor-All
(2) A enzima utilizada foi &cdRl para pGem-T Easy

2.6.6. Sequenciacao

O método utilizado foi o proposto por Sanger nalfoios anos 70 e baseia-se no
facto da cadeia de ADN necessitar que um nuclefeicloa determinadas caracteristicas
quimicas que permitam a incorporagdo do seguintamaNdeterminada cadeia em

crescimento, a sintese de ADN ocorre pela formdeamma ligacéo fosfodiéster entre o
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grupo livre 5 fosfato de um nucleétido e o grupdOB do outro. Os
didesoxinucle6tidos (ddNTPs) ndo possuem um gruPéd 3ivre, mas sim um 3'H.
Desta forma, na presenca de um didesoxinuclebtidoadeia em crescimento para
porque nao se pode formar a ligacdo difosfato, ymiodlo-se apenas fragmentos de
ADN e ndo a totalidade da molécula. A cadeia erscamento termina e a ultima base
na extremidade 3’ da cadeia designa-se por termindidesoxi (Kreuzer & Massey
2001; Sambrook & Russell 2001). As reac¢les desentdo preparadas isoladamente
com cada um dos quatro terminadores didesoxi dmafoa formar cadeias que
terminem, com tamanhos diferentes, num dos quatesadxinucleétidos e estas cadeias
séo identificadas pela incorporacdo de um didesolédtido marcado. A sequenciacdo
automatizada utiliza didesoxinucledtidos marcadasm cdiferentes fluoroforos,
permitindo a deteccdo simultanea de todos os niishesd O processo de sequenciacao
foi realizado pelos servicos do Centro de Ciénd@asVar, utilizando o sequenciador

Genetic Analyser 3130xI (Applied Biosystems).

2.7. Andlise bioinformatica

ApoOs a leitura da sequéncia dos fragmentos clonatas foram comparadas
com as sequéncias disponiveis nas bases de dadusdéirilas de cADN, utilizando-se
0 programa BLAST, disponivel na pagina do NCBI (wnebi.nIm.nih.gov), de forma
a confirmar a sua identidade. As sequéncias de Abtdias foram depois convertidas
em aminoacidos, através do programa BIOEDIT (H&99) e alinhadas com as
sequéncias de proteinas semelhantes disponiveisasas de dados publicas, como a
descrita acima, utilizando o programa CLUSTALX (mpmsonet al 1997). Estes
alinhamentos foram posteriormente analisados cgrograma GENEDOC (Nicholas
et al 1997) de forma a recolher os dados de percentageiasientidade e conservacéo
entre as varias proteinas da mesma familia. Paomstrucao de arvores filogenéticas
com base na divergéncia entre sequéncias utilizaeams programas CLUSTALX e
MEGA 3.1 (Kumaret al 2004). As sequéncias utilizadas e os respectigdgos de

acesso estao indicados nas legendas das figurassidimdos.
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2.8. Andlises estatisticas

Os dados encontram-se apresentados como médias paeirdo. As diferencas
entre grupos foram consideradas estatisticameyéisativas sempre que p<0.05.

Para se determinar a concentracao letal (LC), wfaese uma analise PROBIT,
descrita por Litchfield & Wilcoxon (1949), para @s9, 24, 48, 96e 120h. As curvas
foram obtidas utilizando um modelo de “best fithto programa SigmaPlot 9.0 (Systat
Software, Inc.) De modo a verificar se existem réifigas nos niveis de amonia
plasmatica, ureia plasmatica e cortisol plasméagéotre o grupo de controlo e entre
grupos expostos a diferentes concentracdes de aragtiiental, efectuaram-se analises
de ANOVA de uma entrada (One-way Anova), seguidaucheteste de comparacao
multipla (Student-Newman-Keuls or Dunn). O inteovale confianca utilizado foi de
95% @ =0.05). Entre dois grupos individuais utilizou-ge teste t-student As
correlacdes entre parametros foram efectuadasnpéiodo de Pearson. Para todos os

testes estatisticos, foi utilizado o software Si@tat 3.1 (Systat Software, Inc.).
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3. RESULTADOS

3.1. Tolerancia & aménia ambiental e determinacacedconcentracao letal (LGg)

3.1.1. Ensaio |

A tolerancia deH. didactylusa niveis de aménia no meio pode ser avaliada pela
percentagem de sobrevivéncia em animais expostiifer@ntes concentracbes e em
funcdo do tempo de duracdo dessa exposicao. Asntagens de sobrevivéncia de face
as diferentes concentragfes de amonia utilizaddsrggresentada na figura 11. Desta
pode-se verificar que nas dosagens mais elevadasgadamente 7.5, 10 e 12.5 mM a
sobrevivéncia ndo ultrapassou as 24 horas. De raatkierminar a concentracao letal
(LCsp), efectuou-se uma analise PROBIT, para as 6 er@&h®btiveram-se L{g de

10.3 e 8.65mM de amonia, respectivamente.
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Figura 11: Percentagem de sobrevivéncia em fungcdo de ditsyezoncentracbes de amonia.

(n=5 peixes por tanque).

Na tabela V pode observar-se 0s principais paraséisico-quimicos da agua

durante a experiéncia referente a determinacdo @e. IN&o houve alteracbes
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relevantes dos parametros fisico-quimicos da &yte@mperatura média da agua foi de
21.3+1.78°C, com um pH de 8.0+0.12. A mortalidad®s rianques expostos a
concentragbes de amonia de 5, 7.5, 10 e 12.5mMeal00% as 96h. Nos tanques
expostos a concentracbes de amonia de 0, 0.5, BreM2registou-se 100% de

sobrevivéncia.

Tabela V: Valores ambientais obtidos durante os4.€0 fim das 96h

Tanque|[NH,7* |[NH,T°  |[NH3® |[[NHg® |pH® Temperatura® | Mortalidade
1 0 0.2+0.75| 0,0 0,0 8.02+0.07 20,96 + 0,60 0%

2 0.5 0.4+0.19| 0,01 0,01 8.04+0.08 21,52 + 0,31 0%

3 1 1.2+0.25| 0,02 0,03 7.98+0.10 21,51 +0,61 0%

4 2.5 29+1.21| 0,06 0,07 7.98+0.06 20,83+ 0,42 0%

5 5 6 +0.93 0,11 0,13 7.96+0.07| 21,18 +0,59 100%

6 7.5 7.8+137| 0,17 0,18 7.9740.11 21,02 £ 0,84 %00

7 10 99+1.61| 0,23 0,23 7.97+0.15 20,88 £ 0,71 100%
8 12.5 10.4 +£ 3.320,26 0,22 7.94+0.18 22,3+1,00 100%

(a) Valores esperados de concentragdo de amoérizdan(NH') e amonia ndo ionizada (NHem mmol/l. (b) Valores médios
obtidos para as concentracdes de/NH desvio padrdo) e N\em mmol/l. (c) Valores médios medidos de pH + depadrao (d)
Valores de temperatura médios medidos + desvicgpaém °C.

Quando os individuos foram expostos a diferentexartracbes de amonia,
ocorreram alteracdes no comportamento, tais conme raenor actividade e reaccdes a
estimulos, bem como convulsées e hiperventilacdandm os individuos se
encontravam moribundos. Nas concentracbes de anmdais elevadas, a pele dos
animais tendeu a escurecer, e momentos antes deetesrem ficou com uma cor
esbranquicada, voltando a ficar escura ap6s a sute.nOs individuos que foram
sujeitos a concentracdes de amoénia mais baixagydquaolocadas em agua sem
amonia, voltaram a ter a sua cor natural.

A partir do plasma sanguineo obtido dos peixesizatibs durante as
experiéncias, analisaram-se 0s niveis de amoérea arcortisol. Os valores de amonia
no plasma em funcdo da concentracdo de amonia tabipode ser observado na
figura 12. Verifica-se que 0s niveis de amoénia lasrpa aumentam com o0 aumento da
concentracdo de amoénia ambiental. Verificou-se agigrupos que foram expostos a
concentracdes de aménia inferiores ou iguais aM.Sév significativamente diferentes
dos grupos que foram expostos a concentracdes @igiaiguais ou superiores a 5mM.
Ao contrario do que acontece com a concentracaanttania, os niveis de ureia no

plasma mantém-se constantes a medida que aumeptncegntracdo de amonia
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ambiental (figura 13). Entre os diferentes trataimere o grupo de controlo, ndo se
verificam grandes diferencas, em relagcéo a ureig@isrulacdo no plasma, com valores
médios de 10.01+1.32mM (figura 10).
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Figura 12: Niveis de amdnia plasmatica (mM) em funcdo dosreal de amdnia ambiental
(mM). Os valores representados sdo as medias degeapo + erro padrdo. Nas concentragdes
5, 7.5, 10 e 12.5mM de NH os individuos encontravam-se mortos ou moribun@es peixes
por tanque). As amostras de plasma dos grupos tespasoncentracdes de 0, 0.5, 1 e 2.5 mM

de amonia foram recolhidas ao final de 120h. Asstrae dos grupos expostos a concentracées
de 5, 7.5, 10 e 12.5 mM de amonia foram recolhiftiee as 6 e 48 horas.

Concentracédo de aménia (mM)

16

120h | 6-48h

Ureia no plasma (mM)

0 0.5 1 25 5 7.5 10 125

Concentragao de aménia (mM)

Figura 13: Niveis de ureia plasmética (mM) em funcdo dosnreal de amonia ambiental (mM).
Os valores representados sdo as médias de cadaiganm padrao. Nas concentracdes 5, 7.5,
10 e 12.5 mM de NH, os individuos encontravam-se mortos ou moribungless peixes por
tanque). As amostras de plasma dos grupos expastoscentracdes de 0, 0.5, 1 e 2.5 mM de
amonia foram recolhidas ao final de 120h. As amsslios grupos expostos a concentracées de
5,7.5, 10 e 12.5 mM de amoénia foram recolhidasceas 6 e 48 horas.
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Os niveis de cortisol no plasma foram também adadianos animais expostos.
Na figura 14, pode-se observar os valores de obrpgasmatico em funcdo da
concentracdo de amodnia ambiental. O valor médicod#sol nos individuos do grupo
controlo foi de 42.3+x11.4ng/ml, tendo-se obtidoovaes semelhantes nos grupos
expostos a concentracdes de amonia de 0.5 e 1mivhédlgas dos grupos expostos a
concentracbes de amonia iguais ou superiores aM.fonam significativamente
diferentes das dos grupos expostos a concentragéasres.

Pode-se também observar que os grupos expostoxentacdes de amonia de
2.5 e 5bmM séo significativamente diferentes enlge e entre o grupo de controlo e os
grupos 0.5 e 1mM. Os grupos expostos a concensai@eamonia de 7.5, 10 e 12.5
mM sao significativamente diferentes do grupo exp@ concentracdes de amonia de

2.5mM, mas significativamente iguais aos restagtegos.
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Figura 14: Niveis de cortisol no plasma e na agua (mM) engdarda concentragdo de amonia
ambiental (mM). Os valores representados sdo asaméeé cada grupoxerro padrdo. (n=5
peixes por tanque); a, b, ¢ representam grupodistis@mente diferentes (p<0.05), ac
representam grupos estatisticamente iguais (p=0A8)amostras de plasma dos grupos
expostos a concentragdes de 0, 0.5, 1 e 2.5 mivhdeia foram recolhidas ao final de 120h. As
amostras dos grupos expostos a concentracdes d&,510 e 12.5 mM de amonia foram
recolhidas entre as 6 e 48 horas.

A analise da ureia presente nas amostras de agaknidas a cada 2 horas
permite fazer uma avaliacdo da quantidade destpastmexcretado em cada tanque e

por unidade de peso do tomando a massa do corjeneixes por tanque. Verifica-se
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gue entre as 0 e 12 horas, os niveis de ureiatagar@aumentam com o aumento da
concentracdo de amonia ambiental e os niveis desaloexcretado, nos grupos

expostos até 2.5mM de amonia, diminuem, enquant® rpPs grupos expostos a
concentracbes de amonia superiores a 5mM parees hlpumas oscilacdes. Entre as
12 e 24h, observa-se que 0s niveis de ureia edaret@ntém-se constantes, com a

excepcao do grupo exposto a uma concentracao deam0.5mM (figura 15).
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Figura 15: Valores médios de ureia excretada (mmol-NKg) dismirexcretado (ng/g) em
funcdo da concentracdo de amonia ambiental (mMbakeas a preto representam os valores
médios de ureia excretada entre as 0-12 horasbaress a branco os valores entre as 12-24
horas. Os circulos a branco representam os vatoéd#os de cortisol entre as 0-12 horas e 0s
circulos a preto os valores entre as 12-24 hofasépresenta os tanques que no final das 24h
nao tinham peixes. (#) representa os valores da areortisol excretados recalculados para o
peso dos peixes nos tanques dado que houve algarteidade.

Através das andlises efectuadas, verificou-se oeeriste correlacdo entre a
ureia excretada e o cortisol excretado existentégua. Verificou-se também que nao
existe uma correlacdo entre a aménia ambientalcertisol excretado, nem entre a
amonia ambiental e a ureia excretada. No entantmissiderarmos eliminar o grupo
exposto a 0.5mM de amonia verifica-se que ha umalegéo entre a amdnia ambiental
e a ureia excretada entre as 0 e 12 horas, maslqu&o acontece para o periodo que

medeia entre as 12 e as 24 horas.
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3.1.2. Ensaio |l

A percentagem de sobrevivéncia em funcdo de diesenoncentracoes de
amonia, esté representada na figura 16. A percemtalg sobrevivéncia dos individuos
em funcdo do tempo de exposicdo a amonia ambiémitale 100% nos grupos de

individuos que foram expostos a concentracdes daiande 0 e 1mM.
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Figura 16: Percentagem de sobrevivéncia em funcdo de ditsyamncentracdes de amonia e
da duracéo da exposicao (n=12 peixes por tanque).

Estes valores podem ser recalculados de formanaitpen estabelecimento de
curvas de concentracdo letal a varios pontos deewoBncia e tempo de exposicdo.
Através da analise PROBIT do kfpara as 24, 48, 96 e 120h, obteve-se 4.62, 4.13,

3.28 e 3.01mM de amonia, respectivamente, e corfandicado na figura 17.
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Figura 17: Percentagem de sobrevivéncia em funcdo tempopiesig@o & amonia ambiental e
determinag&o de concentragfes letais para 50%ndivéduos a diferentes tempos de exposi¢do
(n=12 peixes por tanque).

A semelhanca com o que ocorreu no primeiro ensaiandividuos expostos a
concentracdes mais elevadas de amonia, sofrerawulsedas e hiperventilagdo, bem
como diminuiram a sua actividade e reaccao a esismNas concentracdes de amonia
mais elevadas, a pele dos animais também escurecenpmentos antes destes
morrerem ficou com uma cor esbranquicada.

Os niveis de amonia plasmatica aumentam com o dandenconcentracao de
amonia ambiental (figura 18). Os grupos expostogaores concentracfes de amonia
sao significativamente diferentes dos grupos exygost maiores concentracoes de

amonia.
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Figura 18: Niveis de amonia plasmatica (mM) em fung¢do dosreal de amonia ambiental
(mM). Os valores representados sdo as médias degecapo + erro padréo ao fim de 120 horas

de exposicdo. (n=12 peixes por tanque); a e b septam grupos estatisticamente diferentes
(p<0.05).

Verifica-se que os niveis de ureia plasmatica atemercom o aumento da
concentracdo de amonia ambiental (figura 19). @a@montrolo e 0 grupo exposto a
concentracdo de amoénia de 1 mM, sdo significativéenaliferentes dos grupos
expostos a concentracdes de amonia de 2, 3 e 4AmiMloDmédio de ureia plasmatica
nos individuos do grupo de controlo foi de 6.07itn&1, tendo-se obtido valores

semelhantes no grupo exposto a concentractes deaadedlmM.
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25

Ureia no plasma (mM)

Concentracao de amonia (mM)

Figura 19: Niveis de ureia plasmatica (mM) em funcao dosreaslde amdnia ambiental (mM).
Os valores representados sdo médias de cada grapm Ppadrao ao fim de 120 horas de

exposicao. (n=12 peixes por tanque); a e b repr@Tegrupos estatisticamente diferentes
(p<0.05).

Na figura 20, pode-se observar os valores de obpigsmatico em fungdo da
concentracdo de amonia colocada nos tanques. ©maltio de cortisol nos individuos
do grupo de controlo foi de 101.85+13.98ng/ml, tesd obtido valores semelhantes
Nnos grupos expostos a concentracfes de amoéniaedariM. O mesmo nao acontece
em relacdo aos grupos expostos a concentracdesd@eaade 3 e 4mM, pois para além
de serem estatisticamente diferentes dos gruposstgpa concentracbes de amonia

inferiores a 2.5mM, sdo também estatisticamentzeatites entre si.
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Figura 20: Niveis de cortisol plasmatico (mM) em fung¢do dancemtracdo de amonia
ambiental (mM). Os valores apresentados sédo asamédicada grupo = erro padrdo ao fim de

120 horas de exposicdo. (n=12 peixes por tanqueka; representam grupos estatisticamente
diferentes p<0.05.

A andlise da quantidade de ureia nas amostragugeracolhidas a cada 2 horas
durante os ciclos de 24 horas no ensaio 2 mosueuwoq niveis de excrecdo de ureia
foram semelhantes aos observados no ensaio l.cdes# que o0s niveis de ureia
excretada, tanto entre as 0 e 12 horas como enti2 a as 24 horas parecem depender
da concentracdo de amonia ambiental, conforme pleldocoeficiente e valor P do teste
de correlagdo de Pearson. No entanto, as quargidaokolutas foram muito mais

elevadas entre as 0 e 12 horas do que entre a84lAaas (figura 21).

Vera Jordao (2008) 39



RESULTADOS

1500
1350
1200
1050
900
750
600
450

300

Ureia excretada (mmol -N/Kg)

150

0 1 2 3 4

Concentracdo de Amoénia (mM)

Figura 21: Valores de ureia excretada (mmol-NKg) em funcaocdncentracdo de aménia
ambiental (mM). As barras a preto representam ¢sres de ureia excretada entre as 0-12
horas. As barras a branco representam os valone®ideexcretada entre as 12-24 horas.

3.2. Analise dos padrdes de excrecao

Durante o decorrer da experiéncia registaram-seraslmédios de pH de
8.0+0.05, com temperaturas médias de 17.8+0.709a8lczes de @de 7.6+0.13mg/L
com uma saturacdo de 98+1.0%. A partir da aguahideoa cada 60min, péde-se

analisar os niveis de amédnia e ureia na agua.

3.2.1. Ensaio |

Na figura 22, observa-se a média dos valores, qeik2s durante os cinco dias
da experiencia, dos compostos azotados em funcéengm. A excrecdo de ambos os
compostos foi semelhante, em que a percentagemaleiaafoi de 50.68% e a de ureia
foi de 49.32%. Pela analise das barras de erro,irglieam desvio e erro padrdo, é

possivel observar o elevado grau de variabilidade @s peixes.

Vera Jordao (2008) 40



RESULTADOS

1750

—@— Amonia
15001 —o— ureia

1250

1000 -

750 A

pmol -N/Kg

500

250 A

07 n=8 (49-189g)
T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

Figura 22: Padréo de excrecgéo de todos os peixes durante dias dos compostos azotados
(amonia e ureia) em funcdo do tempo. As barrasizento representam o desvio padrdo. As
barras a preto representam o erro padréo. (n=X29ei

Através da analise dos graficos (figura 23), potleeovar-se a variacdo da
excrecdo dos compostos azotados em cinco peixetsésndlias e a média de ureia e
amonia excretada durante esses trés dias. Vesdicpie, em alguns dias a excre¢do de
ureia se da por pulsos, enquanto que nos restdiateg continua ao longo do tempo. A
partir desta analise, conseguiu-se determinar@ptrgem de ureia e amonia excretada
em cinco peixes durante os trés dias. Verificats® mp peixe 1 (87%) e no peixe 5
(68%), as excrecbes sob forma de ureia sdo myperisues as excregcdes sob a forma
de amoédnia. Nos peixes 2 (51%) e 4 (48%), as exesed@ ambos os compostos séo
muito semelhantes, verificando-se em ambos 0s Gse®rréncia de pulsos. Apenas
no peixe 3, € que se verifica que as excre¢cfes $obma de amonia (82%) sdo muito
superiores as excrec¢des sob a forma de ureia (1% )és do grafico pode-se ainda
observar que no peixe 1 ocorreram pulsos de upsdrés dias, em OpoSiCao ao que se

observa no peixe 3.
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Figura 23: Variacao da excrecdo dos compostos azotados (aradmeia) em cinco peixes em
trés dias e a média de amodnia e ureia excretadastdwesses trés dias. As barras a cinzento
representam pulsos de ureia.
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3.2.2. Ensaio |l

Na figura 24, observa-se a média dos valores, deeik®s durante os dois dias
da experiencia, dos compostos azotados em funcaterdpo. Verifica-se que a
excrecdo sob a forma de amonia (78%) foi muito Sopelo que a excrecdo sob a
forma de ureia (22%). Verifica-se também que existex grande variabilidade entre

peixes.

2500

500

2250 - 4 Urela —@— Amonia
200 —O— Ureia T
2000 A
1750 4
0
1500 1 -100 t

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

1250
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pmol -N/Kg
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500

250

n=12 (30-409g)
T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

Figura 24: Padréo de excrecdo de todos os peixes durantalidsisios compostos azotados

(amonia e ureia) em funcdo do tempo. As barrasizento representam o desvio padrdo. As
barras a preto representam o erro padrdo. A imageanto superior esquerdo representa a
variacdo de ureia durante os trés dias em todpsires. (n=12 peixes);

Na figura 25, pode observar-se a variacdo da ekxardgs compostos azotados
em quatro peixes durante dois dias. Verifica-seaueaodos os peixes nos dois dias a
excrecdo de amonia é sempre superior a excrecéicede Verifica-se ainda que em

todos os peixes, com excepc¢éo do peixe A, ocorrptdsos de ureia entre as 16 e 18h.
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Figura 25: Variacdo da excregédo dos compostos azotados atrogeeixes durante dois dias.
As setas a preto representam possiveis pulso®ide ur

Através da figura 26, pode-se observar os valokdion excretados nos quatro
peixes durante os dois dias. Verifica-se que enoarob dias a excrecdo de amonia em
todos os peixes é muito superior a excrecdo de.uxs peixe A, observa-se que no
primeiro dia, os niveis de amdnia (92%) sao muifpesiores aos niveis de ureia (8%).

No entanto, no segundo dia verifica-se que a pe&agem de excrecdo dos compostos
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azotados € muito semelhante (amoénia-55% e ureig-48% peixe D, observa-se o
contrario, em que no primeiro dia a excrecdo den@n@0%) e ureia (40% sé&o
semelhantes, enquanto que no segundo dia, obsemyaesa percentagem de amoénia
excretada é muito superior (81%) a ureia excreta8®). No peixe B e C, verifica-se
que a excrecdo de amodnia e ureia azotados nae difeito entre os dois dias. No
entanto, no geral, a excrecado total de produtotadas é maior no primeiro que no
segundo dia, sendo que houve um dia de intervdle ehes no qual os fluxos néo

foram medidos.

Dia 1 2 1 2 1 2 1 2

100 ~

80
Il Amobnia
[ Ureia

60

40

% de produto azotado
relativamente ao total diario excretado

20

Peixe A Peixe B Peixe C Peixe D

Figura 26: Percentagem média do total excretado por diaivataente ao total de compostos
azotados excretados.

A eliminacédo de produtos azotados ao longo de win die 24h é cumulativa,
levando a um aumento da quantidade do total dakufye azotados ao longo do tempo.
Na figura 27 B sdo demonstradas as taxas de excfegapmol/kg/h) em intervalos de
2 horas e como isso se traduz na curva cumulama27 A e como esta contribui de
forma mais ou menos significativa para a acumuldoéel de produtos azotados na
agua. Verificou-se a ocorréncia de pulsos entreOl2h, 6h-8h e 16h-18h de
amostragem, traduzindo-se por exemplo em aumentogproximadamente 20 a
50umol/kg/h ou de 0 a 40umol/kg/h no peixe A oWde 180umol/kg/h ou mesmo de
200 a 900umol/kg/h, no peixe B.

Vera Jordao (2008) 45



RESULTADOS

2500 - A 5000 - B
[ Total produtos-N
2000 1 —e— Ureia
1500 A 4000 -
1000 -
o 500 3000 -
V4
~
zZ
_C'D 375 -
S e
= |
250 - ‘
A |
125 - \ \
\ \ -
| | ‘W
0 - \ \ 0 =
—[\\ | | 7\ |
100 | | 1000 i |
| | | | |
| | | | L
| | | |
801 | \ \ 800 - |
| | | |
£ ] | \ |
2 \ \ 500 4 \
= \ \ \
© \ \ \
|-
) \ \ \
© 40 A | 400 - |
e \
= |
\
20 - 200 - \
O 1 1 1 1 1 1 1 1 ] |_| L_| | 1

0
0 2 4 6 81012141618202224 0 2 4 6 81012141618202224

Tempo (h)

Figura 27: Total de ureia (cumulativa) excretada ao longdeaopo e taxa total dos produtos
azotados excretados ao longo do tempo num peens@mio 1 e outro do ensaio 2. As setas a
cinzento indicam a ocorréncia de pulsos. Notafexalica de escala entre os dois animais.

Em ambos os ensaios realizados, verifica-se quegaéncia de pulsos ocorre
mais vezes no periodo escuro do que no periodauzetdndo os pulsos duracdo
semelhante (figura 28 A). Numa analise total de @smis ensaios, verifica-se que o0s
pulsos ocorrem maioritariamente no periodo esoevalenciando-se no entanto um

periodo diurno (entre a 13h-17h) e sobretudo ura eidre as 19h-21h (que abrange o
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ponto de corte da luz artificial, as 20:00h) e uaximo entre a 1h-3h onde a excrecao
total de ureia foi cerca de 16% e 25% respectivéen@igura 28 B), assim como um
outro pico entre as 5 e as 7 (antes do acenddéuzkss as 8:00h).
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Figura 28: (A) Ocorréncia de pulsos em funcdo do tempo aaguandividuos se encontram
confinados, nos dois ensaios realizados. (B) Tdta,dois ensaios realizados, da ocorréncia de
pulsos em funcéo do tempo a que os individuos geanéram confinados.

Em ambos os ensaios de fluxos, foram retiradas temsosle sangue para

posteriores analises de amonia, ureia e cortismleNanto ndo foi possivel estabelecer
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relacdes significativas e importantes entre osisiiplasmaticos e o padrao de fluxo ou

0s niveis totais de amdnia ou ureia excretadostgbetas em anexo ).

3.3. Expresséao genética das enzimas relacionadasnca sintese e transporte ureia e

eliminacdo de amonia

A partir dos tecidos recolhidos dos peixes (bréame figado), foi extraido ARN
total, sendo sintetizado posteriormente em mol&cdi cDNA. A partir do cADN
obtido foram amplificados por PCR, 0s genes codaptea: a sintetase do carbamil
fosfato (CPSase), sintetase da glutamina (GSaséSasel) e transportador de ureia
(UT). O transportador de ureia e a sintetase d@amina encontram-se mais presentes
nas branquias que no figado. Pode-se ainda obsguease obteve a expressao dos

genes nos tamanhos esperados (figura 29).
18s UT UTCPS GSG GSL 1Kb

e bbb

=
| =

BRANQUIA (g == e

. <—300

FIGADO = =

Figura 29: Expresséo dos genes do 18S, do UT (par 1 e pap@rderg, da CPS, da GSG e
da GSL nas branquias e no figado.
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Através da figura 30 A, pode observar-se a exicedss genes da GSase, CPSase
e 18S. O 18S foi usado como padrédo, ndo se verifcaliferencas neste gene. Na
figura 30 B e 30 C, pode-se observar a variacaexgeessao dos genes da sintetase da
glutamina e da sintetase do carbamil fosfato nadidgem funcédo da concentracédo de
amonia colocada nos tanques.

Verifica-se que com o aumento da concentracdo rdénia ambiental, a
expressdo do gene da GSase diminui. A expressgerdnda GSase no figado é mais
elevada (1.57+0.47) no grupo onde foi colocado 1 d&monia. Este grupo e o grupo
que foi exposto a uma concentracdo de amonia d®l 330 estatisticamente iguais ao
grupo de controlo. Verifica-se que o grupo de adat(O mM) e o grupo que foi
exposto a 4 mM de amoOnia sdo estatisticamenteediies entre si. Entre 0s grupos
expostos a diferentes concentracbes de amoniarapo gontrolo, ndo se verificam
diferencas relevantes, em relacao a ureia em agéalno plasma, com valores médios
de 10.01+1.32 mM.

A expressao do gene da CPSase lll no figado dindimoedida que aumenta a
concentracdo de amonia, sendo o valor mais ele\a@b +0.51) no grupo exposto a 1
mM de amonia e o valor de expressdo mais baix@£0.03) para o grupo onde foi
colocado maior concentracdo de aménia (4 mM).

Na figura 31, observa-se a variagdo da expressdgede da sintetase da
glutamina e da sintetase Il do carbamil fosfates M@aénquias em funcdo da
concentracdo de amonia colocada nos tanques.

A expressao do gene da GSase nas branquias, deodm geral mantém-se
constante & medida que aumenta a concentracao @#asano tanque, sendo o valor
mais elevado (0.28+0.09) para o grupo de cont@lmi) e o valor de expressdo mais
baixo (0.13£0.08) para 0 grupo exposto a uma cdragio de amonia de 2 mM.
Obtiveram-se valores semelhantes entre o grupomteoto e o grupo que foi exposto a
concentracdes de amonia de 3 mM (0.28+0.18), @iGuarA).

Na expressdo do gene da CPSase, verifica-se qugo de controlo e o grupo
exposto a uma concentracdo de amodnia de 2 mM ssdtisecamente diferentes entre si
€ que 0S grupos expostos a concentracdes de andénid, 3 e 4 mM sé&o
estatisticamente iguais tanto ao grupo de contofoo ao grupo exposto a 2 mM de
amonia (figura 31 B).
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Concentracdo de Amodnia
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Figura 30: Expresséo dos genes da GSase, CPSase e 18S mo(Ajyadariacdo da expressao
do gene da sintetase da glutamina no figado (B) sirdetase Ill do carbamil fosfato no figado
(C) para as diferentes concentragbes de amoniaatab{mM). Os valores apresentados séo as
médias de cada grupo * erro padrdo (n=5 peixestqugue). a, b representam grupos
estatisticamente diferentes (p<0.05) e ab, ac septam grupos estatisticamente iguais
(p>0.05).
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Figura 31: Variagdo da expressédo do gene da sintetase danghat (A) e da sintetase do
carbamil fosfato (B) nas branquias para as difesemmoncentracdes de amoénia (mM). Os
valores apresentados sao as médias de cada gripo padrdo (n=5 peixes por tanque). a, b
representam grupos estatisticamente diferentes@®x6 ab representa grupos estatisticamente

iguais (p>0.05).

Verifica-se que a expressao do transportador da tem tendéncia a diminuir

com o aumento da concentracdo de amonia ambidigiala 32). Estatisticamente, 0s

grupos expostos a concentracdes de amonia de ¥ B sdo diferentes do grupo

controlo, mas estatisticamente iguais ao grupo &2 mM.
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Figura 32: Variacdo da expressdo da proteina do transportador de ureia nas branquias para as
diferentes concentragdes de amonia (mM). Os valores apresentados sdo as médias de cada grupo
* erro padrdo. (n=5 peixes por tanque); a, b representam grupos estatisticamente diferentes
(p<0.05), ab representa grupos estatisticamente iguais (p>0.05).

3.4. Analise das sequéncias de amino&cidos dos fragmentos obtidos por PCR

Na figura 33 pode-se observar o resultado do alinhamento entre a sequéncia
parcial da GSase obtida ap6s a sequenciacdo do fragmento de cDNA, e as sequéncias da
GSase nas branquias e figado em O. beta obtidas nas bases de dados bioinformaticas.
Verificou-se um elevado grau de identidade para ambas as formas (figado - 96.4%,

branquias — 80,1%) entre estas duas espécies da familia Batrachoididae.

Halobatrachus : 40
FFig. Opsanus : FNA : 263
FBra. Opsanus : : 242
Halobatrachus : 80
FFig. Opsanus 303
FBra. Opsanus 282
Halobatrachus : R : 111
FFig. Opsanus : HH : 334
FBra. Opsanus : EHICM HKGQODN I I : 313

Figura 33: Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos do figado e branquias da GSase
da espécie Opsanus beta e da espécie Halobatrachus dadactylus. A cinzento estdo
representados aminoacidos idénticos. Nota: Alinhamento total das sequéncias de aminoacidos
em anexo 1. As espécies representadas e 0s respectivos nimeros de acesso sdo: Halobatrachus,
Halobatrachus didactylus, Opsanus, Opsanus beta (FFig.Figado; AAD34720), Opsanus,
Opsanus beta (FBra . Branquias; AAN77155).
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A figura 34 evidencia uma arvore filogenética epestivos graus de divergéncia
evolutiva para a GSase, em algumas espécies. Rs@devar-se a existéncia de dois
grandesclusters um gque engloba o0s peixes 6sseos, e outro quesea as outras

classes de vertebrados incluindo a dos peixesacaneos.

Entre todas as espécies, verifica-se um nivel deservacdo elevado. O grau de
similaridade entre os peixes é de cerca de 96%,ambo que, entre os teledsteos

(clustera azul) é de 97% (anexo llI).

Aconys

Rattus

| Xenopus

Figura 34: Arvore filogenética representativa de algumas @epg mostrando a divergéncia
filogenética da proteina GSase, na regido do fratpnabtido por PCR. A cor-de-laranja esta
representada a espécie em estudo. A amarelo @seseatado um peixe elasmobranquio. A
azul esta representado o grupo dos peixes telsogsgontos a preto representam espécies da
mesma familia. As espécies representadas e 0s osginder acesso sao: Acomyscomys
cahirinus (AAF14691), Mus, Mus musculus (NP_032157), RattusRattus norvegicus
(AAA65096), Homo, Homo sapiens (NP_001028228), @allGallus gallus (NP_990824),
Squalus,Squalus acanthiaGAAA61871), Heterodontusieterodontus francisdiAAD34721),
Oncorhynchus,Oncorhynchus mykisgNP_001117785), SalmoSalmo salar (AC168482),
HalobatrachusHalobatrachus didactylysOpsanusOpsanus bet§AAD34720), Oreochromis,
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Oreochromis niloticus (AAM28589), Bostrychus, Bostrychus sinensis (AAL62448), Danio,
Danio rerio (NP_878286), Xenopus, Xenopus laevis (NP_001082548).

Foi feito o alinhamento entre a sequéncia parcial da CPSase de H. didactylus,
obtida apos a sequenciacdo do fragmento de cDNA, e a sequéncia da CPSase em O.
beta obtida nas bases de dados bioinformaticas. O grau de identidade da sequéncia de
aminoacidos entre estas duas espécies foi de 95,9%, numa zona que corresponde ao
dominio responsavel pela funcdo de sintese da enzima (figura 35).

Halobatrachus : D T : 40
Opsanus : E : 1175
Halobatrachus : T : 80
Opsanus : C : 1215
Halobatrachus : S E : 120
Opsanus : T H, : 1255

: : 160
: : 1295
Halobatrachus : K s 197
Opsanus : S N| : 1332

Figura 35: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da CPSase da espécie Opsanus beta e da

espécie Halobatrachus dadactylus. A cinzento estdo representados aminoacidos idénticos.
NOTA: Alinhamento total das sequéncias de aminoécidos ver em anexo IV. As espécies
representadas e 0s respectivos nimeros de acesso sdo: Halobatrachus Ill, Halobatrachus
didactylus, Opsanus_I11, Opsanus beta (AAD51318).

Halobatrachus :
Opsanus

A figura 36 demonstra a filogenia e respectivos graus de divergéncia evolutiva
para as diferentes formas de CPSase, em algumas espécies. Observa-se essencialmente
trés clusters que correspondem as trés formas desta enzima, CPSase |, CPSase Il e
CPSase I1I.

Verifica-se que o nivel de conservagéo entre as trés formas de CPSase I, Il e 111,
sdo respectivamente 96%, 93% e 95%. O cluster correspondente & CPSase IlI
demonstra que esta forma da enzima apenas esta presente nos peixes. Contudo, alguns
peixes também apresentam a forma CPSase Il. Através do cluster correspondente a
CPSase I, pode observar-se que esta forma da enzima ndo se encontra presente nos

peixes (figura 36).
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Pode-se ainda verificar que o grau de identidatte elCPSase | e a CPSase Il é
de 73%, entre a CPSase | e a CPSase Il € de Eeca CPSase Il e a CPSase Il é
de 72%. (V).

Danio Il
- Mus i

Rattus |l

Homo Il

Squalus 1l

—
0.05

Figura 36: Arvore filogenética representativa de algumas @epg mostrando a divergéncia
flogenética da proteina CPSase, na regido do agmobtido por PCR, entre trés grupos. Os
individuos do grupo a azul possuem a CPSase hdigiduos do grupo amarelo possuem a
CPSase Il e os individuos do grupo a cor-de-rosaymm a CPSase Ill. A cor-de-laranja esta
representada a espécie em estudo. A amarelo gs&sentado um peixe elasmobranquio. Os
pontos a preto representam espécies da mesmaafafslespécies representadas e os numeros
de acesso sao: Alcolapia Ilcolapia grahami(AAD43968), Danio_Il e Danio_llIDanio
rerio (AAW80263 e CAQ15092), Gallus_[Gallus gallus (BAD86828), Halobatrachus llI,
Halobatrachus didactylys(Homo_I e Homo_ll,Homo sapiendCAA75785 e BAA11423),
Micropterus_lll, Micropterus salmoides(AAB62566), Mus | e Mus_Il,Mus musculus
(Q8C196 e AAH60717), Oncorhynchus_l@ncorhynchus mykiS®@AC60207), Opsanus_ll,
Opsanus betgAAD51318), Rana_lRana catesbeiangAAA19016), Rattus_| e Rattus_ll,
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Rattus norvegicus (NP_058768 e EDM02937), Squalus_Il e Squalus_IlI, Squalus acanthias
(AAAT74569 e AAAIBA35). Xenopus_l, Xenopus laevis (ABA01549).

Na figura 37 pode-se observar o resultado do alinhamento entre a sequéncia
parcial do UT, obtida apo6s a sequenciacdo do fragmento de cDNA e as sequéncias da
UT de O. beta obtidas nas bases de dados bioinformaticas. Verificou-se um elevado
grau de identidade (96,9%) entre as estas duas espécies (figura 38). A sequéncia obtida
encontra-se entre 0os dominos transmembranares 5 e 10, conforme pode ser visto no

alinhamento entre as varias espécies de peixes 0sseos (anexo VI)

Halobatrachus : F : 40
Opsanus : I : 216
Halobatrachus : : 80
Opsanus : S : 256
Halobatrachus : : 120
Opsanus : I : 296
Halobatrachus : : 160
Opsanus : : 336
Halobatrachus : : 186
Opsanus : : 362

Figura 37: Alinhamento da sequéncia parcial da proteina do transportador de ureia na espécie

Opsanus beta e na espécie H. dadactylus. A cinzento estdo representados aminoacidos
idénticos. NOTA: Alinhamento total das sequencias de aminoacidos ver em anexo VI. As espécies
representadas e 0s respectivos nimeros de acesso sdao: Halobatrachus_UT-A, Halobatrachus
didactylus, (UT-A, Opsanus beta (AAD53268).

A figura 38 evidencia a filogenia e respectivos graus de divergéncia evolutiva
para as diferentes formas do UT, em algumas espécies. Através da figura 38 é possivel
visualizar essencialmente trés clusters, que correspondem as trés formas desta proteina,
UT-A, UT-B e, UT-C. Verifica-se que o nivel de conservacao entre as trés formas de
UT-A, UT-B e UT-C, é respectivamente 84%, 93% e 69%.

Enquanto que a forma UT-A parece estar distribuida por todas as classes de
vertebrados incluindo os peixes, a forma UT-B, caracteristica dos glébulos vermelhos,
aparenta estar presente essencialmente em mamiferos. Por outro lado, a forma UT-C
apenas foi descrita em peixes 6sseos.

O grau de identidade entre 0 UT-A e 0 UT-B é de 82%, entre 0 UT-A e UT-C é
de 60% e entre 0 UT-B e 0 UT-C é de 61%. (anexo VII).
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Danio UT-C
Anguilla UT-C
Takifugu UT-C
—
0.05
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Figura 38: Arvore filogenética representativa de algumas dspgmostrando a divergéncia
filogenética da proteina do transportador de uregiaegido do fragmento obtido por PCR, entre
quatro grupos. Os individuos do grupo a cor-de-pasauem o UT-A, os individuos do grupo a
azul possuem o UT-B e os individuos do grupo a elmgrossuem o UT-C. A cor-de-laranja
esta representada a espécie em estudo. A amat&lepeesentado um peixe elasmobranquio.
Os pontos a preto representam espécies da mesniléafaks espécies representadas e 0s
nameros de acesso sdo: Alcolapia_UTAdcolapia grahami(AAG49891), Anguilla_UT-A e
Anguilla_UT-C, Anguilla japonica (BAC53976 e BAD66672), Balaenoptera UT-A,
Balaenoptera acutorostrattBAF46914), Bufo_UT-ABufo marinugBAE16706), Danio_UT-

A e Danio_UT-C,Danio rerio (AAX16119 e XP_001921059), Dasyatis_UT-AlDRasyatis
sabina(AAM46683 / AAQ07592), Gallus_UT-AGallus gallus(026725), Halobatrachus_UT-
A, Halobatrachus didactylusdomo_UT-A1/2 e Homo_UT-A3, Homo_UT-BJomo sapiens
(AAI10447 / Q15849 e CAA65657, CAB60834), Leucorajd-A, Leucoraja ocellata
(AAL12243), Mus_UT-A1/2 e Mus_UT-A3, Mus_UT-BMus musculus(AAI50681 /
AAMO00357 e AAM21206, CAD12807), Opsanus_ UT-Apsanus beta(Gulf toadfish;
AAD53268), Physeter UT-APhyseter catodor{BAF46918), Rana_UT-ARana esculenta
(CAA73322), Rattus_UT-A1/2 e Rattus_UT-ARattus norvegicugNP_062220 / NP_808877

e NP_001103740), Squalus_UT-ASqualus acanthias(AAF66072), Takifugu UT-A e
Takifugu_UT-C, Takifugu rubripegBAD66674 e BAD66673), Trachemys_UT-Arachemys
scripta elegan§BAF76798), Triakis_UT-ATriakis scyllium(BAC75980).
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4. DISCUSSAO

4.1. Tolerancia a amoénia ambiental

A maioria dos peixes teledsteos sdo amoniotélis®sgdo a amonia o principal
produto de excrecdo do metabolismo de nitrogénasifRissen & Korsgaard 1998).
Estes peixes sdo em geral pouco tolerantes a af@bieom elevadas concentracoes de
amonia, tendo pouca capacidade de sobreviver pmdos mais ou menos prolongados
a niveis superiores a 0.1mM (Wang & Walsh 2000).eNtanto, algumas espécies de
teledsteos, apresentam uma elevada tolerancia aiamdbiental, como é o caso de
alguns membros da familia Batrachoididae, nomeadtames espécie®psanus beta
Opsanus tawe Porichtys notatuscapazes de tolerar valores superiores a 5mM.akpes
da Obvia vantagem, ndo € no entanto claro quedgparessao evolutiva proporcionou a
seleccao desta capacidade.

No nosso caso de estudo, a espéd@obatrachus didactylystambém
pertencente a familia Batrachoididae, a toleraac@monia parece situar-se a niveis
intermédios entre aquela da maioria dos tele0gteodos membros da familia descritos
acima, exibindo em condi¢Ges de elevada toxicidammaportamentos provavelmente
relacionados com alteragBes neuroldgicas ou coeqdéirios no balango acido-base,
como sejam alteracdo de cor, espasmos e perdapadeidade respiratoria, como
anteriormente descritos (Randall & Tsui 2002, EAA95; Smart 1976). A mortalidade
devido a toxicidade cronica por amonia esta genmatenassociada a modificagfes da
morfologia e estrutura dos tecidos (Wajsbebtal 1993; Cardosaet al 1996). No
entanto, apesar de neste estudo ndo termos tentzwvar histologicamente tais
modificacbes, parece-nos que, dada a celeridadasdessaccdes, se possa sugerir um
efeito sobretudo bioquimico, ao nivel do metabadlistia energia no cérebro (Smart
1976).

Numa primeira fase ndo foi possivel determinar golLfara as 96h como
inicialmente previsto, isto devido a elevada maftale ocorrida nos tanques onde foi
colocada maiores concentracdes de amonia (5, 7.8,12.5mM), que chegou a 100%
ao fim de 48hEstudos realizados por Ruyet & Quemener (1995¢ardm que varios
factores ambientais, como a temperatura, o pH e mftdlenciam a ac¢éo toxica da
amonia, e consequentemente afectam a sensibiliiaglgpeixes a este composto. No

entanto, analise da tabela V leva a crer que esta elevadtlidade esta relacionada
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com as diferentes concentracbes de amonia colonadatanques, pois o Unico
parametro fisico-quimico da agua que se alterauifgigtivamente entre tanques foi o
de amonia ambiental.

Através de uma analise PROBIT, foi possivel deteamo LG para as 6 e 9h
apresentando valores de 10.3 e 8.65mM, respectitamenas matematicamente
impossivel de calcular valores para 24, 48 ou 9%hoAs concentragdes utilizadas
foram escolhidas tendo em conta os valores dey ldeterminados para outros
Batrachoididae (Wang & Walsh 2000) mas a gama oeveé excessiva pard.
didactylus nas nossas condi¢cdes experimentais. Por outro |[sal@, além da total
mortalidade nas 4 concentragdes mais altas (5,1@.8,12.5mM), ndo houve qualquer
mortalidade nas 4 concentragbfes mais baixas (Q,1006e 2.5mM), o que parece
indicativo de um limite critico entre 2.5 e 5Smissim, tendo em conta a mortalidade
ocorrida no primeiro ensaio, optou-se por se fapes abordagem diferente no segundo
ensaio, em que os individuos estariam expostosieentracées de amdnia no maximo
até 5mM, obtendo-se curvas de mortalidade gradeaisuncdo da concentragédo e do
tempo de exposicdo (figura 16). Deste modo, fosjpwa$ determinar o L& para as
96h, e através de uma anéalise PROBIT, obteve-s& rBM de amonia. Este valor
encontra-se de acordo com os resultados prelinsirado®dos por Barimet al (2007),
qgue calcularam um Lgg para as 96h de 3.2 mM para a mesma espécie. B
concluir que a tolerancia a amoénia ambiental n@aspem estudo é baixa, quando
comparada com os resultados obtidos para outr&tiespda mesma famili®( beta
(9.75 mM), O. tau (19.72 mM) eP. notatus(6 mM)). Segundo Barimo (2005) a
tolerAncia destas espécies a amoénia poderda edwriorada com o facto de
apresentarem um ciclo da ureia completamente foaticem que a sintetase da
glutamina (GSase) axtuar nos tecidos, converte a amonia num prodetwmmtoxico,
reduzindo a excrec¢do de amoénia e aumentando aesithteureia. Se 0 mesmo é valido
paraH. didactylusndo €, neste ponto, completamente claro, masvesrde amoénia e
ureia plasmaticos e a taxa de excrecdo de ureia@ideravelmente altos, sugerindo
gque possa existir um processo semelhante.

Na maioria dos teledsteos os valores de amoénianplasa variam entre 0.2 - 0.3
mM. Os niveis de amodnia no plasma aumentam comne@tio da concentracdo de
amonia ambiental. Este fendmeno verificou-se emnads espécies, tais como, na truta
arco-iris Oncorhynchus mykis® no salméo do Atlantic&&lmo salay (Rasmussen &

Korsgaard 1998). O mesmo se verificou coniH.odidactylus onde se encontraram
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maiores concentracdes de amonia, observando-sbauena tendéncia dos niveis de
amonia plasmatica aumentarem em funcéo dos vadonbgentais (figura 12 e 18). Em
ambos 0s ensaios 0s valores apresentados pelo®sgregpostos a maiores
concentracdes de amoénia foram significativamenteratites dos grupos expostos a
menores concentracdes. Estes resultados podemre@sizionados com a inibicdo da
excrecdo de amonia devido a existirem niveis eteval® desta no meio, anulando o
efeito de gradiente responséavel pela difusdo passiv

Na espécie em estudo, observou-se também que htendéncia para os niveis
de ureia no plasma aumentarem com o aumento damacido de amonia ambiental,
nomeadamente no ensaio 2 (figura 19). Este aunpode dever-se ao facto destes
animais converterem a amoénia em ureia, uma vezsquencontram num ambiente
confinado, podendo este ser um factor stressargeirgluziu a excrecdo de ureia,
conforme anteriormente descrito por Hopketsal (1995). Inicialmente a taxa de
excrecdo de ureia parece estar directamente retamtaocom a exposicdo a amonia
(figura 15 e 21)No entanto, verifica-se que a partir das 12h destiagem os niveis de
ureia excretada diminuem (podendo até ser indepégglala amonia ambiental no
ensaio 1, apesar destes dados deverem ser tomadoscautela dado o estado
fisiol6gico dos peixes nos grupos de dose maisadkEvo que por um lado pode indicar
que as estratégias adoptadas por este animal panauil a toxicidade de amoénia
ficaram comprometidas pela exposicdo a amoénia antabie

Os dados obtidos parecem portanto sugerir que aiamnaénbiental condiciona
0s niveis plasmaticos de amoénia e que esta podmaser transformada em ureia e
excretada sob esta forma para o meio, a uma taxe funcdo da amonia ambiental.

Segundo McDonald & Wood (2004), o aumento dos siygasmaticos de
cortisol, esta relacionado com um aumento na pémule ureia, podendo-se entao
aferir que o cortisol, podera ser um factor endhacque pode levar a conversao de
amonia em ureia, e consequentemente a excrecatnia. U

Roche & Bogé (1996) e Wendelaar Bonga (1997) emiteos, descreveram o
cortisol e outros corticosteréides como possiveiicadores de stress face a qualquer
distarbio ambiental. Segundo McDonald & Wood (2004% niveis de cortisol
plasmatico aumentam quanto maior o stress no thativiconfinamento ou exposi¢édo a
elevados niveis de amonia na 4gua), bem como aigioce excrecdo de amonia. Este
aumento dos niveis de cortisol parece estar dedaamym os resultados obtidos no

segundo ensai@ma vez que nos grupos expostos a concentrac@eadida até 4mM,
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os valores de cortisol plasmatico sdo mais elevéfitpga 20), e os niveis de amoénia
plasmatica também aumentam.

Seria de esperar que 0s niveis de cortisol plasmatios individuos,
aumentassem consoante o aumento da concentragiondiéa ambiental. No entanto,
no caso do ensaio | isso ndo aconteceu (figurapbi3, verificou-se que nos grupos
expostos a concentracdes de amodnia mais elevadabjeis de cortisol plasmaticos séo
menores, podendo ter ocorrido uma inibicdo ao rdeekixo enddcrino. Pickering &
Pottinger (1987) indicaram que a baixa qualidadagiea pode ter um efeito inibidor na
resposta do cortisol a eventos stressantes comdputegéio e confinamento. Esta
inibicdo pode ter acontecido devido aos peixesrtenetrado em colapso fisiologico nas
concentracdes mais elevadas de amoénia (5, 7.5126enM). Porém, nos grupos que
foram expostos em concentracbes de amonia de BmM, os niveis de cortisol
plasmatico foram mais elevados, sendo que, esisesgdapos sdo significativamente
diferentes do grupo controlo. Isto podera estarciehado, com o facto de existir uma
grande variabilidade individual nestes grupos, md@ podera indicar que a tolerancia
de niveis altos de amadnia neste peixe, tém cusépsdicais ao nivel do eixo endocrino.
O facto de as recolhas de plasma terem sido fejtesxdo os individuos ja se
encontravam mortos ou moribundos, podendo o aniestar comprometido
fisiologicamente, aumentando assim a variabilidade/idual, pode também constituir

uma hipétese para responder aos resultados obtidos.

4.2. Padrbes de excrecéo

A espécieO. betaguando sujeita a condi¢cdes de confinamento ex8¥ados
produtos azotados sob a forma de ureia (Sloataad. 2005). Na espécie em estudo,
verificou-se que iSso ndo acontece, pois deterrsepuno conjunto dos dois ensaios,
que as excrec¢des dos produtos azotados ocorreguaeférma sob a forma de amonia
ou ureia ou, sobretudo no caso do segundo ensaioyitariamente sob a forma de
amonia (figura 22 e 24).

No ensaio |, a excrec¢ao dos produtos azotadosnéddéem que a excrecdo sob
a forma de ureia foi cerca de 49% e a excrecaorsimia cerca de 51%, o que poderd
estar relacionado com a transformacao continuaderaduto no outro. Por outro lado,
no ensaio Il, verificou-se que a excrecao dos pgoxdazotados sob a forma de amodnia

foi de 78%, enquanto que, sob a forma de ureialéoR2%. No entanto, 0S n0ssos
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resultados encontram-se em concordancia com asoslytior Barimeet al (2007), onde
individuos da espécid. didactylusforam isolados durante 5 dias ao longo das 24h,
registando-se que apenas 20% da excrecao dos @soalzidtados foi sob a forma de
ureia. De qualquer forma € necessario salientaregtes valores médios sdo pouco
representativos dada a extrema variabilidade oadar(e demonstrada pelas barras de
erro nas figuras 22 e 24), quer entre individuosr qo mesmo individuo entre dias
diferentes (figura 23 e 25) e entre os dois ens@iegeferir no entanto que as taxas de
excrecao, por peso, quer de amodnia quer de u@iecgm ser mais elevadas no ensaio
2, cuja média e variabilidade de tamanhos era meuar no ensaio |, com peixes de
tamanho mais variavel e peso médio mais elevado.

A observacédo dos padrdes individuais de excrecénif@eno entanto identificar
momentos em que a taxa de excrecdo aumenta sigvidimente entre pontos de
amostragem (figura 23 e 25), levando a deduzir igmebém emH. didactylusa
excrecdo de ureia se pode fazer quer de formancentijuer por pulsos, como ja
descrito para outras espécies da familia, nomeadarpareD. Beta(Barimo 2005).

Os mecanismos fisiologicos ef. betaestdo relativamente bem estudados,
havendo fortes evidéncias que a excrecdo de uceigpylsos pode estar relacionada
com o controlo hormonal (Slomaat al. 2005). Assim, e como descrito acima, estudos
realizados por Woosdt al. (2001); Woockt al. (2003), mostraram que geralmente, antes
de um pulso de ureia, ha uma diminui¢cdo dos nileisortisol plasmatico, aumentando
imediatamente apds o fim do mesmo. A maioria daaupeoduzida emO. betaé
excretada por pulsos, através das branquias, undaiasivezes por dia, e parece estar
dependente de um transportador de ureia, quetdaailidifusdo desta para a agua
(Barimo 2005). Uma vez que a ureia ndo é excretadinuamente, mas sim por
pulsos, foi sugerido por McDonaéd al (2007), que o transportador de ureia (UT) s6 se
encontra activo quando ocorrem pulsos.

No presente trabalho, em ambos os ensaios, ndpofsivel determinar-se a
producao e excrecao de ureia por pulsos na esgédilactylusesta relacionada com
0s niveis de cortisol plasmaético, e se esta depémdie um transportador de ureia. Para
tal seria necessario o seguimento em simultaneaxcd®cao e dos valores sanguineos.
No entanto, nas analises realizadas ao sangu@aiaé experiéncia, para determinar
se haveria relagcédo entre os niveis de cortisoh#itiso e 0s niveis de ureia plasmatica,

verificou-se que a correlacéo entre estes doisuposd baixa (P<0.05), (anexo I). No
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entanto, verificou-se que em ambos o0s ensaiox) niveis de cortisol como os de
ureia no plasma sao elevados (anexo ).

Estudos realizados em espécies da familia Batrdidaoie, sugerem que esta
passagem de amoniotelia para ureotelia em ambmatteal, podera estar relacionada
com: (1) estes animais excretarem ureia de moduitar ea deteccdo por parte de
predadores (Walsh 1997), (2) para impedir a inedo da prole quando esta esta a ser
guardada pelos machos nos ninhos (Costa 2004)a(8)evitarem niveis de toxicidade
no seu meio interno (Barimo 2005), ou, (4) comadalestes animais passarem muito
tempo escondidos em ambientes confinados (Walsh)199

Tendo em conta, os resultados apresentados, aesdicque ndo houve um
padrdo uniforme de excrec¢do ao longo do tempo, qumes individuos serem mais
ureotélicos num dia e menos ureotélicos noutreesgmtando valores de ureia e amonia
muito semelhantes nos peixes 2 e 4 (ensaio 1) pawss B e C, ao contrario do que se
verifica nos peixes 1, 3 e 5 (ensaio 1) e nos gexe D (ensaio 2) (figura 23 e 26)
Dado o padrdo, ou melhor, a falta dele, poderenme due existe um certo grau de
ureotelia e que esta é facultativa, apesar se eder sdentificado causas Obvias para
este fenomeno.

No entanto, pode-se considerar a hipétese quedoddnos excretam ureia por
pulsos, de modo a evitar niveis de toxicidade mateA outra hipotese que podera ser
considerada, esta relacionada com o tamanho dagidnds pois quanto maior o
individuo, maior seria o stress destes e assimvassrplasmaticos de cortisol também
seriam mais elevados, levando a que a excrecacedgeaumentasse, devido a estes se
encontrarem num ambiente confinado. Contudo, osasagsultados demonstraram que
parece nao haver uma relacéo entre o tamanho xe, pecortisol plasmatico e a ureia
que €é excretada por pulsos (anexo I), parecendtirexina correlacao entre o cortisol e
a ureia do plasma (anexo I), em que um induz @outr

A eliminag&o de produtos azotados ao longo de wio de 24h foi cumulativa
esperando-se portanto, um aumento da quantidadetdio dos produtos azotados,
levando a ocorréncia de pulsos. Segundo os ressli@atidos (figura 27), verificou-se
que os pulsos de um modo geral, ocorreram com fregjgencia em alguns intervalos
horarios (13h-17h, 19h-21h e entre a 1h-3h) e canesmo tempo de duracéo (entre 1
a 4h), podendo ocorrer uma ou duas vezes por diga 8e esperar que nas primeiras
horas do dia a frequéncia dos pulsos fosse maibg uez que o0s tanques eram

manuseados a cada 24h, podendo causar algum stegeixes, levando a que os
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niveis de cortisol plasmatico aumentassem e copségmente a excrecao de ureia
fosse mais elevada.

No entanto, verificou-se que a frequéncia dos puksomaior nos periodos
escuros do que nos periodos claros, o que levaragae este fendmeno podera estar
relacionado com o facto destes peixes no decoa®hdras, aumentarem a producao e
excre¢cdo de amonia, transformando-a em ureia, d#oraoevitar que 0s niveis de
amoénia ambiental aumentem, podendo provocar niw@scos internos. Estes
resultados parecem estar de acordo com o desariéogpeixe-gato indiano, que para
um fotoperiodo de 12h luz:12h escuro, excreta mn&® no periodo escuro do que no
periodo de luz, o que pode estar relacionado comctividade locomotora ser
predominantemente nocturna (Kajimetaal 2002). No entanto, 0 mesmo nao acontece
com a espéci®ivulus marmoratysonde se verifica que a excre¢cdo de ureia é sempre
maior durante as horas de luz, enquanto que, aiard@xcretada a um ritmo constante
ao longo do dia, (Rodela & Wright 2006a). Segunsies autores, estas diferencas na
frequéncia da ocorréncia dos pulsos, podem edtanigradas com a alimentacdo, onde
se verifica que quando estes individuos estéo gos’ale comida, excretam mais ureia
nas horas de luz, ou entdo com o consumo de origémile se verifica que o consumo
de oxigénio € maior nas horas de luz, o que layaeaa excrecdo de ureia também seja

maior neste periodo.

4.3. Expressdo genética de enzimas relacionadas cansintese e transporte de

ureia e eliminacdo de amonia

Anderson (2001), sugeriu que a mudanca de amomigbera ureotelia esta
associada a uma activacédo das enzimas do cicleede Um aumento da circulacao de
cortisol plasmético, leva ao aumento da actividdal& Sase (Hopkinst al 1995) e no
caso dos teledsteos a importancia desta enzimareScata dado ser o principal
fornecedor do substrato inicial para o primeirospado ciclo OUC catalizado pela
CPSase Il (Kongpt al. 2000) Ao contrario do que era esperado, nosteskag obtidos
(figuras 30 e 31) verificou-se que a expressdo @lmegda GSase no figado e nas
branquias diminui com o aumento da aménia ambielsia podera estar relacionado
com o facto dos individuos dos grupos expostos iaregconcentragcbes de amonia
terem entrado em colapso fisioldégico, ndo havendapto transcricdo dos genes.

Verificou-se também, que a expressdo do gene daeGka figado diminui com o
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aumento dos niveis de cortisol plasmatico (figld@B e 20). No entanto, é necessario
ter em conta, que em outros estudos realizados@mente, o cortisol plasmatico foi
medido a curto prazo, enquanto que, neste estudetisol plasmatico foi medido ao
fim de 120h, podendo entdo a actividade fisiologa animal se encontrar
comprometida (McDonald & Wood 2004; Woetlal 2001).

A actividade da GSase e da CPSase lll no figadasebranquias de um modo
geral é semelhante, quando uma diminui a outra @&ambiminui e vice-versa. Isto
podera estar relacionado com o facto da GSasenarfuncdo de regulacao idéntica a
da CPSase lll, em que a glutamina serve como sitbsir CPSase Ill, possuindo um
papel importante na produgéo de N-acetil glutam@®.um modo geral, verificou-se
uma alteracdo nos padrbes da expresséo dos ge@&ada e da CPSase Il no figado e
nas branquias. Por exemplo, quando ocorre um aondenéxpressao dos genes destas
enzimas no figado, vai haver uma diminuicdo daesgéo destes genes ao nivel das
branquias. Isto podera indicar que, apesar de ercorciclo da ureia nas branquias, o
figado parece ser o principal 6rgdo onde o ciclor@#g se encontra activo, e por essa
razao ser o 6rgao com maior expressao dos genes @ezimas (figura 30 e 31)

NOsS grupos expostos a concentracdes de amoénisede 1AM, a expressao dos
genes destas enzimas no figado ndo se encontroexpdiessa como para 0S outros
grupos, podendo ter ocorrido uma exaustao fisiokbgior parte dos individuos, e a
transcricdo destes genes ter sido inibida.

Infelizmente no presente estudo nao foi possivalimeeactividade enzimatica
da GSase como da CPSase lll nos tecidos recoltids.dado poderia clarificar se a
diminuicdo observada na transcricdo teve implicacdeectas na capacidade de
resposta dos animais, ja que o facto da expressdgede ser menor nao implica
necessariamente que a enzima ja produzida ndo saeractividade com o aumento
de amobnia abiental. Por outro lado, devido aos icanhmentos logisticos da
experiéncia, estas medi¢des foram realizadas emnsteaaaecolhidas apos um periodo
de 96-120 horas de expressdo, e podemos presumia quaior parte da resposta
deveria ser dada nas 24-48 horas iniciais confateserito noutros estudos (McDonald
& Wood 2004)

A membrana lipidica do epitélio das branquias é asguermeavel a ureia do
gue a amonia pelo que a passagem deste compodtaxititada pela presenca de um

transportador de ureia nas branquias conforme ittesooutras especies como por
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exemplo emO. mykisse emO. beta (Rodela & Wright 2006b). Esta presenca foi
verificada por RT-PCR também drh didactylus Nos resultados obtidos observou-se
que o UT estd mais expresso nas branquias do diigatio (figura 32). No entanto, tal
como para a expressao dos genes de GSase e CRS@asebem parece ocorrer uma
diminuicdo da transcricdo do gene do UT em condgigie® maior concentracdo de
amonia no ambiente. Assim também esta observagdlicaralguma estranheza dado
que foi registado um aumento da excrecdo de ueg g agua, nas primeiras horas de
exposicao, o que poderia significar um aumentotdssportadores disponiveis, mas
gue pareceu diminuir nas horas posteriores. Poo ¢tado, o facto de existir mais ureia
no plasma no final da experiéncia pode ndo sé estagionado com um acréscimo de
producdo mas também com alguma retengdo devido @dearmdscimo da expressdo do
gene do UT, por perda de capacidade fisiologicaddea toxicidade do meio. No
entanto, mais estudos deveriam ser feitos de mogdwificar o comportamento deste

transportador ao longo do tempo de exposicao.
4.4. Analise das sequéncias de aminoacidos

A GSase é uma enzima importante no ciclo de uregigeeapresenta um grau de
conservacao elevado ao longo da evolucéao (Kureadh1993; Walslet al 1999). No
figado dos mamiferos, a GSase possui um papel d@conrelativamente a
desintoxicacdo da amonia, ndo desempenhando urhfpadamental no metabolismo
do nitrogénio, ao contrario do que acontece noxepeiEstudos realizados por
Anderson (2001), demonstrou haver grandes niveexpiessédo da GSase no figado em
peixes elasmobranquios, e em alguns peixes tetsosteotélicos.

Dois tipos de GSase foram identificados em tele§steomeadamente e@
beta sendo classificados como GSase do figado, masxjate na maior parte dos
tecidos, e GSase da branquia, sendo esta espeabdfita tecido (Walskt al 1999;
Walsh et al 2003). Apesar de inicialmente se ter obtido ampas PCR, optou-se
posteriormente por sequenciar e analisar a maisiitprpor forma a poder fazer uma
andlise mais abragente.

Desta forma verifica-se que o grau de conservagidodna hepética entre
peixes teledsteos € de 92% para a totalidade daiqao(anexo 1) e de 97% para a
regiao do fragmento isolado, enquanto que entrastoas espécies analizadas a

conservagao deste fragmento se situa nos 95%igasto a pouca divergéncia patente
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na arvore filogenética (figura 34). No entantompaortante salientar que apenas uma
porcdo da sequéncia de aminoé&cidos é que foi seiqdere ndo toda, pelo que estudos
posteriores seriam necessarios para validar osososssultados, nomeadamente,
estudos na regido onde se encontra o sitio aciveShse.

A existéncia desta enzima em varias espécies oesgpeamoniotélicas ou
ureotélicas, podera levar a crer que estes peapesar da forma de excrecao utilizada,
apresentam pelo menos a capacidade de transfomd@aiaaem glutamina como forma
de reduzir a sua toxicidade. Tal devera aconteety menos em fases iniciais do
desenvolvimento em que a energia provem do catabolda proteina e aminoacido do
saco vitelino resultando numa elevada taxa de gémlde amonia (Essex-Fraseral
2005). De facto larvas e alevins exibem maior &leila a amoénia que os adultos
(Barimo & Walsh 2005) e aparentemente em variag@sp o ciclo da ureia é apenas
funcional nos estadios iniciais da vida (McDondldle2006 e referencias citadas).

Os diferentes tipos de CPSase (I, Il e Ill) témdeira ser identificados em
muitos organismos eucariéticos, baseando-se nariémwmia fisiolégica do substrato
utilizado (amodnia ou glutamina), e na importanaaligacdo do cofactor alostérico L-
acetil-glutamato, que influéncia a sua actividadederson 2001).

A CPSase | encontra-se localizada na matriz daléigke anfibios ureotélicos,
vertebrados terrestres, e catalisa a incorporagdamnia ao carbomil fosfato, como
primeiro passo do ciclo da ureia. Esta CPSasezaitéi aménia como substrato, e
necessita da presenca do L-acetil-glutamato pagahgja actividade. A CPSase | € a
Unica CPSase que ndo pode utilizar a glutamina csumbstrato. Por outro lado, a
CPSase Il utiliza a glutamina em vez da amédnia cenfistrato e ndo necessita da
presenca do L-acetil-glutamato para que ocorraidatle. A CPSase I, esta localizada
no citosol da maioria das células dos eucariotasléfson 2001). Finalmente a CPSase
lIl é encontrada em invertebrados e peixes, ezatdi glutamina como substrato, mas ao
contrario da CPSase Il, necessita da presenca atetil-glutamato para que ocorra
actividade.

As propriedades, estrutura, localizacéo celuldunedo da CPSase Il presente
em peixes é muito semelhante aquelas da CPSasmaméeros. Esta evidéncia esta
patente na conservagao da semelhanca entre asoduas, com 91% de conservacao
entre CPSase | e lll no caso da regido corresptaceen fragmento de CPSase Il
isolado emH. didactylus Este foi confirmado como CPSase lll pela suaaslav

identificacdo com a mesma enzima @mnbeta(figura 36), numa zona correspondente
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ao dominio responsavel pela funcédo de sintese gavigxPor outro lado, ja o grau de

conservacao entre CPSase | e lll e a CPSase Ibgates 72-73% nesta regido, o que
podera explicar as diferengas existentes de fuec@ograu de divergéncia entre as
diferentes formas desta enzima. A conservacdo demjenento em cada uma das
formas dentro do conjunto de espécies estudadagsentado na figura 36 situa-se
entre 93% e 96%, sendo que a conservagao da e@8ase Ill de peixes, no seu

comprimento total, € de 90% (anexo IV). Estas elasasemelhancas indicam uma
conservacao também das funcdes da enzima entreiespé que € obviamente

sugestivo de um importante papel fisioldgico e paiadicar que todas as espécies tém
capacidade de produzir o primeiro passo do ciclorde.

A funcdo da CPSase Il nos peixes esta claramefdeionada com o ciclo da
ureia (McDonald et al 2006). Tanto o0s peixes teledésteos como 0s peixes
elasmobranquios sintetizam ureia, utilizando engiseanelhantes, como por exemplo a
CPSase lll e a arginase (. Nos peixes elasmobms\qai conversdao de aménia em
carbamil fosfato, para a sintese de ureia, envolwggatoriamente a formacdo da
glutamina, catalisada pela accédo da GSase e das€ME@NValshet al 2001a), o que
esta de acordo com os resultados obtidos, umauwenestes animais, os produtos de
excrecdo encontram-se sob a forma de ureia, haveodanto uma necessidade de
terem uma CPSase Ill muito activa.

Verificou-se que o grau de identidade emredidactyluse O. betaé de 95.9%.
Estudos realizados demonstram que, 0 grau de ddelati entre as trés formas de
CPSase é muito elevado (Anderson 2001). Compama@feSase | de mamiferos com a
CPSase lll de peixes verificou-se, que o grau detidade é elevado (91%), o que esta
de acordo com os estudos realizados por Anderda®il)2 Segundo este autor, isto
podera estar relacionado com o facto da CPSasddrmer uma CPSase Ill que ao
longo da evolucéo tenha perdido a necessidadditizarua glutamina como substrato.
No entanto, ndo se deve assumir que todas as GPtBakam as mesmas propriedades,
pois estudos indicam que a tilapia do Lago Magaispi menos afinidade para a
glutamina como substrato do que para a amonia l@ynet al. 1999). Outro tipo de
exemplo, é a espéciéeteropneusteus fossilgue para além de utilizar a amonia como
substrato, utiliza também para a sua actividadelugargina como complemento
adicional (Sahat al 1997). Foi sugerido que estes peixes possuens gamna ambas as

CPSases (lll e 1), o que pode ser interessantelodama visédo que a CPSase | evoluiu a

Vera Jordao (2008) 69



DISCUSSAO

partir da CPSase lll, devido a uma necessidadeagtacio, em vez de uma duplicacéo
do gene da CPSase Ill (Anderson 2001).

Nos teledsteos, a maioria da excrecdo de compegimsdos acontece pelas
branquias (Sayer & Davenport 1987; Wilkie 2002). &ldanto, enquanto a amoénia
parece poder atravessar o epitélio branquial gasd@d, dependente de um gradiente, o
transporte de ureia é facilitado por proteinas spantadoras, denominadas
transportadores de ureia (UT). Neste trabalho desfvel isolar e clonar um fragmento
de uma destas proteinas transportadoras, verifica@e sua existéncia na branquia e,
em menor quantidade, também no figado. A andliseswda sequéncia permitiu
classificar esta proteina como pertencente a fatdili-A.

O primeiro UT-A clonado em peixes provém do rimuda elasmobranquio,
Squalus achantiagSmith & Wright 1999), mas os primeiros estudosdjieos para
caracterizar os UT-As em peixes teledsteos foralizeelos nas branquias por Waéth
al. (2000) emO. betae A. grahami(Walshet al 2001b) e Mistryet al (2001) emA.
japonicus Estes autores verificaram que existe uma graod®logia entre as varias
classes de vertebrados incluindo os mamiferos, adamente a sub-familia UT-A. Os
resultados deste trabalho suportam esta observAga@malise das varias sequéncias de
varios UT-A em peixes mostra uma conservagcao naalizg2% (anexo VI ). Este valor
sobe para 84% se considerarmos apenas a regi&smandente ao fragmento clonado
paraH. didactyluse todos os UT-As considerados, resultando na valg@tioximidade
entre os ramos da arvore filogenética na figuraA38egido obtida ddH. didactylus
corresponde a secc¢do de insercdo na membranaemoeninios transmembranares 5 e
10, como pode ser visto no alinhamento em anexesaptando 97% de identidade
com a mesma regido e beta

Neste estudo comparativo incluimos também a andéisesequéncias de UT-B
de mamiferos e UT-C de peixes. Presume-se que tAii® como UT-C possam ter
evoluido a partir da UT-A, especificando-se cada wastas formas em organismos
diferentes (Bagnasco 2005; McDonadal. 2006), mas com divergencia consideravel
sendo que entre a UT-A e UT-C de peixes apenateeki®o de conservacao enquanto
que entre UT-A e UT-B em mamiferos este valor rarel80% (ver anexo).

A manutencgéo do UT-A ndo s6 em peixes ureotélicas tmambém em teledsteos

amoniotélicos € intrigante (Mathai 2005). Iniciahte parece indicar que mesmo estes
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altimos tém necessidade de excretar ureia (até dd®xcrecao de nitrogénio, segundo
McDonaldet al 2006; Walslet al 2001b) ou entéo a retengdo de UT em adultos pode
ser provavelmente uma reminescencia do seu estadw,lquando a transformacéo de
amonia em ureia é possivel e necessaria para evitaxicidade provocada pelo
catabolismo das proteinas vitelinas. Outra posdduke a considerar sera a importancia
da ureia como osmdlito, e de facto um aumento geeszdo de UT-A e UT-C foi

observado em enguias quando expostas a agua séigjatts et al. 2001, 2005).
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A mudanca de amoneotelia para ureotelia ja se é&acalocumentada em
algumas espécies de peixes. Apesar da maioriaspesies ser amoniotelica, muitos
peixes tem a capacidade de excretar ureia comaiforéidal do metabolismo. Verificar
a capacidade de tolerancia a amédnia e o grau deeliseemH. didactylus e determinar
a existéncia das enzimas envolvidas no ciclo daweo seu padrdo de expressao
genética foi o principal objectivo deste trabalho.

Este estudo permitiu concluir que a espédiedidactylusapresenta alguma
tolerancia a amoénia ambiental, apesar desta taier&er menor do que em outras
espécies da mesma familia.

Em relacdo a mudanca de amoneotelia para ureotgha, vez que nao se
verificou um padréo uniforme de excre¢do de ameéniegeia ao longo do tempo, pode-
se dizer que os individuos desta espécie sao\mlwante ureotélicos facultativos, em
que excretam mais ureia numas alturas que noutr@s, se sabendo quais 0s
mecanismos relacionados com este fenémeno.

Apesar de nao ter sido possivel determinar se r@gim de ureia por pulsos em
H. didactylusse encontra relacionada com os niveis de coglasimatico, pensa-se que
o cortisol podera estar relacionado com esta edorgpr pulsos, uma vez que se
verificou que os niveis de ureia plasmatica aunmentam o aumento dos niveis de
cortisol plasmatico.

Apesar do ciclo da ureia estar activo nas brasguafigado parece ser o
principal 6rgdo onde o ciclo da ureia esta maioataente activo. Em condi¢cdes de
exposicdo de amodnia ambiental elevada, as enzima<iao da ureia ndo se
encontraram tao expressas como para condigcdes@@aaambiental menos elevadas, o
que poderd indicar que 0s peixes entram em colfigistogico, sendo a transcricao
destes genes inibida. Deste modo, deveriam seizadat analises bioquimicas e
histoldgicas no figado e branquias, de modo a sBcae se concentracdes elevadas de
amonia criam alteragbes que levam a degradacaesd&xtver-se-ia também efectuar
analises ao nivel do rim, musculos e cérebro, ddonaoverificar-se qual o padrdo da
expressdo e actividade das enzimas e se estasceptram relacionados com a

funcionalidade do ciclo da ureia.
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Em estudos futuros, seria interessante fazer capfpes ao nivel de ureia
excretada entre machos e fémeas desta espéciepdie anverificar se os machos
excretam mais ureia do que as fémeas, uma vezsgai@lecumentado (Barimo 2005)
em outras espécies da mesma familia que sdo osomagle guardam os ninhos,
podendo estes excretar maiores quantidades de desimodo a evitarem intoxicar a
prole.

Outro estudo interessante, seria verificar quaifereh¢ca no comportamento
entre individuos territoriais e entre individuosbsissos nesta espécie. Estudos
realizados em outras espécies de peixes, indicanogjindividuos submissos, possuem
elevados niveis de cortisol no plasma (Slomial 2005), devido ao stress provocado
por encontros sociais com individuos mais agressivando a excrecao de ureia por
pulsos.

Seria entdo importante, numa perspectiva evolutiegficar quais as condicdes
e factores que levam os peixes teledsteos a excretia, num ambiente que a partida
nao induziria a este produto de excrecdo, 0o quegapsdmente, serviria para uma

melhor compreensao da importancia ecoldgica desgatacao.

Vera Jordao (2008) 73



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Anderson PM (1995) Urea Cycle in Fish: Moleculad aviitochondrial Studies. In:
Cellular and Molecular Aprroaches to Fish lonic Régfion (eds. Wood CM,
Shuttleworth TJ), pp. 57-77. Academic Press.

Anderson PM (2001) Urea and Glutamine Synthesisiirenmental Influences on
Nitrogen Excretion. InNitrogen Excretion(eds. Wright PA, Anderson PM), pp. 239-
270. Academic Press.

Bagnasco SM (2005) Role and regulation of ureaspariers.European Journal of
Physiology450, 217-226.

Barber LM, Walsh PJ (1993) Interactions of acidébsitus and nitrogen excretion and
metabolism in the ureogenic teled3psanus betaJournal of Experimental Biology
185 87-105.

Barimo J, Modesto T, Soares S, Guerreiro PM, Wobt Walsh PJ (2007) Ammonia
tolerance and ureotely in the Lusitanian toadfidhalobatrachus didactylus
Comparative Biochemistry and Physiology A-Molecliaintegrative Physiology48
S46-S49.

Barimo JF (2005)The adaptive significance of ureotelism im the Ghifadfish,
Opsanus betaPhD thesis, University of Miami.

Barimo JF, Walsh PJ (2005) The effects of acutecmdnic ammonia exposure during

early life stages of the gulf toadfisbpsanus betaAquatic Toxicology's, 225-237.

Cameron J, Heisler N (1983) Studies of ammoniah& Rainbow trout: physico-
chemical parameters, acid-base behaviour and atspir clearanceThe Journal of
Experimental Biology 05 107-125.

Vera Jordao (2008) 74



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Cardoso EL, Chiarini-Garcia H, Ferreir RMA (1996pbi¥hological changes in the gills
of Lophiosilurus alexandrexposed to un-ionized ammoniiunal of Fish Biology9,
778-787.

Costa JL (20044 biologia do xarroco, Halobatrachus didactylus ¢gh & Schneider,
1801), e o seu papel na estruturacdo e funcionamndas comunidades em que se
insere; referéncia especial a populacdo do estudéigoMira, Tese de Doutoramento,

Universidade de Lisboa.

Eddy FB (2005) Ammonia in estuaries and effectdisim Journal of Fish Biology67,
1495-1513.

Essex-Fraser PA, Steele SL, Bernier NJ, Murray Bifévens ED, Wright PA (2005)
Expression of four glutamine synthetase genes eénetlirly stages of development of
rainbow trout Oncorhynchus mykissn relation to nitrogen metabolisndournal of
Biological Chemistry280, 20268-20273.

Goldsby RA, Kindt TJ, Osborne BA, Kuby J (200Bpmunology Freeman and
Company, W. H. New York.

Guerreiro PM, Rotllant J, Fuentes J, Power DM, MV.C (2006) Cortisol and
parathyroid hormone-related peptide are reciprgaalbdulated by negative feedback.
General and Comparative Endocrinolofj$8 227-235.

Hall TA (1999) BioEdit: a user-friendly biologicadequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleicsdsc Symp. Ser. 41:95-98.

Hartl DL, Jones EW (200&¥ssential Genetics: A Genomics Perspectiffeedn. Jones
and Bartlett Publishers, Inc, United States of Anzer

Hazon N, Wellsa A, Pillansb RD, Gooda JP, Anderdstia, Franklinc CE (2003) Urea
based osmoregulation and endocrine control in edasamch fish with special reference

to euryhalinity.Comparative Biochemistry and Physiology Part3685-700.

Vera Jordao (2008) 75



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Hopkins TE, Wood CM, Walsh PJ (1995) InteractiorfsGmrtisol and Nitrogen-
Metabolism in the Ureogenic Gulf Toadfish OpsanesaBJournal of Experimental
Biology198 2229-2235.

Ip YK, Chew SF, Randall DJ (2001) Ammonia Toxicifyglerance, and Excretion. In:
Nitrogen Excretior(eds. Wright PA, Anderson PM), pp. 109-140. Acaneifress.

Ip YK, Law 1Y, Wong WP, Lee SML, Chew SF (2005) TA&ican sharptooth catfish
Clarias gariepinuscan tolerate high levels of ammonia in its tisame organ during

four days of aerial exposureéhysiological and Biochemical Zoolo@$, 630-640.

Ip YK, Randall DJ, Kok TKT, Barzaghi C, Wright PAallantyne JS, Wilson JM,
Chew SF (2004) The giant mudskipgeeriophthalmodon schlossefiacilitates active
NH;" excretion by increasing acid excretion and dedngablH; permeability in the
skin. The Journal of Experimental Biolog@@7, 787-801.

Ivancic |, Degobbis D (1984) An optimal manual grdare for ammonia analysis in

natural waters by the indophenol blue meth&dter Research8, 1143-1147.

Janech MG, Gefroh HA, Cwengros EE, Sulikowski JAqth® DW, Fitzgibbon WR
(2008) Cloning of urea transporters from the kidney two batoid elasmobranchs:
evidence for a common elasmobranch urea transpisdérm. Marine Biology153
1173-1179.

Kajimura M, Iwata K, Numata H (2002) Diurnal niterg excretion rhythm of the
functionally ureogenic gobiid fisMugilogobius abeiComparative Biochemistry and
Physiology B-Biochemistry & Molecular Biolo@31, 227-239.

Kong H, Kahatapitiya N, Kingsley K, Salo WL, Anders PM, Wang YS, Walsh PJ
(2000) Induction of carbamoyl phosphate synthetdlseand glutamine synthetase
MRNA during confinement stress in Gulf Toadfisdpéanus beda The Journal of

Experimental Biologp03 311-320.

Vera Jordao (2008) 76



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Kreuzer H, Massey A (2001Recombinant DNA and Biotechnology: A Guide for

StudentsAmerican Society for Microbiology Press, Washingto

Kumada Y, Bensont DR, Hillemannt D, Hostedt TJ, fdortt DA, Thompson CJ,
Wohllebent W, Tatenovii AY (1993) Evolution of tiggutamine synthetase gene, one of
the oldest existing and functioning gen&soceedings of the National Academy of
Science®0, 3009-3013.

Kumar S,Tamura K, Nei M (2004) MEGAS: Integratedftsare for Molecular
Evolutionary Genetics Analysis and sequence aligrintgriefings in Bioinformatics,
150-163.

Lindley TE, Anderson PM (1999) Sequence of carbdrpbgsphate synthetase |
(CPSase I) cDNA and effect of exposure to air opression of CPSase | activity and
MRNA in Xenopus laevidaseb Journall2, A1414-A1414.

Litchfield JT, Wilcoxon F (1949) A simplified metdofor evaluating dose-effect
experimentsJournal Pharmacol Experimentd#6, 99-113.

Lodish H, Berk A, Matsudaira P, Kaiser CA, Kriegdr Scott MP (2005)Biologia

Celular e Molecula,rSth end, Artmed.

Loong AM, Pang CYM, Hiong KC, Wong WP, Chew SFYH (2008) Increased urea
synthesis and/or suppressed ammonia productioheirAfrican lungfish Protopterus
annectens during aestivation in air or mudournal of Comparative Physiology B-

Biochemical Systemic and Environmental Physiolbgfy 351-363.

Mathai JC (2005) Ammonotelic teleosts and ureasparters.American Journal of
Physiology288, 453-454.

McDonald AD, Gilmour KA, Barimo JF, Frezza PE, WaRJ, Perry SF (2007) Is urea
pulsing in toadfish related to environmental, @r CQ levels? Comparative

Biochemistry and Physiology a-Molecular & IntegkatiPhysiology46, 366-374.

Vera Jordao (2008) 77



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

McDonald MD, Smith CP, Walsh PJ (2006) The phyggland evolution of urea
transport in fisheslournal of Membrane Biolog812 93-107.

McDonald MD, Walsh PJ (2004) Dogmas and controesrsn the handling of
nitrogenous wastes: 5-HTike receptors are involved in triggering pulsatirea
excretion in the gulf toadfist®psanus betalhe Journal of Experimental Biolo@p7,

2003-2010.

McDonald MD, Wood CM (2004) The effect of chroniortisol elevation on urea
metabolism and excretion in the rainbow tro@n¢orhynchus mykissJournal of
Comparative Physiology B-Biochemical Systemic andirBnmental Physiologi74,
71-81.

Mistry AC, Chen G, Kato A, Nag K, Sands JM, Hird3€2005) A novel type of urea
transporter, UT-C, is highly expressed in proximadbule of seawater eel kidney.
American Journal of Physiolo88, 455-465.

Mistry AC, Honda S, Hirose S (2001) Structure, mmbies and enhanced expression of
galactose-binding C-type lectins in mucous cellgité from freshwater Japanese eels
(Anguilla japonicd. Biochemical JournaB60, 107-115.

Mommsen TP, Walsh PJ (1989) Evolution of Urea Sgsith in Vertebrates: The
Piscine ConnectiorScience43 72-75.

Mommsen TP, Walsh PJ (1991) Metabolic and Enzyntdgierogeneity in the Liver of
the Ureogenic Teleo€psanus betalournal of Experimental Biologi56, 407-418.

Mullis KB (1990) The Unusual Origin of the PolymseaChain ReactiorScientific

American

Nicholas KB, Nicholas HBJr, Deerfield DW 1l (1997®eneDoc: Analysis and
Visualization of Genetic Variation, EMBNEW.NEWS 4:1

Vera Jordao (2008) 78



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pickering AD, Pottinger TG (1987) Poor water quyatitippresses the cortisol response
of salmonid fish to handling and confinemeldurnal of Fish Biology0, 363-374.

Palazon-Fernandez JL, Arias AM, Sarasquete C (2@8@pects of the reproductive
biology of the toadfish Halobatrachus didactylus(Schneider, 1801) (Pisces:

Batrachoididaepcientia Marina

Price NM, Harrison PJ (1987) A comparision of mehdor the measurement of

dissolved urea concentrations in seawaiarine Biology94, 307-319.

Purves WK, Sadava D, Orians GH, Heller HC (200if8- The Science of Biologg"
edn, W. H. Freeman and Company, U.S.A.

Randall D, Burggren W, French K, Fernald R (19€ckert — Animal Physiology —
Mechanisms and Adaptatigi®”edn, W. H. Freeman and Company, New York.

Randall DJ, Tsui TKN (2002) Ammonia toxicity in fisMarine Pollution Bulletin45,
17-23.

Rahmahtullah M, Boyde TR (1980) Improvements in dlieéermination of urea using
diacetyl monoxime; methods with and without deprogation. Clinica Chimica Acta
107, 3-9.

Rasmussen RS, Korsgaard B (1998) Ammonia and argdasma of juvenile turbot
(Scophthalmus maximus L.)Jn response to external ammoni&omparative

Biochemistry and Physiology A-Molecular and Intdga Physiologyl 20, 163-168.

Roche H, Bogé G (1996) Fish Blood Parameters agenBial Tool for Identification of
Stress Caused by the Environmental Factors and iChkrmtoxication. Marine

Environmental Researctil, 27-43.

Rodela TM, Wright PA (2006a) Characterization ofirdal urea excretion in the
mangrove Killifish, Rivulus marmoratusJournal of Experimental Biologg09, 2696-
2703.

Vera Jordao (2008) 79



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Rodela TM, Wright PA (2006b) Metabolic and neurcaerthe effects on diurnal urea
excretion in the mangrove KillifislRivulus marmoratusJournal of Experimental
Biology 209 2704-2712.

Ruyet P-LJ, Chartois H, Quemener L (1995) Compagaticute ammonia toxicity in
marine fish and plasma ammonia respoAsglaculturel36, 181-194.

Sambrook J, Russell DW (200Molecular Cloning: A Laboratory ManuaB™ edn,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Smith CP, Wright PA (1999) Molecular characteriaatiof an elasmobranch urea

transporterAmerican Journal of Physiolo@76, 622-666.

Sayer MDJ, Davenport J (1987) The relative impar¢anf the gills to ammonia and
urea excretion in five seawater and one freshwieost speciesJournal of Fish

Biology 31.

Sloman KA, McDonald MD, Barimo JF, Lepage O, Wirdh&, Wood CM, Walsh PJ
(2005) Does pulsatile urea excretion serve as #@lssgnal in the gulf toadfish

Opsanus betaPhysiological and Biochemical Zoolo@g, 724-735.

Smart G (1976) The effect of ammonia exposure drsgucture of the rainbow trout
(Salmo gairdneii. Journal of Fish Biology, 471-475.

Stites DP, Rodgers RPC, Folds JS, J. (1¥ifical laboratory methods for detection
of antigens and antibodies in Medical Immunolo@yedn. Appleton & Longe, U.S.A

Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, JeanmouginHiggins DG (1997) The
ClustalX windows interface: flexible strategies foultiple sequence alignment aided

by quality analysis toolfNucleic Acids Resear@b:4876-4882.

Vera Jordao (2008) 80



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Wajsbrot N, Gasith A, Dimont A, Popper DM (1993)rGhic toxicity of ammonia to
juvenile gilthead seabrearBpaurus aurataand related histopathological effects.
Journal of Fish Biology2,321-328.

Walsh PJ (1997) Evolution and regulation of ureantlsgsis and ureotely in
(Batrachoidid) fishesAnnual Review of Physiolo&®, 299-323.

Walsh PJ (1998) Nitrogen Excretion and MetabolismThe Physiology of fishdeds.
Evans DH), pp. 199-214. CRC Press.

Walsh PJ, Danulat E, Mommsen TP (1990) Variatiordnea Excretion in the Gulf
Toadfish Opsanus betislarine Biology106, 323-328.

Walsh PJ, Grosell M, Goss GG, Bergman HL, Bergmay Wilson P, Laurent P,
Alper SL, Smith CP, Kamunde C, Wood CM (2001b) Rdiggical and molecular
characterization of urea transport by the gillsttef Lake Magadi tilapiaAlcolapia
grahamy). Journal of Experimental Biologg04, 509-520.

Walsh PJ, Handel-Fernandez ME, Vincek V (1999) &tiarization and sequencing of
glutamine synthetase cDNA from liver of the urecteulf toadfish Opsanus beja
Comparative Biochemistry and Physiology B-Bioch&ami& Molecular Biology124,
251-2509.

Walsh PJ, Heitz MJ, Campbell CE, Cooper GJ, MedihaWang YXS, Goss GG,
Vincek V, Wood CM, Smith CP (2000) Molecular chaeaization of a urea transporter
in the gill of the gulf toadfish@psanus befa Journal of Experimental Biolog203
2357-2364.

Walsh PJ, Mayer GD, Medina M, Bernstein ML, Barigie, Mommsen TP (2003) A
second glutamine synthetase gene with expressiamengills of the gulf toadfish
(Opsanus betaJournal of Experimental Biolog806, 1523-1533.

Vera Jordao (2008) 81



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Walsh PJ, Mommsen TP (2001) Evolutionary Considamatof Nitrogen Metabolism
and Excretion. In:Nitrogen Excretion(eds. Wright PA, Anderson PM), pp. 1-26.
Academic Press.

Walsh PJ, Wang Y, Campbell CE, De Boeck G, Wood (@@0la) Patterns of
nitrogenous waste excretion and gill urea trangpomRNA expression in several
species of marine fisiMarine Biology139, 839-844.

Walsh PJ, Wei Z, Wood CM, Loong AM, Hiong KC, Le®I§ Wong WP, Chew SF,
Ip YK (2004) Nitrogen metabolism and excretion Allenbatrachus grunniengL):
effects of variable salinity, confinement, high pAid ammonia loadingournal of Fish
Biology 65, 1392-1411.

Wang YS, Walsh PJ (2000a) High ammonia tolerancefishes of the family
Batrachoididae (Toadfish and Midshipmefgjuatic ToxicologyO0, 205-219.

Watson JD, Gilman M, Witkowski J, Zoller M (199&®ecombinant DNAZth edn,

Scientific American Books, New York.
Wendelaar Bonga SE (1997) The stress responsghiriPfiysiological Reviews?.

Whitehead PJP, Bauchot ML, Hureau JC, Nielsen d&omese E (1986lrishes of the
Northeastern Atlantic and the Mediterranean

Wilkie MP, Morgan TP, Galvez F, Smith RW, Kajimuvg Ip YK, Wood CM (2007)
The African Lungfish Protopterus dollo): lonoregulation and Osmoregulation in a fish

out of WaterPhysiological and Biochemical Zoolog9, 99-112.

Wilkie MP (2002) Ammonia excretion and urea hanglliby fish gills: Present
understanding and future research challendesrnal of Experimental Zoolog®93
284-301.

Vera Jordao (2008) 82



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Withers PC (1998) Urea: Diverse functions of a t&agroduct. Clinical and
Experimental Pharmacology and Physiol&§y 722-727.

Wood CM (2001) Influence of Feeding, Exercise, ahemperature on Nitrogen
Metabolism and Excretion. IlNitrogen Excretion(eds. Hoar WS, Randall DJ, Farrell
AP), pp. 201-216. Academic Press.

Wood CM, McDonald MD, Sundin L, Laurent P, Walsh D03) Pulsatile urea
excretion in the gulf toadfish: mechanisms and mstComparative Biochemistry and
Physiology B Biochem Mol Bidl36, 667-684.

Wood CM, Shuttleworth TJ (1995) Urea Cycle in Fisfholecular and Mitochondrial
Studies. In:Cellullar and Molecular Approaches to Fish lonicdréation (eds. Hoar
WS, Randall DJ, Farrell AP), pp. 57-77. AcademiedBr

Wood CM, Warne JM, Wang YX, McDonald MD, Balment,Raurent P, Walsh PJ
(2001) Do circulating plasma AVT and/or cortisoréés control pulsatile urea excretion
in the gulf toadfish @psanus bej®@ Comparative Biochemistry and Physiology A-
Molecular and Integrative Physiolody9, 859-872.

Wright PA (1995) Nitrogen excretion: three end pretd, many physiological roles.
Journal of Experimental Biology98 273-281.

Wright PA, Land MD (1998) Urea Production and Tior$ in Teleost Fishes.
Comparative Biochemistry and Physiology A Biocheoh Blol 119, 47-58.

Vera Jordao (2008) 83



ANEXOS



ANEXO |

Tabela I: Pardmetros da correlacdo de Pearson entre os varios factores

Amoénia Ureia Cortisol Peso medio N
(mmol/1) (mmol/l) (ng/ml) (9)
Ensaio 1 3.1+0.27 6.0+1.02 36.2+9.64 114.5+14.70 12
Ensaio 2 2.3+0.29 10.0+1.21 42.04£9.41 37.1+£0.80 10
Tabela 11: Parametros da correlacdo de Pearson entre os varios factores
ENSAIO 1 Ureia Amonia | Ureia Cortisol Peso
excretada plasma | plasma plasma (9)
(umol/kg/dia) | (mmol/l) | (mmol/l) (ng/ml)

Amonia -0.293 -0.216 -0.428 -0.321 -0.107
excretada 0.482 0.549 0.217 0.366 0.768
(umol/kg/dia) 8 10 10 10 10
Ureia excretada -0.372 -0.313 -0.377 -0.107
(umol/kg/dia) 0.365 0.451 0.358 0.768
8 8 8 10
Amonia plasma 0.457 0.0225 0.557
(mmol/l) 0.136 0.945 | 0.0602
12 12 12
Ureia plasma 0.532 0.543
(mmol/l) 0.0753 | 0.0682
12 12
Cortisol plasma Cc 0.607
(ng/ml) P 0.0365*
N 12

Em cada célula, os valores indicam, de cima para baixo, os parametros da correlagao de
Pearson: (Cc) Coeficiente de correlagao, (P) Valor P e (N) Numero de amostras. * indica
significancia com p<0.05.




Tabela I11: Parametros da correlacdo de Pearson entre os varios factores

ENSAIO 2 Ureia Amonia | Ureia Cortisol Peso
excretada plasma | plasma plasma (9)
(umol/kg/dia) | (mmol/l) | (mmol/l) (ng/ml)
Amonia 0.342 -0.120 0.198 -0.324 0.0213
excretada 0.231 0.725 0.559 0.479 0.950
(umol/kg/dia) 14 11 11 7 11
Ureia excretada 0.294 0.255 0.154 0.317
(umol/kg/dia) 0.381 0.449 0.742 0.342
11 11 7 11
Amonia plasma -0.384 -0.0919 0.536
(mmol/l) 0.244 0.863 0.0893
11 6 11
Ureia plasma 0.884 0.0808
(mmol/l) 0.0194* 0.813
6 11
Cortisol plasma Cc 0.303
(ng/ml) P 0.559
N 6

Em cada célula, os valores indicam, de cima para baixo, os parametros da correlagédo de
Pearson: (Cc) Coeficiente de correlagao, (P) Valor P e (N) Numero de amostras. * indica
significaAncia com p<0.05



ANEXO Il

Alinhamento entre as sequéncias disponiveis para peixes e aquela obtida através da sequenciacdo
do fragmento de cADN com os primers especificos para GSase.

Halobatrachus :
Li_Opsanus H
Gi_Opsanus H
Oreochromis H
Oncorhynchus :

Salmo

Bostrychus

Danio

Squalus

Halobatrachus
Li_Opsanus
Gi_Opsanus
Oreochromis
Oncorhynchus

Salmo

Bostrychus

Danio

Squalus

Halobatrachus
Li_Opsanus
Gi_Opsanus
Oreochromis
Oncorhynchus

Salmo

Bostrychus

Danio

Squalus

Halobatrachus
Li_Opsanus
Gi_Opsanus
Oreochromis
Oncorhynchus

Salmo

Bostrychus

Danio

Squalus

Halobatrachus
Li_Opsanus
Gi_Opsanus
Oreochromis
Oncorhynchus

Salmo

Bostrychus

Danio

Squalus
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* 220 * 240 * 260 * 280 *

- ¥ - Residuos que contribuem para o local de ligacdo ao glutamato

: SK- - 373

Halobatrachus, Halobatrachus didactylus (Lusitanian toadfish), Li_Opsanus, Opsanus
beta liver form (Gulf toadfish ; AAD34720), Gi_Opsanus, Opsanus beta gill form (Gulf
toadfish ; AAN77155), Oreochromis, Oreochromis niloticus (Nile tilapia ; AAM28589),
Oncorhynchus, Oncorhynchus mykiss (rainbow trout ; NP_001117785), Salmo, Salmo salar
(Atlantic salmon ; ACI68482), Bostrychus, Bostrychus sinensis (four-eyed sleeper ;
AAL62448), Danio, Danio rerio (zebrafish ; NP_878286), Squalus, Squalus acanthias
(spiny dogfish ; AAA61871

: 100

: 104

94
73
71
71
71
71
71

173
171
: 171
171
: 171
: 171
: 200

71

: 294
: 273
271
1 271
271
271
1 271
: 300

111
394
373
371
371
371
371
371
400



Tabela IV: Tabela referente ao alinhamento total das sequéncias de aminoacidos. Representacdo das percentagens de conservacdo média na sequencia completa

da GSase nos peixes. Estas percentagens séo referentes a toda a sequéncia obtida através da sequenciagéo do fragmento de cDNA.

Halobatrachus |Figado Opsanus |Branquias Opsanus |Oreochromis |Oncorhynchus |Salmo Bostrychus Danio
Halobatrachus —
Figado Opsanus 27% o
Branquias Opsanus 24% 79% —
Oreochromis 29% 91% 85% —
Oncorhynchus 28% 90% 82% 96% —_
Salmo 28% 91% 84% 96% 96% —
Bostrychus 28% 91% 83% 97% 96% 97% —
Danio 28% 88% 83% 95% 93% 95% 94% —
Squalus 26% 88% 76% 87% 86% 85% 86% 85%




ANEXO 111

Tabela V: Percentagens de homologia entre diferentes espécies. Estas percentagens sdo referentes a sequéncia obtida através da sequenciagdo do fragmento de

cDNA com os primers especificos para a GSase.

Mus Rattus Acomys Homo Oncororhynchus | Opsanus |Halobatrachus | Oreochromis

Mus —

Rattus 100% —_—

Acomys 99% 99% —_—

Homo 98% 98% 99% —_—

Oncorhynchus 93% 93% 93% 94% —_—

Opsanus 93% 93% 93% 94% 98% —

Halobatrachus 93% 93% 93% 94% 95% 97% —_—

Oreochromis 93% 93% 93% 93% 96% 97% 98% —_—
Danio Salmo Bostrychus | Squalus Heterod. |Gallus

Danio —_—

Salmo 95% —_—

Bostrychus 95% 99% —_—

Squalus 93% 94% 95% —

Heterodontus 94% 95% 96% 99% —_—

Gallus 92% 92% 93% 95% 97% —_—

Xenopus 90% 89% 90% 91% 92% 96%




ANEXO IV

Alinhamento entre as sequéncias disponiveis para peixes e aquela obtida através da sequenciacdo
do fragmento de cCADN com os primers especificos para CPSase.

~ Dominio Glutaminase (F38 a 1405)
* 20 * 40 * 60 * 80 * 100

Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : M -
Opsanus H SSA ICVVSRRVGNRATWLAQQ-TKEF] HN N : 99
Alcolapia : \ ICVLARKVGNVDCLRLHT- F 1 HD! Cl H 929
Micropterus : N GRECVVGRRVGNTPAWLRLQT HD! : 100
Danio H TI1CGVAKSERLG----------- HD: H 89
Oncorhynchus : CN; LAARRSSNPACLRSAR DER H 97
Squalus : RACN NCNHIQRPVWSLGTSG YPH : 100
* 120 * 140 * 160 * 180 * 200
Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : H -
Opsanus H o 199
Alcolapia H : 199
Micropterus H 200
Danio H 189
Oncorhynchus : : 197
Squalus H 200
Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : M -
Opsanus M : 299
Alcolapia H o299
Micropterus H 300
Danio M D : 289
Oncorhynchus : : 297
Squalus H 300
Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : H -
Opsanus H : 399
Alcolapia H 398
Micropterus  : R : 400
Danio H 389
Oncorhynchus : : 397
Squalus H N : 400
Dominio Glutaminasen « ~ Dominio Sintetase (S422 a G1504)
* 420 * 440 * 460 * 480 * 500
Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : H -
Opsanus H o 499
Alcolapia H 498
Micropterus H : 500
Danio H : 489
Oncorhynchus : Ni o 497
Squalus H : 500
Scophthalmus : - -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : M -
Opsanus H : 599
Alcolapia H : 598
Micropterus H : 600
Danio M : 589
Oncorhynchus : : 597
Squalus H : 600
Scophthalmus : H 39
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : H -
Opsanus H o 699
Alcolapia H : 698
Micropterus H : 700
Danio H D 689
Oncorhynchus : o 697
Squalus H : 700
Scophthalmus : : 139
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : M -
Opsanus H o 799
Alcolapia H o 798
Micropterus : : 800
Danio H > 789
Oncorhynchus : : 797
Squalus H : 800




Alinhamento entre as sequéncias disponiveis para peixes e aquela obtida através da sequenciacdo
do fragmento de cADN com os primers especificos para CPSase (continuacao).

* 820 * 840 * 860 * 880 * 900
Scophthalmus : - :o211
Mugilogobius : - NKAWC R G- NRVTQEEKQENFNQBNE : 97
Halobatrachus : H -
Opsanus H H D K. : 898
Alcolapia B H A : 898
Micropterus Q S : 899
Danio M : 888
Oncorhynchus : : 896
Squalus H 899

* 920 * 940 * 960 * 980 * 1000
Scophthalmus : H -
Mugi logobius - VPRDEEEKAKQDEFSDRQNGY ! F§TSER ABREEREHH\ IKPHVKQUDTIAAEYPAITNYLYCTYHCQERDEDFKD G TfIVIEE0E - - S o181
Halobatrachus : H -
Opsanus H 998
Alcolapia H 998
Micropterus H 999
Danio H 988
Oncorhynchus : : 996
Squalus H 999

* 1020 * 1040 * 1060 * 1080 * 1100
Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : H -
Opsanus H : 1098
Alcolapia H : 1098
Micropterus H : 1099
Danio H - 1088
Oncorhynchus : : 1096
Squalus H : 1099

[ad

* 1120 * 1140 * 1160 * 1180 * 1200
Scophthalmus : H -
Mugilogobius : H -
Halobatrachus : N M 73
Opsanus H N : 1198
Alcolapia H N : 1198
Micropterus H G! : 1199
Danio M M : 1188
Oncorhynchus : M : 1196
Squalus H D : 1199

l [

* 1220 * 1240 * 1260 r * 1280 * 1300
Scophthalmus 3 H -
Mugi logobius H -
Halobatrachus : 173
Opsanus : 1298
Alcolapia : 1298
Micropterus : 1299
Danio : 1288
Oncorhynchus : 1296
Squalus : 1299

—_— v v
1 * 1320 * 1340 * 1360 * 1380 * 1400

Scophthalmus = = H -
Mugilogobius H -
Halobatrachus : 198
Opsanus : 1398
Alcolapia : 1398
Micropterus : 1399
Danio © 1388
Oncorhynchus : 1396
Squalus : 1399

* 1420 * 1440 * 1460 * 1480 * 1500
Scophthalmus : -
Mugilogobius : -
Halobatrachus : -
Opsanus M S DNADSN-| HSAR: EGTQ 1497
Alcolapia H Al GMGGDNS HYAA ESQQ 1498
Micropterus H A EKGGDTS GHAG DSKH 1499
Danio o N T1 VETNTTH| RYSS EPRL 1488
Oncorhynchus : A QEGGDAS KYAS DADR : 1496
Squalus H T, EDHSSS KHCG NSVIR : 1499

Dominio Sintetase
1 * 1520 * - +« - possivel local de ligagdo ao ATP
Scophthalmus : H - p---- « - elos ricos em glicina
Mugilogobius : H - v -cisteinas conservadas i -histidinas conservadas
Halobatrachus : H - ® -acido glutamicos conservados
Opsanus : PKTSQQG : 1504 V -cisteina para actividade dependente da glutamina
Mlcropt?rus * REANQQG : 1506 Scophthalmus, Psetta maxima (turbot; CAD99252), Mugilogobius, Mugilogobius
Alcolapia : RGSSQQG : 1505 abei (BAA92820), Halobatrachus, Halobatrachus didactylus (Lusitanian
Danio © GRLNRYKRFYNHESHLTGFFCRPTQDTSSNFKIYTL : 1524 thzadfisr_\), Opianl_ls,LOEsauus E?ti'ssu!f tzzggsgé AA55313181. Al<:0hlAf--_lpif--1.t
- - 1 T mi 1 1 1a; 1Cra T 1Cra T

Oncorhynchus : QRDADLEKEADRLRDTATRLPS-=———-————-——— : 1518 sai:o?ge: %I:rgemol(jtﬁ Eas:?aAABezsgg)?’Danio, Da?ﬁo r:rgg ?Z:E;‘afigh?p erus
Squalus © GLQ © 1502 CAQ15092), Oncorhynchus, Oncorhynchus mykiss (rainbow trout; AAC60207),

Squalus, Squalus acanthias (spiny dogfish; AAA96435).



Tabela VI: Tabela referente ao alinhamento total das sequéncias de aminoacidos. Representacdo das percentagens de conservacdo média na sequencia completa
da CPSase nos peixes. Percentagem da conservagdo média na sequéncia completa de todos os peixes € de 90%. Estas percentagens sdo referentes a toda a sequéncia
obtida através da sequenciagdo do fragmento de cDNA.

Scophthalmus | Mugilogobius | Halobatrachus | Opsanus Alcolapia Micropterus | Danio Oncorhynchus
Scophthalmus —
Mugilogobius 20% —_—
Halobatrachus 0% 0% o
Opsanus 13% 10% 12% —
Alcolapia 13% 10% 12% 91% —
Micropterus 13% 10% 12% 93% 94% —
Danio 13% 10% 12% 89% 90% 91% —_
Oncorhynchus 13% 10% 12% 91% 91% 92% 92% —
Squalus 13% 9% 12% 88% 87% 88% 87% 87%




ANEXO V

Tabela VII: Percentagem de homologia entre diferentes espécies. Estas percentagens séo referentes a sequéncia obtida através da sequenciagdo do fragmento de

cDNA com os primers especificos para a CPSase.

Rattus | Mus_| Homo | Gallus_| Xenopus_| Rana | Micropterus I Alcolapia_lll | Oncorhynchus_llI
Rattus | —
Mus_| 99% —
Homo | 100% 99% —
Gallus_| 92% 92% 92% o
Xenopus_| 91% 91% 91% 91% —
Rana_| 94% 94% 94% 92% 96% —
Micropterus_llI 93% 93% 93% 91% 91% 93% —
Alcolapia_lll 90% 90% 90% 89% 89% 90% 96% —
Oncorhynchus_llI 90% 90% 91% 90% 90% 91% 96% 94% —
Danio_lll 93% 93% 93% 92% 92% 93% 97% 94% 96%
Opsanus_llI 90% 90% 91% 90% 92% 91% 95% 95% 95%
Halobatrachus_lII 92% 91% 92% 89% 92% 92% 96% 94% 95%
Squalus_llI 91% 91% 91% 90% 92% 92% 91% 91% 91%
Mus_Il 73% 73% 73% 73% 72% 73% 72% 73% 72%
Rattus_lI 73% 73% 73% 73% 72% 73% 72% 73% 72%
Homo_lI 73% 73% 73% 73% 72% 73% 72% 73% 72%
Danio_lI 73% 73% 74% 73% 73% 74% 73% 74% 73%
Squalus_lI 72% 72% 72% 72% 71% 72% 71% 71% 71%




Tabela VII: Percentagem de homologia entre diferentes espécies. Estas percentagens sdo referentes a sequéncia obtida através da sequenciagdo do fragmento de

cDNA com os primers especificos para a CPSase (continuag&o).

Danio_lll Opsanus_Ill |Halobatrachus_IIl | Squalus_llI Mus_II Rattus_|II Homo I Danio_lI
Danio_llI —_—
Opsanus_llI 94% —
Halobatrachus_llI 94% 97% —
Squalus_lll 92% 93% 93% —
Mus_l 74% 73% 72% 74% —_—
Rattus_lI 74% 73% 72% 74% 99% —_—
Homo I 73% 73% 72% 74% 98% 97% _—
Danio_lI 74% 74% 74% 75% 95% 95% 94% —_—
Squalus_lI 73% 71% 72% 73% 95% 95% 95% 95%




ANEXO VI

Alinhamento entre as sequéncias disponiveis para UT-A e UT-C em peixes e aquela obtida através
da sequenciacgdo do fragmento de cCADN com os primers especificos para UT.

Halobatrachus_UT
Opsanus_UT
Alcolapia_UT
Takifugu_UT-a
Takifugu_UT-c
Anguilla_UT-a
Anguilla_UT-c
Danio_UT-a
Danio_UT-c
Protopterus_UT
Squalus_UT

Halobatrachus_UT
Opsanus_UT
Alcolapia UT
Takifugu_UT-a
Takifugu_UT-c
Anguilla_UT-a
Anguilla_UT-c
Danio_UT-a
Danio_UT-c
Protopterus_UT
Squalus_UT

Halobatrachus_UT
Opsanus_UT
Alcolapia_UT
Takifugu_UT-a
Takifugu_UT-c
Anguilla_UT-a
Anguilla_UT-c
Danio_UT-a
Danio_UT-c
Protopterus_UT
Squalus_UT

Halobatrachus_UT
Opsanus_UT
Alcolapia UT
Takifugu_UT-a
Takifugu_UT-c
Anguilla_UT-a
Anguilla_UT-c
Danio_UT-a
Danio_UT-c
Protopterus_UT
Squalus_UT

Halobatrachus_UT
Opsanus_UT
Alcolapia UT
Takifugu_UT-a
Takifugu_UT-c
Anguilla_UT-a
Anguilla_UT-c
Danio_UT-a
Danio_UT-c
Protopterus_UT
Squalus_UT

Halobatrachus_UT
Opsanus_UT
Alcolapia_UT
Takifugu_UT-a
Takifugu_UT-c
Anguilla_UT-a
Anguilla_UT-c
Danio_UT-a
Danio_UT-c
Protopterus_UT
Squalus_UT

* 40 * 60 * 80 * 100

MAHPDLPSQNGNSQEDGQEDR-VQPGGATALQKARASFL

MKSELPTEQEDKPEEGSGGPATQTSRARFRKF

MRLDNVPEEAEGSRTQTSLCCRVLKS

MAH---PDEHENQQADGKENVPVQPAGPTRLQKARACFL I
LL
MQTCFLDTFMPDSHLAEELQTLMESPVAESATDTNKQSVQQNEHQQPEGSCGLEKTKKLFR-WHSK

MWVSDKGAPPDGPGGRGRRVLRABL L

MPGTHLTKKSDPLNVTHLCKTSTSTQYSSAQNTKELQPLMANPVHK I TDEKKQQGLEK INSGQRFKANLI

MRISEKNTP-EQSEGLKQRVISA I

*
-
N
o

* 140 * 160 * 180 * 200

i o i Y i W |

NTF
NIF
NIF

CM

NIF
CL
NIF
CL
W

—ZrZ-ZZZ

™1

™7

VIV
M2 ™G -
* 240 * 260 * 280 * 300
™S A ™6
5P| 1 CLHAAIGS CYGIIEAGES[EASPEQK 1N DB SYNCVIEACIAVEGHIEYVALTWO THEWAN 18S | ECAVIEGEALVNINS\ GEPACTWRECES TV FEEE :
T™E MO TN1O
* 440 * 460 * 480 * 500

CYVWKLKKQKKQEKADKLKKECEEAQRAL EEEE I LNAKEQLRLALHRMEEGKKMNGQADVKNEEKE TEHNVPDRVQVA
RFFWKLKKQEKTEKAEKERKEREEQQRAVEEEV I LNEKEQLKVEL ERMEQGKTENEAQEVKSD--STEVEVPQTAEGP
(GFYWKMKRQ---EKAEKERLE-KEKQR I VDEENVFNEKEQLRLEL ELMEEGKVQNKAAECKNELSC I TESKVEKQD--
RSWSQREAKNASETVNAVV.
CYFWNLKKA---EEKEKQLTEKEVQLSAKEQE.
RTHGHWTGG-TTESTDV.
RYYWKMKKE---EKTQKG I QAKDTESQLEKEQ

SPEMNIRSHKEWSAT-NTTTADV

TEDETRQDNPTEVTGDNHV
REERNTENDLIEVTLTDYV
SEKAGNNDGEMSVAGERD-

475
475
462

Dominios Transmembranares

A Local de Glicolizagédo ligado ao acido aspartico

Possivel ponto de fosforilacdo da cinase CK2

Halobatrachus_UT, Halobatrachus didactylus (Lusitanian toadfish),
Opsanus_UT, Opsanus beta (Gulf +toadfish; AAD53268), Alcolapia_UT,
Alcolapia grahami (Lake Magadi tilapia; AAG49891), Takifugu UT-a e
Takifugu_UT-c, Takifugu rubripes (Fugu rubripes; BAD66674 e BAD66673),
Anguilla_UT-a e Anguilla_UT-c, Anguilla japonica (Japanese eel; BAC53976
e BAD66672), Danio_UT-a e Danio_UT-c, Danio rerio (zebrafish; AAX16119 e
XP_001921059), Protopterus_UT, Protopterus dolloi (Slender lungfish;
ACH73009), Squalus_UT-A, Squalus acanthias (spiny dogfish; AAF66072).

57
59
51
45
81
42
91
41

46

156
158
150
144
180
141
190
140

55
145

80
256
258
250
243
280
240
290
240
146
245

180
356
358
350
343
380
340
390
339

345

186
456
456
444
383
471
378
465
377

380



Tabela VIII: Tabela referente ao alinhamento total das sequéncias de aminoécidos. Representacdo das percentagens de conservacdo média na sequéncia

completa do UT nos peixes. Estas percentagens sdo referentes a toda a sequéncia obtida através da sequenciacéo do fragmento de cDNA.

Halobatrachus | Opsanus |Alcolapia | Takifugu -A | Takifugu-C Anguilla-A | Anguilla-C | Danio-A | Danio-C | Protopterus_UT
Halobatrachus —
Opsanus_UT 38% —
Alcolapia UT 38% 88% —
Takifugu_UT-A 39% 83% 85% —
Takifugu_UT-C 27% 46% 46% 45% —
Anguilla_UT-A 36% 73% 76% 74% 44% —
Anguilla_UT-C 30% 50% 49% 49% 71% 49% —_
Danio_UT-A 36% 68% 70% 69% 47% 74% 50% —
Danio_UT-C 28% 46% 46% 45% 71% 45% 79% 47% —
Protopterus_UT 23% 25% 26% 26% 20% 25% 24% 25% 24% —
Squalus_UT 40% 63% 63% 64% 53% 62% 60% 66% 57% 32%




ANEXO VII

Tabela IX: Percentagem de homologia entre diferentes espécies. Estas percentagens sdo referentes a sequéncia obtida através da sequenciag¢do do fragmento de
cDNA com os primers especificos para o UT.

Rattus_ | Homo_ | Balaenoptera_ | Physeter_ | Homo_ Rattus_ Mus_ Trachemys_ | Gallus_ | Rattus_ Mus_ Homo_ Bufo_
Mus_UT-B UT-B UT-B UT-A UT-A UT-Av3 UT-Av3 UT-Av3 | UT-A UT-A UT-Av1/2 | UT-Av1/2 | UT-Av1/2 | UT-A
Mus_UT-B —
Rattus_UT-B 95% —
Homo_UT-B 93% 90% —_
Balaenoptera_UT-A 86% 82% 83% —_
Physeter UT-A 86% 82% 83% 100% —_
Homo_UT-Av3 85% 81% 81% 98% 98% _
Rattus_UT-Av3 85% 81% 82% 97% 97% 96% _
Mus_UT-Av3 85% 81% 82% 97% 97% 97% 96% —_
Trachemys_UT-A 84% 81% 83% 91% 91% 91% 89% 90% —_—
Gallus_UT-A 83% 81% 82% 90% 90% 90% 89% 89% 91% _
Rattus_UT-Av1/2 83% 81% 81% 90% 90% 90% 90% 89% 88% 89% —_
Mus_UT-Av1/2 83% 81% 83% 89% 89% 89% 88% 88% 91% 89% 96% —
Homo_UT-Av1/2 85% 83% 82% 90% 90% 90% 89% 90% 90% 91% 95% 94% —_
Bufo_UT-A 85% 83% 82% 89% 89% 88% 88% 87% 89% 87% 84% 86% 87% —_—
Rana_UT-A 84% | 81%| 80% 87% 87% 85% 84% 87% 84% |  83% 83% 84% 84% | 87%
Takifugu_UT-A 80% 78% 80% 81% 82% 81% 80% 81% 83% 80% 79% 80% 80% 82%
Alcolapia_UT-A 79% 77% 79% 81% 82% 81% 80% 81% 82% 79% 79% 80% 80% 83%
Halobatrachus_UT-A 80% 79% 79% 82% 82% 81% 81% 81% 82% 80% 79% 80% 80% 83%




Tabela IX: Percentagem de homologia entre diferentes espécies. Estas percentagens sdo referentes a sequéncia obtida através da sequenciacdo do fragmento de

cDNA com os primers especificos para o UT (continua¢do).

Homo- | Balaenoptera- | Physeter- | Homo- Rattus- Mus- Trachemys- | Gallus- | Rattus- Mus- Homo-
Mus_-B Rattus-B B A A Av3 Av3 Av3 A A Av1/2 Av1/2 Av1/2 Bufo-A
Opsanus_UT-A 80% 78% 79% 82% 82% 81% 81% 81% 83% 80% 79% 81% 81% 84%
Anguilla_UT-A 81% 80% 80% 84% 84% 83% 83% 84% 84% 82% 80% 81% 82% 85%
Danio_UT-A 80% 80% 79% 82% 82% 81% 80% 82% 82% 80% 79% 80% 80% 84%
Dasyatis_UT-Av1/2 81% 79% 81% 82% 82% 81% 82% 81% 82% 82% 82% 83% 84% 85%
Leucoraja_UT-A 81% 80% 82% 83% 83% 82% 82% 82% 83% 83% 83% 84% 86% 86%
Triakis_UT-A 82% 80% 82% 82% 82% 81% 81% 82% 84% 84% 84% 85% 87% 84%
Squalus_UT-A 83% 81% 83% 83% 83% 83% 83% 83% 86% 86% 86% 87% 88% 86%
Danio_UT-C 60% 61% 61% 59% 59% 59% 59% 58% 58% 58% 60% 59% 59% 58%
Anguilla_UT-C 66% 65% 64% 66% 66% 65% 63% 64% 65% 66% 63% 63% 64% 66%
Takifugu_UT-C 58% 58% 60% 56% 56% 56% 56% 56% 58% 56% 56% 56% 58% 56%
Dasyatis-
Rana-A | Takifugu-A Alcolapia-A | Halobatrachus-A | Opsanus-A | Anguilla-A | Danio-A | Av1/2 Leucoraja-A | Triakis-A | Squalus-A | Danio-C Anguilla-C
Rana_UT-A —_—
Takifugu_UT-A 82% —_—
Alcolapia_UT-A 82% 97% —
Halobatrachus_UT-A 82% 98% 97% —_
Opsanus_UT-A 81% 97% 97% 98% —
Anguilla_UT-A 84% 94% 93% 94% 93% —_—
Danio_UT-A 83% 91% 90% 90% 89% 95% —_—
Dasyatis_UT-Av1/2 81% 81% 81% 82% 82% 83% 82% -
Leucoraja_UT-A 81% 80% 80% 80% 81% 81% 80% 94% -_
Triakis_UT-A 82% 80% 79% 80% 80% 82% 81% 91% 92% -
Squalus_UT-A 82% 81% 80% 81% 81% 83% 82% 95% 95% 96% -
Danio_UT-C 61% 57% 55% 57% 58% 58% 56% 57% 58% 58% 58% -
Anguilla_UT-C 68% 62% 61% 62% 63% 64% 62% 61% 63% 63% 63% 81% _
Takifugu_UT-C 60% 58% 56% 56% 57% 58% 56% 56% 58% 58% 57% 7% 76%






