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RESUMO

) O catabolismo de proteinas leva a formagao de aménia (NH,) que,

nos peixes teledsteos, costuma ser eliminada por difusao através das bran-
quias. A sintese de uréia nos peixes parece estar restrita a um niimero peque-
no de espécies. Sua indugao por alteracdes do meio nao é descrita particu-
larmente em teledsteos de dgua doce no Brasil. Neste trabalho sao descritas
as respostas metabdlicas de Piaractus mesopotamicus (pacu), frente a
variagoes ambientais de pH.

Os resultados obtidos sugerem que a espécie em estudo au-
menta a excregao de uréia com o aumento de pH, além de se observar uma
reducdo da amonia plasmatica. Verificou-se também um aumento das ativi-
dades transaminasicas de GOT e GPT nos tecidos heptico e renal, sequido
do aumento da atividade argindsica, nas condi¢des experimentais. Estes dados
sao sugestivos de excrecao de uréia neste teledsteo de dgua doce como res-
posta ao aumento do pH ambiental.

Palavras chave: Metabolismo nitrogenado, Piaractus mesopotamicus,
transaminases, excrecao nitrogenada.
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ABSTRACT

Aspects of the nitrogen metabolism in Piaractus mesopotamicus
(Pacu) under environmental stress of pH

The protein catabolism results in ammonia production. Teleosts usu-
ally excrete this catabolite through the gills by diffusion. Urea excretion seems
to be restricted to a short number of species. There is no description of syn-
thesis induction as well as excretion of urea in fresh water teleost species
from Brazil. This paper describes some biochemical trends of pacu (Piarac-
tus mesopotamicus)facing the environmental pH changes.

Our results suggest that the rising of water pH produces an increase
in urea excretion and a decrease in plasmatic urea concentration. Enhance of
the transaminases GOT and GPT activities was also observed in liver and
kidney. This was followed by an arginase increase under the experimental
conditions. These data suggest the urea excretion in this fresh water teleost
as a response to environmental pH increase.

Key words: Nitrogen metabolism, Piaractus mesopotamicus, aminotrans-
ferases, nitrogen excretion.

INTRODUCAO

O catabolismo de proteinas em peixes parece ser a fonte pri-
maéria de energia, pois, nesta classe, os carboidratos sao dificilmente
convertidos em glicogénio ou lipidios, enquanto que as proteinas po-
dem ser convertidas em ambos. Em algumas espécies, como On-
corhynchus nerka e Carassius auratus, a producao de energia
através do catabolismo de proteinas é maior que 40% (Kutty, 1972;
Van Den Thillart & Kesbeke, 1978).

O catabolismo de substancias nitrogenadas leva a formacao
de produtos intermediérios que devem ser eliminados para preven-
cao de estado téxico. Algumas reagoes, tais como as desaminagoes,
podem produzir aménio (NH,*), enquanto que a aménia (NH,)parece
ser produto de um nimero limitado de reagdes. O grupo NH,* pro-
vém de R-NH,* (grupos amino protonados de aminoécidos) e poste-
riormente reduzidos pela coenzima NADH-+H™* ou outros compostos
redutores. O NH, provém do grupo R-NH, néo protonado, como aque-
le do grupo amino da glutamina, ou dos nitrogénios dos anéis de
purina.

Peixes de dgua-doce e teleésteos marinhos excretam predo-
minantemente amdnia por difusao através das branquias, ou frocam
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NH,* por Na* (Maetz & Garcia, 1964) com o meio, excretando assim
compostos nitrogenados e mantendo o equilibrio osmético. Porém,
outros compostos nitrogenados como a creatina; o acido trico ou o
acido alantéico e a uréia, podem ainda ser excretados como produtos
nitrogenados, sendo que este (ltimo pode chegar a 20% ou mais do
total do produto nitrogenado excretado (Denis, 1913;1914).

Os primeiros pesquisadores a voltarem sua atencédo para a
biossintese da uréia foram Krebs e Hanseleit em 1932. Esses autores
- propuseram a formacéo ciclica deste catabdlito, através de um pro-
cesso em que havia consumo de aménia, gés carbonico e a utilizacéo
de trés aminoacidos: ornitina, citrulina e arginina (Krebs & Hanseleit,
1932; Krebs,1952).

Alguns autores sugerem que a formacao de uréia em teleéste-
os provém ou do catabolismo de arginina, ou da degradacao de
purinas, desde que o figado contém todas as enzimas uricotélicas
(Cvancara, 1969). Porém, em trabalhos envolvendo carpa de dgua
doce em jejum prolongado, foi observado um aumento na excregao
de uréia (Vellas & Sertafy, 1967).

A sintese de uréia, pelo ciclo ornitina-uréia, ocorre em taxas
substanciosas em varios tele6steos, tais como: Opsanus fau (Read,
1971); em teledsteos com érgao para respiracao aérea, tais como Cla-
rias batrachus, Anabas testudineuse Amphipnous cuchia(Saha
& Ratha, 1989); e Oreochromis alcalicus grahami, espécie de
tilapia encontrada no lago Magadi, na Africa, que vive em ambiente
extremamente alcalino (pH > 9,5) e que excreta exclusivamente uréia
(Randall et a/, 1989).

Através de alteracGes na atividade enzimatica de um individuo,
podemos inferir se estao ocorrendo, ou nao, alterages na sua preferén-
cia metabdlica como reflexo de uma resposta bioquimica a um fator ex-
terno. A forma de excrecéo nitrogenada (amoénia ou uréia) esta envolvi-
da com questGes fisioldgicas, podendo ser detectada através da expres-
" sao de enzimas relacionadas a tais processos. Esta excrecao pode estar
ligada a variacao de fatores ambientais, tais como o pH e a salinidade.
Hochachka & Somero (1973) sugeriram que a excrecio de aménia atra-
vés das branquias diminui com o aumento do pH da &gua, o qual impli-
ca no aumento do pH sanguineo do animal (Wedemeyer & Yasutake,
1977). Tais observagoes e hipéteses nos levam a propor uma alteracao
nos padroes de excrecao nitrogenada de alguns teledsteos quando sub-
metidos a variagdes de pH ambiental.

Os teledsteos de dgua doce do Brasil tém sido muito pouco
estudados em seus aspectos bioquimicos, particularmente nos que
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dizem respeito ao metabolismo nitrogenado. A espécie Piaractus me-
sopotamicus - Holmberg (1887), conhecida popularmente como
pacu, é também descrita na literatura como Colossoma mitrei -
Berg (1895). Esta espécie omnivora encontra-se naturalmente distri-
buida na América do Sul, sendo considerada “moradora habitual de
grandes aguas” (Godoy, 1975). O pacu é um peixe migrador e a maior
guantidade de informagdes a seu respeito concentra-se nas técnicas
de cultivo (Ferraz de Lima & Chabalin, 1984).

No presente trabalho comparamos as respostas enzimaticas
sob diferentes pHs, em Piaractus mesopotamicus, relacionando-
as & excrecao nitrogenada e verificando-se, assim, uma possivel adap-
tacio metabdlica e ou fisiolégica a tal mudanca ambiental.

MATERIAL E METODOS

Nossos experimentos foram realizados em duas etapas, a sa-
ber: 1) a adaptacao dos peixes a diferentes pHs, 2) a resposta meta-
bélica destes animais com referéncia especial a excrecao nitrogenada.
Esses experimentos foram realizados no CEPTA-IBAMA (Centro de
Pesquisa e Treinamento em Aquicultura), de Pirassununga-SF. e no
DGE (Departamento de Genética e Evolugao) da Universidade Fede-
ral de Sao Carlos.

Desenho Experimental

Dezoito animais de 180 + 50g foram distribuidos em trés lotes
de seis em aquérios de 60 litros com parede escura para a redugao do
estresse e aereacao constante (pO, = 130 mm Hg). O primeiro lote foi
submetido a pH acido, em torno de 5,5 + 0,5, sendo este valor atingido
gradativamente pelo abaixamento com HCI 10% e permanecendo nesta
ordem de grandeza por 48 horas. O abaixamento de pH foi de aproxi-
madamente 0,5 unidades a cada 1,5 horas até atingir o pH desejado. O
segundo lote foi submetido a pH neutro (7,0 + 0,5), por 48 horas, sendo
este controlado com NaOH 10%. O terceiro lote permaneceu em pH
alcalino (9,0 =+ 0,5), por 48 horas, tendo sido este valor controlado pela
adicao de NaOH 10%. A adigao de NaOH, na aclimatacao, também foi
feita de forma gradativa, com aumento de 0,5 unidade a cada 1,5 horas,
obedecendo-se também o mesmo padrao de experimentacéo usado na
aclimatacao acida. Observou-se maior variagéo de pH no periodo notur-
no (das 24:00 as 7:30 horas).
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Determinacées Bioquimicas

Depois do periodo de adaptacao foi coletado o sangue dos
animais por pungao caudal, utilizando-se seringas de 2 ml, heparini-
zadas. Os peixes foram pesados e medidos, e entao, coletaram-se o
figado, o rim lombar e a branquia, sendo estes transferidos para nitro-
génio liquido por 5 minutos e mantidos em freezer & temperatura de
-10°C.

O sangue coletado foi centrifugado por 3 minutos a 3000 rpm,
e o plasma foi separado para determinagéo do teor de uréia, aménia
e Na*, e das atividades de GPT (glutamico-pirGvico transaminase) e
GOT (glutamico-oxaloacético transaminase). Os tecidos foram homo-
geneizados em tampao de homogeneizagao pH=7,0, na proporcao
de 100 mg de tecido por ml de tampao (TRIS 10 mM; fosfato 20mM
e 50% de glicerol).

Parte do plasma foi separada para determinacao de uréia e
aménia. Nesta determinagao, 300 ul de plasma foram desproteiniza-
dos com 1200 pl de acido perclérico (PCA) 0,6 N e apés, centrifuga-
do por 1,5 minutos. O sobrenadante foi utilizado nas determinacées
da uréia e amoénia. A concentragdo de uréia foi determinada pelo
método de Archibald (1944) e a aménia foi determinada por nessleri-
zagao, tendo sido todas as determinagdes realizadas em duplicata. O
sédio plasmatico foi medido por fotometria de chama.

As enzimas plasmaéticas Glutdmico pirtivico transaminase
(GPT) e Glutamico oxaloacético transaminase (GOT) foram estima-
das através do método colorimétrico descrito por Reitman e Frankel
(1957) apés adaptacGes. A mistura de reagéo para a determinacao de
GPT continha: alanina 200 mM; a-cetoglutarato 10,5 mM; piridoxal-
fosfato 0,025 mM; arseniato de s6dio 2,0 mM: TRIS 50 mM (pH=7,5).
Todos os componentes eram diluidos em tampao TRIS. Para o ensaio
utilizou-se: 50 ul de plasma' e 450 pul da mistura de reacao, sendo
incubada a 37°C, durante 30 minutos e interrompida pela adicao de
250 pl de DNPH (dinitrofenilhidrazina)-HCI, esperando-se 10 minu-
tos, a temperatura ambiente, para estabilizacao da reacdo com este
tltimo composto. Apés este periodo, era feita a centrifugacéo por 1,5
minutos a 5000 rpm e transferidos 100 ! do sobrenadante para tubo
~ deensaio com 3 mlde NaOH 1,3 N. A leitura de absorbancia era feita
em 440 nm. Nas determinagdes de GOT a alanina era substituida por
D.L-aspartico 40 mM e repetido 0 mesmo procedimento das determi-
nagoes de GPT. A determinacao destas atividades nos tecidos obede-
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ceu o mesmo protocolo de reagao, tendo-se substituido o plasma por
50ul de homogeneizado. A atividade transaminasica foi expressa em
unidade internacional (Ul) por ml de plasma.

A atividade arginasica foi determinada nos tecidos medindo-
se colorimetricamente o produto de reagao. A mistura de reagao con-
tinha: 100 ul de arginina-60 mM; 10 ul de cloreto de manganés 15
mM: 740 11l de tampéo glicina 200 mM (pH=9,0); 50 ul de homoge-
neizado (figado, rim ou branquia). A mistura era incubada por 30
minutos a 37°C em banho maria, e a reacao interrompida com a
adicao de 100 ul de PCA 7%. O branco de reagao era realizado com
a adicao prévia de PCA. Apés a incubagao os tubos eram centrifuga-
dos e a uréia determinada no sobrenadante segundo o método de
Archibald (1944). A atividade enzimatica foi expressa em pmoles de
uréia por miligramas de tecido por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH é fator fundamental no equilibrio da reagao de dissoci-
acao da aménia NH, + H,0 < NH,* +OH". O aumento do pH im-
plica no deslocamento do equilibrio de reagao no sentido de forma-
¢ao de aménia (NH,). Esta forma nitrogenada é capaz de se difundir
liviemente através das membranas celulares, o que responde, em par-
te, por suas caracteristicas mais toxicas que o fon aménio (NH,).
Esta forma protonada é menos permeével as membranas e tal carac-
teristica impoe sua excrecio através da troca pelo ion sédio, a0 nivel
branquial. Este fato poderia explicar a reducao do teor plasmético de
sédio observado com o aumento do pH (Fig. 1).

A dificuldade de excrecao nitrogenada na forma de aménia,
em funcao da elevagao de pH, deve levar o organismo a utilizacao de
outra estratégia biogquimica de detoxificagao deste metabdlito. A hi-
pétese proposta neste trabalho é de que a dificuldade de excrecéo de
aménia, gerada pelo aumento de pH, deve conduzir o organismo a
ativacio ou a indugao da atividade de enzimas direta ou indiretamen-
te ligadas & produgao de uréia. Além disso, o préprio aumento nos
teores plasmaticos de uréia poderia ser indicativo do aumento da ex-
crecao nitrogenada sob estas circunstancias. A determinacao da con-
centracao de uréia plasmatica em exemplares de pacu, submetidos
ao aumento de pH, curiosamente resultaram na reducao da uréia
plasmatica (Fig. 1). Entretanto, dado ainda mais interessante foi a
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reducao significativa do teor de aménia plasmética (Fig.1). Estes da-
dos sao indicativos de que, em valores mais altos de pH, as estratégi-
as utilizadas na detoxificacdo da aménia foram altamente eficazes. A
reducéo observada nos teores de uréia plasmatica poderia ser expli-
cada por um aumento na depuracao desta substancia face ao aumen-
to de pH do meio. Esta hipétese substancia-se na verificacao de um
aumento significativo da atividade arginasica hepatica e renal em fun-
¢do do aumento do pH ambiental (Fig. Z e 3). O aumento desta ativi-
dade poderia ser também explicado pelo simples aumento do catabo-
lismo proteico devido ao estresse ambiental causado pela elevagao
do pH. Isto seria indicativo desta preferéncia metabdlica face a uma
alteracao na demanda energética. Entretanto, esta hipdtese é pouco
provéavel, tendo-se em vista que o aumento da atividade arginasica é
observado apenas nestes dois tecidos, enquanto que no tecido bran-
quial ela néo sofre qualquer alteragao (Fig. 4). O aumento da deman-
da energética deveria ser esperado também ao nivel branquial, entre-
tanto, o que se observa neste tecido sao valores constantes de gluta-
mico oxaloacético transaminase-GOT (Fig. 4) (enzima estreitamente
ligada ao metabolismo oxidativo) e até mesmo a reducéo de glutami-
co pirtvico transaminase-GPT (Fig. 4) (enzima diretamente ligada ao
metabolismo dos aminoécidos).

Nos tecidos hepatico e renal observou-se um aumento signifi-
cativo das transaminases GOT e GPT (Fig. 2, 3). Este dado, associa-
do ao aumento da atividade arginésica, ¢ altamente sugestivo de au-
mento na produgae de uréia, como catabélito de excrecao nitrogena-

da em resposta a elevacao de pH.

Qs valores constantes das atividades transaminéasicas plasma-
ticas (Fig. 5) reduzem a possibilidade de se admitir que as alteragoes
de pH a que foram submetidos os exemplares de P mesopofamicus
tenham causado efeitos lesivos sobre as estruturas branquiais.

Os resultados observados sugerem, portanto, que o efeito da
reducdo do pH ambiental sobre P mesopotamicus leva estes ani-
mais a alterar sua estratégia de excrecao nitrogenada, sendo os teci-
dos hepético e renal fundamentais neste processo. A reabsorcao do
sédio parece ser altamente afetada pelas alteracoes na excrecao de
amonia e a depuracao de uréia parece ser alterado pelo pH externo.
As atividades transaminasicas de GOT e GPT desempenham papel
preponderante nas respostas adaptativas de P mesopotamicus as
variacoes de pH ambiental. A confirmagao de um aumento no cata-
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bolismo proteico sob estresse de pH do meio é um dado que devera
ser melhor estudado pois suas implicagbes na reducao de massa mus-
cular sao fundamentais nas atividades de piscicultura.
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Fig. 1. Variacao no teor de Na*, aménia e uréia plasmaticos em P mesopo-
tamicussob pH 5,0 (amostra 1), pH 7,0 (amostra 2) e pH 9,0 (amos-
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