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RESUMO

No presente estudo determinou-se a actividade in vifro da redutase da
metahemoglobina, na auséncia e presenga de nitritos, em duas espécies de
tele6steos marinhos de habitats e comportamentos diferentes. Halobatrachus
didactylus € uma espécie costeira bentonica, sedentaria e solitaria; Sparus aurata é
uma espécie costeira ndo-benténica, migradora e gregaria. Determinaram-se a
constante de Michaelis-Menten (Ky) e a velocidade maxima (Vi) da redutase da
metahemoglobina através do método directo de Eisenthal e Cornish-Bowden. A
determinagdo da actividade da redutase da metahemoglobina baseia-se no
principio de que o sistema enzimatico da redutase da metahemoglobina tem
também, uma elevada actividade como redutase do ferricianeto. Na auséncia de
nitritos, Halobatrachus didactylus apresentou valores mais elevados de actividade
enzimatica (38.9 pmol NAD'/min/gHb) do que Sparus aurata (27.8 pmol
NAD'/min/gHb). Nas mesmas condi¢bes, a redutase de Halobatrachus didactylus
apresentou, para ambos o0s substratos, valores superiores de Ky (ferricianeto de
potassio: 0.133mM; NADH: 0.067mM) e inferiores de Vnax (ferricianeto de
potéssio:0.097min™"; NADH: 0.025min™") em relagéo a Sparus aurata (ferricianeto de
potassio: Ky=0.092mM, Vma=0.176min”"; NADH: Ky=0.032mM, Viua=0.062min™).
Os resultados deste estudo indicaram que, na auséncia de nitritos, a redutase da
metahemoglobina de Halobatrachus didactylus apresentou uma maior eficiéncia
antioxidativa, embora a de Sparus aurata tenha apresentado uma maior
sensibilidade a presenca de baixas concentragbes de metahemoglobina. A
actividade da redutase da metahemoglobina de Halobatrachus didactylus diminuiu
com concentragbes crescentes de nitritos. No caso de Sparus aurata, néo se
observaram variag6es da actividade enzimatica na presenca de nitritos.



ABSTRACT

In vitro activity of the methaemoglobin reductase was determined, in the
presence and absence of nitrite, in two marine fishes with different habitats and
behaviours (Halobatrachus didactylus and Sparus aurata). The Ky and Vna Were
determined through the Eisenthal and Cornish-Bowden Plot. The basis for this study
is that the methaemoglobin reductase system has very active ferricyanide reductase
activity. In the absence of nitrite, Halobatrachus didactylus showed higher values of
methaemoglobin reductase activity (38.9 pmol NAD*/min/gHb), than Sparus aurata

(27.8 pmol NAD/min/gHb). In the same conditions, the reductase of
Halobatyrachus didactylus had, for both substrates, higher values of Ky (potassium
ferricyanide: 0.133 mM; NADH: 0.067 mM) and lower values of Vmax (potassium
ferricyanide: 0.097 min”; NADH: 0.025 min™"), than Sparus aurata (potassium
ferricyanide: Ky=0.092 mM, Via=0.176 min™: NADH: Ky=0.032 mM, Vpna=0.062
min™"). The results indicated that, in the absence of nitrite, Halobatrachus
didactylus's methaemoglobin reductase had high antioxidant efficiency, although
the one of Sparus aurata had more sensitivity to the presence of low concentrations
of methaemoglobin. Halobatrachus didactylus’s methaemoglobin reductase activity
decreased in the presence of nitrite. In Sparus aurata, the nitrite didn’t induced

significant variations in the methaemoglobin reductase activity.
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I. INTRODUGCAO

1.1 Espécies em estudo

Este estudo incidiu sobre duas espécies de teledsteos marinhos:

Halobatrachus didactylus e Sparus aurata.

DS
Figura 1: llustragéo de um individuo da espécie Halobatrachus didactylus (ROUX, 1986).

Halobatrachus didactylus (Schneider, 1801) pertence a Familia
Batrachoididae, sendo vulgarmente conhecida, no Algarve, por Encharroco
(MUzAVOR et al., 1993).

Esta espécie apresenta: corpo robusto; cabe¢a grande e achatada; olhos
situados no bordo superior da cabega e bem afastados; narinas anteriores
tubulares terminando em tentaculos pouco desenvolvidos; boca larga, com 3 fiadas
de dentes na regido anterior; maxila inferior com 1 série de filamentos cutaneos no
bordo ventral; bordo superior do opérculo com 2 espinhos curtos; subopérculo com
1 espinho; barbatanas peitorais largas e quase atingindo a origem da barbatana
anal; barbatanas pélvicas implantadas anteriormente em relagdo as barbatanas
peitorais (Roux, 1986).

A distribuigdo geografica da espécie Halobatrachus didactylus estende-se
pelo Atlantico, desde o Golfo da Biscaia até a costa do Gana, incluindo a Madeira,
Meditarraneo ocidental e Mar Adriatico (Roux, op. cit.).

Halobatrachus didactylus € uma espécie benténica, de comportamento
sedentario e solitario, vivendo sobre fundos arenosos ou vasosos, muitas vezes
parcialmente enterrada ou abrigada sob rochas (Roux, 1986). A espécie
Halobatrachus didactylus foi classificada por ANDRADE (1986 in CALVARIO, 1986)
como sendo uma espécie permanente da Ria Formosa, porque se encontra
sempre presente nesta, para a sua reproducéo, crescimento e alimentagao.
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Figura 2: llustrag&o de um individuo da espécie Sparus aurata (BAUCHOT & HUREAU, 1986).

Sparus aurata (Linnaeus, 1758) pertence a Familia Sparidae, sendo
vulgarmente conhecida, no Algarve, por Dourada ou Safata (MUZAVOR et al., 1993).

Esta espécie apresenta: corpo oblongo; pré-opérculo sem escamas, maxila
com 4-6 dentes caninos, seguidos de 2-4 fiadas de dentes que, progressivamente,
se tornam molariformes; as 2 fiadas externas de molares sdo mais desenvolvidas;
mancha negra na origem da linha lateral; barra dourada curva entre os olhos
(BAUCHOT & HUREAU, 1986).

A distribuicdo geografica de Sparus aurata estende-se pelo Atlantico, desde
as llhas Britanicas até Cabo Verde, incluindo as Canérias, e por todo o
Meditarraneo, sendo pouco abundante no Mar Negro (BAUCHOT & HUREAU, op. cit.).

Sparus aurata é uma espécie de habitat costeiro néo-benténico, migradora e
de habitos gregarios. Os juvenis entram na Ria Formosa a partir de Abril, e migram
para o mar a partir de Outubro-Novembro. Esta espécie ocorre em zonas de fundo
arenoso ou de faneroganicas marinhas, podendo ser encontrada em zonas de
agua salobra (espécie eurihalina) (MUZAVOR et al., 1993).

1.2. Eritrécitos e a hemoglobina

O sangue é o elemento mais acessivel no sistema de liquidos organicos do
organismo dos teleésteos. Consequentemente, as variaveis hematologicas sé&o
usadas geralmente como indicadores directos ou indirectos do estado fisioloégico do
organismo (KORcoOCK et al., 1988).



O sangue dos teledsteos, tal como o sangue humano, € constituido por uma
mistura de duas fases: o plasma (fase liquida), e uma fase sélida constituida por
células com fungdes diversas.

O plasma funciona como meio de transporte tanto da fase sélida, como de
uma série de substancias nele dissolvidas (ex: nutrientes, alguns gases, produtos
de excre¢do).

As células que constituem a fase sélida do sangue podem ser divididas em
trés grupos: leucocitos, eritrocitos e trombécitos. Os leucocitos constituem o
mecanismo de defesa do organismo face & acgéio de agentes patogénicos. Os
eritrocitos tém como principal fungéo o transporte dos gases relacionados com o
metabolismo (oxigénio e diéxido de carbono). Este transporte deve-se a existéncia
de moléculas de hemoglobina no seu citoplasma. Os trombécitos estéo envolvidos
no processo de coagulagéo do sangue.

Nos teledsteos, os eritrécitos podem ser formados em trés orgéos
diferentes: o bago, o intestino e os rins. Em qualquer dos casos, durante o processo
ontogenético, os eritrocitos passam por uma série de etapas: os proeritroblastos
perdem progressivamente RNA do citoplasma; o seu ndcleo torna-se mais denso e
a forma da célula muda de esférica para eliptica (FANGE, 1986). A sintese da
hemoglobina ocorre na fase final da maturagéo que geralmente decorre quando 0s
eritrocitos ja se encontram na circulagéo sistémica. Ao contréario dos mamiferos, 0s
teleOsteos apresentam eritrécitos maturos nucleados (FANGE, op. cit.).

Os teledsteos sendo animais poiquilotérmicos, estdo sujeitos a grandes
variagdes da temperatura interna. Essas variagbes influénciam as taxas
metabdlicas e consequentemente a necessidade de oxigénio; a existéncia de varios
tipos de hemoglobinas, com diferentes propriedades funcionais (sensiveis e néo-
sensiveis a variagdo do valor de pH), constitui uma adaptagéo fisiologica importante
(RigGs, 1970; DI PRISCO & TAMBURRINI, 1992).

A hemoglobina é constituida por quatro grupos prostéticos ferrosos (grupos
heme) ligados por uma proteina (globina). A globina & constituida por quatro
cadeias polipeptidicas, duas o e duas B enroladas sobre si proprias, contenda cada
uma no seu interior um grupo heme, e ocupando no espago os vértices de um
tetraedro regular (vide Figura 3).



cadeia o
cadeia o.  grupo heme

Figura 3: Esquema da estrutura quaternaria da hemoglobina (adaptada de LEHNINGER, 1981).

A globina através da sua conformagéo, ndo sé controla a afinidade da
ligagdo do oxigénio ao grupo heme, como também faz com que essa ligagéo seja
reversivel (VOET & VOET, 1990).

Os grupos heme séo estruturas policiclicas (porfirinas) com um atomo de
ferro no centro, o que confere ao sangue a sua cor vermelha caracteristica. Quando
o ferro do grupo heme se encontra no estado ferroso (Fez"), a hemoglobina é
funcional, podendo estar sob a forma de oxihemoglobina ou desoxihemoglobina.

No caso dos teledsteos, a oxihemoglobina transporta o oxigenio das
branquias para os tecidos. Por possuir quatro grupos heme, cada molécula de
hemoglobina pode transportar quatro molécula de oxigénio. O metabolismo celular
consome oxigénio e liberta diéxido de carbono, o qual em presenca de agua se
dissocia formando hidrogenocarbonato e protbes:

CO,+ HoO ———> HCOy + H*
O hidrogenocarbonato é transportado, dos tecidos para as branquias, dissolvido no
plasma. Os protdes sfo captados pelos grupos heme, formando-se a
desoxihemoglobina.

A hemoglobina, além da fungéo de transporte de gases para os tecidos,
funciona também como sistema tamp&o do pH do sangue, podendo ainda servir
para ceder rapidamente oxigénio para a bexiga natatdria ou para a coroideia do
olho (DI PRISCO & TAMBURRINI, 1992).

Quando o ferro do grupo heme esta no estado férrico (Fe**) a hemoglobina
néo & funcional, designando-se por metahemoglobina (LEHNINGER, 1981).



I.3. Redutase da metahemoglobina

A passagem de hemoglobina a metahemoglobina deve-se geralmente a
acgdo de agentes oxidantes, os quais podem ser intrinsecos ou extrinsecos aos
organismos.

Os nitritos (NO;) sdo ambientalmente um dos agentes oxidantes mais
relevantes, podendo ser originados por matéria organica em decomposi¢éo, ou por
desequilibrios nos processos de nitrificagdo-desnitrificacdo das aquaculturas (EDDY
& WiLLiams, 1987). Os teledsteos, quando sujeitos a presenca de nitritos,
apresentam no sangue concentra¢des deste ido mais elevadas que as do ambiente
(JENSEN ef al., 1987). A forma como os nitritos sdo incorporados pelos teledsteos
marinhos é ainda pouco conhecida, mas a hip6tese mais aceitavel é a de que
entram no organismo sob forma de acido nitroso (HNO,). Os nitritos existentes na
agua combinam-se com protdes (H") e originam HNO,. Este acido é lipossoltvel o
que lhe permite entrar através das membranas das células epiteliais das branquias.
Dentro do organismo o HNO, dissocia-se em H* e NO,, estando esta reacgdo
dependente do pH da agua do mar e do sangue (LEwIS & MORRIS, 1986). Uma vez
no plasma, pensa-se que os nitritos entram nos eritrocitos por transporte
conductivo. Esta entrada estara dependente do grau de oxigenagdo e pH dos
eritrécitos (JENSEN, 1990). Dentro dos eritrécitos, os nitritos véo induzir a formagéo
de metahemoglobina (EDDY & WILLIAMS, 1987), através de uma seérie de reacgbes
intermédias envolvendo radicais livres. A oxidagdo do grupo heme & mediada pelo
radical NO,', segundo a reacgéo descrita por KOSAKA e TYUMA (1987 in JENSEN,
1993):

4 Hb(Fe?*)O, + 4 NO; + 4 H' ————> 4 Hb(Fe*) + 4 NOy + O, + 2 H,0

Segundo LEWIS e MORRIS (1986), normalmente, cerca de 10% da
hemoglobina dos teledsteos encontra-se sob a forma de metahemoglobina devido a
varios factores: producéo de agentes oxidantes (geralmente o ido superoxido)
durante o metabolismo; ac¢do de dadores de hidrogénio na presenga de oxigénio
(formagao do ido perdxido) ou por autoxidagdo da hemoglobina (HbFe?* + O ——>
HbFe®* +0,).

Nenhum dos processos anteriormente descritos é fisiologicamente favoravel
aos teledsteos, pelo que estes possuem, nos seus eritrécitos, sistemas de agentes
redutores que transformam o Fe®** em Fe®* (FREEMAN ef al., 1983; ScoTT &
HARRINGTON, 1985).



Esta reducéo pode ser realizada directamente por compostos de elevado
poder redutor (ex: o &cido ascérbico, glutationa na forma reduzida e a
tetrahidropterina) ou por sistemas enzimaticos (redutases dependentes do NADPH
e redutases dependentes do NADH). Em conjunto os sistemas redutores
apresentam uma capacidade de reducéo 250 vezes superior & taxa de formacao
normal de metahemoglobina (SCHWARTZ ef al., s/d).

De entre os sistemas que efectuam a transformacdo da metahemoglobina
em hemoglobina, a redutase dependente do NADH detém o maior poder redutor,
sendo por isso genericamente designada de redutase da metahemoglobina.

A redutase de metahemoglobina existe livie no citoplasma e ligada a
membrana celular (BORGESE ef al., 1982; ZHANG & SOMERVILLE, 1990), e funciona
como uma diaforase. Esta enzima utiliza um aceitador “artificial” de electrées
(citocromo b5) entre o NADH oxidado e o Fe*" do grupo heme da metahemoglobina
(SCHWARTZ et al., s/d) (vide Figura 4).

NADH Cit bH oxidado Fa2+
Redutase da metahemogoDC
NAD®+ H* Cit b5 reduzido Fe3+

Figura 4. Representagdo esquematica da ac¢éo da redutase da metahemoglobina.

l.4. Objectivo

Os compostos azotados, entre eles os nitritos, sdo responsaveis por
elevados indices de mortalidade em peixes, quer em condi¢des naturais, quer em
cultivo, devido ao facto de serem agentes oxidantes. Estes agentes actuam sobre
compostos que possuem elementos susceptiveis de serem oxidados,
nomeadamente o ferro do grupo heme da hemoglobina. Pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares, através dos quais o genoma mobiliza uma resposta a
agresséo oxidativa. Além do interesse especifico inerente a esta informacéo, ela é

também essencial para a compreenséo e manipulagéo dos intervalos de tolerancia



dos teledsteos ao stress oxidativo ambiental, abrindo caminho a estudos futuros
que visem aumentar esse intervalo de tolerancia.

O objectivo deste trabalho foi determinar a actividade da redutase da
metahemoglobina, in vitro, na auséncia e na presenga de nitritos, e observar o seu
papel como mecanismo de antioxidagdo ao nivel da hemoglobina. Foram
calculadas a constante de Michaelis-Menten (Ky) e a velocidade maxima (Vma) da
redutase da metahemoglobina através do método directo de Eisenthal e Cornish-
Bowden. O estudo foi feito em duas espécies de tele6steos marinhos de habitats e
comportamentos diferentes (Halobatrachus didactylus, espécie costeira bentonica
sedentaria e solitaria; e Sparus aurata, espécie costeira ndo-benténica, migradora e

gregaria).



Il. MATERIAL E METODOS

I.1. Reagentes

Cloreto de calcio, Merck

Cloreto de magnésio, Merck

Cloreto de potassio, BHD

Cloreto de sédio, Sigma

Dihidrogenofosfato de sédio, Rieldel

EDTA (acido etilenodiaminotetracético), Sigma
Ferricianeto de potassio, Sigma
Hidrogenocarbonato de sédio, Rieldel
Mercaptoetanol, Merck

NADH (dinucleétido de nicotinamida e adenina reduzido), Sigma
Nitrito de sédio, Merck

Tris (tris-(hidroxi-metil)-aminometano), Merck

Il.2. Aparelhos utilizados

Centrifuga Heraeus Megafuge 1.0 R
Espectrofotometro de duplo feixe Hitachi U-2000

I.3. Amostras

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados individuos de duas
espécies: Halobatrachus didactylus, capturados com aparelho de anzol, entre os
meses de Abril e Dezembro de 1994, na Ria Formosa e Sparus aurata obtidos na
Timar, Culturas em Agua, Lda.

As duas espécies foram mantidas em tanques de aclimatagédo (T=15°C;
S=36%,; NO, e NH4 < 0.1mg/l), com arejamento e renovagédo de agua constante,

durante trés dias.



Foi determinado o peso, comprimento total e sexo de cada indviduo.

Os animais foram sacrificados por pancada na cabeca. As amostras de
sangue foram obtidas por pungdo directa do bulbo aédrtico na espécie
Halobatrachus didactylus, e por ablagdo caudal na espécie Sparus aurata. As
amostras foram colhidas para tubos de polietleno com heparina de litio, e
colocadas a 5°C (KORCOCK et al., 1988).

Il.4. Actividade da redutase da metahemoglobina

O método descrito por HEGESH ef al. (1968) é o mais utilizado para
determinar directamente a actividade da redutase da metahemoglobina. Este
método utiliza um complexo ferricianeto-metahemoglobina como substrato. Embora
este complexo reaga rapidamente, a sua preparagéo é demorada e requere muita
precisdo para obter resultados optimos. Além disso, a reacgéo sé se processa em
condi¢Bes &cidas (pH 4.7), o que torna a sua manipulagdo muito dificil em estudos
de cinética.

Por outro lado, o sistema enzimatico da redutase da metahemoglobina tem
também, uma elevada actividade como redutase do ferricianeto. A redugéo do
ferricianeto, com concomitante oxidagdo do NADH, pode ser seguida
espectrofotometricamente a 340 nm. Isto torna a determinac¢éo da actividade da
redutase da metahemoglobina num processo rapido e simples, porque a relagéo
entre as duas actividades & proporcional (BOARD, 1981).

A determinagdo da actividade da redutase da metahemoglobina foi feita
pelo método de BOARD (1981), adaptado para teleésteos marinhos.

Este método compreende 5 etapas:

- Lavagem dos eritrocitos,

- Quantificagdo da hemoglobina nos eritrécitos lavados,

- Obtengéo de um hemolisado de eritrocitos,

- Determinagéo da velocidade inicial da reac¢éo de oxidagdo do NADH,

- Calculo da actividade da redutase da metahemoglobina.

O plasma das amostras foi separado da camada globular por centrifugagéo
a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, a 4°C. O precipitado (‘papa de globulos
vermelhos”) foi lavado trés vezes por centrifugagdo nas mesmas condigGes, com



solugdo fisiologica preparada para teledsteos marinhos (7.8 g/l NaCl; 0.18 g/l KCI;
0.166 gfl CaCl,; 0.095 g/l MgCls; 0.084 g/l NaHCOj3; 0.06 g/l NaH;PO4) (FORSTERK &
HONG, s/d in HOAR, 1978), na proporgéo de 1/4 (viv).

Os eritrocitos lavados foram diluidos numa solugéo fisiologica preparada
para tele6steos, na proporgéo de 1/4 (v/v), e conservados por congelagéo a -20°C.

A quantificagéo da hemoglobina (g/dl) foi feita num laboratério de analises
clinicas, por analise espectrofotométrica do hemolisado a 525 nm.

Dado que a membrana celular ndo é permeavel ao ferricianeto (ORRINGER &
ROER, 1979), foi necessario hemolisar os eritrécitos. Apds a lavagem, os eritrocitos
foram hemolisados por adicdo de uma solugcdo de estabilizagdo contendo
mercaptoetanol 0.7 mM e EDTA 2.7 mM com pH 7.0, na proporgéo 1/40 (v/v). Os
hemolisados foram mantidos a -20°C até ao momento em que se realizou o ensaio
para determinagéo da actividade enzimatica (vide Figura 5).

s

b

Sangue total em u heparina de litio

l

Lavar o sangue 3 vezes com solugéo fisiologica para teledsteos marinhos
Centrifugacdo a 1800 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C

Subrenadante{_ H
(desprezar) — Glabulos vermelhos (G.v.)

G.v. + solugao fisioldgica G.v. + solugéo de mercaptoetanol
Quantificagio da Hemalisado
hemoglobina l

Reaccao de oxidagao realizada
na cuvelte do espectrofotémeto

Figura 5. Representacéio esquematica do método de BOARD (1981).

O método de determinagdo da actividade desta enzima baseia-se no
seguimento da oxidagdo do NADH, com consequente redugdo do ferricianeto,

detectavel espectrofotometricamente a 340 nm.
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A mistura de reacgdo continha 100 pl de solugdo tampéo Tris-HCI 1 M e
EDTA 5 mM com pH 8.0, 100 pl de solugéo de ferricianeto de potassio 2 mM, 600 pl
de agua destilada e 100 pl de solugdo de NADH 2 mM.

A reaccgéo foi iniciada por adicdo de 100 ul do hemolisado anteriormente
preparado, e a oxidagéo do NADH foi seguida a 340 nm durante 3 minutos. A
leitura de absorvancias foi efectuada num espectrofotometro de duplo feixe, contra
um branco em que o hemolisado foi substituido por dgua destilada.

Para cada amostra, a reacgdo de oxidagdo do NADH foi efectuada em
triplicado, e a velocidade inicial de oxidagdo do NADH foi calculada a partir do

declive inicial das curvas obtidas (vide Figura 6).

Redutase da metahemoglobina |
£

TN

NADH NAD*+ H*

[ Fe*(CN)8-)3 [ Fe*(CN)5-)#

Figura 6: Representagdo esquematica da redugéo do ferricianeto pela redutase da
metahemoglobina.

A determinagéo da actividade enzimatica foi efectuada com base na
mediana da velocidade inicial da reac¢do de oxidagdo do NADH, expressa em g,
| Para que os resultados sejam comparaveis entre si , a actividade é expressa
por grama de hemoglobina, uma vez que a actividade é doseada em eritrocitos
hemolisados e a actividade fisioldgica deste sistema enzimatico esta relacionada
com esta proteina.
A actividade da redutase da metahemoglobina (Act) foi calculada a partir da
seguinte férmula: .
Act = D x 60000 / 6.22 / Hb;

onde:

D é a velocidade inicial da reacg¢éo de oxidagdo do NADH, expressa em s 60000
€ o producto de 60 (converte s em min™) por 1000 (factor de correcg¢éo para o
valor da absorvancia especifica (g)); 6.22 é a absorvéncia especifica do NADH
expressa em mM; Hb; é o valor final de hemoglobina: Hb / 10; Hb € a quantidade de
hemoglobina presente em cada amostra, expressa em g/dl; 10 € o factor de
correcgéo referente a diluigéo realizada na cuvette.

O valor final da actividade vem expresso empumol NAD"/ min / g Hb.
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I.5. Incubagéo in vitro dos eritrocitos com nitrito de sédio

Ap6s a determinagdo da variagdo da actividade da redutase da
metahemoglobina para as duas espécies em estudo, efectuaram-se incubagdes, in
vitro, de eritrécitos lavados com concentragbes crescentes de nitritos.

A partir de uma solugdo-mée de NaNO, 100 mM, fizeram-se incubagdes de
eritrocitos lavados, em que a concentracéo final de NaNO, foi de 1, 3, 6 e 9 mM.

Depois de 60 minutos de incubagéo, os eritrocitos foram novamente lavados
3 vezes por centrifugacéo nas condi¢bes anteriormente descritas, para retirar o
meio de incubagdo com os nitritos. Em seguida, foram tratados pelo método de
BOARD (1981), acima descrito.

Além da actividade enzimatica foram também determinados parametros

cinéticos.

I1.6. Determinagao de parametros cinéticos

Para completar a informagdo fornecida pela actividade da redutase da
metahemoglobina, foram também determinados pardmetros cinéticos pelo método
directo de EISENTHAL & CORNISH-BOWDEN (1974 in SEGEL, 1975).

Este método consiste no calculo da velocidade maxima aparente (V*), que
corresponde a velocidade maxima de reac¢do da enzima quando todos os seus
centros activos estdo ocupados por moléculas de substrato; e da constante de
Michaelis-Menten aparente (Ku™), que corresponde a afinidade da enzima para um
dado substrato sendo tanto maior quanto menor for o valor da constante, através
dum grafico directo.

De acordo com este método, a equagdo de Michaelis-Menten é
transformada da seguinte forma:

VP =Vo+ (Vo/[S]) . Km™

Para cada par de valores experimentais de velocidade inicial (Vo) e de
concentragdo de substrato ([S]) é descrita uma linha que intersecta o eixo das
ordenadas no valor V, e 0 das abcissas em [S]. Assim, é definido um conjunto de
linhas para uma série de pares Vo / [S] que tém um ponto de intersecgdo cuja

ordenada é V*" e cuja abcissa é Ky™ (vide Figura 7).
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Figura 7; Determinagéo dos parametros cinéticos pelo método directo de Eisenthal & Cornish-
Bowden (SEGEL, 1975).

Os resultados obtidos por este método directo, geralmente devido a erros
experimentais, néo permitem obter um ponto de intersecgdo, mas vérios. Sendo
assim, o valor mais provavel de V¥ e de Ky é dado pela mediana dos valores,
respectivamente das ordenadas e das abcissas dos varios pontos de intersec¢éo
(MANSO et al., 1986).

Utilizando o método de BoARD (1981) acima descrito, determinou-se a
velocidade inicial da enzima, com e sem incubagdo com nitritos, variando a
concentragéo de cada um dos substratos (ferricianeto de potassio: 0.1, 0.2, 04 e
0.6 mM; NADH: 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 e 0.25 mM).

Os resultados obtidos foram analisados segundo o método directo de
Eisenthal e Comish-Bowden, em que se determinou a Vmax € 0 Ku'™.

II.7. Métodos estatisticos

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através de testes
néo-paramétricos, devido ao facto de se desconhecer a sua distribuigéo.

Para comparar as duas espécies na auséncia de nitritos utilizou-se o teste
de Wilcoxon para duas amostras (SOKAL & ROHLF, 1981).

A relagéo entre a actividade enzimatica para cada individuo de cada espécie
e 0 seu peso foi testada através do coeficiente de correlagéo de Kendall (CONOVER,
1980; SOKAL & ROHLF, 1981).

O efeito dos nitritos sobre cada uma das espécies em particular, foi
analisado com o teste de Kruskal-Wallis (CONOVER, 1980;SOKAL & ROHLF, 1981).
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lll. RESULTADOS

ll.1 Relagio entre a actividade enzimética e o peso dos individuos

A variagéo da actividade da redutase da metahemoglobina em relagéo ao
peso e ao sexo em 38 individuos da espécie Halobatrachus didactylus, na auséncia

de nitritos, encontra-se descrita na Tabela |.

Tabela I: Variagéo da actividade da redutase da metahemoglobina com o peso e 0 sexo, na
auséncia de nitritos, em Halobatrachus didactylus.

Individuos Peso Sexo Actividade enzimaética
(9) (umol NAD'/min/gHb)
1 243.3 macho 28.0
2 294.4 fémea 25.5
3 2223 macho 100.5
4 217.6 fémea 221
5 250.9 fémea 156
6 350.0 fémea 38.6
7 249.6 macho 241
8 296.6 fémea 46.1
9 267.3 macho 31.6
10 260.4 macho 20.5
11 333.3 fémea 48.7
12 280.1 fémea 39.2
13 230.1 macho 51.1
14 229.9 macho 371
15 194.7 macho 49,2
16 155.9 macho 65.8
17 217.0 macho 35.7
18 3327 macho 73.2
19 165.9 macho 58.8
20 119.1 macho 225
21 249.3 fémea 39.4
22 364.0 macho 32.4
23 371.6 macho 36.6
24 347.3 fémea 60.8
25 306.7 macho 29.6
26 254.7 fémea 57.6
27 187.0 fémea 66.2
28 175.2 fémea 53.1
29 231.4 fémea 77.5
30 230.0 macho 50.7
31 243.0 fémea 16.5
32 210.1 fémea 60.0
33 168.4 macho 48.6
34 168.6 macho 21.6
35 223.8 macho 33.1
36 205.7 macho 53.3
37 262.4 macho 11.8
38 167.1 fémea 15.8
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Os valores da actividade da redutase da metahemoglobina apresentam uma
distribuicdo aleatéria, em relagdo ao peso dos individuos (vide Figura 8).

;;‘\ctividade (pmol NAD+/min/gHb)

120

100 .

80 |- ;

60 P e :

40 - o e &

20 SRS

0 1 1 . | 1 1
0 100 200 300 400 500

Peso (9)

Figura 8: Relag&o entre o peso e a actividade da redutase da metahemoglobina em Halobatrachus
didactylus.

Da andlise do resultado do teste ndo-paramétrico de Kendall, para o calculo
do coeficiente de correlagdo entre o peso e a actividade verificou-se que para

0=0.01 ndo existe correlacdo estatisticamente significativa entre estas duas

grandezas.
120 Actividade (pmol NAD+/min/gHb) BOActividade (umol NAD+/min/gHb)
100} . .
60} ¢ o
801 . ¢ o
60} ‘L 40} wih
| Yo f 20¢ < e
m L] - :
05100 200 300 400 500 600 00100 200 300 400 500 600
Peso (g) Peso (g)
Machos Fémeas

Figura 9: Relag&o entre o peso e a actividade enzimatica nos machos e nas fémeas em
Halobatrachus didactylus.

Apds a separagéo dos individuos amostrados por sexo, observou-se
também uma distribuido aleatéria entre a actividade enzimatica e 0 peso (vide
Figura 9).

No que diz respeito ao resultado do teste ndo-paramétrico de Kendall, para
o calculo do coeficiente de correlagéio entre o peso e a actividade enzimatica, para
os machos e para as fémeas, verificou-se que para a~0.01 néo existe correlagéo

entre as duas grandezas.
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A Tabela Il descreve os valores obtidos para a actividade da redutase da
metahemoglobina, na auséncia de nitritos, para 23 individuos da espécie Sparus

aurata.

Tabela II: Variag@o da actividade da redutase da metahemoglobina com o peso e 0 sexo, em
condigbes basais, em Sparus aurata.

Individuos Peso Sexo Actividade enzimética
(9) (pmol NAD'/min/gHb)
1 281.0 macho 47.6
2 358.3 macho 25.4
3 239.2 macho 30.3
4 387.6 macho 18.6
5 346.3 macho 48.0
6 275.9 macho 27.6
7 254.7 macho 32.2
8 309.7 macho 38.3
9 3214 macho 20.6
10 314.0 macho 21.1
11 329.1 macho 45.6
12 255.7 macho 17.1
13 305.0 macho 33.1
14 282.4 macho 22.4
15 4457 macho 24.2
16 299.4 macho 29.6
17 364.4 macho 32.8
18 241.4 macho 33.5
19 504.3 macho 11.2
20 480.5 macho 23.3
21 474.9 macho 23.2
22 277.3 macho 34.2
23 271.0 macho 25.4

0 1 1 I L I I
0 100 200 300 400 500 600

Peso (g)

Figura 10: Relagdo entre o peso e a actividade da redutase da metahemoglobina em Sparus aurala.

Sparus aurata apresenta também uma distribuicéo aleatéria da actividade

enzimatica face ao peso de cada individuo (vide Figura 10).
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Da analise do resultado do teste ndo-paramétrico de Kendall, para o calculo
do coeficiente de correlagdo entre o peso e a actividade, verificou-se que para
a=0.01 néo existe correlagéo entre estas duas grandezas. Nesta espécie todos 0s

individuos eram machos.

lll.2. Comparagéo entre as duas espécies

Os valores de actividade enzimatica, Km e Vmax , determinados para cada
uma das espécies, na auséncia de nitritos, encontram-se descritos nas Tabelas | e
Il.

Frequéncia relativa Frequéncia relativa

0
10 30 50 70 90
Actividade (pmel NAD+/min/gHb) Actividade (pmol NAD+/min/gHb)

Halobatrachus didactylus Sparus aurata

Figura 11: Distribuigdo da frequéncia relativa dos diferentes individuos, em fungéo dos valores
da actividade enzimatica, nas duas espécies em estudo.

120 Actividade (pmol NAD+/min/gHb)

100 -

S

Halobatrachus didactylus Sparus aurata

Figura 12: Valores da actividade enzimatica nas duas espécies (mediana, max, min).

A distribuicdo da frequéncia relativa em fungéo dos valores de actividade
enzimatica evidénciou, em Sparus aurata, uma tendéncia para valores menores
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(entre 10 e 40umol de NAD*/min/gHb) do que em Halobatrachus didactylus (entre
10 e 100umol de NAD*/min/gHb) (vide Figura 11).

Da utilizagéo do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para duas amostras
desemparelhadas,verificou-se que para 0=0.01, a actividade enzimatica dos

individuos das duas amostras é diferente.
O valor mediano da actividade da redutase da metahemoglobina em

Halobatrachus didactylus (38.9umol NAD'/min/gHb) & superior ao da espécie
Sparus aurata (27.6pmol NAD*/min/gHb) (vide Figura 12).

Os valores de Ky da redutase da metahemoglobina, para os dois
substratos, e para ambas espécies, encontram-se descritos na Tabela Ill.

Tabela llI; Valores de Ky da redutase da metahemoglobina, em condigbes basais.

Halobatrachus didactylus Sparus aurata
Ferricianeto de potassio NADH Ferricianeto de potassio NADH
(mM) (mM) (mM) (mM)
0.120 0.120 0.260 0.032
0.230 0.102 0.216 0.046
0.130 0.130 0.088 0.058
0.120 0.089 0.060 0.012
0.140 0.096 0.126 0.030
0.060 0.036 0.064 0.028
0.300 0.041 0.328 0.090
0.130 0.031 0.072 0.036
0.135 0.039 0.224 0.038
0.200 0.031 0.068 0.030
0.150 0.054 0.252 0.014
0.130 0.047 0.282 0.034
0.180 0.140 0.198 0.032
0.150 0.130 0.088 0.029
0.130 0.130 0.056 0.034
0.088 0.074 0.072 0.014
0.090 0.134 0.058 0.022
0.210 0.038 0.228 0.024
0.100 0.063 0.096 0.034
0.270 0.022 0.096 0.021
- 0.070 0.092 0.059
- 0.039 0.060 0.012
- - 0.068 0.037

Os valores de Ky da redutase da metahemoglobina em Halobatrachus
didactylus, para ambos os substratos, s8o geralmente superiores aos da Sparus

aurata.
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Frequéncia relativa Frequéncia relativa

KM (mM) KM (mM)
Halobatrachus didactylus Sparus aurata

Substrato: Ferricianeto de potassio

Figura 13: Distribuigao da frequéncia relativa dos diferentes individuos, em fungéo dos valores
de Ky, nas duas espécies em estudo, quando o substrato é o ferricianeto de potassio.

Frequéncia relaliva Frequéncia relativa

. : ‘013
KM (mM) KM (mM)
Halohatrachus didactylus Sparus aurata

Substrato: NADH

Figura 14: Distribuic&o da frequéncia relativa dos diferentes individuos, em fung&o dos valores
de Ky, nas duas espécies em estudo, quando o substrato € o NADH.

Para ambos os substratos € de salientar que a espécie Sparus aurata
apresenta as frequéncias relativas mais elevadas para os valores inferiores de Kw
(vide Figuras 13 e 14).

pag MY 016 M (™M)
ot — [ 014} ———
025} 0.12¢
0.2} |
008}
0.15} nicel
| 004}
0.05¢ 0.02¢
a H. daactyla}é Ss aurata a H. didactylus Sams aurata
Substrato: Ferriclaneto de potassio Substrato: NADH

Figura 15: Valores de Ky, de ambos os substratos, nas duas espécies em estudo
(mediana, max, min).

Da utilizagéo do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para duas amostras
desemparelhadas, para comparar os valores de Ky das redutases da
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metahemoglobina das duas espécies, utilizando como substratos o ferricianeto de
potassio e o NADH, obtiveram-se resultados distintos.

No caso do substrato utilizado ser o ferricianeto de potassio, para o=0.05,
verificou-se que as redutases da metahemoglobina das duas espécies tém valores
de Ku néo significativamente diferentes. Graficamente é de salientar que o valor
mediano da redutase de Halobatrachus didactylus (0.133mM) & superior ao da
Sparus aurata (0.092mM) (vide Figura 15).

No caso do substrato utilizado ser o NADH, para 0=0.05, verificou-se que as
redutases das duas espécies tém valores distintos. Tendo a redutase de
Halobatrachus didactylus o valor mediano (0.067mM) superior ao da Sparus aurata
(0.032mM) (vide Figura 15).

Os valores de V.. da redutase da metahemoglobina, para os dois
substratos, e para ambas as espécies, encontram-se descritos na tabela IV.

Tabela IV: Valores de Vnax da redutase da metahemoglobina, em condigdes basais.

Halobatrachus didactylus Sparus aurata

Ferricianeto de potéssio NADH Ferricianeto de potéssio NADH
(min™) (min™") (min™) (min™)
0.103 0.016 0.206 0.056
0.128 0.025 0.176 0.062
0.123 0.013 0.165 0.057
0.119 0.027 0.133 0.066
0.097 0.013 0.201 0.041
0.097 0.022 0.149 0.060
0.124 0.031 0.258 0.029
0.079 0.042 0.179 0.066
0.093 0.032 0.198 0.052
0.079 0.029 0.170 0.046
0.101 0.032 0.296 0.098
0.082 0.029 0.244 0.079
0.123 0.010 0.211 0.074
0.095 0.013 0.243 0.059
0.093 0.015 0.096 0.080
0.064 0.017 0.155 0.064
0.072 0.008 0.154 0.071
0.099 0.030 0.236 0.096
0.110 0.049 0.148 0.058
0.089 0.047 0.186 0.083
- 0.024 0.149 0.051

. 0.021 0.129 0.101

- - 0.144 0.055

Os valores de V.. da redutase da metahemoglobina de Halobatrachus
didactylus, para ambos os substratos, sdo geralmente inferiores aos da Sparus

aurata.
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Frequéncia relativa Frequéncia relativa
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Halobatrachus didactylus Sparus aurata

Substrato: Ferricianeto de potassio

Figura 16: Distribui¢io da frequéncia relativa dos diferentes individuos, em fung&o dos valores de
Vmax, Nas duas espécies em estudo, quando o substrato é o ferricianeto de potassio.

Frequéncia relativa Frequéncia relativa
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Halobatrachus didactylus Sparus aurata

Substrato: NADH

Figura 17: Distribuig&o da frequéncia relativa dos diferentes individuos, em fungéo dos
valores de Ve, Nas duas espécies em estudo, quando o substrato é o NADH.

Para ambos os substratos, é de salientar que a espécie Sparus aurata
apresenta as frequéncias relativas mais altas para os valores superiores de Vpax.
(vide Figuras 16 e 17).
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Substrato: Ferricianeto de potésslo

Figura 18: Valores de Vmax, de ambos os substratos, nas duas espécies em estudo
(mediana, max, min).
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Utilizou-se o teste de Wilcoxon para duas amostras desemparelhadas, para
comparar os valores de V.. das redutases da metahemoglobina das duas
espécies, utilizando como substrato, quer o ferricianeto de potassio, quer o NADH.

Para ambos os substratos, e com um o=0.001, as redutases das duas
espécies apresentam valores de V. distintos. A redutase da metahemoglobina de
Halobatrachus didactylus tem para a V., valores medianos menores (ferricianeto
de potassio: 0.097min™; NADH: 0.025min") do que os da Sparus aurata
(ferricianeto de potassio: 0.176min™; NADH: 0.062min™) (vide Figura 18).

Os dois parametros cinéticos, anteriormente referidos (Ky € Vma), foram
determinados através do método directo de Eisenthal & Cornish-Bowden. As
velocidades iniciais de reac¢do foram calculadas fazendo variar a concentragéo de
cada um dos substratos.

Halobatrachus didactylus

Vo (min-1
0.12 (i )

01

006 -

|
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1
Bl e e e oy o f

0 1 1L 1L I L n 1 I 1
06 0.4 0.2 0] 0.2 0.4 086
Ferricianeto de potéssio (mM)

Figura 19: Representagdo da curva de Michaelis-Menten e do gréfico de Eisenthal e Cornish- Bowden
para o ferricianeto de potassio, em Halobaytrachus didactylus (valores medianos).

Sparus aurata
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Ferricianeto de potdssio (mM)
Figura 20: Representac@o da curva de Michaelis-Menten e do gréfico de Eisenthal e Cornish-Bowden
para o ferricianeto de potassio, em Sparus aurata (valores medianos).
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Verificou-se para ambas as espécies que, a velocidade inicial aumenta com
concentragdes crescentes de ferricianeto de potassio (vide Figuras 19 e 20).

lll.3. Efeito dos nitritos

Nesta fase do trabalho foram analisadas amostras de eritrocitos de 20
individuos de cada espécie, que foram divididos em quatro grupos, de 5 elementos
cada. Cada grupo foi submetido a uma concentragéo de nitritos diferente: 1, 3,6 e
9mM de NaNQs..

A variagdo da actividade enzimatica, Kw e Vmx da redutase da
metahemoglobina, para 20 individuos de Halobafrachus didactylus, encontra-se

descrita na tabela V.

Tabela V: Valores referente a actividade enzimatica, Ku e Vmax da redutase da metahemoglobina em
Halobatrachus didactylus (amostras incubadas com nitritos).

[NO2] | Indiv. Ferricianeto de NADH Actividade enzimética
potassio
(mM) Km (MM) | Virax (min™) Km (mM) | Viax (min” (umol NAD'/min/gHb)
1 1 0.090 0.051 0.056 0.018 13.40
2 0.116 0.055 0.036 0.021 23.74
3 0.176 0.042 0.020 0.029 27.87
4 0.164 0.053 0.020 0.018 16.32
5 0.194 0.046 0.034 0.017 16.88
3 6 0.116 0.046 0.044 0012 14.91
7 0.160 0.047 0.064 0.015 19.29
8 0.166 0.056 0.024 0.028 14.24
9 0.196 0.067 0.064 0.019 13.47
10 0.116 0.047 0.026 0.024 14.47
6 11 0.124 0.050 0.041 0.010 20.01
12 0.142 0.083 0.026 0.023 14.00
13 0.140 0.033 0.022 0.022 16.32
14 0.160 0.049 0.020 0.038 13.36
15 0.136 0.064 0.016 0.032 11.50
9 16 0.120 0.046 0.026 0.020 12.28
17 0.124 0.089 0.030 0.026 15.07
18 0.198 0.045 0.030 0.020 12.48
19 0.160 0060 0.039 0.017 11.74
20 0.100 0.066 0.025 0.020 12.22
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Actividade (umol NAD +/min/gHb)

[Nitrites] (mM)

Figura 21: Actividade da redutase da metahemoglobina em fungédo da exposig¢éo in vitro a nitritos, em
Halobatrachus didactylus (mediana, max, min).

No que diz respeito ao resultado do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
para analisar o efeito da variagcdo da concentragdo dos nitritos sobre a actividade
enzimatica, verificou-se que para «=0.001, os nitritos influenciam a actividade

enzimatica. Quanto maior é a concentragdo de nitritos, menor € a actividade
enzimatica da redutase da metahemoglobina (vide Figura 21).

0% KM (mM)

08—
0.25 -

02 iz acy S

0 2 4 6 8 10
[Nitritos] (mM)
-+ Ferricianeto de potassio - NADH

005
0

Figura 22: Efeito da exposigdo a nitritos nos valores de Ky da redutase da metahemoglobina de
Halobatrachus didactylus, em fun¢fo dos substratos ferricianeto de potassio e NADH
(média, max, min).

Halobatrachus didactylus mostra uma tendéncia para a diminuigdo dos
valores de Ky, para ambos os substratos, com o aumento da concentragéo dos
nitritos de 0 a 9mM (vide Figura 22).

Com o aumento da concentragéo dos nitritos de 0 para 9mM, a V., para
ambos os substratos, tem uma ligeira tendéncia para aumentar (vide Figura 23).
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Figura 23: Efeito da exposi¢&o a nitritos nos valores de Vimax da redutase da metahemoglobina de
Halobatrachus didactylus, em fungéo dos substratos ferricianeto de potassio e NADH
(média, max, min).
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Figura 24: Representagéo das curvas de Michaelis-Menten para o ferricianeto de potéssio quando
incubado com nitritos, em Halobatrachus didactylus (valores medianos).

A velocidade inicial da redutase da metahemoglobina é significativamente
reduzida na presenga de nitritos, em Halobatrachus didactylus (vide Figura 24).

A variagdo da actividade enzimdtica, Ky e Vmax da redutase da
metahemoglobina para 20 individuos da espécie Sparus aurata, encontra-se

descrita na Tabela VI.
Da utilizagéo do teste nédo-paramétrico de Kruskal-Wallis para analisar o

efeito da variagdo da concentragdo dos nitritos sobre a actividade enzimatica,
verificou-se que para a=0.001, os nitritos ndo a influénciam. Independentemente do
aumento da concentragdo de nitritos, a actividade da redutase da
metahemoglobina mantém-se constante (vide Figura 25).
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Tabela VI: Valores referentes a actividade enzimatica, Ky € Vmax da redutase da metahemoglobina,

em Sparus aurata (amostras incubadas com nitritos).

[NO2 ] | Indiv. | Ferricianeto de potassio NADH Actividade
enzimatica
(mM) Kﬂ (mM) Viax (Min™) K (mM) Vimax (Min~_| (umol NAD'/min/gHb)
1 1 0.096 0.156 0.046 0.064 30.42
2 0.100 0.224 0.040 0.110 27.11
3 0.096 0.121 0.022 0.068 30.55
4 0.056 0.143 0.020 0.096 15.07
5 0.078 0.193 0.030 0.088 23.39
3 6 0.088 0.186 0.028 0.065 31.19
7 0.108 0.168 0.021 0.112 18.06
8 0068 0.090 0.028 0.050 25.26
9 0.096 0.200 0.020 0.118 14.15
10 0.098 0.137 0.030 0.062 34.45
6 11 0056 0.196 0.024 0.060 28.37
12 0.068 0.157 0.022 0.106 15.32
13 0080 0.157 0.038 0.070 14.10
14 0.113 0.178 0.024 0.070 31.69
15 0.098 0.154 0.018 0.124 22.26
9 16 0076 0.176 0.030 0.076 13.71
17 0.158 0.131 0.020 0.100 28.59
18 0.068 0.144 0.034 0.110 18.74
19 0.080 0.160 0.020 0.109 22.19
20 0.104 0.166 0.044 0.103 17.87

3
[Nitritos] (mM)

Figura 25: Actividade da redutase da metahemoglobina em fungéo da exposigéo in vitro a nitritos, em

Sparus aurata (mediana, max, min).

Sparus aurata mantém sensivelmente constante os seus valores de Ky,

para ambos os substratos, consoante a concentragdo dos nitritos aumenta de 0 a
9mM (vide Figura 26).

26



0.35

03 -

0.2

015 -

|

[Nitritos] (mM)
- Ferricianeto de potassio -o NADH

Figura 26: Efeito da exposi¢do a nitritos nos valores de Ky da redutase da metahemoglobina de
Sparus aurata em fungéo dos substratos ferricianeto de potassio e NADH (média, max,

min).
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Figura 27: Efeito da exposigéo a nitritos nos valores de Viax da redutase da metahemoglobina de
Sparus aurata em funcéo dos substratos ferricianeto de potassio e NADH (média, méax,
min).

Com o aumento da concentragéo de nitritos de 0 até 9mM, a Ve, para
ambos 0s substratos, mantém-se sensivelmente constante (vide Figura 27).

Os nitritos ndo alteraram a velocidade inicial para ambos os substratos, em

Sparus aurata (vide Figura 28).
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Figura 28: Representagéo das curvas de Michaelis-Menten para os dois substratos quando
incubados com nitritos, para a espécie Sparus aurata (valores medianos).
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IV. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com o estudo
de FREEMAN ef al. (1983), em que foi confirmada a existéncia, nos teledsteos, de
uma enzima com propriedades semelhantes & enzima, redutase da
metahemoglobina, descritas para os eritrocitos do homem.

A actividade da redutase da metahemoglobina, na auséncia de nitritos, para
ambas as espécies, ndo mostrou qualquer dependéncia em relagdo ao peso
(indicador de idade), nem mesmo quando divididos os individuos por sexo, no caso
de Halobatrachus didactylus. Isto levou a que os individuos de cada espécie
fossem estudados como um todo, independentemente da idade ou sexo, ao
contrario do que acontece no homem, em que a actividade da redutase da
metahemoglobina aumenta com a idade e é superior nos individuos do sexo
feminino (FRANCO, 1994).

E de salientar que tal como no trabalho de SCOTT e HARRINGTON (1985),
também no presente estudo a actividade da redutase da metahemoglobina, na
auséncia de nitritos e nas duas espécies em estudo, tem valores superiores
(valores superiores a 27.6 umol NAD*/min/gHb) aos do homem (18.29 umol
NAD*/min/gHb) (FRANCO, 1994). Isto podera dever-se ao facto dos teleosteos terem
uma taxa normal de formagéo de metahemoglobina na ordem dos 10% (em relagéo
a hemoglobina total), contra apenas 1% no caso do homem (LEWIS & MORRIS,
1986). A esta razdo podera ndo ser alheio o facto do meio marinho possuir uma
maior gama de agentes oxidantes, do que o meio terrestre.

Os peixes mais activos, € com maiores taxas metabdlicas (caso de Sparus
aurata), possuem uma menor afinidade da hemoglobina para o oxigénio (LAGLER,
1977), o que se podera traduzir por uma menor formagéo de metahemoglobina, por
autoxidagdo da hemoglobina ou acgéo de radicais livres de oxigénio. Este facto
poderé explicar porque é que a actividade da redutase da metahemoglobina da

espécie Halobatrachus didactylus (38.9 umol NAD+/min/gHb) € superior a da

espécie Sparus aurata (27.6 pmol NAD*/min/gHb).

Embora tendo valores de actividade enzimatica menores, a redutase da
metahemoglobina da espécie Sparus aurata apresenta uma maior especificidade
para ambos os substratos (valores menores de Ky) e valores de velocidades
maximas da reac¢do mais altos, do que a espécie Halobatrachus didactylus. Ou

seja, a espécie Sparus aurata tem um poder de resposta mais rapido & formagéo
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de metahemoglobina, mas uma menor resisténcia a exposi¢do prolongada a
agentes oxidantes (valores menores de actividade da redutase da
metahemoglobina). Este comportamento esta de acordo com o facto desta espécie
ter elevada capacidade de locomocgéo, o que faz com que lhe seja facil abandonar
areas que contenham elevadas concentragbes de agentes oxidantes. Por outro
lado a espécie Halobatrachus didactylus, que € menos activa (tendo uma menor
capacidade de locomogéo), protege-se tendo um eficiente sistema enzimatico,
capaz de contrariar o stress oxidativo, sem que a espécie tenha de abandonar o
seu habitat.

Quando sujeitos a incubagdes in vifro com nitritos, os eritrocitos da espécie
Halobatrachus didactylus reagem diminuindo a actividade da redutase da
por parte de concentragbes crescente de nitritos, mas tambem a sintese de
hemoglobina pelos eritrécitos, a qual altera o calculo da actividade. Este
comportamento por parte dos eritrécitos deve-se em parte a existéncia da grande
quantidade de eritrécitos imaturos na corrente sanguinea dos teledsteos (SPECKNER
et al., 1989; MURAD et al,, 1990). Ha ainda a salientar a hipotese de sintese de
substancia, como o ATP (adenosina tri-fosfato) e o DPG (2-3 difosfoglicerato), que
aumentam a afinidade da hemoglobina para o oxigénio (ECKERT ef al.,, 1988), o que
diminuiria o efeito anémico da formacgéo de metahemoglobina.

No caso da espécie Sparus aurata, ndo houve alteragées nem da actividade
enzimatica, nem dos pardmetros cinéticos determinados (Kuw € Vma), COM a
incubagé&o in vitro dos eritrocitos com nitritos. Este facto pode dever-se a duas
razbées: uma relacionada com a ontogénese dos individuos analisados, € a outra
com a manutengdo da informacgéo genética dos seus progenitores. Os individuos
analisados estiveram sujeitos durante a sua ontogénese na Timar, a elevadas
concentragbes de agentes oxidantes, o que fez com que as concentragdes de
nitritos utilizadas nas incubagdes in vitro, ndo provocassem uma reacgéo fisiolégica
significativa. A outra raz&o, acenta no facto dos individuos analisados descenderem
directamente de progenitores capturados no seu habitat natural, o qual,
comparativamente com o habitat do Halobatrachus didactylus, possui menos
agentes capazes de oxidar a hemoglobina, o que faz com que Sparus aurata néo

tenha um sistema de defesa antioxidante bem desenvolvido.
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CONCLUSOES

Este trabalho mostrou alguns aspectos que serdo interessantes esclarecer,
no dmbito do estudo dos mecanismos antioxidantes, em espécies de teledsteos

marinhos:

As espécies Halobatrachus didactylus e Sparus aurata apresentam, nos
seus eritrécitos, uma enzima que se comporta de forma semelhante a redutase da
metahemoglobina do homem.

A actividade da redutase da metahemoglobina, na auséncia de nitritos,
apresentou valores superiores aos valores de actividade referidos para o homem.

A actividade da redutase da metahemoglobina, para as espécies estudadas,
n&o apresentou variagées, nem com o peso, nem com o sexo dos individuos.

Os valores de Ky e Vmax determinados neste estudo sugerem que a
redutase da metahemoglobina da espécie Halobatrachus didactylus apresenta uma
maior eficiéncia antioxidativa, embora a da espécie Sparus aurata apresente uma

maior sensibilidade a presenga de baixas concentragfes de metahemoglobina.

A diminuicdo da actividade enzimatica, na presenga de nitritos, observada
para a espécie Halobatrachus didactylus, pode ndo s6 ser devido a inibigdo da
enzima, mas também a sintese da hemoglobina por parte dos eritrécitos.

A ndo variagdo da actividade da redutase da metahemoglobina, na
presenga de nitritos, na espécie Sparus aurata, pode estar relacionada com a
ontogénese dos seus individuos, ou com a manutengdo da informagéo geneéticados
seus progenitores.

Seria necessario continuar este estudo para poder confirmar as hipoteses

acima referidas.
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ANEXO

Tabela I: Valores referentes ao célculo da actividade da redutase da metahemoglobina em Halobalrachus
didactylus, na auséncia de nitritos.

Individuo Comprimento Peso Sexo Velocidade iniclal (™)
(cm) () R1 R2 R3 (g/di)
1 270 2433 macho 0.00047 0.00061 0.00089 21
2 260 294.4 fémea 0.00061 0.00061 0.00068 23
3 25.0 2223 macho 0.00123 0.00125 0.00136 1.2
4 240 2176 fémea 0.00048 0.00071 0.00096 31
5 235 2509 fémea 0.00032 0.00034 0.00045 21
6 26.0 350.0 fémea 0.00088 0.00099 0.00250 22
7 235 2406 macho 0.00046 0.00055 0.00115 22
8 27.0 206.6 fémea 0.00138 0.00148 0.00214 31
9 255 2673 macho 0.00089 0.00131 0.00154 40
10 245 260.4 macho 0.00081 0.00085 0.00086 40
11 255 3333 fémea 0.00095 0.00103 0.00115 20
12 245 280.1 fémea 0.00112 0.00122 0.00228 30
13 220 2301 macho 0.00087 0.00159 0.00163 30
14 240 2208 macho 0.00066 0.00077 0.00077 20
15 235 194.7 macho 0.00049 0.00051 0.00055 1.0
16 205 1559 macho 0.00051 0.00075 0.00102 11
17 210 2170 macho 0.00060 0.00063 0.00101 1.7
18 265 3327 macho 0.00079 0.00091 0.00201 1.2
19 220 1659 macho 0.00063 0.00128 0.00187 21
20 200 119.1 macho 0.00020 0.00021 0.00024 09
21 240 2493 fémea 0.00048 0.00049 0.00050 1.2
22 275 3640 macho 0.00037 0.00037 0.00039 1.1
23 260 37115 macho 0.00028 0.00114 0.00163 .0
24 260 3473 fémea 0.00088 0.00126 0.00146 20
25 225 306.7 macho 0.00072 0.00092 0.00172 30
26 235 2547 fémea 0.00177 0.00179 0.00185 30
27 215 187.0 fémea 0.00120 0.00206 0.00238 30
28 215 175.2 fémea 0.00111 0.00165 0.00213 30
29 240 231.4 fémea 0.00085 0.00249 0.00261 3.1
30 25.0 2300 fémea 0.00067 0.00242 0.00264 46
31 230 2430 fémea 0.00065 0.00070 0.00131 4.1
32 225 21041 fémea 0.00058 0.00168 0.00197 2.7
K< 200 168.4 macho 0.00093 0.00151 0.00273 30
34 220 168.6 macho 0.00047 0.00049 0.00065 29
<5 225 2238 macho 0.00115 0.00127 0.00230 3.7
36 215 205.7 macho 0.00031 0.00043 0.00072 23
37 255 262.4 macho 0.00041 0.00042 0.00044 36
38 20.5 167.1 macho 0.00037 0.00040 0.00041 25

Tabela II: VValores referentes ao célculo da actividade da redutase da metahemoglobina em Halobatrachus
didactylus, na presenca de nitritos.

[NO: ] Individuo Velocldade inicial (s) Hb
(mM) R1 R2 R3 (g/dl)
1 1 0.00025 0.00025 0.00026 18
2 0.00021 0.00032 0.00062 13

3 0.00020 0.00026 0.00028 09

4 0.00018 0.00022 0.00022 13

5 0.00028 0.00028 0.00029 1.6

3 6 0.00014 0.00015 0.00017 1.1
7 0.00011 0.00014 0.00014 07

8 0.00030 0.00031 0.00034 241

9 0.00032 0.00039 0.00046 33

10 0.00032 0.00033 0.00034 22

6 1 0.00024 0.00025 0.00026 1.2
12 0.00045 0.00051 0.00060 31

13 0.00014 0.00022 0.00029 1.3

14 0.00030 0.00036 0.00041 26

15 0.00031 0.00031 0.00035 286

9 16 0.00026 0.00028 0.00031 2.2
17 0.00024 0.00025 0.00026 1.6

18 0.00018 0.00022 0.00023 1.7

19 0.00027 0.00028 0.00033 23

20 0.00019 0.00019 0.00020 1.5




Tabela Ill: Valores de velocidades iniciais (min™") da redutase da metahemoglobina referentes a variagéo de concentragao
do ferricianeto de potassio em Halobatrachus didacfylus, na auséncia de nitritos.

Indiv, Ferricianeto de potédssio

0.1 mM 0.2 mM 0.4 mM 0.6 mM

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

1 016 023 031 050 064 347 015 073 194 038 0936 004
2 017 032 068 .029 080 379 .088 089 092 020 092 A23
3 049 050 064 052 064 075 054 092 A3 044 058 089
4 051 052 088 049 054 .186 021 084 020 080 008 029
7 028 040 04 042 057 038 070 072 092 039 095 006
9 065 067 073 064 085 134 Q70 072 074 098 100 101
10 023 026 089 048 .049 059 A7 119 145 048 077 140
11 035 036 090 075 076 085 024 060 061 | 024 025 030
12 039 040 096 042 048 112 034 081 020 020 020 .030
13 020 025 051 050 051 A1 030 056 162 050 060 M7
15 038 039 051 050 054 067 028 073 080 049 080 A11
29 012 .034 040 040 .043 138 046 .092 A24 066 008 .100
30 037 .043 115 050 .054 104 080 081 002 053 097 106
31 025 053 083 040 045 109 041 .068 083 042 076 080
32 021 040 089 043 046 046 059 069 072 020 095 118
33 031 035 053 040 043 094 042 051 024 050 057 106
34 026 .037 041 033 048 054 056 058 059 043 072 073
35 014 050 051 068 076 244 028 065 067 030 073 116
36 029 033 037 047 076 076 031 088 020 020 023 030
37 006 .018 020 037 048 050 053 053 059 072 074 093

Tabela IV: Valores de velocidade iniciais (min'™") da redutase da metahemoglobina referentes a variagéo de concentrago
do NADH em Halobatrachus didactylus, na auséncia de nitritos.

Ind. NADH

0.06 mM 0.1mM 0.16 mM 0.2 mM 0.26 mM

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 | R3

051 [ 058 234|026 ]| 030 | .220 | 026 | 061 | 088 | 020 | .040 | 114 | .026 | .028 | 045
011 | 014 | 059 | 151 | 155 | 200 | 051 | 123 | 123 | .028 | .039 | .062 | 040 | .050 | .265
028 | 077 | 228 | 100 | 148 | 150 | 043 | 123 | 130 | .0256 | .045 | .154 | 018 | .020 | 053
050 | 079 | .132 | 091 | 135 | 162 | .058 | .O79 | 123 | .021 | .056 | .061 | 033 | .035 | .067
022 047 | 098 | 020 | 062 | 146 | 046 | 051 | 068 | .024 | .028 | .101 | 014 | 025 | .042
018 | 079 | 114 | 025 | 031 | 036 | 025 | 040 | .042 | 068 | .O71 | .080 | 023 | .026 | .033
21| 175 | 226 | 061 | 098 | 141 | .084 | 109 | 335 | 040 | .040 | .064 | .030 | .036 | .091
086 | 000 | 116 | 053 | 070 | 089 | 048 | .062 | .113 | O70 | 073 | .107 | .034 | .040 | 101
097 | 132 | 138 | 044 | 059 | .089 | 043 | 059 | 148 | .043 | 043 | 072 | 022 | .035 | .086
059 | 075 | 133 | .048 | 058 | 069 | 036 | .040 | 107 | .056 | 075 | .106 | .022 | .029 | .050
021|081 | 095|053 | 075|164 | 045 | 052 | 116 | 017 | .046 | .0S3 | 029 | .031 | 142
00| 155 | 160 | 053 | 123 | 228 | .082 | .065 | 066 | .028 | 041 | 079 | .026 | 054 | .084
095 | 089 | 150 | 073 | 245 | .261 | 030 | 068 | 121 | .043 | 1161 | .220 | .020 | .045 | 068
086 | 006 | 220 | 053 | 220 | 222 | 036 | 058 | .008 | .054 | 104 | 137 | 015 | .050 | G20
075 | 011 | 475 | 135 | 281 | 937 | 040 | 062 | 096 | 045 | 109 | 178 | .018 | .046 | .O78
A00 | 150 | 180 | .03 | .058 | 003 | 050 | 064 | 105 | 038 | .043 | .046 | .021 | .047 | .069
050 | 099 | 180 | 024 | 074 | .O76 | 037 | .O78 | 112 | .043 | .094 | .104 | 014 | 038 | .102
031 | 082 | .084| 051 | 052 | 055 | .O31 | 054 | 061 | 033 | .0O37 | .048 | 015 | .036 | .036
199 | 273 | 667 | 112 | 155 | 194 | 046 | 088 | 271 | .068 | 076 | .244 | 032 | 036 | .042
055 | o078 | 372 | 061 | 061 | .O75 | .034 | 062 | 089 | 031 | .076 | .O76 | .036 | .051 | .052
057 | 060 | 099 | 061 | 082 | 089 | 020 | 048 | 128 | .0B4 | .037 | .048 | .034 | .067 | 170
38 | 060 | 098 | 107 | .044 | 053 | 154 | .028 | .031 | .039 | 017 | 0256 | 062 | .026 | .046 | .420
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Tabela V: Valores de velocidades iniciais (min™') da redutase da metahemoglobina referentes a variagéo de concentagao
do ferricianeto de potéssio em Halobatrachus didactylus, na presenga de nitritos.

[NO2] | Ind. Ferricianeto de potassio
0.1mM 0.2mM 0.4 mM 0.6 mM
{mM) R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 1 023 | 026 | 088 | 030 | 040 | .040 | .031 040 | 043 | 061 046 | 050
2 023 | 025 | 033 | 024 | 024 | 020 | 020 | 026 | .O73 | 023 | .046 | 056
3 014 | 014 | 015 | 015 | 048 | O73 [ O13 | 018 | 036 | 023 | 043 | 046
4 008 | 017 | 038 | 015 | 059 | 062 | 016 | 037 | .056 | 027 | .04 050
5 015 | 017 | 023 | 020 | .020 | 025 | 020 | 029 | 044 | 029 | 045 | 050
3 6 017 | 040 | 005 | 016 | .020 | 0290 [ .042 052 | 084 [ 039 | 052 | 078
7 o007 | 018 | 070 | 006 | .01 on 020 | 025 | 046 | 030 | .037 | 048
8 020 | 043 | 059 | 023 | 031 035 | 025 | 040 | 084 | 027 | 053 | 060
9 018 | 020 | 048 | 023 | 034 | 040 | 032 | 045 [ 175 | 037 | 045 | .00
10 021 029 | .24 026 | 028 | 037 | 025 | .049 | 051 034 | 038 | 048
6 1 000 [ o111 | 039 | 014 | O30 | 031 [ 020 | 040 | 046 | 024 | 031 | 036
12 023 | 037 | 043 | 032 | .045 | 051 044 | 058 | 062 | 046 | 070 | 086
13 015 | 016 | .01 017 | 018 | 037 | 023 | 024 | 076 | 035 | 048 | .052
14 007 | 126 | 132 | 020 | 026 | 062 | .021 034 | 045 | 039 | 043 | 044
15 012 | 026 | 060 | 025 | 039 | 065 | 021 | 037 | 044 | 062 | 090 | 177
9 16 013 | 016 | 020 | 022 | .028 030 | 030 | 035 | 097 | 032 | 045 | 124
17 018 | 039 | 039 | 010 | 030 | 088 | 046 | 068 | 075 | 028 | 043 | 048
18 012 | 015 | A4 021 021 023 | 020 | 040 | 059 | 025 | 033 | .040
19 012 | 022 | 034 | 018 | 027 | 038 | 023 | 050 | 077 | O41 | 047 | 204
20 030 | 033 [ 036 | 022 | 039 040 | 026 | 063 | .063 | 029 | .040 | .04

Tabela VI: Valores de velocidades iniciais (min™") da redutase da metahemoglobina referentes a variagio de concentragéo
do NADH em Halobatrachus didaclylus, na presenga de nitritos.

[NO] [ Ind. NADH
0.06 mM 0.1 mM 0.16 mM 0.2 mM 0.25 mM
(mM) R1 | R2 | R3 | R1 | R2 | R3 | R1 [ R2 | R3 | R1 | R2 [ R3 [ R1 [ R2 [ R3
1 | 1 | 037] 038| 078 | 028 | 041 | 086 | 040] 047 | 089|030 [ 040 040 [ 018 | 023 | 089
2 | 054| 056| 064 | 036 | 030 | 045 | O14| 033 | .112| 024 | 024 | 020 | 021 | 026 | 056
3 | 030| 030| 052|024 | 020|.033 | 018 | 028 | .030| 015 | 019 | 073 | 016 | .026 | .070
4 | 020| .030| 040|021 | 021 | 024 | 019 | .021 | 064 015 | 026|032 | 013 | 019 | 056
5 | .050| 053] 060|022 | 026|.035 | 022 025 | 041|020 | 020| 025 | 015 .015 | .028
3 | 6 |.018]| 018|030 .028 | 030|096 | 025|.028 | .072|.016 | 016 .020 | .012 015 | 025
7 | o016 | 034 | 079 | 082 | 037 | 039 | 030 | .036 | .050 | .006 | 011 | 011 | 012 | 016 | 037
8 | .030| 050| 053|030 | 030 |.092 | 061 | 061 | 111|023 | 031 | .035 | 025 .043 | .072
9 | .025| 046| 087 | 050 | 051 | 055 | 020 | .034 | 066 | .023 | 034 | .040 | 023 | .025 | .065
10 | 034 | 045| 066 | 043 | 046 | 057 | 018 | .027 | .060| 026 | 028 | 037 | 016 | 025 | .283
6 | 11 | .028| 034| 035|025 | 027 | 061 | 014 | 017 | 027 | 016 | 020 030 | 011 | 012 | 015
12 | 027 031 | 052 | 035 | 038 | 042 | 026 | 063 | 157 | 032 | 045 | 050 | 020 | 026 | 055
13 | 017 | 039| .040 | 026 | 028 | 048 | 028 | 039 | 030 | 012 | 017 | .018 | 010 | 014 | 034
14 | 0s0| .0s0| 108 | 020 | 048 | 071 | 025 | 037 | .083 | 026 | 042 | 049 | 009 | 046 | 063
15 | 020 | 042 | 045|.050 | 038 | 072 | 035 [ 036 | 042 | 035 | 039 | 065 | 018 | .038 | 044
9 | 16 | 021 042| .050 | .019 | 023 | 046 | 023 | .024 | 048 | 022 | 028 .030 [ .023 | .026 | .00
17 | 024 | o040 163 | 060 | 070 | .155 | .021 | .040 | .050 | .010 [ 030 | 088 | 021 | 031 | 078
18 | 032 | 034| 040|030 | 032 | .036 | 013 | 037 | 030 | 021 | 023 | .025 | 017 | 023 | .044
19 | 021 | 042 | 088 | 027 | 032 | 088 | 021 [ 025 | 027 | 016 | 018 | 038 | .018 | .020 | .03
20 | .033| .040| .050| 027 | 00 | 123 | .016] 019 | 103 | .022 | .031 | .030 | 018 | 040 | 063




Tabela VII: Resumo dos valores calculados referentes a espécie Halobatrachus didactylus, na auséncia de nitritos.

Ind. | Comp. | Peso | Sexo | Ferricianeto de potassio NADH Actividade enziméatica
(cm) () K (MM) | Venax (Min 1) | Kan (MM) | Vi (min™) (1tmol NAD"/min/gHb)
1 27.0 | 243.3 |macho 0.120 0.103 0120 0.016 280
2 260 | 2044 | fémea 0.230 0.128 - - 255
3 250 | 2223 | macho 0.130 0.123 - - 1005
4 240 | 217.6 | fémea 0.120 0.119 0.102 0.025 221
5 235 | 2509 | fémea - - 0.130 0.013 15.6
6 260 | 3500 | fémea - - 0.089 0.027 386
7 235 | 249.6 | macho 0.140 0.097 0.096 0.013 24.1
8 270 | 2066 | fémea - - 0.036 0.022 46.1
9 255 | 267.3 [macho 0.060 0.097 0.041 0.031 31.6
10 | 245 | 260.4 | macho 0.300 0.124 0.031 0.042 205
1 255 | 3333 | fémea 0.130 0.079 0.039 0.032 4.7
12 245 | 280.1 | fémea 0.135 0.093 0.031 0.029 30.2
13 | 220 | 230.1 | macho 0.200 0.079 0.054 0.032 511
14 240 | 229.8 | macho - - 0.047 0.029 371
15 235 | 194.7 | macho 0.150 0101 - - 492
16 205 | 1559 |macho - - - - 65.8
17 210 | 217.0 | macho - - - - 3B.7
18 265 | 332.7 |macho - - - - 732
19 | 220 | 1659 |macho - - - - 58.8
20 200 | 119.1 [macho - - - - 225
21 240 | 2493 | fémea - - - - 39.4
22 275 | 3640 [macho - - - - 324
23 | 260 | 371.5 |macho - - - - 36.6
24 260 | 3473 | fémea - - - - 60.8
25 225 | 306.7 | macho - - - - 20.6
26 235 | 254.7 | fémea - - - - 576
27 215 | 187.0 | fémea - - - - 66.2
28 215 | 175.2 | fémea - - - - 531
29 | 240 | 231.4 | fémea 0.130 0.082 0.140 0.010 5
30 | 250 | 230.0 |macho 0.180 0123 0.130 0013 50.7
31 230 | 2430 | fémea 0.150 0.095 0.130 0015 165
32 225 | 2101 | fémea 0.130 0.093 0.074 0017 60.0
33 200 | 168.4 | macho 0.088 0.064 0.134 0.008 48.6
34 220 | 168.6 | macho 0.020 0.072 0.038 0.030 216
35 225 | 2238 | macho 0.210 0.099 0.063 0.049 331
36 | 215 | 205.7 | macho 0.100 0110 0.022 0.047 533
37 255 | 262.4 | macho 0.270 0.089 0.070 0.024 118
38 205 | 167.1 | fémea - - 0.039 0.021 158

Tabela VIII: Resumo dos valores calculados referentes a espécie Halobatrachus didactylus, na presenga de nitrtios.

[NO;] | Indiv. [ Ferricaneto de potéssio NADH Actividade enzimatica
(mM) K (mM) Vmax (Min™) K (MmM) Venax (Min™) {;rmo! NAD*/min/gHb)
1 1 0.020 0.051 0.056 0.018 13.40
2 0.116 0.055 0.036 0.021 23.74
3 0.176 0.042 0.020 0.029 27.87
4 0.164 0.053 0.020 0.018 16.32
5 0.194 0.048 0.034 0017 16.88
3 6 0.116 0.046 0.044 0012 14.91
7 0.160 0.047 0.064 0.015 19.20
8 0.156 0.056 0.024 0.028 14.24
9 0.196 0.067 0.064 0.019 13.47
10 0.116 0.047 0.026 0.024 14.47
6 11 0.124 0.050 0.041 0.010 20.01
12 0.142 0.083 0.026 0.023 1400
i3 0.140 0.033 0.022 0,022 16.32
14 0.160 0.049 0.020 0.038 13.36
15 0.136 0.064 0.016 0.032 11.50
9 16 0.120 0.046 0.026 0.020 12.28
17 0.124 0.089 0.030 0.026 1507
18 0.1e8 0.045 0.030 0.020 12.48
19 0.160 0.060 0.039 0.017 11.74
20 0,100 0.066 0.025 0.020 12.22




Tabela IX: Valores referentes ao calculo da actividade da redutase da metahemoglobina em Sparus aurata, na auséncia

de nitritos.
Individuo Comprimento Peso Sexo Velocidade iniclal (s Hb
(cm) _ (@ R1 R2 R3 (g/di)
1 240 281.0 macho 0.00129 0.00148 0.00152 3.0
2 250 358.3 macho 0.00055 0.00079 0.00024 30
3 245 239.2 macho 0.00035 0.00113 0.00119 36
4 26.0 3876 macho 0.00040 0.00054 0.00076 28
5 255 346.3 macho 0.00173 0.00184 0.00188 3.7
6 25 2759 macho 0.00075 0.00126 0.00152 44
7 245 254.7 macho 0.00084 0.00157 0.00157 47
8 245 300.7 macho 0.00117 0.00127 0.00142 32
9 240 3214 macho 0.00061 0.00079 0.00109 3.7
10 240 3140 macho 0.00076 0.00092 0.00119 42
1" 250 32041 macho 0.00110 0.00175 0.00192 3.7
12 235 255.7 macho 0.00032 0.00071 0.00085 40
13 240 305.0 macho 0.00107 0.00120 0.00196 35
14 250 282.4 macho 0.00058 0.00095 0.00690 4.1
15 280 445.7 macho 0.00131 0.00133 0.00153 53
16 240 299.4 macho 0.00121 0.00132 0.00142 43
17 26.0 364.4 macho 0.00099 0.00126 0.00148 3.7
18 230 241.4 macho 0.00099 0.00118 0.00126 34
19 285 5043 macho 0.00059 0.00068 0.00092 59
20 285 4805 macho 0.00061 0.00094 0.00114 39
21 275 474.9 macho 0.00074 0.00101 0.00156 42
22 245 2773 macho 0.00118 0.00124 0.00146 35
23 24.0 271.0 macho 0.00080 0.00113 0.00124 43

Tabela X: Valores referentes ao célculo da actividade da redutase da metahemoglobina em Sparus aurata, na presenga

de nitritos.
[NO; ] Individuo Velocidade inicial (s™) Hb
(mM) R1 R2 R3 (g/di)

1 1 0.00030 0.00082 0.00083 26
2 0.00093 0.00104 0.00117 3.7

3 0.00032 0.00057 0.00066 18

4 0.00037 0.00050 0.00153 32

5 0.00073 0.00097 0.00177 4.0

3 6 0.00046 0.00097 0.00113 3.0
7 0.00045 0.00073 0.00083 39

8 0.00050 0.00055 0.00078 2.1

9 0.00044 0.00044 0.00068 30

10 0.00054 0.00075 0.00114 21

6 1 0.00032 0.00043 0.00050 1.7
12 0.00032 0.00054 0.00056 3.4

13 0.00026 0.00038 0.00039 26

14 0.00044 0.00046 0.00195 1.4

15 0.00059 0.00020 0.00091 3.9

9 16 0.00039 0.00054 0.00057 38
17 0.00046 0.00083 0.00093 28

18 0.00042 0.00068 0.00070 35

19 0.00050 0.00069 0.00084 3.0

20 0.00062 0.00063 0.00063 3.4




Tabela XI: Valores de velocidades inicials (ml'n") da redutase da metahemoglobina referentes a variagéo de concentragdo
do ferricianeto de potassio em Sparus aurata, na auséncia de nilritos.

Indiv. Ferricianeto de potassio
0.1 mM 0.2 mM 0.4 mM 0.6 mM

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 045 056 059, 164 A75 263 114 A23 186 147 A76 181
2 041 081 128 082 084 222 046 115 A77 131 1139 142
3 059 087 119 100 115 A4 074 134 180 .050 A06 A17
4 037 087 140 063 102 .18 080 A15 252 070 180 159
5 036 087 136 102 A23 250 134 139 146 A3 155 .186
6 050 091 A27 050 126 194 053 059 096 A27 A33 185
7 014 059 A70 023 054 072 41 A51 230 136 167 366
8 042 104 230 085 079 238 47 148 164 090 161 A70
9 018 060 064 022 059 1134 094 119 183 085 154 183
10 048 072 093 074 A27 AS3 030 098 01 120 155 A58
1 063 084 148 028 037 168 095 A78 211 152 208 459
12 050 050 136 061 091 083 158 160 166 160 166 .224
13 028 071 .168 040 046 053 103 A23 160 147 A79 234
14 040 129 .249 040 069 .088 A27 189 277 A79 235 297
15 048 062 065 053 020 148 058 067 12 072 075 093
16 054 .091 118 083 104 A74 114 137 .208 085 104 138
17 074 419 200 034 081 083 .080 086 028 099 187 227
18 056 072 120 Q72 109 109 078 150 159 088 190 .408
19 046 075 079 066 102 22 103 1562 187 072 126 o4
20 004 093 231 084 091 126 031 062 028 081 086 089
21 034 077 103 057 101 101 109 A09 118 10 130 140
22 043 082 104 034 085 A35 101 A1 147 092 A17 122
23 061 .083 104 055 095 A70 073 A33 A79 087 127 132

Tabela XII: Valores de velocidade iniciais (min™") da redutase da metahemoglobina referentes a variagéo de concentragéo
do NADH em Sparus aurata, na auséncia de nitritos.

Ind. NADH
0.06 mM 0.1 mM 0.16 mM 0.2 mM 0.26 mM
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

1 154 ] 150] 165 040 106 119 032 106 | 158 | .06 | .175 | .263 | 046 | 064 | 114
2 138 | 185 | 413 | .080 | .144 | 158 | 029 | 137 | 147 | 083 084 | 222 | 052 | 073 | 086
3 111 | 154 475 | 040 | 148 | 162 | 055 | 102 | 193 | 058 | .084 | 141 | 015 | 054 | 070
4 084 | 086 | 356 | 019 | 077 | 081 | .025 | 053 | 095 | 032 | .043 | 045 | 068 069 | .151
5 065 | 103 | 181 | 019 | 052 | 186 | 066 | .O76 | 106 | .036 048 | 102 | .040 | .047 | 097
6 027 | 136 | 207 | 074 | 083 | 091 | 073 | 148 | 222 | 039 | 050 | 194 | .020 | 045 | 079
7 020 | 046 | 330 | 126 | 260 | 565 | 100 | 107 | 188 | 023 | .054 | 072 | .068 | .219 239
8 164 | 217 | 206 | 053 | 122 | 208 | 052 | O71 | 105 | .065 079 | 238 | 069 | .081 | .114
9 036 | 200| 219| 015 ) 044 | 066 | 046 | 062 | 199 | 022 | 069 | 134 | 055 | 061 | .1 12
10 | 105 | 110 | 160 | .037 | 006 | 166 | 043 | 056 | .217 | 074 | 127 | 153 039 | 057 | 123
11 073 131 | 204 | 103 | 120 | 255 | 155 | 249 | 284 | .028 | 067 | .198 | 048 | .104 | 277
12 30| 231 | 300 | 032 | 081 | 078 | 020 | 106 | 162 | 050 | .081 | 091 [ 028 | 092 | 128
13 100 | 203 | 220 | o080 | 415 | 138 | 075 | .095 | .100 | .040 | 046 053 | 078 | 122 | .180
14 | o083 | 133 | 153 | 088 | 125 | 173 | 115 | 120 | 137 | .040 | .069 | .C88 060 | 064 | .081
15 | 143 | 164 | 204 | 086 | 135 | 137 | 079 | 411 | 121 | 053 | .090 | 148 | .041 047 | .081
16 080 | 000l 173 195 | 202 | 241 | 030 | 074 | 088 | .083 | .104 A74 | 065 | .088 | .262
17 | 100 | 115 ] 212 | 043 | 093 | 117 | .O75 | 095 | 107 | 034 | .081 | 083 | 026 076 | 076
18 116 | 179 | 344 | 092 | 008 | 477 | 063 | 113 | 319 072 | 109 | 109 | 104 | 122 | A4
19 | 106 | 138 | 170 | 002 | 101 | 141 | 100 | 100 | 131 | 066 | 079 | .084 | .044 059 | .078
20 136 | 136 | 183 | 03 | 114 | 134 | 093 | 105 | .161 | .084 | .085 091 | 030 | 053 | .O.T1
21 426 | 205 | 274 | 091 | 134 | 146 | 065 | 084 | .0O7 | 057 | 073 | 101 | 044 | 059 078
22 o8 | 133 | 148 | 054 | 115 145 | 076 | M0 | 125 | .095 | 135 [ .202 | .045 o7 | .073
23 125 | 178 | 204 | 001 | 108 | 166 | 068 | 075 | 144 | 055 | .067 | 095 | .007 065 | .073




Tabela XIII: Valores de velocidades iniciais (min'} da redutase da metahemoglobina referentes a variagéo de
concentragéo do ferricianeto de potassio em Sparus aurata, na presenca de nitritos.

[NO;] | Ind. Ferricianeto de potéssio
0.1 mM 0.2 mM 0.4 mM 0.6 mM

{mM) R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 1 053 | 09 | .258 055 | 089 | .119 | .081 148 169 | 108 134 189

2 403 | 110 | 21 072 148 A80 | 167 A77 .208 073 | 080 101

3 046 | 060 | 089 045 | 048 054 | 065 089 020 | .080 103 A05

4 062 020 | .248 029 | 114 | 200 | .088 126 A30 | 114 | 128 292

5 .042 065 | 147 106 | 128 130 | .083 158 162 A21 130 244

3 6 069 | 099 158 045 084 | 020 | 105 152 154 020 A30 A33
7 073 | 079 143 036 074 | 080 144 147 310 430 | 443 199

8 042 | 048 A25 058 A31 A32 020 092 094 | .042 045 050

9 048 | .102 A12 057 102 110 050 169 | 201 145 | 162 250

10 100 A04 | 153 057 057 .068 032 102 105 A04 | 116 120

6 11 023 A24 | 285 019 | 100 | 101 .068 120 22 067 | 158 160
12 092 A00 | 156 042 069 | 070 056 102 410 | 136 | 140 163

13 065 086 020 087 101 110 | 084 | 073 080 | 062 138 A53

14 015 089 A23 033 | 119 | 120 | 083 | .134 A73 | 064 | 081 020

15 078 A17 123 072 086 | .157 108 A37 466 | 117 | 125 192

9 16 031 028 136 061 076 | 080 | 021 101 106 | 144 | 156 187
17 038 A15 | 140 037 | 072 084 | 083 085 140 A05 M2 47

18 07 | 087 283 061 066 | 120 | 046 A23 159 084 | 097 181

19 046 | 093 15 051 A07 110 068 137 140 061 133 140

20 040 | .081 122 100 108 410 | 125 A31 138 A17 149 150

Tabela XIV: Valores de velocidades iniciais (min") da redutase da metahemoglobina referentes & variagédo de
concentragio do NADH em Sparus aurata, na presenga de nitritos.
[NOz] | Ind. NADH
0.06 mM 0.1mM 0.15 mM 0.2 mM 0.25 mM

(mM) R1 R2 R3 | R1 R2 | R3 R1 R2 | R3 | R1 R2 R3 [ R1 R2 R3
1 1 153 | 174| 186 | 136 | .151 [ 200 | 154 | .163 | 343 | .027 | .089 | .119 | .060 | .068 | .070
2 162 | 166| 268 | 138 | 186 | 325 | 167| 193 | 217] 430 | .138 | .140 | 084 ] 133 | 134
3 53| 124 132 | 064 | 000 | 100 | 156 | 170 | 181 | 045 | 046 | 054 | .072 | 099 | .184
4 003| 157| 393 | 03 | 170 | 265 | 70| 175 | 291 | .021 | .114| 299 | .101 | .104 | 199
5 1121 123| 246 | 105 | 184 | 286 | 119 143 | 200 | 061 | 106 .128 | 097 | .108 | .224
3 6 119 | 156| 160 | 120 148 .124|.072 | 133 | .169| 045 | .084| .020 | .050 [ 051 | 167
7 451 | 215| 240 | 128 | 158 | 197 | 093 | 134 | 366 | .036 | .074 | .080 | .060 | .078 | .080
8 087 | 114| 115| 062 | 100 | 110 | 073 | 116 | 147 | 045 | .08 | 131 | .082| .118 | .130
9 131 | 149| 236 | 135 | 154 | 386 | 206 | 277 | 312 | 037 | .057 | .061 | .128 | .128 | .265
10 | 131 | 140| 236 .130 | 146 156 | 080 | 083 | .162 | 057 | 057 | 068 | 032 | .062 | 076

6 11 050 | 082 | 106 | 047 | 077|135 | 0684 117 | .150| .030 | .039 | .042 | .032 | .064 | .081
12 | 081| 185 200|073 | 134 | 275 | 147| 150 | 205| .031 | .069 | 072 | .040 | .00 | 126
13 | 110 281 | 389 | 072 | 115 | 120 | 117 | 159 | 162 | .062 | 087 | 123 | 043 | 054 | 125
14 | 080 | 112 213 | 046 | 050 | 064 | 067 | 105 | 156 | 015 | .119 | 233 | 037 | .045 | 075
15 | 169 | 180| 211 | 147 | 140 | 246 | 107| 130 | 183 | .072 | 086 | 157 | 103 | 122 | 125
9 16 | 123 | 178 165 | .114 | 192| 216 | 100 .118 | .178 | .023 | .061 | 073 | .064 | .084 | 157
17 | 420| 467| 207 | 074 | 142 .148 | 086 | .116 | 168 | .037 | 072 | 084 | 069 | .074 | .100
18 | 143| 191 | 300| 143 | 166 | .182 | 085 144 | 185 | .061 | 066 | .120 | .101 | .128 | .168
19 | 120| 183 225| .183 | 195 | 202 | 093 | .119 | .156| .020 | .051 | .107 | .00 | .118 | 137
20 | 133 | 210] 211|138 | 186 190 | .125| 142 | 145|100 | 108 | 110 | 065 .115 | 120




Tabela XV: Resumo dos valores calculados referentes & espécie Sparus aurata, na auséncia de nitritos.

Ind. | Comp. | Peso| Sexo |Ferriclaneto de potassio NADH Actividade enzimatica
(cm) | (9) K (MM) [ Vinax (min™) | K (MM) | Viax (min™) | (pmol NAD'/min/gHb) |
1 240 | 281.0 | macho 0.260 0.206 0.032 0.056 47.6
2 250 | 3583 | macho 0.216 0.176 0.046 0.062 254
3 245 | 239.2 | macho 0.088 0.165 0.058 0.057 303
4 26.0 | 387.6 | macho 0.060 0.133 0.012 0.066 18.6
5 255 | 346.3 | macho 0.126 0.201 0.030 0.041 480
6 235 | 275.9 | macho 0.064 0.149 0.028 0.080 276
7 245 | 254.7 | macho 0.328 0.258 0.020 0.029 322
8 245 | 309.7 | macho 0.072 0179 0.036 0.066 383
9 240 | 321.4 | macho 0.224 0.198 0.038 0.052 206
10 240 | 314.0 | macho 0.068 0.170 0.030 0.046 211
1 250 | 329.1 | macho 0.252 0.296 0.014 0.098 456
12 235 | 255.7 | macho 0.282 0.244 0.034 0.079 171
13 240 | 305.0 | macho 0.198 0.211 0.032 0.074 331
14 250 | 282.4 [ macho 0.088 0.243 0.029 0.059 224
15 280 | 445.7 | macho 0.056 0.096 0.034 0.080 242
16 240 | 209.4 | macho 0072 0.156 0.014 0.064 296
17 260 | 364.4 | macho 0.058 0.154 0.022 0.07 328
18 230 | 241.4 [ macho 0.228 0.236 0.024 0.096 335
19 285 | 504.3 [ macho 0.096 0.148 0.034 0.058 1.2
20 285 | 4805 | macho 0.006 0.186 0.021 0.083 233
21 275 | 474.9 | macho 0.092 0.149 0.059 0.051 232
22 245 | 277.3 | macho 0.060 0.129 0.012 0.101 342
23 240 | 271.0 [ macho 0.068 0.144 0.037 0.055 25.4
Tabela XVI: Resumo dos valores calculados referentes a espécie Sparus aurata, na presenga de nitritos.
[NO,] [ Indiv.| Ferricianeto de potéssio NADH Actividade enzimatica
(mM) Ku (mM) Vinax (Min™) Ku (MM) Vinax (Min™) (umol NAD"/min/gHb)
1 1 0.096 0.156 0.046 0.064 30.42
2 0.1 0.224 0.04 0.1 27.11
3 0.096 0.121 0.022 0.068 3055
4 0.056 0143 0.02 0.096 16.07
5 0.078 0.193 0.03 0.088 2339
3 6 0.038 0.186 0.028 0.065 31.19
7 0.108 0.168 0.021 0.112 18.06
8 0.068 0.09 0.028 005 25.26
9 0.096 0.2 0.02 0.118 14.15
10 0.008 0.137 0.03 0.062 34.45
6 11 0.056 0.196 0.024 0.06 28.37
12 0.068 0.157 0.022 0.106 15.32
13 0.08 0.157 0.038 0.07 141
14 0.113 0.178 0.024 0.07 31.69
15 0.098 0.154 0.018 0.124 22.26
9 16 0.076 0.176 0.03 0.076 13.71
17 0.158 0.131 0.02 0.1 28.59
18 0.068 0.144 0.034 0.11 18.74
19 0.08 0.16 0.02 0.109 22.19
20 0.104 0.166 0.044 0.103 17.87




