1. Introducao

1.1 Origem e toxicidade da Amdnia

A amonia é um composto formado por um adtomo de azoto e trés de hidrogénio,
organizados espacialmente em forma de pirdmide trigonal com vértice no dtomo de
azoto, descrito pela féormula NHj;. Este composto pode ser encontrado em todos 0s
meios ambientes, ocorrendo em maior quantidade no meio aquatico, no qual é
particularmente miscivel devido a sua polaridade e formando frequentemente iGes de
amoénio, NH4". A amonia € excretada por plantas e animais, produzida como resultado
do catabolismo dos compostos azotados, da decomposicdo de organismos, actividade de
microorganismos, mas também devido a descargas de fertilizantes, emissdes industriais
ou actividade vulcénica (Randall e Tsui, 2002).

Mesmo baixas quantidades de amonia no meio ambiente sdo toxicas. Apesar da
sua natureza gasosa, a exposi¢ado terrestre ndo é usualmente um problema, pois mesmo
havendo uma continua volatilizacdo desta da superficie, a aménia na atmosfera é
rapidamente destruida por reac¢des fotoliticas. Contudo alguma dessa amonia retorna a
superficie terrestre como deposicdo himida ou seca, e varios sais de cloreto, sulfato ou
bicarbonato séo relativamente comuns na composic¢do dos solos. Ao contrario do que
acontece no meio terrestre, elevadas quantidades de aménia sdo introduzidas no meio
aquatico, o que constitui um grave problema ambiental. Os escoamentos urbanos e de
agricultura e a maioria das excrecfes bioldgicas sdo libertadas nos rios e oceanos e a
preocupacdo relativamente a toxicidade por amonia nos sistemas aquaticos, €
particularmente elevada em regibes com grande grau de urbanizacdo e/ou elevado
numero de quintas de animais, como as de criacdo de suinos e bovinos (Randall e Tsui,
2002).

Nos organismos a producdo de amonia provém da transaminacdo e subsequente
desaminagdo dos L-amino&cidos em excesso (Wilkie, 1997). Apesar desta libertacdo
natural (Ip et al., 2001; Randall and Tsui, 2002), para muitos animais a amonia, € a sua
forma ionizada, o i30 amoénio, NH,", é muito toxica nos mamiferos (com um DLz, de
aproximadamente 0.005 mmol/L) (Withers, 1998), sendo os vertebrados aquaticos em

geral mais tolerantes a amodnia que os vertebrados terrestres, mantendo valores de



amonia no plasma por volta dos 0.2 mM (Anderson, 2001). Para os mamiferos, aqueles
valores relativamente baixos de amonia no plasma (>0.005 mM) sdo altamente toxicos
para o sistema nervoso central (Wright, 1995). Este efeito sobre o sistema nervoso
central dos organismos faz com que existam poucos animais tolerantes a elevados niveis
de amonia, sendo na sua maioria invertebrados, como sdo exemplos o decapode
marinho Notostomus gibbosus que tolera uma concentragdo na sua hemolinfa de 217
mmol/L ou o isépode terrestre Porcellio scaber que tolera uma concentragdo superior a
100 mmol/L (Withers, 1998).

Como referido anteriormente e desccrito em varios estudos (p.ex. Ip et al.,
2001a) a elevada toxicidade da amonia é causada maioritariamente devido ao seu efeito
no sistema nervoso central dos vertebrados. O efeito mais grave relacionado com a
amonia esta relacionado com a capacidade de NH," substituir K™ nos transportadores
ionicos (Binstock e Leckar, 1969). Foi também proposto que a toxicidade da amonia é
mediada por activacdo excessiva de receptores de glutamato do tipo NMDA
(responsivos a N-methyl-D-aspartate) (Marcaida et al., 1992). A activagdo excessiva
destes receptores leva a influxo de Ca®* e Na" nas células nervosas. O aumento
intracelular de Ca*" vai activar as enzimas e uma cascata de reaccdes acontece que
acaba por levar a morte da célula. Blogueando os receptores do tipo NMDA em ratos
através de antagonistas como o MK-801 uma reducdo significante da taxa de
mortalidade por amoénia é observada (Randall e Tsui, 2002). poder-se & entdo especular
que a causa primaria da toxicidade da amonia em todos os vertebrados é devido ao
aumento dos niveis de glutamina extracelular no cérebro, que causa uma activacdo
excessiva dos receptores NMDA e subsequente morte neuronal. Contudo foi também
sugerido que isto pode ndo ser desta forma. Hermengildo e colegas (2000) mostraram
que a activagdo dos receptores NMDA precedia ao aumento dos niveis extracelulares de
glutamato e propuseram que a activacédo inicial dos receptores NMDA era devido ao
efeito de despolarizagdo de NH;" nos neurénios. Previamente havia sido sugerido que
NH," pode substituir K* e afectar o potencial de membrana do neurénio da lula gigante
(Binstock e Lecar, 1969); Beaumont e colegas (2000) identificaram niveis elevados de
despolarizacéo nas fibras musculares de trutas com elevados niveis de amonia no seu
tecido, que coincide com o efeito previsto. Uma das consequéncias da activagédo
excessiva dos receptores NMDA ¢ a deplecdo de ATP, que inverte a absorcdo de
glutamato pelo mecanismo sddio-dependente. Segundo esta proposta, 0 aumento de

glutamato extracelular € portanto uma consequéncia, € ndo a causa, da activagdo dos
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receptores NMDA. Portanto, a causa primaria da intoxicacdo por amonia podera ser o
efeito de despolarizagdo de NH," nos neurdnios, levando a uma excessiva activacdo dos
receptores NMDA e subsequente morte da célula (Randall e Tsui, 2002).

Apesar da sua elevada toxicidade, a excrecdo de amoénia € a forma
energeticamente mais favoravel de eliminar compostos azotados no meio aquatico, pois
devido a sua facil miscibilidade difunde-se rapidamente e a sua concentracdo local é
diminuta. Talvez por isso a maioria das espécies de peixe ndo tolere elevada
concentracdo de amonia ambiental. Contudo algumas espécies que habitam nichos
especificos ou com caracteristicas de vida particulares sdo aménio-tolerantes, e possuem
uma variedade de estratégias para evitar a toxicidade da amonia (Randall e Tsui, 2002)
(Figura 1).

1.2 Estratégias utilizadas por peixes para evitarem intoxicacdo por amoénia

1.2.1 Reducdo de producdo de amonia

A reducdo de producdo de amoénia € uma estratégia para diminuir o problema da
toxicidade da amonia, observada em varios peixes quando expostos a pH elevado
(Wilson et al., 1998) ou expostos ao ar (Lim et al., 2001). Por exemplo, quando
expostos a condicBes aéreas em escuriddo constante os saltadores de lodo, ou Saltdo-da-
vasa, Periophtalmodon schlosseri e Boleophthalmus boddaerti, reduziram
significantemente a sua taxa de excrecdo tanto de amonia como de ureia (Lim et al.,
2001).

Wilson e colegas (1998) também concluiram que a truta arco-iris, Oncorhynchus
mykiss, reduziu a producdo de amonia quando exposta a pH 10. Um pH ambiental
elevado reduz o gradiente de difusdo de NHgs, podendo levar a um aumento dos niveis
de amonia dentro dos peixes (Wilkie e Wood, 1996) e a morte pode ocorrer quando o
aumento é muito rapido e/ou os niveis toxicos sdo alcangados (Wilkie et al., 1993).
Wilson e colegas (1998) observaram que houve uma significante diminuicdo na
excrecdo da amonia, e a acumulacdo de amonia, ureia e glutamina no corpo ndo foi
significante para contar como reducdo da excre¢do de amoénia. Estes autores concluiram
que a truta arco-iris minora a acumulacdo de amoénia quando exposta a elevado pH na

agua diminuindo a producdo de aménia.



1.2.2 Excrecao activa de i6es de amonio

Wilson e Taylor (1992) descobriram que a truta arco-iris podia excretar parte da
sua amonia armazenada contra niveis ambientais elevados, de amonia, tanto em &gua
doce como em &gua salgada, sugerindo que NH," podera ser trocado activamente por H”
em agua doce e Na* em agua salgada.

O saltador de lodo, Periphthalmodon schlosseri, é capaz de sobreviver tanto em
agua com elevados niveis de amonia como quando exposto a ambientes terrestre através
da excrecdo activa de ides de amonio (Randall et al., 1999). Possuem também niveis
elevados de ides sensiveis a amonia, Na'/K* ATPase e um co-transportador Na'/K*/2CI
na membrana basolateral, (a ac¢cdo de ambos consegue mover iGes de aménio para a
célula epitelial), sugerindo, que os ides de aménio seriam movidos através da membrana

apical em troca de sddio (Wilson et al., 2000).

1.2.3 Produgéo de Glutamina

Muitos peixes transformam a amoénia em glutamina quando expostos a elevada
amonia ambiental. Niveis cerebrais de glutamina mostraram uma correlacéo linear com
0 ambiente quando peixes dourados Carassius auratus (Linnaeus, 1758) foram expostos
até 0.75 mM de NH,CI (Levi et al., 1974). Quando expostos a 0.75mM de NH,CI
durante 24-48 h, a glutamina cerebral nos peixes dourados aumentou 10 vezes.

A glutamina é formada a partir de glutamato e NH," pela enzima glutamina
sintetase (GSase). Glutamato ¢ por sua vez produzido a partir de a-ketoglutarato e NH,"
pela enzima glutamato dehidrogenase. Portanto, a comecar com a-ketoglutarato, a
formagc&o de 1 mole de glutamina ira destoxificar 2 moles de NH," (Ip et al., 2001 b). A
elevada actividade da GSase geralmente observada no tecido cerebral ser € atribuida aos
mecanismos de desintoxicagdo da amonia, que protegem o0s 6rgdo sensiveis & amoénia
tanto nos mamiferos (Cooper e Plum, 1987) como nos peixes (Ip et al., 2001b). E
possivel que a principal forca selectiva para o desenvolvimento desta estratégia, tenha
sido a necessidade de lidar com o pico de aménia que acontece depois da alimentacéo,
especialmente em espécies de peixe carnivoras. Uma vantagem desta estratégia é que a
glutamina pode ser armazenada nos tecidos e fica disponivel para ser utilizada como
substrato oxidativo apds o peixe retomar as condigdes normais. Contudo, uma
desvantagem € que por cada mole de amonia destoxificada, 2 moles de equivalente ATP
séo dehidrolizadas (Randall e Tsui, 2002).



1.2.4 Transformacao de Amdnia em Ureia

Alguns peixes tém a capacidade de converter a amonia num produto menos
toxico, ureia, pelo ciclo ornitina-ureia. O xarroco Opsanus beta, um membro da familia
Batrachoididae ¢ uma das poucas espécies em que o ciclo esta activo. Este peixe produz
ureia pelo ciclo ornitina-ureia e liberta-a em pulsos (Wood et al., 1995), aparentemente
de forma facultativa e sem uma clara relagdo com a amonia ambienteal.

A tilapia do Lago Magadi (Alcolapia grahami) é outro teleosteo ureotélico
conhecido e essa caracteristica deve-se ao seu, Unico e extremo, meio ambiente (Randall
et al., 1989; Wood et al., 1989; Wright et al., 1990; Wood et al., 1994; Walsh et al.,
2001a). Este peixe vive no quente (agua pode chegar aos 40°C), alcalinizado (pH 10) e
altamente tamponizado (total CO, = 180 mmol/L) Lago Magadi situado no Quénia
(Coe, 1966), condicdes estas que matariam a grande maioria dos teledsteos. O pH
alcalino e elevada capacidade de tampdo da agua faz com que a excrecdo difusiva da
amonia seja impossivel, maioritariamente porque o gradiente de difusdo sangue-agua
para NH3 ser extremamente baixo quando o pH esta acima do pK (9.0-9.5) da reaccdo
NHs/NH,;" (Randall e Wright, 1989). Em adic&o, ao facto de que, devido & elevada
capacidade de tampdo da agua, a capacidade das branquias conseguirem acidificar a
camada de agua que as envolve ndo é possivel e assim a conversdo de NHz para NH,"
na agua que passa nas branquias, que facilitaria a excrecdo de NHj, ndo acontece
(Wright, Randall e Perry, 1989; Wood et al., 1989). Devido a isto, a tilapia apenas
excreta ureia e fa-lo a taxas de 5000-10000 pmol-N-k-g™*-h™ (Wood et al., 1989).

O saltador de lodo Indiano (Heteropneustes fossilis) consegue produzir ureia,
para evitar intoxicacdo por aménia, quando expostos ao ar (Saha et al., 2001).

Apesar da maioria dos peixes manter os genes que codificam as enzimas deste
ciclo, este mecanismo parece estar suprimido na maioria dos teledsteos adultos devido
ao facto do processo de difusdo para 0 meio ambiente ser normalmente suficiente para
eliminar a amonia e requerer menos energia do que produzir ureia. No entanto, 0s
embrides de peixes utilizam as proteinas do saco embriondrio numa taxa elevada
durante o desenvolvimento resultando numa elevada taxa de produgdo de amonia
durante um periodo em que a perda por difusdo é reduzida por causa do sistema
circulatério e as branquias ainda estarem em desenvolvimento. Por isso muitos
embrides de peixes tém um ciclo ornitina-ureia activo e convertem a amonia em ureia,
evitando a intoxicagdo por amonia nos primeiros estagios de desenvolvimento (Wright

et al., 1995). A producdo de ureia é portanto utilizada por varias espécies de peixes
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durante o desenvolvimento ou sob certas condigfes ambientais, como exposicao ao ar
ou pH alcalino da agua, para evitar problemas de acumulagéo e toxicidade por amonia.
Num caso de adaptagcdo com contornos diferentes, os elasmobranquios
produzem ureia utilizando amonia pelo ciclo ornitina-ureia para aumentarem a sua
osmolaridade corporal e assim reduzirem 0s gastos energéticos com osmorregulacéo; no
entanto também excretam a maioria dos seus catabolitos azotados sob a forma de ureia

através das branquias (Randall e Tsui, 2002).
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Figura 1 — Sumario das diferentes estratégicas utilizadas para evitar intoxicacdo por
amonia (adaptado de Ip et al., 20014, b).

1.3 Ciclo da ureia

A sintese e retencdo de ureia nos primeiros vertebrados foi uma importante pré-
adaptacdo para a invasdo do ambiente terrestre. Como ja referido em elasmobranquios,
mas também em celacantos (Latimeria sp.), o elo extante mais antigo na transi¢ao para
os tetrapodes, a ureia é retida em elevada concentragdo (~400 mmol/l) para
contrabalancar o estresse osmdtico provocado pela dgua salgada e a ureia constitui
também o maior produto de azoto excretado em elasmobranquios (~98% do azoto é
eliminado como ureia na espécie Squalus acanthias) (Wood et al., 1995).

A ureia € essencialmente sintetizada a partir de dois iGes de amoénio e um

diéxido de carbono com um custo energético de 4 moléculas de ATP. Mais
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especificamente, o ciclo da ureia consiste em cinco reacgbes - duas dentro da
mitocondria e trés no citoplasma. O ciclo utiliza dois grupos amino, um do NH,", e um
do aspartato, e um carbono do HCO3 para formar a ureia. Estas reagdes utilizam a
energia de quatro ligacdes de fosfato (3 de ATP, que sdo hidrolizadas a 2 ADP, e 1
AMP). A molécula de ornitina € a transportadora desses atomos de carbono e
nitrogenio.

O primeiro passo no ciclo ornitina-ureia, que ocorre na mitocondria, é a
formacao de carbamoil fosfato a partir de didxido de carbono e substrato azotado (NH;"
ou glutamina) pela enzima carbamoil-fosfato sintetase (CPSase). O carbamoil fosfato €
depois condensado com ornitina para formar citrulina, que é convertida em
arginosucinato e depois em arginina, que é depois dividida pela arginase em ureia e
ornitina (formando o ciclo ornitina-ureia) (figura 2).

O ciclo ornitina-ureia é uma serie de complexas reac¢Bes bioquimicas,
envolvendo substratos e enzimas distribuidas entre o espaco intramitocondrial e o
citosol da célula. Contudo, pode ser considerado como uma interaccdo de duas vias
lineares, uma para a sintese de arginina a partir de glutamina (envolvendo CPSase) e
outra para a quebra da arginina (pela arginase) para formar ornitina como fonte de
energia e ureia como sub-produto. Estas vias estdo amplamente presentes desde
bactérias e eucariotas primitivos até vertebrados.

Ao contrario dos mamiferos, em que o primeiro passo do ciclo ornitina-ureia é a
fixacdo, mitocondrial, de amédnia pela enzima CPSase I, que utiliza directamente a
amonia como substrato. A maioria dos peixes que excretam maioritariamente ureia
como desperdicio de azoto (ureogénicos) possui a enzima CPSase 11, que tipicamente
tem preferéncia por glutamina em vez de amonia como doador de azoto para a formacéo
de carbamoil fosfato. O fornecimento de glutamina para a CPSase Il é feito pela
enzima glutaminase sintetase (GSase), que pensa-se estar co-localizada nos mesmos
hepatocistos que o ciclo ornitina-ureia. Por isso, em contraste com os mamiferos, nos
peixes ureogenicos, GSase é vista como a chave para a fixagdo de azoto no primeiro
passo na produgdo de ureia, em adi¢do & sua funcdo de capturar amdnia no sistema

Nervoso.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mitoc%C3%B4ndria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citosol
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aspartato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ur%C3%A9ia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ornitina

Outros tecidos, além do figado, podem tam-
bém utilizar esta via para produzir arginina. |
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Figura 2 - Representagdo do ciclo ornitina- ureia; fixacdo da
carbamoilfosfato sintetase | formando carbamoilfostato (3); libertacdo de ureia da L-arginina

pela arginase (8) e formacéo de L-ornitina (6).

1.4 Ureotelismo

1.4.1 Elasmobranquios

amoénia pela

Com excepcdo dos elasmobranquios de &gua doce, familia Potamytryonidae,

todos os elasmobranquios sdo ureotélicos, ou seja, sintetizam e excretam ureia como

produto final do metabolismo de azoto (Hazon et al., 2003). Sendo retida em elevada

concentracdo (aproximadamente 400 mmol/L) (Wright e Land, 1998), é utilizada como

osmolito organico maioritario (Hazon et al., 2003), a sua alimentagdo envolve grandes

quantidades de proteina (carnivoros) podendo por isso transformar grandes quantidades

de porteina em ureia. Como consequéncia, a osmolaridade dos fluidos corporais €

bastante mais elevada que nos teledsteos, e o0 plasma é mantido hiperosmotico em agua

doce ou ligeiramente hipo-osmoético em agua salgada (Smith, 1931b; Thorson et al.,

1973; Piermarini e Evans, 1998).



A elevada concentracdo de ureia encontrada, atribui-se também a baixa
permeabilidade das branquias (Boylan, 1967; Fines et al., 2001; Hill et al., 2004; Part et
al., 1998). Esta baixa permeabilidade é devido a composi¢do elevada em colesterol da
membrana da brénquia, acoplada com antitransportador ureia/sédio na membrana
basolateral que transporta ureia novamente para o sangue (Fines et al.,1998). Contudo
alguma ureia é perdida para 0 meio ambiente, por isso, os elasmobranquios sintetizam
continuamente ureia a elevadas taxas através do ciclo ornitina-ureia (O-UC),
maioritariamente no figado, mas também alguma parte no tecido do mdsculo

esquelético (Kajimura et al., 2006; Steele et al., 2005).

1.4.2 Teleosteos

Embora a maioria dos peixes teledsteos excrete amdnia como principal produto
do metabolismo de azoto, varios excretam ureia como produto principal do
metabolismo de azoto, e esta lista tem vindo a crescer a medida que novas especies sao
estudadas ou descobertas (Mommsen e Walsh, 1992; Wright, 1995). Normalmente
consideram-se 0s peixes como ureotélicos quando excretam >50% do seu excesso de
azoto na forma de ureia (Anderson, 1995; Ip et al., 2001).

Estas espécies ureotélicas contrariam assim a ideia de que os genes para O-UC
estariam silenciados nos teledsteos (Wood et al.,, 2003). Este fenébmeno é agora
interpretado como uma retencdo de caracteristicas embrionarias e que € expresso nos
primeiros estagios de vida de varias espécies (Wright et al., 1995) que mais tarde se
tornam amoniotelicas (excretam o azoto principalmente sob forma de amonia) (Wright e
Land. 1998; Wright e Fyhn, 2001).

O ureotelismo apresentado por algumas espécies de teledsteos pode ser um
processo comum ou acontecer apenas em circunstancias fisioldgicas especificas,
acompanhadas pela presenca de niveis fisiologicamente significantes, de todas as
enzimas do ciclo da ureia (Kong et al., 1999). Os peixes pulmonados africanos
(Protopterus annectens) dependem completamente da respiracdo aérea (Graham, 1997)
e sdo capazes de sobreviver a extensos periodos de estivagdo e seca (Loong e tal., 2007).
Eles sdo amoniotelicos em &gua, produzindo amoénia e excretando como NHj por
difusdo atraves do epitelio branquial e cutaneo (Graham, 1997). Contudo, quando
expostos ao ambiente terrestre (devido as secas), a excrecdo de amdnia é impedida
devido a falta de agua para a retirar das superficies branquiais e cutaneas, que levaria a
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um aumento da aménia no corpo. Por isso 0s peixes pulmonados africanos tém que se
defender da toxicidade da amonia quando estdo fora de &gua (Loong et al., 2007). Os
dois principais mecanismos adaptados pelos peixes pulmonados africanos para lidar
com a toxicidade da amonia durante emersdo ou estivacao, sdo 0 aumento da sintese de
ureia e a diminuicdo da producdo de amodnia (Smith 1930, 1935; Janssens, 1964;
Janssens and Cohen 1968a; Chew et al., 2003b, 2004; Loong et al., 2005).

Outra espécie de teledsteo bastante estudado é o xarroco do golfo (Opsanus
beta) que possui também um completo e funcional ciclo ornitina-ureia e pode mudar de
amoniotelismo para ureotelismo quando exposto ao ar, amonia, elevada taxa
populacional e confinamento (Walsh et al., 1990, 1994; Walsh and Milligan, 1995). No
entanto 0s mecanismos responsaveis pelo desencadear do ureotelismo ainda ndo séo
conhecidos e 0 que torna esta espécie ainda mais original no seu ureotelismo facultativo
é modo de excrecdo pulsatil da ureia através das branquias (McDonald et al., 2004).
Como na maioria dos teledsteos, as branquias do O. beta, contribuem para mais de 90%
da excrecdo dos metabolitos de compostos azotados. A excre¢do nesta é espécie resulta
em varios pulsos diarios com duracéo que varia entre 0.5h e 3h (Wood et al., 1997) cada

um.

1.5 O caso do xarroco lusitano, Halobatrachus didactylus (Bloch e Schneider, 1801)

Ao longo da Peninsula Ibérica, existe apenas uma espécie representante da
familia Batrachoididae, Halobatrachus didactylus. A sua distribuicdo estende-se desde
0 Golfo da Biscaia ao Gana e até ao Mediterraneo Oeste (Roux, 1989). Halobatrachus
didactylus é geralmente encontrado em &guas pouco profundas - canais de maré e
enseadas, bafas, praias — abaixo dos 50 m. E uma espécie sedentaria e solitaria, que vive
sobre tudo enterrado por areia fina ou lodo, escondida entre as ervas marinhas e as algas
ou cavernas rochosas (Palazén-Fernandez et al., 2001). E uma espécie eurialina, capaz
de colonizar diversos ambientes, desde aguas salobras de estuarios de rios (como
Guadalquivir, em Espanha), Mira, Sado, Tejo (Portugal) até aguas hipersalinas de pocas
de sais (Arias and Drake, 1990; L6pez de Cunha, 1994; Costa et al., 1995; Fernandez-
Delgado et al., 2000).

Apresenta grande resiliéncia, sendo capaz de sobreviver durante horas fora de

agua. Durante a época de desova 0s machos desta espécie diminuem a sua taxa de
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alimentacdo enquanto guardam os seus ninhos e tomam conta dos ovos e da prole
(Palazon-Fernéndez et al., 2010).

Estudos j& realizados indicam que a tolerancia & amédnia na espécie
Halobatrachus didactylus (xarroco) é alta, quando comparada com os valores para
outros teledsteos, no entanto, € mais baixa que em outros individuos da mesma familia
como Opsanus beta, Opsanus tau e Porichthys notatus (Barimo et al. 2007). J& foi
demonstrado que a espécie H. didactylus é um dos Batrachoididae que excreta ureia,
podendo ser uma espécie moderadamente ureotélica quando exposta a condi¢bes
ambientais onde os niveis de amodnia sdo relativamente elevados (Barimo et al., 2007;
Jordéo, 2008).

O estudo de mais uma espécie da familia Batrachoididae podera assim permitir
comparag0es entre espécies proximas e contribuir para melhor compreender o porqué da

existéncia de ureotelismo facultativo nesta familia de peixes.

1.6 Objectivos

Com este estudo pretende-se perceber em que condi¢bes exdgenas ou
enddgenas, o xarroco (Halobatrachus didactylus) muda de um processo
energeticamente  menos  dispendioso  (amoneotelismo) para um  processo
energeticamente mais dispendioso como é o ureotelismo. Tendo como factor de
quantificacdo de ureotelismo a quantificacdo da actividade da enzimética da GSase,
enzima chave no ciclo da ornitina-ureia nos teledsteos. Os dados obtidos serdo
importantes pois contribuirdo para um melhor percep¢cdo do porqué desta espécie, assim
como dos membros pertencentes a familia Batrachoididae, apresentarem este tipo
caracteristica fisiologicamente mais dispendiosa.
Para tal foram realizadas dois tipos de experiencias i) in-vitro, onde se pretendeu testar
o0s protocolos a serem utilizados assim como alguns factores stressantes em amostras de
tecidos nomeadamente figados, ii) in-vivo, onde se utilizaram factores stressantes

(amdnia e cortisol) em xarrocos vivos.

2. Material e metodologias

2.1 Animais
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Individuos da espécie Halobatrachus didactylus, de ambos os sexos, foram
capturados por pesca com redes de arrasto de vara na Ria Formosa e no Rio Arade. Os
peixes capturados foram transportados para tanques em circuito fechado no edificio do
Laboratorio Experimental de Organismos Agquaticos da Universidade do Algarve.
Durante o periodo de aclimatagéo (2-8 meses para 0s peixes do ensaio I, 2-3 meses para
os ensaio Il e com cortisol) que antecedeu as experiéncias in-vivo, 0s peixes foram
mantidos em fotoperiodo e temperatura natural a 36ppt, e alimentados com tiras de
surimi (delicias do mar) e lulas congeladas, a cada 48 horas, numa dosagem de

aproximadamente 3% da carga, em massa, do tanque.

2.2  Experiencias in-vitro

2.2.1 Amostragem de figados

Os peixes foram anestesiados com uma dose letal de 2-Fenoxil-etanol, de
seguida foram pesados e medidos. Os figados foram recolhidos, pesados e colocados
numa solucdo salina RINGER (150.58 mM NaCl, 4.02 mM KCI, 1.98 mM
CaCly(anidroso)), solugdo homogenizadora (1.01 mM MgSO4.7H,0, 0.43 mM
NaH,PO,4.H,0, 4.17 mM NaHCOs3, 25.01 mM HEPES, 5.00 mM Glucose e 1.03 mM
Glutamina, sendo os dois ultimos reagentes adicionados de fresco, pH 7.75) num

recipiente com gelo.

2.2.2 Afericdo dos protocolos para a determinagdo da actividade da GSase e

concentracdo de proteina

Foram feitas varias experiéncias ao longo de varios meses que antecederam as
experiencias principais, com 0 objectivo aferir e validar os protocolos que iriam
posteriormente ser utilizados.

Testaram-se 0s protocolos ndo s6 em figados de xarroco mas também em
figados de robalo de forma a verificar se 0 método utilizado para medir a actividade
enzimatica da GSase mostraria diferencas entre as duas espécies para reforcar a
utilizacdo do método. Também se usaram diferentes volumes de amostra (5, 10 e 20 ul)
de forma a ser testado se existiria diferencas na medicdo da actividade em funcéo da
concentragédo de proteina.
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2.2.3 Resposta hepética a amonia e cortisol no meio de incubacéo (0, 1 e 3 mM)

Para simular a resposta afactores de stress in-vitro, procedeu-se da seguinte forma,
os individuos foram anestesiados com uma dose letal de MS-222, de seguida foram
medidos e pesados e o0 seu figado recolhido para um tubo falcon com solucdo Ringer,
tudo isto num recipiente com gelo. Os figados foram entdo divididos em porcoes de +
200 mg, sendo estas depois divididas em 4 partes cada. Apds divididas em 4 partes estas
foram colocadas numa placa de cultura de 24 pocos (200 mg em cada poco) cada poco
contendo j& 1 ml de solucdo RINGER + inibidor de protéases. Apds 30 minutos o
RINGER envolvente foi aspirado, com uma bomba de succdo, foi colocado novo
RINGER sem inibidor e novamente aspirado e de seguida colocou-se nova solucdo
RINGER contendo glucose, glutamina e inibidor de protéases. Os factores stressantes
(cortisol, forskolina e aménia) foram entdo adicionados, com as concentracdes e tempos
de incubagdo como mostra a tabela 1. Decorrido o tempo de incubagdo, 0o meio
envolvente dos tecidos foi aspirado, adicionou-se novamente solucdo RINGER sem
inibidor e voltou-se a aspirar, os tecidos foram entdo congelados em azoto liquido e

armazenados a -80°C.

Tabela 1 — Factores utilizados e as concentra¢fes usadas dos mesmos nas diferentes dosagens.

Cortisol Forskolina* Aménia*
Doses (ng/ ml) (UMm) (mM)
Do 0 0 0
Dl 0.2 1 0.5
DIl 2 10 2
Dl 20 100 -
Tempo de Incubacédo 3h 3h 5h
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2.3  Experiencias in- vivo

2.3.1 Resposta fisioldgica ao aumento da amonia ambiental

Esta experiéncia foi realizada em duas alturas diferentes, sendo o primeiro
ensaio em Junho e o segundo em Novembro.

Para a primeira experiéncia, os peixes foram colocados em tanques de 40 L, com
fluxo de &gua continuo num Unico sistema de recirculacdo. Cada tanque continha 5
individuos, que foram aclimatados 8 dias, sendo alimentados com surimi (delicias do
mar) e mais tarde com camarinha a cada 24 h. Os tanques durante esse periodo foram
sempre limpos (retirou-se toda a comida ndo ingerida e dejectos dos animais) e a
salinidade da agua e temperatura foram mantidos a 36 ppm e 25°C, respectivamente.
Durante o tempo de aclimatizagdo, ocorreu elevada mortalidade tendo sido reduzido o
namero de 25 para 12 individuos.

Apo6s decorrido o tempo de aclimatizacdo os xarrocos foram agrupados (N=4)
por peso semelhante (peso médio por tanque 14,51 g £0,465 g). O fluxo de agua foi
fechado e o volume da agua por tanque foi reduzido para 20 L cada. Foi recolhida uma
amostra de agua de cada tanque correspondendo ao tempo zero, de seguida procedeu-se
a adicdo de amonia, previamente diluida num volume de 5 litros de dgua do sistema, de
forma a obter as concentracdes apresentadas na tabela 3, e passados 30 minutos houve
nova recolha de adgua. Esta experiéncia teve um periodo de tempo de 24 h, no qual se
fez renovacdo das aguas de cada tanque (10 I) a cada 8 h, com recolha de amostra de
agua antes da renovacao e 30 minutos ap6s renovacdo. Indicar mortalidade, também nos

resultados.

Tabela 2 — Concentracdo de amdnia em cada tanque.

Tanques [Amonia] (mM)

A 0
B 1
C 3
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Decorridas as 24h, os xarrocos foram expostos a uma dose letal de 2-Fenoxil-
etanol, e procedeu-se a sua amostragem. Os peixes foram medidos e pesados e de
seguida procedeu-se a recolha de: sangue, tecido muscular, brénquias, cérebros e
figados.

O sangue foi recolhido utilizando seringas heparinizadas, centrifugado a 13000
rpm durante 4 minutos e o sobrenadante (plasma) foi colocado em azoto liquido e
armazenado a -80°C para posterior anélise de amonia, ureia, lactato, cortisol, calcio,
glucose, magnésio, fosforo e cloreto. Os figados foram pesados e divididos para analise
de actividade da Gsase, colocados em azoto liquido e armazenados a -80°C para
posterior analise. O tecido muscular e cerebral foi recolhido e colocado em azoto
liguido e armazenado a -80°C para posteriores analises de GSase. As branquias foram
recolhidos e colocados em solucdo SEI (150 mM de sacarose, 10 mM Na,EDTA, 50
mM imidazole, pH 7.3) colocou-se em azoto liquido e foi armazenado a -80°C para
posterior analise de ATPases.

Para o segundo ensaio realizado em Novembro, os peixes (N=4) foram
colocados também em tanques de 40 L para aclimatizacdo durante 8-9 dias. Os peixes
foram alimentados com lulas congeladas e a limpeza dos tanques foi feita de 48 h em 48
h assim como a alimentagéo, para evitar maior stress dos peixes. A temperatura e a
salinidade foram mantidas a 23,9°C e 35ppt, respectivamente. Ao longo da
aclimatizacdo alguns peixes morreram, tendo-se realizado a experiencia com dois
tanques de N=3 (A e B) e um tanque (C) de N=4 sendo o peso médio por tanque de
77,39 g £ 12,5 g. Em ambos os ensaios o0s peixes ficaram privados de alimento 24 h

antes do inicio das amostragens.

2.3.2 Resposta fisioldgica a injeccao de cortisol

Para esta experiéncia foram utilizados dois grupos de peixes (N = 3), 0s grupos
controlos foram os proprios peixes, em que foi feita uma recolha de sangue de cada
peixe antes da injec¢do com cortisol.

Os peixes foram anestesiados para a primeira recolha, medidos e pesados, de
seguida procedeu-se a injeccdo de cortisol + 6leo de coco, depois de injectados foram
postos num recipiente com agua limpa e arejada para recuperarem e s6 depois colocados

nos tanques com circuito sempre aberto.
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Um dos grupos (G 12h) foi amostrado decorridas 12 h e o outro (G 36h) apos 36
horas. Os animais foram anestesiados com uma dose letal de MS-222, e procedeu-se a
recolha de: sangue, branquias, figado, tecido muscular e cérebro. A excepgéo do sangue
todos os tecidos foram armazenados a — 80°C (brénquias recolhidas para tubos
eppendorf contendo solucdo SEI) o sangue foi centrifugado e o plasma foi armazenado
a—20°C.

2.4 Métodos analiticos

2.4.1 Determinagdo da actividade enzimatica da GSase

2.4.1.1 Homogenizacao dos tecidos

Os tecidos foram descongelados por imersdo numa solucdo tampédo de
homogeneizacdo. Este tampdo é composto por 20 mM K,HPO,, 10 mM HEPES, 0,5
mM EDTA, 1 mM DTT (este adicionado de fresco), pH a 7,5 em 100 ml de agua ELIX
a qual no fim foram adicionados mais 100 ml de glicerol, ficando guardado a 4°C,
utilizando uma quantidade 4x o peso de tecido (figado) em gramas, o qual foi
homogeneizado com uma varinha homogeneizadora Depois de homogeneizadas, as
amostras foram centrifugadas a 4500 rpm durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
entdo recolhido para quantificar a actividade enzimatica da GSase e proteina total no
tecido

2.4.1.2 Actividade enzimatica da GSase

Para determinar a actividade enzimatica da GSase foi utilizado o protocolo
“Glutamine Synthetase Assay (GSase)”.

Este método baseia-se na disponibilizacdo do substrato glutamina a GSase
presente no sobrenadante, cuja actividade é indicada pela mudanga de coloracdo da
solucgéo causada pela transformacéo da glutamina em carbamoil fosfato, correspondente
ao primeiro passo do ciclo ureia-ornitina. O homogenizado é adicionado a solucéo de
glutamina (em volumes de 5, 10 ou 20 ul para os testes de afericdo do método, e 10 ul
para 0s ensaios definitivos) iniciando-se a conversdo do substrato. Esta reac¢éo é inibida
pela presenta da solugdo férrica, a qual é adicionada aos controlos no inicio da reaccéo e
as amostras ap6s um periodo de incubacdo de 10 minutos. A diferenga de absorvancia
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obtida entre estas reaccdes, apos leitura a 540nm, € indicativa da actividade da GSase e
sera depois normalizada em funcdo da quantidade de proteina total presente em cada

amostra.

2.4.1.3 Determinacédo da concentracao de proteina total

A determinacdo da concentracdo de proteina presente nos tecidos, foi determinada
pelo ensaio de Bradford, este método envolve a ligagdo de um corante (Coomassie
Brillant Blue G-250) as proteinas (Bradford, 1976). Este corante existe em trés formas:
cationica (vermelho), neutra (verde) e anionica (azul) (Compton e Jones, 1985). Quando
em condigdes acidas, este corante esta predominantemente na sua forma vermelha
duplamente protonada (Amax= 470 nm). Contudo, quando o corante se liga a uma
proteina, é convertido a forma azul, estavel, desprotonada (Amax= 595 nm) (Fazekes de
St. Groth et al., 1963, Reisner et al., 1975, Sedmack e Grossberg, 1997). E é a
absorvancia desta forma azul proteina-corante que é determinada a 595 nm no ensaio
usando um espectrofotdmetro ou leitor de microplaca (Biorad Benchmark).

Para calcular a quantidade de proteina (mg/ml) foram utilizadas microplacas de
96 pocos de poliestireno e um kit de determinacdo da marca BioRad seguindo as
instrugOes do fabricante.

Fez-se uma curva padrdo 0-2 mg/ml BSA. Apos incubacdo dos padrbes e
amostras com 0s reagentes durante 10 minutos a temperatura ambiente, a absorvancia
foi lida a 595 nm num espectrofotometro para microplacas (Biorad Benchmark) e foram
recolhidas as leituras.

Para a determinacdo da concentracdo de proteina foi utilizada a equacdo abaixo,

resultados sao apresentados em mg/ml:

— 2
_ bt /b2 — 4a(ABS) . f
2a

X

f — factor diluigéo ; ABS — absorvancia média
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2.5 Anélise de Na'/K"- ATPase e H"-ATPases em branquias

Para quantificar a actividade das ATPases nas amostras de branquias foi
utilizado o protocolo segundo McCormick (1993). Para este protocolo as branquias
recolhidas em tampdo SEI (sucrose EDTA e Imidazole) foram homogenizadas apos
adicdo de 0.5 % SEID (0.1 g 4acido Na-deoxicolico em 20 ml de SEI); O homogenizado
foi centrifugado a 5000 g durante 2 minutos a 4°C e o sobrenadante recolhido para
medicdo da actividade enzimatica e concentracdo de proteina (analisada como descrito
acima).

Para determinagdo de actividade enzimatica da Na'/K'-ATPase e H'-ATPase
foram realizados ensaios cinéticos em que foram disponibilizados os substratos
necessarios a activacdo destas enzimas, na auséncia e na presenca de inibidores
especificos de cada uma, nomeadamente ouabaina para a Na'/K*-ATPase e ouabaina e
bafilomicina para a H'-ATPase. Assim para cada individuo foram preparadas 6
amostras, dois replicados para cada reaccdo, indicando a actividade enzimatica total
dependente de ATP, aquela correspondente apenas a Na'/K*-ATPase e a correspondente
apenas a H'-ATPase.

Realizou-se uma medicdo cinética a 25°C durante 10 minutos a 340 nm em
microplaca de 96 pocos. Ap6s a medicdo obteve-se uma curva de redugdo da
absorvancia por poco, correspondente ao desaparecimento de substrato, a qual al se
retirou o valor de declive.

Os resultados séo apresentados em umol ADP/h/mg proteina.

2.6 Analise da amonia nas amostras de agua

Para determinar a concentracdo de amodnia nas amostras de agua utilizou-se o
protocolo adaptado de Ivancic e Degobbis (1984). A concentracdo de amonia nas
amostras de agua, foi determinada pelo método indofenol/azul descrito por Ivancic &
Degobbis (1984) adaptado a microplacas (Walsh et al. 1990). Este método tem como
principio a reaccdo de transformagdo de amonia em indofenol. Esta reacgdo ocorre
quando numa solucéo alcalina, os ifes de amonia reagem com hipoclorito, formando
monoclaramina, que na presenca de fenol e nitroprussido, como catalizador, se torna
azul formando um composto liquido chamado indofenol. A concentracdo de amonia nas

amostras de plasma, foi medida com o auxilio de um kit de amonia (Sigma-Aldrich,
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AA0100), adaptado a microplacas. Esta técnica baseia-se na reac¢do da amoénia com
acido a-cetoglutarico (KGA) e reducdo do NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato), na presenca de GDH (desidrogenase do Lglutamato) de modo a formar L-
glutamato e oxidar NADP", como mostra a equacéo (1) os resultados sio apresentados

em uM.

) _ GDH _
(1) KGA + NH4+ +NADPH——» L-Glutamato + NADP+ + H20
2.7 Analise de ureia nas amostras de agua

Para quantificar a concentracdo de ureia nas amostras de agua utilizou-se o
protocolo “Urea Assay (for water and plasma) — read in Microplates” usado por Walsh,
Wood et al., adaptado de Rahmatullah et al. (1980) e Price et al., (1987). A
concentracdo de ureia nas amostras de agua e plasma, foi determinada pelo método
colorimétrico e diacetil monoxime, descrito por Rahmatullah & Boyde (1980), Price &
Harrisson (1987) e adaptado a microplacas (Walsh et al. 1990). Este método baseia-se
na reacgéo entre a ureia e o diacetil monoxime. Este condensa, ficando com uma cor
amarelada. Esta reaccdo é fortalecida pela presenca de tiosemicarbazido, que no final
forma um composto liquido rosado. A concentracdo de ureia nas amostras de plasma,
foi medida com o auxilio de um kit de ureia (Spinreact, 1001329), adaptado a
microplacas. Este método baseia-se na catalise da ureia em amoniaco e didxido de
carbono, pela enzima urease (2) os resultados séo apresentados em pM.

LUIcasc N
(2) Uea ——» (NHy )+ COa

Os i6es amonia reagem com salicilato e hipoclorito de sodio (CIONa), na

presenca de um catalisador (nitroprussiato), formando um composto verde (4).

. Nitr 1at
(3)  NH,+ + Salicilato + CIONa _— T oPTs0 L tofenol

il
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2.8 Parametros analisados nas amostras de plasma

As amostras de plasma foram submetidas a varias analises: concentragfes de

ureia, amonia, calcio, fésforo, ides cloreto, glucose e lactato.

2.9 Amonia

Para a andlise da concentracdo de amonia no plasma utilizou-se o kit da SIGMA-
ALDRICH (AA0100) O método utilizado tem como principio a reaccdo da amonia
com acido a-cetoglutarico (KGA) e a reducdo de NADPH na presenca de L-glutamato
desidrogenase (GDH, que reage especificamente com a amonia), para formar L-
glutamato e NADP*: A diminuigdo da absorvancia a 340 nm, por oxidacdo do NADPH,

é proporcional a concentracao de amonia. Os resultados séo apresentados em M.

2.10 Ureia

Para a determinacdo da concentracdo de ureia no plasma foi usado o kit
da SPINREACT (1001331), em que a ureia presente na amostra ser hidrolizada
enzimaticamente em amonia (NH;") e didxido de carbono (CO,). Os ides de amonia
formados vdo reagir com salicilato e hipocloreto (NaClO), na presenca de
nitroprussiato, catalizador, para formar o indofenol verde.A intensidade da cor formada
é proporcional a concentracdo da ureia na amostra (Kaplan, 1984; Burtis et al., 1999;
Tietz et al, 1995). As amostras foram colocadas nas reaccdes de acordo com as
instrucGes do fabricante, mas em volumes adaptados para microplacas. Apds adicdo dos
reagentes colocou-se a microplaca a incubar a 372C durante 5 minutos com agitacéo,
apos 5 minutos adicionou-se o reagente R2 (Kit) e voltou-se a incubar a microplaca por
mais 5 minutos a 37°C com agitacdo. De seguida fez-se a leitura das absorvancias das
amostras 575 nm. Os resultados foram comparados com uma uma curva padrdo a partir

de um stock de ureia a 30 mM. Os resultados sdo apresentados em M.

2.11 Calcio

Para a determinacdo da concentracdo de calcio no plasma utilizou-se o Kit
“Calcium assay for microplates (plasma, urine, water)” (SPINREACT- 1001061)
adaptado no laboratério para microplacas.
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Este método baseia-se na formacdo de um complexo colorido entre o calcio e o-
cresolftaleno em meio alcalino (4). A intensidade da cor formada é proporcional a
concentracdo de célcio na amostra (Farell, 1984; Kessler et al., 1964; Connerty et al.,

1996). Os resultados séo apresentados em mM.

++ OH + ,
4) Ca + o-Cresolphtaleno —————» complexo colorido

2.12 Fésforo

Para determinar a concentracdo de fosforo no plasma utilizou-se o protocolo
“Phosphorus assay for microplates (plasma, urine)” (SPINREACT-1001155) adaptados
no laboratdrio para microplacas.

Este método baseia-se na reac¢do de fosforo inorganico com molibdato de
amonia, em meio acido, para formar um complexo amarelo de fosfomolibdato, sendo a
intensidade da cor formada proporcional a concentracdo de fésforo inorganico na
amostra (Farrel, 1984; Daly et al., 1972). Os resultados séo apresentados em mM.

2.13 1&o cloreto

Para a determinacdo da concentracdo do ido cloreto foi utilizado o kit da
SPINREACT (1001360) adaptados no laboratorio para microplacas. Este metodo tem
como base a quantidade de separacdo de tiocinato por cloreto do tiocinato de mercurio
(5) e a formacdo subsequente do complexo vermelho de tiocinato ferrico (6) que é
medido colorometricamente, sendo a intensidade de cor proporcional a concentracdo do

ido cloreto na amostra. Os resultados sdo paresentados em pM.

(5) 2C1" +Hg(SCN), — HgCl,, + 2SCN~
(6) SCN- + Fe3™ —— FeSCN2T
2.14 Glucose

Para a determinacdo de glucose foi usado o kit da SPINREACT (1001190)

adaptado no laboratdrio para microplacas. Este método tem como principio a oxidacéo
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da glucose em acido gluconico, catalizada pela glucose oxidase (GOD) (7). O peroxido
de hidrogenio formado (H,0,), é detectado pelo aceitador de oxigénio cromageénico,
fenol-aminofenazone na presenca de peroxidase (POD) (8), os resultados sé&o
apresentaods em mM: A intensidade de cor observada é proporcional a concentracao de

glucose presente na amostra.

B-D-Glucose + 0 +H,0 222, £ ido ghuconico + H O
(7) 2 2 22

H, 0O~ + Fenol + Aminotenazone _POD , Quinone + H, O

(8)

2.15 Lactato

Para a determinacdo de lactato utilizou-se o kit da SPINREACT (1001330)
adaptados no laboratério para microplacas. Este método tem como principio a oxidacdo
do lactato pela lactato oxidase (LO) em piruvato (9) e peréxido de hidrogénio (H20,)
que na presenca de peroxidase (POD), 4-aminofenazone (4-AF) e 4-clorofenol forma
um composto roxo de quinonea (10). A intensidade de cor observada € proporcional a

concentracdo de lactato presente na amostra. Os resultados séo apresentados em mM.

9  Lactato + 05 +H,0 —=9 Pitwvato + H, 0,

(10) POD

2H,0,+ 4-AF + 4-clorofenol ——— Quinone + H, O

2.16 Osmolaridade

A osmolaridade foi medida num osmdmetro de pressao a vapor
(WESCOR 5520), na qual se utilizaram 10 ul de plasma. Os resultados sdo
apresentados em mOSmol/Kg.
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3. RESULTADOS

3.1  Experiéncias in-vitro

3.1.1 Teste de afericdo do protocolo para determinacdo da GSase

Para verificar a responsividade do método escolhido para a medicdo da
actividade da GSase foram testadas varias quantidades de proteina, correspondendo a
trés volumes do extracto de tecido obtido como descrito anteriormente. A figura 3
mostra 0s resultados obtidos das varias repeticdes realizadas, que antecederam o0s
tratamentos in-vitro e 0s ensaios in vivo. Verifica-se, como seria esperado, que ao
aumentarmos o volume de amostra no ensaio a absorvancia tambem aumenta (A),
contudo a actividade da enzima em funcdo do volume de amostra, isto € normalizada a
quantidade de proteina, mostra uma tendéncia para diminuir com o aumento do volume
de amostra (B).
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2 0,05 X7
< /
0,00
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g
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2 £ == X3
Q E
< % 2,0 = X4
£ =3ie=X5
2 X6
0,0 X7
0 5 10 15 20 25

Volume de amostra (ul)

Figura 3 — Grafico A mostra a variacdo da absorvancia (ABS_540 nm) em funcédo da
quantidade (volume em ul) de amostra usada (5, 10 e 20 ul) no protocolo; gréfico B mostra a
variacdo da actividade da enzima GSase em fungdo do volume de amostra usado no protocolo
(5, 10 e 20 ul); X representa cada individuo.

23



De forma a testar o0 método, foi realizada também a determinacao da actividade
GSase para o robalo e comparou-se a sua actividade basal com a actividade basal
determinada no xarroco (H. didactylus) (figura 4).

Robalo vs. Xarroco
0,900 - "
0,800 -
0,700 -
0,600 -
0,500 -
0,400 -

M robalo
M xarroco
0,300 -
0,200 -

Actividade (umol/h/mg prot.)

0,100 -
0,000 -

Figura 4 — Comparacéo da actividade GSase basal no robalo com a do xarroco; barras a
cores representam médias; barras a preto (s.e.m); * valor estatisticamente diferente (p <0.05), n
=4,

3.1.2 Resposta da GSase a diferentes concentragdes de aménia durante 5 h

Na figura 5 pode-se observar a resposta, in-vitro, dos figados expostos a solu¢éo
fisiol6gica com diferentes concentragdes de amoénia (0, 0.5, 2 mM) durante um periodo
de tempo de 5h. Observa-se que para o peixe 1 existe uma diminuicdo significativa da
actividade GSase quando o figado foi exposto a uma concentracdo de aménia de 2 mM,
para p <0.05. O mesmo ndo acontece para 0 peixe 2 que apresentou sempre uma maior
actividade que o peixe 1, mas sem diferencas significativas (p <0.05) entre as diferentes

concentracdes de amonia.
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Figura 5 — Variagdo da actividade da GSase no figado de xarrocos com diferentes
concentracdes de aménia ambiental (0, 0.5 e 2 mM). Os valores representados sdo as médias de
cada peixe = s.e.m ao fim de 5 h de incubacdo; ndo foi possivel calcular a estatistica para p
<0.05 pois para cada espécime apenas existem 2 replicados.

3.1.3 Resposta da GSase a diferentes concentracdes de cortisol durante 5 h

O teste com cortisol foi apenas realizado com figado de robalo, na figura 6,
observa-se que existe grande variabilidade nos valores encontrados para a actividade
GSase para cada concentracdo de cortisol, e por isso ndo foi possivel determinar um
relacdo causa efeito entre a dosagem de cortisol e a actividade da GSase, para p <0.05.
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Figura 6 - Actividade da GSase no figado de robalo em funcdo da concentracdo de
cortisol fornecido; pontos a preto (valores individuais de cada peixe); barras azul (média de cada
grupo); barras a preto (s.e.m).
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3.1.4 Resposta da GSase a diferentes concentracdes de Forskolina durante 3 h

De forma a observar uma alteragdo na actividade GSase em figado de xarroco,
realizou-se um ensaio in-vitro em que dois figados foram expostos a diferentes
dosagens de forskolina ambiental (0, 1, 10 e 100 uM) durante um periodo de incubacéo
de 3 h (figura 7). Cada figado foi dividido 8 partes de forma a ter um duplicado de cada
peixe para cada dosagem.

Verifica-se que para ambos 0s peixes ndo houve uma alteracao significativa para

as diferentes dosagens de Forskolina (p <0.05)

GSase figado
‘T 2,50
2 B
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>
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=]
P 0,50 @ média peixe 2
®
5]
2 0,00
< 0 uM 1uM  10uM 100 uM

Concentragao de Forskolina

Figura 7 — Variagdo da actividade da GSase no figado de xarrocos com diferentes
concentracdes de Forskolina ambiental (0, 1, 10 e 100 uM). Os valores representados sdo as
médias de cada duplicado de figado de peixe + s.e.m ao fim de 3 h de incubacéo.

3.2 Experiencias in vivo

3.2.1 Resposta do ciclo da ornitina-ureia a diferentes concentracfes de amonia

ambiental durante 24 h

Tabela 4 — Dados dos xarrocos usados nos ensaios | e ensaios Il. Mostra 0 més em que cada ensaio
decorreu; comprimento individual de cada peixe usado em cada ensaio assim como a média de cada
grupo; sexo de cada individuo; peso individual de cada peixe e média de cada grupo; indicie de condigdo
(K) de cada peixe e média de cada peixe; valor de K esperado para machos (M) e fémeas (F) para a altura
do ano em que cada ensaio decorreu.
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Factor condicao (K) de

Peixes Comprimento Factor referéncia (Modesto e
Més Grupos # Peso (9) (cm) Sexo | condicéo (K) Canario, 2002)
Junho 0mM 1 54,8 16,8 M 1,2
(ensaio ) A 2 51,8 16,0 F 1,3
3 37,2 14,7 M 1,2
4 24,7 131 M 1,1 M=17
Médias -- 37,9 £6,03 14,6 0,70 -- 1,2+0,03
1mM 5 34,3 14,7 F 1,1
6 39,7 14,8 M 1,2
B 7 33,7 13,8 F 1,3 F=16
8 47,6 15,0 F 14
Médias - 40,3 +2,79 14,5+ 0,23 -- 1,3+0,06
3mM
C 9 46,2 13,8 M 1,8
Novembro 0 mM 1 78,5 16,8 M 1,7
(ensaio 1) A 2 75,6 17,0 M 15
3 106,1 18,7 F 1,6
Médias - 86,7 + 6,87 175+0,43 - 1,6 £0,02
1mM 4 48,5 144 F 1,6 M =175
B 5 61,3 16,1 M 15
6 105,1 18,4 F 1,7
Médias -- 716+12,12 | 16,3%0,82 -- 16 +£0,05
3mM 7 43,9 15,3 M 1,2 F=185
C 8 62,0 154 F 1,7
9 106,2 18,4 M 1,7
10 127,6 19,5 M 1,7
Médias -- 98,6 £16,74 | 17,8+0,92 -- 1,7+0,10

3.2.1.1 Andlises feitas as amostras de agua recolhidas durantes os ensaios | e 11

Os ensaios consistiam na exposicdo dos animais a diferentes niveis de amonia

ambiental, o que foi feito adicionando vérias doses de NH4Cl a um volume de agua que

foi adicionado ao tanque. A quase totalidade do volume do tanque foi renovada a cada 8

horas com agua de idéntica concentracdo de amonia. Pela figura 8 pode-se observar que

a variacao da concentracdo de amonia no ensaio | foi aumentando ao longo do tempo (a

amostra do grupo A das 16h perdeu-se), no caso do ensaio Il observa-se que no grupo B

aparenta haver uma ligeira diminuicdo da amonia ao longo do tempo e que no grupo C
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parece existir uma diminuicdo entre as 8h e as 16h mas ndo foi encontrada nenhuma
diferenca significativa. Podemos ver os dois gréaficos descrevendo as alteragdes
ocorridas na concentracdo da ureia ao longo das experiéncias para os diferentes tanques.
Pode-se observar que os valores para o ensaio | sdo na maioria superiores aos do ensaio
I1, estando os niveis iniciais de todos os tanques em ambos os ensaios dentro da mesma

gama de valores
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— Ensaio Il 80 - Ensaio Il
S 4000 - I
= 260 -
4 3 )

A T Mlo 7
; 2000 8 o
& 1000 - 32,0 -
<zg =] 16h

° 0,0 - ® 24h

A(OmM)  B(1mM) C(3mM) A(OmM) B(1mM) C(3mMm)
Grupos Grupos

Figura 8 — Variagdo da concentracdo de amonia (A) e ureia (B) na agua dos tanques ao longo de
24 h, com renovacéo de 4gua a cada intervalo de 8 H. Nos gréaficos ndo estéo apresentados os valores
recolhidos apds 30 minutos da agua ter sido mudada, apenas os valores encontrados a cada 8h (A e B).

.Conhecendo a quantidade de ureia presente na dgua ao inicio e no final de cada
periodo de 8 horas € em teoria possivel calcular as taxas de excrecdo de cada grupo e
relaciona-las com a quantidade de amdnia ambiental. Neste caso as taxas sdo corrigidas
pela massa total presente em cada aquério no final de cada periodo. A figura 9 mostra as
diferentes taxas de produtos azotados (ureia e amonia) encontradas nos ensaios | e 1.
No caso do ensaio | verifica-se que 0 grupo que esteve sujeito a 0 mM (controlo)
apresenta maior taxa de excrecdo de ureia ao fim de 24 h, contudo para este grupo
perdeu-se a amostra de agua referente ao periodo das 16 h, ndo se podendo dizer por

iSO que ndo tera ocorrido outro pico de excrecdo de ureia, para 0 grupo B existe
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Taxa de excregdo ureia

Taxa de excre¢ao amonia

também um pico de excrecdo no periodo das 16 h havendo de seguida uma diminuicao
até 0 de excregdo, para o grupo C (exposto a 3 mM) verifica-se que as taxas de excrecao
além de serem bastante superiores as dos restante grupos, também estdo sempre a
aumentar ao longo dos periodos de tempo, contudo este grupo é apenas constituido por
um dnico individuo, ndo se podendo, por isso, afirmar que estes dados serdo 0s mais
precisos. Relativamente ao ensaio Il observa-se que ndo existe ou quase ndo existe
nenhuma excrecao por parte dos grupos (A, B e C) de ureia.

No grafico C observa-se as taxas de excrecdo de amonia encontradas para 0s
grupos de peixes que foram sujeitos a 0 mM (0s nossos controlos de ambos 0s ensaios).
Observa-se que existe um padrdo semelhante entre ensaios para a ocorréncia de uma
maior excrecdo no periodo das 16 h, contudo os valores encontrados sdo bastante
diferentes entre ensaios, para o ensaio | 0s valores situam-se entre os 25-120 umol/h/Kg

enguanto no ensaio Il os valores ndo ultrapassam os 25 umol/h/Kg.
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Figura 9 — Taxas de excrecdo de ureia e amonia observadas nos ensaios | e Il. Gréafico
A mostra as taxas de excrecdo de ureia encontradas para os peixes do ensaio I; grafico B
representa as taxas de excrecdo de ureia dos peixes do ensaio Il; grafico C mostra as taxas de
excrecdo de amoénia para 0s grupos de peixes que ndo foram sujeitos a amdnia ambiental (0
mM) para os ensaios | e Il. Nota: o grupo C do ensaio | (grafico A) é constituido por valores de
um unico individuo, o grupo A e B sdo constituidos por 4 individuos.
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A variacdo da concentracdo da ureia e amonia no plasma dos peixes, sujeitos a
diferentes concentragdes de amonia ambiental (0, 1 e 3 mM) pode ser observada na
figura 10. No ensaio | os valores obtidos de ureia dos peixes sujeitos a 1 mM de amonia
ambiental ndo diferem do grupo controlo, relativamente ao peixe do tanque com 3 mM
de amdnia ambiental observa-se um aumento relativamente ao grupo controlo (os dados
do tanque 3 séo apenas de um unico peixe). No ensaio Il observa-se que os valores em
geral s&o superiores aos valores do ensaio I, no entanto para ambos 0s ensaios nao se
verificou nenhuma diferenca significativa entre 0s grupos sujeitos a aménia ambiental e
0s grupos controlos, para p <0.05. Para a variacdo de amdnia no plasma dos peixes no
ensaio | e no ensaio Il observa-se que existe um aumento da concentragdo de amonia
plasmética 4 medida que a concentracdo de amonia ambiental também aumenta. Para o
ensaio | o grupo B e no ensaio Il o grupo C sdo estatisticamente diferentes dos valores

dos controlos de ambos 0s ensaios.
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Figura 10 — Concentracdo de ureia e amonia no plasma obtido dos peixes sujeitos a
diferentes concentra¢Ges de amonia ambiental (0, 1 e 3 mM); pontos a preto (valores individuais
de cada peixe); barras azul (valor médio); * valor estatisticamente diferente do controlo, p
<0.05.
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3.2.1.2 Analise de cortisol, glucose e lactato

A exposi¢do a um toxico constitui um factor que pode interferir com a resposta
ao stress e 0os mecanismos de ajuste do organismo. Por outro lado estudos anteriores
sugerem que o cortisol pode ser um mediador da producdo de ureia no Opsanus beta.

Na figura 11 pode-se ver a concentracdo de cortisol presente no plasma dos
peixes sujeitos a diferentes tipos de concentragcdes de aménia ambiental (0, 1 e 3 mM).
Observa-se que no ensaio | os valores de cortisol sdo superiores para 0s grupos sujeitos
a amoénia ambiental comparativamente com os grupos do ensaio I, com o grupo B
apresentar valores estatisticamente diferentes do grupo controlo entre si (p <0.05). Para
0 ensaio Il observa-se um aumento dos niveis de cortisol plasmatico com o aumento da
concentracdo ambiental de aménia, e observa-se também que o grupo sujeito a 3 mM de
amonia ambiental tem valores significativamente superiores aos restantes grupos para p
<0.05.
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Figura 11 — Concentracdo de cortisol no plasma obtido dos peixes sujeitos a diferentes
concentracdes de amoénia ambiental (0, 1 e 3 mM); pontos a preto (valores individuais de cada
peixe); barras azuis (valore médio de cada grupo); (*) valor estatisticamente diferente dos
restantes grupos (p <0.05).

Na figura 12 observa-se a concentragdo de glucose encontrada no plasma dos
peixes exposto a diferentes concentracdes de amonia ambiental. Entre os dois ensaios |
e 11, ndo existem muitas diferencas entre valores (ambos entre 1.5 e 2.0 mmol/L). No
caso do ensaio | nota-se uma ligeira diminuicdo entre o grupo sujeito a 1 mM de amonia

ambiental e o grupo controlo. No caso do ensaio Il ndo se verifica nenhuma alteragéo
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entre 0s grupos sujeitos a diferentes concentragdes de amdnia ambiental e o grupo
controlo. Para ambos os ensaios ndo foram encontrados diferengas significativamente
diferentes entres os grupos sujeitos concentracdes de aménia ambiental (B e C) e 0s
grupos controlo (A) (p <0.05).

A variacdo da concentracdo de lactato encontrada no plasma dos xarrocos, em
geral os valores obtidos no ensaio 11 sdo superiores aos valores obtidos no ensaio I. No
ensaio | observa-se um aumento da concentracdo de lactato entre os grupos sujeitos a 1
e 3 mM de amonia ambiental comparativamente com o grupo controlo (grupo sujeito a
1 mM apresenta um individuo com bastante variagdo comparando-o com 0s peixes do
mesmo tanque), mas estatisticamente ndo existem diferencas significativas (p <0.05).

No ensaio Il observa-se que existe grande variabilidade em todos os grupos,
contudo, 0s grupos sujeitos as concentracdes 1 e 3 mM apresentam em média uma
maior concentracao de lactato no plasma que os peixes do grupo controlo, contudo, de
igual forma para o que acontece com o ensaio |, ndo existem diferengas significativas
entre 0S grupos sujeitos a concentragdes elevadas de amdnia ambiental e o grupo

controlo para p <0.05.

Ensaio | Ensaio |
3,0 -
2,0 -
3 s .
g 2,0 - » S L5 -
= £
: £1,0 -
8 1,0 - 2
2 ‘d 0’5 _ l
) i
0,0 0,0
Ensaio ll Ensaio Il
—_ 3,0 = 210 7
s 315 -
2 20 g
£ 1,0 ‘i’ 101
a £ 05 |
: 7
[C] - 0,0

A (0 mM) B (1 mM) C(3mMm)
Grupos

A(OmM) B(1mM) C(3mM)
Grupos

Figura 12 — Concentracdo de glucose (A) e lactato (B) no plasma obtido dos peixes
sujeitos a diferentes concentra¢fes de aménia ambiental (0, 1 e 3 mM), nos ensaios | e Il. Ndo
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos A, B e C de cada ensaio, p <0.05.

32



3.2.1.3 Andlise dos ides plasmaticos

A determinacdo de varios electrolitos plasmaticos foi feita com o intuito de
perceber se a exposicdo a aménia ambiental poderia levar a um desequilibrio osmético,
quer por um efeito de troca de iGes de NH4+, quer por um ajuste nos mecanismos de
troca, quer ainda por alteracBes do balanco &cido-base ou finalmente por possiveis
efeitos deletérios da toxicidade da amdnia.

Na figura 13 observa se a variacao da concentracdo dos ifes presentes no plasma
(célcio, magnésio, fosforo, cloreto). Observa-se a variacdo da concentracdo do ido
cloreto nos peixes sujeitos a diferentes concentragcGes de aménia ambiental. Em ambos
0s ensaios os valores foram semelhantes, a excep¢do do ensaio Il em que os grupos de 0
e 1 mM de amdnia ambiental apresentam um individuo que possuia valores bastantes
elevados comparando-os com os individuos do mesmo grupo, contudo, em ambos 0s
ensaios ndo houve diferencas significantes de forma a afirmar que existiu alguma
diferengas entre grupos expostos a amonia e 0s respectivos grupos controlo (p <0.05).

No ensaio | observa-se uma diminuicdo da concentracdo de fosforo entre o
grupo controlo (0 mM) e o grupo sujeito a 1 mM de amédnia ambiental e também uma
diminuicdo (menor) entre o individuo sujeito a 3 mM e o grupo controlo, sendo que
apenas 0s grupos expostos a 1 mM apresenta uma diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos restantes grupos (p <0.05). No ensaio Il ndo se verifica
nenhuma diferenca significativa entre os grupos sujeitos a 1 e 3 mM de amonia
ambiental com o grupo controlo (0 mM). Observa-se também que entre os dois ensaios
os valores do ensaio Il sdo superiores aos valores de concentracdo de fosforo do ensaio
l.

Para o célcio e magnésio ndo se observou nenhuma alteracdo entre 0s grupos

sujeitos a amonia ambiental e os grupos controlos (p <0.05).
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Grafico 13 — Concentragdo dos diferentes ides no plasma, calcio (A), magnésio (B),
cloreto (C) e fosforo (D) obtido dos peixes sujeitos a diferentes concentracBes de amonia
ambiental (0, 1 e 3 mM); pontos a preto (valores individuais de cada peixe); barras azuis
(valores médios); valore significativamente diferente do controlo, p <0.05.
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Na figura 14 pode se observar a variacdo de osmolaridade nos peixes sujeitos a
diferentes concentragdes de aménia ambiental (0, 1 e 3 mM). Pode-se ver que os valores de
osmolaridade obtidos do plasma dos peixes do ensaio | s&o em média superiores aos valores
obtidos no ensaio Il. Contudo, em cada ensaio os valores de cada grupo ndo sao

estatisticamente diferentes entre si para p <0.05.
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Figura 14 — Valores de osmolaridade no plasma obtido dos peixes sujeitos a diferentes
concentragdes de amoénia ambiental (0, 1 e 3 mM). Ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos A, B e C de cada ensaio, p <0.05.

3.2.1.4 Actividade enzimatica branquial

A variacdo na actividade da Na'/K* - ATPase branquial reflecte sobretudo o
esforco metabolico deste tecido para suprir necessidades de trocas osmoticas e de ides.
Na figura 19 observa-se a actividade da Na'/K" - ATPase encontrada nas branquias dos
peixes dos ensaios | e 1. Para o ensaio | observa-se que ndo existe diferencas visiveis
entre 0s grupos sujeitos a elevadas concentracdes de aménia ambiental (grupos B e C) e
0 grupo controlo (grupo A). Para o ensaio Il observa-se alguma variagédo entre 0s
diferentes grupos, nomeadamente o grupo B que apresenta uma diminuigéo
comparativamente ao grupo A (controlo), contudo esta variacdo nédo e significativa para
p <0.05. Também se observa que em media os valores encontrados para 0s grupos do
ensaio Il sdo superiores aos valores encontrados para o 0s grupos do ensaio |.

A actividade da H-ATPase é relativamente mais especifica, pois esta enzima

serve fundamentalmente para a secrecdo de acido e estabelecer um gradiente de sodio.
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A secrecdo de acido cria um meio favoravel para a excrecdo de NHj por difusdo
facilitada ao transformar a aménia no exterior da célula em ido aménio, NH**, criando
assim um gradiente para NH; (Wood & Nawata, 2012). Na figura 15 observa-se a
variacdo da actividade da H- ATPase nas branquias dos peixes dos ensaios I e I1. Para o
ensaio | observa-se grande variabilidade entre individuos do mesmo grupo, sendo que 0
grupo C apresenta menor actividade (este grupo € constituido por apenas um individuo).
No ensaio Il observa-se de igual forma uma grande variabilidade dentro de cada grupo
apesar de menor em relacdo ao ensaio I, sendo que em média o grupo C apresenta
menor actividade que os restantes grupos. No entanto em ambos 0s ensaios nao houve

uma mudanca significativa entre grupos de cada ensaio, para comparar as actividades.
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Figura 15 — Actividade da Na'/K* - ATPase (A) obtida das branquias dos peixes sujeitos a
diferentes concentragdes de aménia ambiental (0, 1 e 3 mM). Nédo se verificou nenhuma diferenca
significativa (p <0.05). Actividade da H-ATPase (B) obtida das branquias dos peixes sujeitos a diferentes

concentragdes de amoénia ambiental (0, 1 e 3 mM). Néo se verificou nenhuma diferenga significativa (p
<0.05).
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3.2.1.5 Actividade enzimatica da GSase em relacdo a amdénia ambiental

A andlise da actividade GSase realizada nos tecidos recolhidos (figado, cérebro e
musculo) é um factor importante, pois como ja referido a GSase € a enzima responsavel
pela fixacdo de amonia no ciclo ornitina-ureia, sendo por isso importante determinar se
existiu alguma alteraco na sua actividade com o aumento da aménia ambiental. E de
igual modo importante analisar diferentes tecidos, o cérebro devido a ser o 06rgdo
principal do sistema nervoso e em caso de toxicidade por amonia é o que tem que estar
mais protegido, o figado pois pensa-se ser ai que se encontra o ciclo da ornitina-ureia e
0 musculo pois em caso de exercicio vdo metabolizados compostos azotados e podera
ocorrer um aumento de amonia.

Na figura 16, pode-se observar a actividade enzimatica da enzima GSase nos
tecidos recolhidos dos peixes sujeitos a diferentes tipos de concentracGes de amoénia
ambiental (0, 1 e 3 mM). Pode-se observar que em ambos 0s ensaios a actividade
hepética nos grupos expostos a aménia ambiental ndo difere muito do grupo controlo.
Observa-se também a actividade do ensaio Il é superior em média a actividade do
ensaio | (grafico I). No entanto ndo se observou nenhuma diferenca significativa entre
grupo de cada ensaio, para p <0.05.Para a actividade GSase cerebral dos peixes
observa-se que os valores obtidos no ensaio | (grafico A) sdo em médias superiores aos
valores obtidos no ensaio Il (grafico B). No caso do ensaio | ha um aumento de
actividade enzimética entre o grupo exposto a 1 mM de amonia ambiental
comparativamente com o grupo controlo. Para o ensaio Il os valores entre 0s grupos
expostos a aménia ambiental e o grupo controlo, sdo semelhantes.

Para a actividade enzimatica da GSase no mdasculo nos peixes sujeitos a
diferentes concentracfes de amodnia ambiental (0, 1 e 3 mM) pode se ver, entre 0s
valores dos dois ensaios, os valores do ensaio Il sdo superiores aos valores do ensaio I.
No ensaio | apesar de observar um aumento da actividade da enzima GSase entre o
grupo controlo e o grupo sujeito a 1 mM de amdnia ambiental, mas uma diminuicdo de
actividade entre o grupo controlo e o grupo sujeito a 3 mM de amonia ambiental (este
grupo apenas constituido por um individuo) os valores ndo sao significativamente
diferentes para p <0.05. No entanto, para 0 ensaio Il observa-se que existe uma
diminuicdo significativa da actividade GSase muscular entre o grupo controlo e o grupo

sujeito a 3 mM de amodnia ambiental.
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Figura 16 — Variagdo da actividade GSase nos diferentes tecidos recolhidos (figado, cérebro e
musculo); barras azul (valores médios de cada grupo); pontos a preto (valores individuais de cada peixe);
* valor estatisticamente diferente do controlo, p <0.05.

38



3.2.2 Resposta fisiologica dos peixes ao cortisol (injectado) em intervalos de
tempode 12he36h

Tabela 5 — Dados dos xarrocos usados no ensaio Il (injeccdo com cortisol). Mostra 0 més em
que cada ensaio decorreu; comprimento individual de cada peixe usado em cada ensaio assim
como a média de cada grupo; sexo de cada individuo; peso individual de cada peixe e média de
cada grupo; indicie de condicdo (K) de cada peixe e média de cada peixe; valor de K esperado
para machos (M) e fémeas (F) para a altura do ano em que cada ensaio decorreu.

Factor condicdo (K) de
comprimento factor condicao | referencia (Modesto e
Més Grupos | Peixes peso (g) (cm) Sexo (K) Canario, 2002)
Novembro | Grupo 36 h 126 18,2 F 2,1
105,5 19,6 M 14
125,2 20,2 F 15 M =175
Meédias 118,9 £ 5,47 19,3+0,48 -- 1,7+0.17
Grupo 12h 136,8 20,8 F 15
131,6 19,6 M 1,7 F=1,85
106,6 19,2 F 1,5
Meédias 125,0+7,61 19,9+ 0,39 -- 1,6 £0.06

Na figura 17 pode-se observar a variacdo da concentracdo de cortisol no plasma
dos peixes injectados com cortisol. Observa-se que houve um elevado aumento dos
niveis de cortisol entre o tempo zero (t0) e tempo final (tf), os niveis aumentaram entre
20 a 100 vezes mais que 0s niveis iniciais. Estatisticamente verificou-se que houve um

aumento significativo dos niveis plasmaticos de cortisol.

8 800
] c =
Cortisol £ Fe00

§ 400 *

é_:_ —e— Cortisol
1500 - g 20
= 0 ¢
%; 0 12 24 36
£ 1000 - Tempo (h)
"3
< 500 - T e ® médias t0
= —_
]
5 0 - B médias tf
S G 12h G 36h medias

tempo pas injeccao com cortisol

Figura 17 — Concentragdo de cortisol obtida dos plasmas dos peixes sujeitos a diferentes
periodos de tempo (12 e 36h) de injeccdo com cortisol; tO representa os valores iniciais encontrados no
plasma antes da injeccdo com cortisol, tf representa os valores encontrados ao fim de 12 e 36 h; pontos
ligados por rectas mostram a variagdo individual de cada peixe entre o tempo 0 e o tempo final de cada
grupo, (*) valores estatisticamente diferentes do tempo 0 (p <0.05).
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Na figura 18 pode-se observar a alteracdo da concentracdo de glucose entre os
dois grupos injectados com cortisol mas com periodos de tempo de injeccdo diferentes.
Observa-se que em ambos 0s grupos houve um aumento em relacdo a concentracdo
inicial e & concentracdo no final da experiéncia, tendo sido este aumento significativo
para p <0.05, observa-se que a variacdo de lactato encontrada no plasma dos peixes
injectados com cortisol ndo sofreu muita alterac@o entre o tempo zero e o tempo final e

também entre grupos (12h e 36 h) ndo houve diferengas significativas (p <0.05).
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0,0
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Lactato =70

1,0 - .\. mTf
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o
[e)}

Grupo 12 h Grupo 36 h

tempo pés injeccao com cortisol

Figura 18 — Concentracéo de glucose e lactato obtida dos plasmas dos peixes sujeitos a
diferentes periodos de tempo (12 e 36h) de injeccdo com cortisol; pontos ligados por rectas
mostram a variacdo individual de cada peixe entre o tempo 0 e o tempo final de cada grupo; (*)
valores significativamente diferentes do respectivo controlo (p <0.05).

Na figura 19 observa-se a variacdo de amonia no plasma ocorrida em grupos de
peixes sujeitos a diferentes tempos de injec¢cdo com cortisol. Como se pode ver, em

média verifica-se que existe tendéncia de diminuicdo entre o tempo inicial (t0) e o
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tempo final (tf), no entanto ndo existe uma diferenca estatisticamente significativa para
p <0.05. A variacdo de concentracdo de ureia no plasma dos peixes de ambos 0s grupos
n&o se altera com o tempo de injecgéo de cortisol, ndo havendo diferengas significativas
(p <0.05).

Ureia plasma A

B médias t0
| B médias tf

Grupo 12 h Grupo 36 h
tempo apods injecgao com cortisol

Concentragdo (uM)
O B N W & U1 OO N ©©
1

200 - Amdnia plasma B

250 -
3 200 | B médias t0
o
'S,
® 150 -
§ B médias tf
c 100 -
o
o

50 -

0
Grupo 12 h Grupo 36 h

tempo apds injecgao com cortisol

Figura 19 — Concentracdo de ureia (A) e amonia (B) obtida dos plasmas dos peixes
sujeitos a diferentes periodos de tempo (12 e 36h) de injeccdo com cortisol. Pontos ligados por
rectas mostram a variacao individual de cada peixe entre o tempo O e o tempo final de cada
grupo.

Pela figura 20 observa-se que a concentragdo de célcio em ambos 0s grupos nao
sofreu alteracédo ao longo do tempo de injec¢do com cortisol para p <0.05.
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concentragdo (mM)

Na figura 28 pode se observar a variagao da concentracdo do ido cloreto nos diferentes
tempos de injecgdo com cortisol. No grupo injectado durante 12 h observa-se que a
concentracdo do ido cloreto aumenta um pouco, mas ndo sendo significativo, contudo
no grupo dos peixes injectados durante 36 h a concentracdo de cloreto diminui
significativamente (p <0.05) em relacdo a do grupo controlo. A variacdo da
concentracdo de fosforo no grupo injectado durante 12 h diminuiu em relacdo ao
controlo (t0), mas no caso do grupo de peixes injectados durante o periodo de tempo de
36 h houve um pequeno aumento da concentracdo de fosforo em relacdo ao grupo
controlo (t0), no entanto, em ambos os grupos as diferencas encontradas ndo
estatisticamente diferentes para p <0.05.

Verifica-se que ndo houve variacdo significativa (p <0.05) na concentragédo de
magnésio no plasma dos peixes comparativamente a concentracgdo inicial, nem diferenca

entre o grupo injectado durante 12 h e o grupo injectado durante 36h.
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Figura 20 — Concentracdo de magnésio (A), fésforo (B), calcio (C) e cloreto (D) obtida
dos plasmas dos peixes sujeitos a diferentes periodos de tempo (12 e 36h) de injeccdo com
cortisol. Pontos ligados por rectas mostram a variagdo individual de cada peixe entre o tempo 0
e o tempo final de cada grupo; ndo houve diferencas significativas observadas para p < 0.05.
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3.2.2.1 Osmolaridade

Foi medida a osmolaridade para o ensaio do cortisol de forma a poder
determinar se houve alguma alteracdo na capacidade de osmorregulacdo dos peixes
(figura 21). Verificou.se que em média os valores se mantiveram constantes (nao
havendo diferencas significativas, p <0.05), contudo observa-se que um peixe do grupo

injectado durante 36 h teve uma drastica diminuicdo nos valores de osmolaridade.
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§ 290 -
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g ~
& 270 -
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260 -

250 -

Grupo 12 h grupo 36 h

Tempo pés injecgao com cortisol

Figura 21 — Valores de osmolaridade obtidos de peixes sujeitos a diferentes periodos
pos injeccdo com cortisol. Barras a azul (valores médios do tempo zero); barras a vermelho
(valores médios do tempo finais de cada grupo); rectas variagdo individual de cada peixe); néo
houve diferengas significativas para p <0.05.

3.2.2.2 Actividade enzimatica branquial.

As actividades das ATPases na branquias, quer Na'/K'-ATPase, quer H'-
ATPase, comportaram-se da mesma forma que nos ensaio | e I, ndo havendo alteragéo
entre os diferentes grupos (figura 22), neste caso, entre grupos com tempos de injecgédo

com cortisol diferentes.
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Figura 22 — Actividade das enzimas ATPase obtida as branquias dos peixes sujeitos a
diferentes periodos de tempo (12 e 36h) de injeccdo com cortisol; barras a azul representam as
médias dos valores encontrados no final de cada tempo.

3.2.2.3 Actividade enzimatica da GSase

Na figura 23 pode-se ver a actividade da enzima GSase para os diferentes
tecidos recolhidos (figado, cérebro e musculo). Observa-se que para todos os tecidos

ndo se registou nenhuma diferenca significativa entre os diferentes tempos pos injeccao
com cortisol.
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Figura 23 — Actividade da enzima GSase obtida dos tecidos recolhidos (figado, cérebro
e musculo) dos peixes sujeitos a diferentes periodos de tempo (12 e 36h) de injeccdo com
cortisol; barras a azul representam as médias dos valores encontrados no final de cada tempo;
pontos pretos representam valores individuais de cada peixe.

4, Discussao

No seguimento de trabalhos anteriores e com 0 objectivo de determinar a
tolerancia a amonia e o grau de ureotelismo nesta espécie, este estudo € o primeiro a ser
realizado para medir a actividade da GSase na espécie H. dydactilus. Para isso foram
utilizados desafios ambientais, tais como o aumento de amdnia ambiental, quer
tratamentos enddgenos, como o aumento de cortisol enddgeno. Apesar dos resultados
ndo serem conclusivos, pois ndo foi possivel verificar uma alteragdo significativa na
actividade da enzima GSase este estudo permite estabelecer uma técnica para

determinar a GSase e dar indica¢des para ensaios futuros.
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4.1 Afericdo do método para determinacdo da actividade da Gsase e incubagdes in-
vitro

Visto que este método ainda néo tinha sido posto em préatica no laboratério nem
realizado nesta espécie, foi necessario verificar se era adequado e se tinha sensibilidade
para mostrar diferencas entre tratamentos. Os testes que antecederam 0s Varios ensaios;
tanto in-vivo como in-vitro, foi mostrado que o protocolo usado para determinar a
actividade GSase funcionou, na medida em que se obteve um aumento de absorvancia
com o aumento do volume de amostra usada (figura 3), contudo a actividade da enzima
GSase mostrou ter grande variabilidade de peixe para peixe, com tendéncia a diminuir
com o aumento do volume de amostra usada no protocolo, mas com a diminuicdo da
variabilidade. O grafico que compara a actividade GSase com o volume de amostra
deveria ser uma recta, pois o volume seria acertado nos célculos, contudo isto ndo
acontece, devendo-se ao factor de diluicdo, ou seja, nos testes foi apenas alterado o
volume de amostra mas todos outros volumes de reagentes se mantiveram constantes ao
protocolo. Apesar de se verificar uma menor variabilidade da actividade GSase para o
volume de 20 ul de amostra, optou-se por utilizar o volume de 10 ul de amostra por ser
0 volume que consta no protocolo usado.

O gréfico 4 reforca que o método utilizado na medicdo de GSase funciona, pois
ao ser medida a actividade GSase no figado de robalo observou-se que este apresenta
um valor significativamente menor que a actividade da GSase para o0 xarroco, para p
<0.05.

Os testes realizados com os figados de xarrocos mostraram (apenas para um
figado de peixe) que com o aumento da concentragdo de amonia ambiental existe, uma
diminuicdo da actividade enzimatica, na qual a concentracdo de 2 mM fez com que a
actividade da GSase no figado diminuisse significativamente (p <0.05) em relacdo ao
grupo controlo, contudo esta diminuicdo ndo se verificou para o segundo figado de
xarroco utilizado na mesma experiéncia, pelo contrario verificou-se um ligeiro aumento
(mas nédo sendo significativo para p <0.05). No teste com cortisol, que apenas foi
realizado em figado de robalo também n&o foi observado nenhuma alteracdo de
actividade da GSase. Por isso foi feita a forskolina. No teste em que os figados de
xarroco foram sujeitos a diferentes concentragdes de forskolina, ndo foi observada

nenhum tipo de relagdo com o aumento da dosagem de forskolina, e sendo a forskolina
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um estimulador da actividade GSase, tornou o método inconclusivo. No entanto estes
resultados poderdo indicar que é necessario um estimulo no sistema nervoso central para
haver uma resposta do ciclo ornitina-ureia e ndo apenas um estimulo ao nivel do figado,
ou entdo aumentar o tempo de incubacdo para esta espécie que é caracterizada de ter um

metabolismo lento.

4.2 Efeitos da exposi¢cdo a amdnia ambiental in-vivo

No nosso estudo, a espécie Halobatrachus didactylus, pertence a familia
Batrachoididae, estando a sua tolerancia a amonia entre os niveis intermédios dos
membros da sua familia descritos acima, em condicGes de elevada toxicidade exibe
alteracdes neuroldgicas ou com desequilibrios no balanco acido-base (Randall e Tsui
2002; Eddy 2005; Smart 1976; Jord&o 2008).

Nos ensaios realizados para testar a resposta da actividade GSase a diferentes
concentracdes de amonia ambiental num periodo de 24 h (ensaio | e ensaio Il), as
concentracdes de amonia encontradas nas amostras de agua recolhidas (a cada 8 h)
mostraram que existiu um aumento da aménia ambiental presente na agua e que estas se
mantiveram constantes durante o periodo de 24 h, podendo-se afirmar que houve um
factor stressante a ser exercido durante um periodo de 24 h nos xarrocos sujeitosa 1 e 3
mM de amonia ambiental. Para o ensaio | parece haver uma relacdo entre a amonia
ambiental e a ureia presente na dgua, contudo, para o ensaio 1 esse padrdo ndo é visivel.

Observa-se também que a concentracdo de amonia no plasma aumenta com o
aumento da amdnia ambiental, mas ndo se consegue nenhum tipo de padrdo para a ureia
no plasma em relacédo & aménia ambiental.

Estes valores ambientais decorrentes do desenho experimental impedem que se
pudesse calcular as taxas de excrecdo de amonia para 0s grupos B e C. No entanto foi
calculada a taxa de excrecdo no grupo A. Observou-se que os grupos controlo do ensaio
| e ensaio Il apresentaram 0 mesmo padrdo de excre¢do de amonia (figura 10), no
entanto os valores observados sao muito diferentes entre cada ensaio, com 0 ensaio |
apresentar valores de taxas de excrecdo de amonia de 45, 120 e 20 umol/h/Kg para as 8,
16 e 24 h respectivamente, e o ensaio Il apresentar valores de 10, 20 e 12 umol/h/Kg.

Esta diferenca de gama de valores poderd estar associada ao facto de que para o ensaio |
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0S pesos dos peixes serem mais homogéneos assim como inferiores aos pesos dos
peixes do ensaio Il que apresentavam maior variabilidade e pesos superiores.

Os resultados obtidos para as taxas de excregéo estdo em concordancia com o0s
anteriormente obtidos (Jorddo, 2008) em que verifica-se que existe uma maior excre¢do
de produtos azotados nos periodos nocturnos (figura 10), apesar de as taxas de excre¢do
encontradas para a ureia serem reduzidas principalmente no ensaio Il em que os valores
se situaram perto de O (indicar que a existéncia de valores negativos é muito
provavelmente uma consequéncia da pouca sensibilidade do método de determinacéao de
ureia, mas que indica taxas de excrecdo muito baixas ou nulas). Estes resultados
poderdo dizer que, assim como é descrito para outras espécies como é 0 caso peixe-gato
indiano, que para um fotoperiodo de 12h luz:12h escuro, excreta mais ureia no periodo
escuro do que no periodo de luz, o que pode estar relacionado com a actividade
locomotora ser predominantemente nocturna (Kajimura et al. 2002). No entanto é
preciso ter em conta o facto de poder haver um stress cumulativo nos peixes, devido a
recolha de &gua feita de 8 em 8 horas que poderd ter influenciado este padrdo de
excrecdo, pois a experiencia iniciou-se as 10h da manha e a maioria das recolhas feitas
deu-se no periodo de noite.

No ensaio | ocorreu a morte de Vvarios peixes, ndo s6 no tempo de aclimatizacdo
como também durante o0 ensaio (grupo sujeito a 3 mM de amonia ambiental) isto podera
ser uma das razbes para afirmar que os peixes no caso do ensaio | se encontravam
debilitados. Estudos realizados por Ruyet e Quemener (1995) indicaram que Varios
factores ambientais, como a temperatura, o0 pH e 0 O2 influenciam a ac¢do toxica da
amonia, e consequentemente afectam a sensibilidade dos peixes a este composto.
Contudo no periodo de aclimatizacdo, e mesmo durante o decorrer dos ensaios, nao
houve alteracdo observavel nos factores ambientais acima referidos.

O factor condicdo (k) dos peixes usados nos ensaios | e Il encontravam-se
abaixo do que seria esperado para a altura do ano em que 0s ensaios se realizaram.
Apesar de os peixes do ensaio | terem sido mantidos durante mais tempo nas instalagdes
do LEOA do que os peixes utilizados no ensaio Il, os valores de factor de condi¢do nédo
se mostraram melhores que os peixes do ensaio Il que foram utilizados com curto
espaco de tempo entre terem sido capturados do rio Arade e utilizados na experiencia.

Estes baixos valores de K podem estar relacionados com a alimentagéo, no caso
do ensaio | os peixes foram alimentados com delicias do mar, que se mostrou nédo ser

um alimento mais adequado para 0s peixes pois estes ingeriam pouco alimento, no caso
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do ensaio Il os peixes foram alimentados com lula congelada, tendo tido esta uma
excelente aceitacdo por parte dos peixes. Outro factor que podera ter levado a valores de
K baixo, no caso do ensaio Il, podera ter sido o facto do tamanho individual de cada
individuo em cada tanque, pois ao contrario do ensaio | em que o tamanho dos peixes
era homogéneo, no ensaio Il a variacdo de tamanho foi bastante maior, podendo ter
originado que peixes de tamanho mais pequeno tenham sofrido maior stress ao terem no
mesmo tanque peixes de maiores dimensoes.

Outro factor a ter em conta, foi também o numero baixo de individuos de
utilizados em cada ensaio, para o ensaio | foram usados 9 peixes (controlo n=4, 1 mM
n=4 e 3 mM n=1) e para o ensaio Il foram utilizados 10 peixes (controlo n=3, 1 mM
n=3 e 3 mM n=4). O baixo numero de individuos, reflecte-se numa maior
heterogeneidade nos valores obtidos, tendo sido observados grande variabilidades em
cada grupo de cada ensaio. Um valor minimo de 6 peixes por tanque seria mais
adequado, mas tal ndo foi possivel devido a falta de peixes.

De forma a tentar realizar estes ensaios com maior preciséo, dever-se-ia realizar
a experiencia com oito grupos (n=6) em vez de trés, ou seja, dois grupos seriam
mantidos em tanques de 350 L de forma a ser sujeito ao menor numero de factores
stressantes, outros dois grupos seriam os grupos controlos (0 mM de aménia ambiental),
dois grupos sujeitos a um nivel intermédio de amonia ambiental (1 mM) e por ultimo
dois grupos sujeitos a um nivel elevado de amonia ambiental (3 mM), desta forma
poder-se-ia obter uma resposta ao fim de 24 e 48 h. Antes do inicio da experiéncia,
dever-se-ia fazer uma recolha de sangue de cada peixe assim como recolher todos os
dados das condicGes da agua de cada meio (pH, amonia, temperatura, ureia, salinidade).
No fim da experiencia todos o0s peixes seriam anestesiados com uma dose letal de
anestesiante, e assim como foi feito para os ensaios | e 1l dever-se-ia recolher todos os
dados (peso, sexo e comprimento) e todos os tecidos e sangue de cada peixe. Tendo
analisado todos os dados obtidos, dever-se-ia comparar 0 grupo controlo com 0 grupo
gue se manteve no tanque de 50 L, para saber se existia algum factor stressante nao
desejado no grupo controlo, caso ndo exista, de seguida comparar-se-ia 0S grupos
sujeitos a amonia ambiental com o grupo controlo de forma a saber se foi exercido por

parte da amdnia, uma mudanca fisioldgica no peixes tornando-os ureotélico.
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4.3 Resposta enzimatica das ATPase presentes nas branquias de peixes sujeitos a

diferentes concentracGes de amonia ambiental

Ao contrario dos tetrapodes terrestres, 0s peixes respiram maioritariamente pelas
branquias, que estdo expostas directamente a amdnia exdgena durante exposicao de
amonia ambiental. Amdnia tem que penetrar através do epitélio branquial e cutaneo
antes de ser transportada do sangue para o cerebro e outros 6rgdos. Como 0Orgéao
osmorregulatorio e respiratorio activo, as branquias dos peixes possuem elevada
capacidade de produzir espéecies de oxigénio reactivo, Ching et al. (2009) reportou que a
exposi¢do a amonia ambiental resultou num stress oxidativo das branquias do goébio
(Boleophthalmus boddarti). Em adicdo, amdnia ambiental tem efeitos nocivos nos
transportadores iénicos branquiais ndo associados com acumulacdo de amdnia
enddgena.

A exposicdo das branquias a amonia ambiental predispde estas a alteragdes
histopatoldgicas que poderdo quebrar o transporte i6nico (Daoust e Ferguson, 1984). A
quebra da integridade epitelial tem consequéncias adversas para o0 transporte ionico e
outros processos celulares, e a proliferacdo das células mucosas branquiais pela amonia
ambiental aumenta as distancias de difusdo através das branquias (Ferguson et al.,
1992).

A analise feita das branquias recolhidas dos xarrocos dos ensaio | e ensaio Il ndo
foram observadas diferencas significativas, para as ATPases (Na'/K'-ATPase, H'-
ATPase) entre 0s grupos sujeitos a concentracbes de amoénia ambiental e grupos
controlo, no entanto verifica-se que em média os valores observados para a actividade
da Na'/K*-ATPase no peixes do ensaio | sdo inferiores aos valores médios da actividade
da Na'/K*-ATPase nos peixes do ensaio Il. Para 0 ensaio | observa-se que existe uma
menor variabilidade dentro de cada grupo de peixes comparativamente com 0S grupos
do ensaio Il. Contudo ndo se pode afirmar que existe algum tipo de relacdo entre a
actividade da bomba sodio potassio e a concentragdo de amdnia ambiental.

Em relagdo a actividade H'-ATPase, observa-se 0 mesmo cenario da bomba
sodio potassio, no entanto, apesar de ndo se ter encontrado nenhuma diferenca
significativa entre os varios grupos de cada ensaio, para 0 ensaio | observa-se que a
média de actividade H*-ATPase para 0 grupo exposto a 1 mM é superior em relagio aos
restantes grupos e comparando com os niveis de foforo encontrados no plasma o0s

mesmo grupo (exposto a 1 mM) apresenta niveis significativamente mais baixos que o0s
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restantes grupos do ensaio I, o que podera dizer que houve um maior gasto de energia
nos peixes do grupo exposto a 1 mM (ensaio 1) podendo este gasto energético estar
relacionado com a actividade da H*-ATPase, que pela variabilidade encontrada nio foi

possivel encontrar diferencas significativas (p <0.05).

4.4 Resposta da GSase e ciclo ornitina-ureia a amonia ambiental e ao aumento de

cortisol

Apenas alguns teledsteos sdo ureotélicos, ou seja, excretando mais de 50 % dos
desperdicios de azotados como ureia (Opsanus beta em condicBes de confinamento e
elevada taxa populacional (Walsh et al., 1990), ou capazes de desintoxicarem pequenas
guantidades de amoénia durante periodos de aumento de amoénia Mugilogobius abei
(lwata et al. 2000). Para estes animais a activacdo do ciclo ureia-ornitina é essencial
mas ndo é claro quais os sinais e mecanismos fisioldgicos envolvidos no desencadear
deste conjunto de reaccdes.

Estudos anteriormente realizados por Barimo e co-autores (2007) e Jordéao
(2008) demonstraram que a espécie Halobatrachus didactylus é um dos Batrachoididae
que excreta ureia, podendo ser uma espécie moderadamente ureotélica quando exposta a
condicBes ambientais onde os niveis de amonia sao relativamente elevados.

Neste estudo observou-se a actividade da enzima GSase, a enzima responsavel
por fixar a amonia, na forma de glutamina, e que corresponde ao primeiro passo no
ciclo da ureia. Nos ensaios | e Il ndo foi possivel observar-se uma resposta da GSase
nos figados e cérebros, no entanto observa-se que para o0 ensaio Il houve uma
diminuicdo da actividade GSase para 0 grupo exposto a 3 mM comparativamente aos
restantes grupos. Esta diminuigdo pode estar associada ao colapso fisiologico devido a
toxicidade da amédnia. Os dados observados para os ensaios | e 11 revelaram também que
a actividade da GSase no tecido cerebral é bastante supeiror a dos restante tecidos
analisados, no entanto houve diferencas entre os dois ensaios na qual o ensaio |
apresentou em média valores superiores ao valores encontrados para o ensaio |, esta
diferencga de valores médios podera estar associada ao facto de os peixes do ensaio | se
encontrarem mais stressados e debilitados que os peixes do ensaio Il. Um maior stress
podera ter sido exercido nos peixes do ensaio | pelo facto de os tanques, ao contrario do
ensaio 11, ndo estarem isolados uns dos outros, e a quando da manutencdo dos tanques

um maior stress foi provocado nos peixes, podendo ter debilitado fisiologicamente
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estes. Este stress pode ser o que provocou um aumento dos niveis de cortisol no grupo
controlo comparativamente com o grupo controlo do ensaio I.

Os niveis de cortisol observados (figura 13) em ambos 0s ensaios mostraram
haver um grupo em cada ensaio que apresentou niveis de cortisol significativamente
diferente dos restantes grupos, para o ensaio | 0 grupo exposto apresentou valores
significativamente diferentes do grupo controlo e para o ensaio Il 0 grupo exposto a 3
mM foi o que apresentou niveis significativamente diferentes dos restantes grupos,
apesar desta diferenca entre quais 0s grupos estisticamente diferentes dos grupos
controlo, os valores encontrados entre o grupo exposto a 1 mM (ensaio ) e 0 grupo
exposto a 3 mM (ensaio 1l) apresentam a mesma gama de valores. De notar que para o
ensaio | o grupo exposto a 3 mM é apenas constituido por um Unico individuo e por isso
ndo foi possivel realizar uma analise estatistica, contudo os valores de cortisol
apresentados por este grupo/individuo sdo muito superiores aos restantes grupos do
ensaio |.

Nos ensaios | e Il ndo foram feitas analises de expressdo genética de forma a
relacionar niveis de expressdo genéticas das enzimas envolvidas no ciclo da ureia e a
sua actividade enzimatica. No entanto, esta analise ja foi feita para outros trabalhos em
que os peixes forma também submetidos a diferentes concentracdes de amonia
ambiental (0, 1, 3.5 e 5 mM) para um periodo de 48 h. Nesse trabalho verificou-se que
existe uma maior expressdo da enzima GSase no figado e no musculo (ndo foi feita esta
analise para o tecido cerebral). Foi registada uma maior expressao do gene GSase no
grupo controlo (0 mM), e que nos grupos expostos a amdnia ambiental a expressédo foi
aumentando em funcdo da concentracdo de amdnia ambiental, tendo sido registada a
menor expressao para o grupo exposto a 1 mM (Jordao, 2008).

Para a excre¢do do gene GSase no musculo foi observada uma maior excregédo
para 0 grupo exposto a 5 mM, sendo que assim como para a expressao no figado, esta
foi aumentando com o aumento da concentracdo de aménia ambiental.

No entanto ndo foram registadas diferencas significativas entre grupos de todos

0s tecidos.

4.5 Resposta do ciclo ornitina-ureia, nomeadamente GSase, a peixes sujeitos a

diferentes tempos de injec¢do com cortisol (12 e 36h)
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Os mecanismos de ureotelismo nos xarrocos (ndo o xarroco deste estudo) estao
bem estudados (revisdo por Walsh 1997 e Wood et al., 2003), e existe uma forte
evidencia que os pulsos de ureia poderdo estar sob controlo neural e/ou hormonal. A
mudanca de amoniotélismo para ureotelismo esta associada a um aumento das
concentracdes de cortisol plasmatico e os niveis de actividade enzimatica da GSase
(glutamina sintetase) (Hopkins et al., 1995). A natureza pulsétil da excrecdo da ureia é,
contudo, dependente da activacdo de um mecanismo de excre¢do na branquias porque a
producdo metabolica é continua mais que pulsatil (Wood et al., 1997). Apos um pulso,
uma diminuicdo do cortisol plasmaético é observado (Wood et al., 1997, 2001).

Nesta experiencia pretendeu-se elevar os niveis de cortisol plasmatico a niveis
bastante elevados de forma a observar uma resposta na producdo de ureia através do
aumento da actividade da enzima GSase. O aumento do cortisol foi conseguido (figura
17), havendo diferencas entre os tempos pos injec¢do com cortisol e os valores iniciais
de cortisol, mas ndo se observou diferencas entre 0s grupos ja injectados.

A glucose sofreu também alteracBes significativas para ambos os grupos
relativamente aos niveis iniciais encontrados no plasma (figura 19), este aumento deve-
se sobretudo a elevada concentracdo de cortisol a que foram sujeitos os xarrocos.

No entanto, ndo houve diferencas significativas para a actividade da GSase nos
diferentes tecidos analisados (figado, musculo e cérebro), apenas se verificou que a
actividade da GSase no tecido cerebral é bastante superior a dos restantes tecidos.

Ao nivel das ATPases ndo foram observadas diferencgas entre grupos injectados
de 12h e 36h. De igual forma também ndo se registaram aumentos dos niveis
plasmaticos de ureia e amdnia nos grupos pés injeccdo com cortisol para os tempos 12 e
36h. Podendo afirmar-se que o aumento de cortisol por si sé ndo provoca uma resposta
por parte da enzima GSase, responsavel pela transformacdo de aménia em glutamina e

introdugdo desta ultima no ciclo da ureia nos peixes.

4.6 Comparacao entre o ensaio | e Il e 0 ensaio com injec¢ao de cortisol

Comparando os diferentes ensaios entre si, verifica-se que existe uma diferenca
entre 0 ensaio | e 0s restantes ensaios, para a actividade da GSase no tecido cerebral, em
que os valores observados para 0 ensaio | sdo bastante superiores que 0s valores
registados para os ensiao Il e o ensaio com injeccdo de cortisol. No entanto, ndo foi
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possivel determinar a cousa deste padrdo, contudo podera ter sido algo que apenas
estava presente nos peixes usados no ensaio | que ndo estaria nos peixes dos restante
ensaios, pois ao analisar-se 0s niveis de cortisol verifica-se que para ambos os controlos
dos ensaios os valores sdo semelhantes, ou seja, existia 0 mesmo nivel de stress
ambiental em todos os ensaios. Podera ter sido a algum factor ndo analisado na agua ou
mesmo nos individuos. Tendo sido esta a maior diferenca encontrada ao analisar-mos 0s

diferentes ensaios entre si.

5. Conclusdo

No presente estudo, pode-se concluir, em concordancia com estudos anteriores,
que a espécie Hallobatrachus didactylus apresenta tolerancia a niveis elevados de
amonia ambiental, sendo esta tolerancia aparentemente menor que outros membros da
familia Batrachoididae.

Este estudo n&o foi conclusivo para determinar se a quantificacdo da actividade
GSase serve para afirmar a existéncia de uma mudanca de amoneotelismo para
ureotelismo, contudo pode-se afirmar que a espécie H. didactylus apresenta uma
actividade da enzima GSase semelhante a outros membros da mesma familia (O. beta).

Da mesma forma ndo foi possivel determinar um factor que leve ao desencadear
de uma mudanca de amoneotelismo para ureotelismo. Contudo a falta de resultados
positivos, ou seja, que demonstrassem que existe um factor que exerce uma mudanca na
estratégia do xarroco que faca este mudar para ureotélico, pode estar relacionada com
varios factores: o nimero baixo de individuos, a diferenca de tamanhos entre
individuos, condigéo (k) dos xarrocos utilizados.

Este estudo vai servir de base para trabalhos futuros, na medida em que ja revela
valores esperados para a actividade GSase na espécie H. didactylus. A determinagéo de
outras enzimas envolvidas no ciclo da ornitina-ureia, como a CPAase Il podera dar
mais informagdo sobre como o ciclo ornitina-ureia é activado no H. didactylus e
também o processo evolutivo que levou, ndo s6 para a espécie H. didactylus mas
também para as restantes espécies da familia Batrachoididae, a possuirem este tipo de
estratégia. A utilizacdo de outros tipos de factores stressantes como elevada taxa

populacional, poderd ser um factor que despontara uma mudanca de amoneotelismo
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para ureotelismo, como ja foi observado em outros estudos. A determinacdo da
expressdo genética da enzima GSase e CPAase Il também serd relevante para a
determinacdo do ureotelismo para a espécie H. didactylus, na medida em que se tera

uma maior percepc¢do do que acontece ao nivel genético.
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