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RESUMO

A qualidade da agua ¢ essencial para o sucesso da atividade aquicola. No caso da carcinicultura
de agua doce, as concentracdes de ambnia podem aumentar consideravelmente, mesmo quando
a agua de cultivo é frequentemente renovada, aumentando o risco de intoxicacdo por esse
composto nitrogenado. O Macrobrachium amazonicum tem uma importéancia relevante na
ecologia, na cadeia, sendo amplamente pescado e consumido na regido Nordeste, esta espécie
vem sendo usada como um biomarcador da qualidade de corpos d’agua e como organismo
modelo para estudos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares dentre os quais podemos citar: a
avaliacdo do efeito de diferentes salinidades na sobrevivéncia e na muda de larvas, o papel dos
aminodcidos e a tolerancia a salinidade em diferentes estagios ontogenéticos, a caracterizacdo
cinética da atividade (Na*, K*)-ATPase em individuos adultos e em diferentes estagios
ontogenéticos, a caracterizagdo cinética da atividade K*-fosfatase da (Na*, K*)-ATPase em
diferentes condicOes de salinidade, a caracterizagdo ultraestrutural das branquias, o efeito da
salinidade do meio na atividade e expressdo de (Na*, K*)-ATPase e V(H*)-ATPase, o0s efeitos
da presenca de amonia no meio em diferentes transportadores e enzimas do estresse oxidativo,
a caracterizacdo cinética da atividade V(H")-ATPase em diferentes estagios ontogenéticos, a
regulacdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase por aminas biogénicas exdgenas (Lucena et al., e
regulacdo da fosforilacdo/desfosforilacdo da (Na", K*)-ATPase por aminas biogénicas
exogenas. Investigamos a letalidade da amonia (LCs0-96 h) em uma populagdo hololimnética
do camardo Macrobrachium amazonicum da Bacia do Rio Parana / Paraguai e os efeitos de uma
concentracdo de amodnia ‘segura’ na atividade da (Na*, K")-ATPase da branquial. A
concentracdo letal média de amonia durante 96 h de exposicdo para essa populacdo foi estimada
em 49,27 mg L de aménia total ou 1,8 mg L de amdnia n&o ionizada. Este valor € superior
ao de populacdes da Bacia do Rio Amazonas e de M. rosenbergii e é comparavel aos de
crustaceos marinhos. O nivel 'seguro’ foi calculado como 4,9 mg L de amonia total. A
exposicdo de M. amazonicum a concentragBes seguras de aménia (4,9 mg L™ de am6nia total)
por 10 dias aumentou a atividade das enzimas branquiais como (Na*, K*)-ATPase (1,3 vezes),
V (H")-ATPase (2,5 vezes) e K'-ATPase (2,5 vezes); essas sdo as principais enzimas que
participam da excrecdo ativa de amdnia. O Western blotting de homogeneizados microsomais
branquiais de camardes recém capturados mostrou uma unica banda imunorreativa de =120
kDa, correspondendo a subunidade a da (Na*, K*)-ATPase. Os camarfes expostos a amdnia
também exibiram uma banda difusa fraca de =130 kDa. A afinidade da (Na*, K*)-ATPase

branquial para todos os moduladores, exceto NH4", ndo foi alterada apds a exposi¢do a aménia;



para NH.", a afinidade aumentou 2,5 vezes nos camardes expostos a aménia. As interacdes
sitio-sitio foram observadas para todos os moduladores, exceto ATP, em camardes recém-
capturados e expostos a aménia. Embora a exposi¢do a amdnia por 10 dias ndo tenha causado
mortalidade, letargia ou outras manifestacGes, mais estudos sdo necessarios para estabelecer a

concentracdo toxica méaxima aceitavel de aménia de M. amazonicum para fins de aquicultura.

Palavras Chave: Toxicidade. Amonia. Carcinicultura. Dulcicola. Concentragdo. (Na,K)-

ATPase braquial.



ABSTRACT

Water quality is essential for the success of the aquaculture activity. In the case of freshwater
shrimp farming, ammonia concentrations can increase considerably, even when the growing
water is frequently renewed, increasing the risk of poisoning by this nitrogenous compound.
Macrobrachium amazonicum has a relevant importance in ecology, in the chain, being widely
fished and consumed in the Northeast region, this species has been used as a biomarker of the
quality of water bodies and as a model organism for physiological, biochemical and molecular
studies among the which we can mention: the evaluation of the effect of different salinities on
larval survival and molting, the role of amino acids and salinity tolerance at different
ontogenetic stages, the kinetic characterization of the (Na*, K*)-ATPase activity in adults and
in different ontogenetic stages, the kinetic characterization of the K*-phosphatase activity of
(Na*, K¥)-ATPase under different salinity conditions, the ultrastructural characterization of the
gills, the effect of medium salinity on the activity and expression of (Na*, K*)-ATPase and
V(H")-ATPase, the effects of the presence of ammonia in the medium on different transporters
and oxidative stress enzymes, the kinetic characterization of V(H*)-ATPase activity at different
ontogenetic stages, regulation of (Na*, K*)-ATPase activity by exogenous biogenic amines
(Lucena et al., and regulation of (Na*, K*)-ATPase phosphorylation/dephosphorylation by
exogenous biogenic amines. We investigated the ammonia lethality (LC50-96 h) in a
hololimnetic population of the shrimp Macrobrachium amazonicum from the Parana River /
Paraguay Basin and the effects of a 'safe’ ammonia concentration on the (Na*, K*)-ATPase
activity of the gill. The mean lethal ammonia concentration during 96 h of exposure for this
population was estimated to be 49.27 mg L™ of total ammonia or 1.8 mg L™ of non-ionized
ammonia. This value is higher than that of populations from the Amazon River Basin and of
M. rosenbergii and is comparable to those of marine crustaceans. The 'safe’ level was calculated
as 4.9 mg L* of total ammonia. Exposure of M. amazonicum to safe concentrations of ammonia
(4.9 mg L of total ammonia) for 10 days increased the activity of gill enzymes such as (Na*,
K*)-ATPase (1.3 times), V (H")-ATPase (2.5 times) and K*-ATPase (2.5 times); these are the
main enzymes that participate in the active excretion of ammonia. Western blotting of freshly
captured gill microsomal homogenates from freshly captured shrimp showed a single
immunoreactive band of =120 kDa, corresponding to the (Na*, K*)-ATPase o subunit. Shrimp
exposed to ammonia also exhibited a weak diffuse band of =130 kDa. The affinity of gill (Na*,

K*)-ATPase for all modulators except NH4* was not changed after exposure to ammonia; for



NH4", the affinity increased 2.5 times in shrimp exposed to ammonia. Site-site interactions
were observed for all modulators, except ATP, in freshly caught shrimp and exposed to
ammonia. Although exposure to ammonia for 10 days did not cause mortality, lethargy or other
manifestations, further studies are needed to establish the maximum acceptable toxic

concentration of M. amazonicum ammonia for aquaculture purposes.

Keywords: Toxicity. Ammonia. Shrimp farming. Sweetcola. Concentration. (Na,K)-Brachial
ATPase.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Mg: micrograma

pL: microlitro

ADP: difosfato de adenosina

Amonia total: ambnia ndo-ionizada + amonia ionizada

ATP: trifosfato de adenosina

ATPase: adenosina-trifosfatase, enzima capaz de hidrolisar o trifosfato de adenosina
CaCoO:a: carbonato de calcio

CI': &nion cloreto

Da: Dalton

EDTA: acido etilenodiamino-tetra acético

FEP: fosfoenolpiruvato

FGQ: fosfoglicerato quinase

GAF: 3-fosfogliceraldeido

GAFDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

H*: proéton, cation hidrogénio

K*: cation potéassio

Ko,5: constante de dissociagao aparente

Ki: constante de inibicéo

Kwm: constante de Michaelis-Menten

LCso-96h: concentracdo letal média em 96 horas

LDH: lactato desidrogenase

Mg+ATP: complexo formado entre ATP e ions Magnésio.
Mg?*: cation magnésio

Na*: cation sodio

NAD: nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)
NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
(Na*, K")-ATPase: adenosina-trifosfatase sodio-potassio ativada dependente de magnésio,
bomba de sodio da familia das ATPases tipo P

nu: nimero de Hill

NHs: ambnia ndo-ionizada



NH4": cation amdnio ou amdnia ionizada

nmol: nano mol

pH: potencial hidrogenidnico

Pi: fosfato inorganico

pKa: logaritmo negativo da constante de dissociacdo de um &cido

PQ: piruvato quinase

PVDF: Fluoreto de polivinilideno

r’= coeficiente de determinacéo de reta

SDS-PAGE: eletroforese de poliacrilamida em condicGes desnaturantes

U: Unidade de atividade enzimatica

v: velocidade inicial

Vm: velocidade méaxima

a: 1) alfa; 2) subunidade alfa (catalitica, constitutiva) da adenosina-trifosfatase sodio-potassio
ativada dependente de magnésio

B: 1) beta; 2) subunidade beta (chaperona, constitutiva) da adenosina-trifosfatase sodio-
potassio ativada dependente de magnésio

v: 1) gama; 2) terceira subunidade (= FXYD) (chaperona, de expressao variavel) da
adenosinatrifosfatase sodio-potéssio ativada dependente de magnésio

FXYD: familia de proteina que possuem a sequéncia de aminoacidos: Phe-X-Tyr-Asp

e: coeficiente de extingdo molar
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1 INTRODUCAO

1.1 CAMARAO MACROBRACHIUM AMAZONICUM

As espécies de camardes do género Macrobrachium, que pertencem a familia dos
Palaemonidae (Crustacea, Decapoda) evoluiram de um ancestral marinho comum que
migrou para aguas continentais, no inicio do Pleistoceno (Jalihal et al., 1993; Short, 2004;
Freire et al., 2003; McNamara; Faria, 2012). Acredita-se que a migracao ocorreu mais de
uma vez, ja que seus membros sdo encontrados desde aguas marinhas até aguas interiores
(Jalihal et al., 1981; Freire et al., 2003), habitando regides tropicais e subtropicais do
mundo (Bate, 1868). Atualmente existem 244 espécies do género Macrobrachium
conhecidas no mundo, das quais 19 estdo registradas no Brasil e 46 nas Américas (De
Grave; Fransen, 2011; Dos Santos et al., 2013; Vera-Silva et al., 2016).

Os diferentes padroes de desenvolvimento dentro do género Macrobrachium séo
atribuidos aos varios eventos migratdrios para o ambiente dulcicola e divide as espécies
em hololimnéticas (animais que permanecem toda sua fase de vida em ambiente
dulcicola) e diadromas (espécies de animais que migram de agua doce para salgada ou
vice-versa) como € o caso de M. amazonicum (Jahilal et al., 1993; Freire et al., 2003;
McNamara et al., 2004).

Macrobrachium amazonicum (Painel 1), também conhecido como camaréo
canela, esta largamente alastrado na América do Sul, sobrevindo facilmente nas bacias
dos rios Orinoco, Amazonas, S&do Francisco e Paraguai (revisto por Magalhdes et al.,
2005). As populacbes de M. amazonicum sdo consideradas naturais, com excecao das
encontradas na parte superior da bacia do Rio Paranad e no nordeste do Brasil que séo
resultados de uma dispersédo antropica (Pinto, 1977; Torloni et al., 1993; Magalhaes et al.,
2005). M. amazonicum ocupa uma diversidade de ambientes, sendo encontrado em dguas
interiores a mais de 3.000 km do mar até em regides estuarinas (Odinetz-Collart e Rabelo,
1996; Montoya, 2003; Magalhdes et al., 2005; Bentes et al., 2011). No Brasil, suas
populacdes apresentam diferentes caracteristicas bioldgicas quanto a fecundidade,
proporcao macho/fémea, nimero de fases larvais e quanto a capacidade osmorregulatéria
(Anger et al., 2009; Maciel; Valenti, 2009; Charmantier; Anger, 2011; Hayd; Anger,
2013), entretanto a caracterizacdo genética de diferentes populacbes, baseada nos
marcadores moleculares 16S e COI do DNA mitocondrial, revelou que estas populagdes
formam um clado monofilético, suportando a existéncia de uma Unica espécie (Pileggi e

Mantelatto, 2010; Vergamini et al., 2011). Estas analises também revelaram que existe
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uma divergéncia genética resultante de uma variabilidade intraespécie e que permite
estruturar as populacGes brasileiras em trés grupos: |- populagcdes de aguas interiores da
bacia Amazoénica, Il — populagdes das bacias do Parana e Paraguai, e Il1- populacdes
costeiras (Vergamini et al., 2011). Assim, a ampla variabilidade intraespécies pode ser
devido a isolagdo genética das populacGes e é possivelmente um sinal de um incipiente
processo de especiacdo (Anger et al., 2009; Vergamini et al., 2011).

Painel 1 - Espécime de Macrobrachium amazonicum.

Fonte: Maciel e Valenti, 2009.

Varios estudos mostram que a populacdo de M. amazonicum do Pantanal ndo esta
conectada hidrograficamente com as demais populacdes, impedindo o fluxo génico e,
aléem disso, apresenta algumas diferencas em relacdo as demais populacdes. Essas
diferencas sdo quanto a composi¢do quimica e tamanho das larvas (Anger et al, 2009),
aos padrdes de alimentacdo (Anger; Hayd, 2010), aos padrdes de osmorregulacdo durante
0 desenvolvimento ontogenético (Charmantier; Anger, 2011) e a outras caracteristicas
morfoldgicas, ecoldgicas, fisiologicas e reprodutivas (Hayd; Anger, 2013). Baseado nesse
conjunto de caracteres morfologicos, a populacdo do Pantanal est4 sendo sugerida como
uma nova espécie que serd denominada Macrobrachium pantanalense (Dos Santos et al.,
2013).

E importante destacar a importancia ecoldgica de M. amazonicum na cadeia
alimentar (Boscolo et al., 2004), sendo amplamente pescado e consumido na regido
Nordeste (Moraes-Riodades e Valenti, 2001, 2004; Marques e Moraes-Valenti, 2012).
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Esta espécie vem sendo usada como um biomarcador da qualidade de corpos d’agua
(Coler et al., 1999) e como organismo modelo para estudos fisiologicos, bioquimicos e
moleculares dentre os quais podemos citar: a avaliagéo do efeito de diferentes salinidades
na sobrevivéncia e na muda de larvas (McNamara et al., 1983), o papel dos amino&cidos
e a tolerancia a salinidade em diferentes estagios ontogenéticos (Augusto et al., 2007;
2009), a caracterizacdo cinética da atividade (Na*, K*)-ATPase em individuos adultos e
em diferentes estagios ontogenéticos (Santos et al., 2007; Leone et al., 2012; 2014; Fabri
et al., 2019), a caracterizacdo cinética da atividade K*-fosfatase da (Na*, K*)-ATPase em
diferentes condi¢Oes de salinidade (Belli et al., 2009), a caracterizacdo ultraestrutural das
branquias (Belli et al., 2009; Faleiros et al., 2010), o efeito da salinidade do meio na
atividade e expressao de (Na*, K")-ATPase e V(H")-ATPase (Faleiros et al., 2010), os
efeitos da presenca de amonia no meio em diferentes transportadores e enzimas do
estresse oxidativo (Pinto et al., 2016), a caracterizacdo cinética da atividade V(HY)-
ATPase em diferentes estagios ontogenéticos (Lucena et al., 2015), a regulacdo da
atividade da (Na*, K*)-ATPase por aminas biogénicas exdgenas (Lucena et al., 2017a;
Lucena et al., 2019) e regulacdo da fosforilacdo/desfosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase por

aminas biogénicas exdgenas (Lucena et al., 2017b).

1.2 AQUACULTURA DE MACROBRACHIUM AMAZONICUM

A aquicultura no mundo vem apresentando expressivo crescimento nos ultimos
anos, principalmente a carcinicultura dulcicola. Atividade que desempenha um
importante papel socioeconémico, gerando condi¢bes para um aproveitamento mais
efetivo dos recursos locais, além de ser muito lucrativa. Segundo os dados da FAO (2018)
a producao mundial de camardes do género Macrobrachium cresceu aproximadamente
22% entre 0s anos de 2006 e 2016 e no ano de 2016 foram produzidas cerca de 506,6 mil
toneladas gerando ~US$ 4,2 milhdes.

No Brasil a carcinicultura estd embasado em espécies exoOticas como o
Macrobrachium rosenbergii e 0 Litopenaeus vannamei, inspirando preocupacdo com
riscos potenciais, como 0 surgimento de novas doencas, que podem causar colapso ao
setor produtivo, e problemas ambientais decorrente de sua liberagdo acidental no

ambiente natural, podendo causar competicdo e/ou predacdo em relacdo as espécies
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nativas, alteracbes de habitats e disseminacdo de patdgenos (Bridger e Garber, 2002;
Myrick, 2002).

Dentre as espécies de camardo de dgua doce nativa do Brasil, M. amazonicum é a
que apresenta maior potencial para a aquicultura (Moraes-Riodades e Valenti, 1999; Kutty
et al. 2000; Valenti et al. 2021). Uma vez que apresenta periodo larval relativamentecurto;
crescimento rapido, podendo alcancar até 16 cm e 30 g; resisténcia a doencas; altataxa de
sobrevivéncia; facil manutencdo; reproducéo continua ao longo de todas as estacfes do
ano e a possibilidade de producdo de larvas em salinidades de apenas 1 %o0S,permitindo a
sua producdo em regides interioranas proximas das fazendas de engorda (Valentiet al.,
2003; Moraes-Valenti e Valenti, 2010; Marques e Moraes-Valenti, 2012Sampaio et al.,
2007; Pantaledo et al., 2018). M. amazonicum adultos apresentam um aproveitamento
maior de carcaga, por terem abddmen maior que o cefalotérax. Sua carne com textura
consistente, apresenta sabor mais acentuado, o que mostra melhor aceitacdo nos mercados
consumidores (Moraes-Riodadese Valenti 1999).

A dieta dos camardes de dgua doce € essencialmente constituida por restos de
animais e vegetais bem como vegetais vivos em condi¢cdes naturais (Moraes-Valenti e
Valenti, 2009) que sdo encontrados em seu habitat. Porém para o cultivo intensivo o
alimento deve ser fornecido, e deve suprir totalmente ou pelo menos a maior parte de suas
necessidades nutricionais (Roverso et al., 1990).

A racdo chega a ser responsavel por até 50% do custo de producao (Rhodes, 2000)
no cultivo de camardo. A farinha de peixe é a matéria prima mais utilizada, sendo a
principal fonte de proteina animal, tendo um perfil de aminoacido mais proximo das
necessidades no cultivo de peixes e camardes (Pezzatoet al., 2002). Atualmente com a
diminuicdo da pesca extrativista, a farinha de peixe tem se tornado um dos ingredientes
mais caros na dieta do camardo. Cerca de 68% de todo o farelo de peixe produzido no
mundo é usado na aquicultura (Tacon; Metian, 2009). O alto custo da farinha de peixe
realca a importancia de determinar as necessidades nutricionais das espécies cultivadas,
a fim de promover a sustentabilidade na aquicultura com o uso racional deste insumo
podendo reduzir o desperdicio de racdo (Herbeck et al., 2013). Portanto, a substituicdo do
farelo de peixe por uma fonte protéica vegetal aliviaria a pressdo sobre os estoques
pesqueiros, contribuindo para uma reducao dos custos de producdo. (Abe et al., 2008;
Valle et al., 2015). O uso de farelo de soja € justificado, pois dentre as proteinas de origem
vegetal é a que possui melhor perfil de amonoéacidos, embora seja deficiente em

aminodacidos com enxofre (metionina e cisteina) (Gatlin et al., 2007). Assim, é possivel
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incluir até 30% de farelo de soja em substituicdo a farinha de peixe sem comprometer o
desempenho produtivo de M. amazonicum (Cagol et al., 2018)

A criagdo de camardo pode ser desenvolvida no sistema de monocultivo ou
policultivo. O monocultivo pode ser desenvolvido em propriedades de diferentes
tamanhos, sendo bastante lucrativa em regiGes sem limitagdes climaticas (tropicais). No
policultivo sdo cultivadas espécies com costumes alimentares distintos e que
preferencialmente ocupem diferentes espacos na coluna d’agua. O objetivo principal é o
aproveitamento do alimento existente no viveiro sem que as espécies venham a concorrer
pelos recursos (Contreas et al., 2003).

A carcinicultura, incluindo a carcinicultura de agua doce, abrange trés fases
distintas: larvicultura, bercério e crescimento final (engorda). A larvicultura abrange a
obtencdo e o desenvolvimento das larvas até a metamorfose em poés-larvas (PL),
caracterizada por ser um sistema intensivo. As larvas sdo criadas em tanques de tamanhos
variados (1 a 10 m®), cheios com &gua salobra (12 a 16 %). Em condic@es controladas,
atualmente, existe uma tendéncia mundial na utilizacdo do Sistema Fechado Dinamico,
garantindo niveis baixos de aménia e nitrito (Valenti et al., 1998; Valenti e Daniels, 2000).
Na fase de bercario, as PL sdo armazenadas em tanques ou viveiros por 15 a 60 dias até
atingem o estagio de juvenil. O cultivo em tanques-rede € bastante favoravel,
economizando area de producdo e gastos com 0 manejo. Essa fase pode ser suprimida,
porém a sobrevivéncia ¢ de 60 a 70% para a pos larva. Enquanto para o Juvenil a
sobrevivéncia vai de 80 a 90% quando passados para a fase final de engorda (Marques et
al. 2000). No desenvolvimento final (engorda) os juvenis sdo colocados em viveiros de
agua doce com fundo de terra até atingirem o tamanho adequado para sua
comercializacdo. Na maioria das vezes o cultivo varia de 4 a 8 meses, dependendo da
temperatura, quantidade e qualidade da racdo (Marques et al. 2000).

A qualidade da agua dos viveiros é fundamental para o sucesso da aquicultura, seu
monitoramento contribui para alcancar bons indices de produtividade. Entre as variaveis
mais importantes que mede a qualidade da agua estdo o oxigénio dissolvido e onitrogénio
amoniacal. (Boyd e Zimmermann, 2000; Kubitza, 2003).

Mudancas nas temperaturas ambientais também influenciam na sobrevivéncia e
no crescimento do camardo de agua doce, pois reduz os niveis de oxigénio, pH e
condutividade. Espécies de Macrobrachium tém uma ampla tolerancia a temperatura que
varia de 13 a 43 ° C (Manush et al., 2004). M. amazonicum sdo encontrados em

ecossistemas de agua doce com temperaturas variando de 26 a 31 °C (Rocha et al.,2015).
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Os compostos nitrogenados possuem grande importancia no ambiente aquatico
natural e artificial. O principal papel esta relacionado aos processos metabdlicos e na
formacdo de proteinas, por serem componentes basicos da biomassa. Quando em
quantidades diminutas nos ecossistemas aquaticos, atuam como fator limitante para a
producédo primaria (Esteves, 1998). O nitrogénio esta presente como nitrogénio organico
dissolvido (ureia, peptideos, purinas, aminas, aminoacidos, etc.), nitrogénio organico
particulado (bactérias, fitoplancton, zooplancton e detritos), nitrato (NOs’), nitrito (NO2"
), amoénia (NHzs), ion amdnio (NH4™), éxido nitroso (N20) e nitrogénio molecular (N>).

O nitrogénio amoniacal (amdnia total) é o residuo nitrogenado excretado pelos
camardes, derivado da oxidacdo das proteinas (aminoécidos) da dieta. A ingestdo de
alimentos com excessivo teor proteico ou com desbalango na sua composicdo de
aminoacidos aumenta a excrecdo de amoénia pelos camardes. Outra fonte importante de
amonia no cultivo é a decomposi¢do microbiana dos aminoacidos e proteinas eliminados
nas fezes. A amonia e toxica aos camardes, o que forca a adocdo de estratégias para evitar
seu acumulo na &gua do cultivo ao longo tempo (Kubitza, 2003).

O nitrato é considerado uma substancia com baixa toxicidade (Thurston et al.
1986), poréem por ser o produto final da nitrificacdo, pode se acumular em grandes
quantidades, causando efeitos letais ou sub letais em diferentes organismos, ou atuando
sinergicamente com outras formas nitrogenadas (Ostrensky; Wasielesky 1995). Como é
considerado um composto nitrogenado de baixa toxicidade, poucos séo os estudos sobre
0 assunto (Kaiser; Wheaton, 1983; Russo, 1991; Stormer et al., 1996).

Nitrito é o composto mediador na nitrificacdo bacteriana da amdnia a nitrato,
geralmente apresenta alta toxicidade, dependendo do estagio de desenvolvimento do
organismo e de sua concentracdo no ambiente (Miranda-Filho et al., 1995).

Amdnia, composto nitrogenado que sobrevém naturalmente no ambiente (Martin;
Frederico, 2001), pode ser induzida também pela poluicdo doméstica, industrial, agricola
e por mudancas ambientais (de Freitas Rebelo et al., 2000). E o principal produto gerado
pelo catabolismo proteico da maioria dos organismos aquaticos. A amdnia (NH3), por se
difundir facilmente através da membrana plasmatica é considerada a forma mais toxica
(Weihrauch et al., 2004). Existem evidéncias que crustaceos podem excretar ativamente
amonio pelas branquias, até mesmo contra o gradiente de concentracdo, utilizando a (Na",
K*) - ATPase (Weihrauch et al., 2004; Masui et al., 2005; Garcon et al., 2009).
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Diante do potencial desta espécie, é importante a geracdo de estudos que fornecam
informacdes para subsidiar técnicas de producdo, seja através dos sistemas de cultivo
comercial ou da exploracdo racional dos estoques naturais, evitando risco do seu
esgotamento (Moraes-Riodades et al. 1999). Assim, é possivel que haja uma avalia¢do do
potencial de cada espécie para a producdo, assim como, 0 aprimoramento de técnicas que
melhorem seu cultivo e aumentem os lucros (Valenti et al. 2003).

1.3 (Na*,K*)-ATPase

A (Na*, K")-ATPase (E.C. 7.2.2.13), conhecida também por bomba de sodio e
potassio ou adenosina trifosfatase estimulada por sédio e potassio (Painel 2), realiza o
transporte de trés Na* para o meio extracelular, simultaneamente ao transporte de dois K*
para 0 meio intracelular utilizando a energia fornecida pela hidrélise do fosfato ydo ATP
(Skou, 1957). Esse transporte ativo assimetrico energiza a membrana plasmatica de uma
infinidade de células animais, fornecendo forca motriz para a regulacdo do volume
celular, transporte ativo secundario, manutencdo do balanco idnico, regulacdo do pH,
sinalizagdo neural, transporte de substancias vitais como a glicose (Martin, 2005;
Pedersen, 2007; Poulsen et al., 2010; Clausen et al., 2017; Pivovarov et al., 2019).

A unidade funcional basica da (Na", K')-ATPase é composta por duas
subunidades. A subunidade a, formada por 10 segmentos transmembrana, ¢ considerada
a subunidade catalitica da enzima, possuindo o sitio de ligacdo para o ATP, o residuo de
aspartato fosforilado durante o ciclo catalitico e os residuos de aminoacidos essenciais
para a ligacdo de Na* e K" (Kaplan, 2002; Horisberg, 2004; Morth et al., 2007, 2011;
Palmgren e Nilsen, 2011) e a subunidade B, que atua como chaperona (sem essa a
subunidade a ¢ retida no reticulo endoplasmatica) € uma proteina de membrana do tipo
I1, altamente glicosilada (conferindo resisténcia da (Na*, K*)-ATPase a proteases) que
influencia a afinidade da enzima por Na* e K* devido a interacdo do dominio YXXYF a
subunidade o (Morth et al., 2007, 2011; Shinoda et al., 2009; Toustrup-Jensen et al.,
2009).

Em alguns organismos essa unidade funcional basica esta associada a um terceiro
polipeptidio pertencente a familias das proteinas FXYD (Kaplan, 2002; Morth et al.,
2007; Geering, 2008; Clausen et al., 2017). Essas proteinas sdo expressas de modo tecido

e espécie-especifica associadas a (Na*, K*)-ATPase, modulando suas propriedades



23

cinéticas e estabilidade (Crambert et al., 2004; Fuzesi et al., 2005; Silva et al., 2012;
Clausen et al., 2017; Pirkmajer e Chibalin, 2019).

O modelo Alberts-Post é o mais aceito para explicar o ciclo catalitico da (Na*,
K*)-ATPase. Baseia-se na transicdo conformacional entre dois estados, denominados E1
e E2 (Alberts, 1967; Post et al., 1972). A forma E1 expde os sitios de ligacdo dos céations
para a regido intracelular, possuindo alta afinidade por Na* e ATP, enquanto a forma E2
expOe os sitios de cations ao lado extracelular e possui alta afinidade por K* (Kaplan,
2002; Scheiner-Bobis, 2002; Horisberg, 2004; Clarke, 2009; Khalid et al., 2014).
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Painel 2 - Arquitetura do complexo afy da (Na*,K*)-ATPase da glandula retal de tubardo
ligada a K* e MgF+>. As cores mudam gradualmente entre a extremidade aminoterminal
(azul) e carboxiterminal (vermelho) para a subunidade o e B, a subunidade y esta
apresentada em roxo. CLR representa a molécula de colesterol. A linha verde representa
o limite hidrofébico da bicamada lipidica

Fonte: Adaptado de Shinoda et al, 2009.
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Painel 3 - Esquema integrado do ciclo funcional da (Na*,K*)-ATPase.

Fonte: Horisberger, 2004.

De acordo com o modelo acima, que é baseado do modelo de Alberts-Post, figura
3, aenzima na forma E1ATP apresenta seus dominios citoplasmaticos A, N e P afastados
(etapa ®). Ap6s a ligacdo dos trés Na* extracelulares aos seus sitios com alta afinidade,
ocorre uma mudanga de conformacdo importante. Apds uma grande rotacédo o dominio N
posiciona o fosfato y do ATP préximo ao sitio de fosforilacdo (etapa @). A hidrdlise do
ATP é acoplada a transferéncia do fosfato y para o residuo de aspartato que sofre
fosforilacdo durante o ciclo reacional, dando origem a forma EiP(3Na) (etapa Q).
Simultaneamente o dominio A também sofre rotacdo de aproximadamente 30°, (etapa
®), induzindo uma mudanca conformacional no interior do dominio transmembrana,
resultando no fechamento do canal transiente e oclusdo dos Na* ligados a enzima
(Toyoshima e Mizutani, 2004; Sorensen et al., 2004). Durante o ciclo catalitico, este
estado de alta energia E:P(3Na) é rapidamente convertido em E>P (2Na) (etapa @).
Concomitantemente a conversao de E1 para E> ocorre a exposicdo dos sitios de ligacdo de
cations para 0 meio extracelular. A redistribuicdo dos grupos diminui a afinidade peloNa*

e a liberagdo do primeiro Na* para o meio extracelular provoca um rearranjo do canal
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liberando os outros dois Na* (etapa ®). O sitio de ligagdo de cations da forma E2P é entdo
ocupado por dois K* extracelulares (etapa ®), resultando na desfosforilagdo do dominio
P e na oclusdo dos ions ligados, devido ao fechamento do canal transiente voltado para o
meio extracelular (etapa @). A ligacdo de uma nova molécula de ATP ao dominio N
(etapa (8)) promove o afastamento dos dominios N e P, que induz uma movimentac&o dos
segmentos transmembrana da molécula, resultando na abertura do canal transiente e
liberando o acesso aos sitios de ligacdo de céations do meio intracelular. Um rearranjo dos
grupos importantes para a coordenacdo dos cations, traduzido pela diminuicdo da
afinidade da enzima pelo K*, caracteriza a transicdo conformacional da forma E;ATP(2K)
para a forma E1ATP2K (etapa (0)). A préxima etapa ((0)) é a liberagdo dos K* para @itosol,
finalizando o ciclo de bombeamento (Horisberger, 2004).

A (Na*",K")-ATPase é especificamente inibida por glicosideo cardiot6nicos, que
ao se ligar especificamente a enzima atua fisiologicamente como moduladores de
atividade. A ouabaina (Painel4), glicosideo cardioténico mais estudado, se liga com baixa
afinidade a forma E2-2K* (Aperia, 2012; Ogawa et al., 2009) ou com alta afinidade a
forma E2P (Yatime et al., 2011; Laursen et al., 2013; 2015; Slingerland et al., 2013),
inibindo especificamente a atividade catalitica e de transporte idnico (Cornelius et al.,
2013).

Painel 4 - Diagrama da ligacdo da ouabaina a (Na*, K¥)-ATPase e estrutura quimica da
ouabaina.

Espaco 0-~°

QOuabaina € D Estracelular

Fonte: Modificado de Aperia, 2012; Slingerland et al., 2013.

A regulacdo tanto a curto quanto a longo prazo da (Na*, K")-ATPase ocorre
através de uma série de hormonios e outras moléculas tais como fosfatases (El-Beialy et
al., 2010), insulina (Oubaassine et al., 2012), aldosterona (Phakdeekitcharoen et al., 2011;
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Salyer et al., 2013), cascatas envolvendo proteinas quinases A (Lecuona et al., 2013) e C
(Gallo et al., 2010; Wengert et al., 2013), hormdnios da tireoide (Phakdeekitcharoen et
al., 2007), progesterona (Cochrane et al., 2012; Deng et al., 2013) e glicocorticoides
(Clausen, 2003; Pirkmajer e Chibalin, 2016). Inibidores endogenos semelhantes a
ouabaina, as endobainas, também sdo importantes na regulacdo da enzima (Therien e
Blostein, 2000; Scheiner-Bobis, 2002; Hansen, 2003).

1.4 A OSMORREGULACAO EM CRUSTACEOS

Os crustaceos surgiram no mar e durante a evolucdo invadiram ambientes de
menor salinidade (Schubart et al., 1998). A transicdo para ambientes dulcicolas constitui
um grande desafio osmotico e idnico, devido a tendéncia em perder ions por difuséo e
ganhar agua por osmose (Péqueux, 1995). A sobrevivéncia desses animais em aguas
menos salgada é determinada pela capacidade osmorregulatoria de cada espécie que é
definida como a manutencdo dos fluidos corporais da hemolinfa com relagdo as
concentracdes do meio externo (Charmantier; Soyez, 1994).

Levando em consideracdo a capacidade de sobrevivéncia dos crustaceos em
ambientes de diferentes salinidades, esses podem ser classificados como estenoalinos
(toleram pequenas variacGes na salinidade do meio externo) e os que toleram grandes
variacdes da salinidade do meio sdo denominados eurialinos (Péqueux, 1995; Randall et
al., 2000). Emrelacdo a variacdo da concentracdo osmotica da hemolinfa comparada a do
meio externo, os crustaceos sdo denominados osmoconformadores, quando mantém a
concentracdo osmotica da hemolinfa semelhante a do ambiente, ou osmorreguladores, a
concentracdo osmotica da hemolinfa é mantida dentro de certos limites que séo espécie-
especificos e que podem estar abaixo (hiporregulacéo) ou acima (hiperregulacdo) daquela
encontrada no meio externo (Péqueux, 1995; Lucu e Towle, 2003). Os crustaceos
hiperreguladores podem ser divididos em dois grupos: os reguladores fortes, capazes de
hiperregular fortemente em &gua doce e passar toda a vida adulta neste ambiente, e 0s
reguladores fracos que, embora sejam capazes de viver e hiperregular em meios diluidos,
sobrevivem mal em &gua doce (Péqueux, 1995; Lucu et al., 2000; Freire et al., 2008).

Em sua grande maioria, 0s crustdceos marinhos sdo classificados como
osmoconformadores e estenoalinos, enquanto as espécies estuarinas se apresentam como

eurialinos e osmorreguladores fracos (Péqueux, 1995; Schubart e Diesel. 1998; Thabet et
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al., 2017). Dentre as caracteristicas que permitem aos crustaceos adentrarem ambientes
de menor salinidade estdo a diminuicdo da permeabilidade & 4gua do meio externo,
aumento da atividade (Na*, K*)-ATPase, anidrase carbdnica e V-ATPase (Thebet et al.,
2017). Essa diversificacdo nos padrdes osmorregulatorios é resultado da variacdo
genética e selecdo natural a que as espécies foram submetidas ao longo do processo
evolutivo (Péqueux, 1995; Onken e McNamara, 2002; Lucu e Towle, 2003; McNamara
e Faria, 2012). As branquias sdo consideradas os sitios primarios para regulacdo osmética
e ibnica e ainda participam desse processo o intestino e as glandulas antenais (Péqueux,
1995; Palacios e Racotta, 2007; Thabet et al., 2017).

Além do controle da osmolalidade da hemolinfa nos crustaceos, as branquias
também estdo envolvidas na regulacdo do pH, trocas gasosas e excrecdo de compostos
nitrogenados (Weihrauch et al., 2004; Weihrauch e O’Donnell, 2015). As branquias de
camardes palemonideos sdo do tipo filobranquias, onde ndo ocorre diferenciacdo
morfologica entre anteriores e posteriores, como visto para filobranquias de brachyura
(Onken e Riestenpatt, 1998; Freire et al., 2008). As filobranquias desempenham as
funcdes de trocas gasosas e transporte idnico, enquanto o epitélio branquial apresenta um
septo intralamelar bem desenvolvido e ndo fenestrado (Freire; McNamara, 1995; Belli et
al., 2009). As células pilares estdo ligadas as celulas do septo criando dois
compartimentos que dirige o fluxo da hemolinfa do canal marginal aferentes para o
eferente (Freire; McNamara, 1995; Belli et al., 2009). Os iondcitos, que sdo células
especializadas em transporte i6nico, apresentam invaginacfes basais ricas em
mitocndrias e invaginacGes apicais formando o espago subcuticular e uma cuticula
robusta (Taylor e Taylor, 1992). A representacdo esquematica da cAmara branquial de M.
olfersii estd mostrado no Painel 5.

A osmolalidade da hemolinfa dos crustaceos é composta principalmente por ions
Na* e CI" (aproximadamente 80%), sendo essencial a presenca de outros ions traco como
K*, Mg?* e Ca?" que possibilitam a funcionalidade de varios transportadores, como a
atividade (Na*, K*)-ATPase, anidrase carbénica, trocador Na*/K* e cotransportador
Na*/K*/2CI. Embora os aminodacidos livres da hemolinfa (FAA) sejam osmélitos
organicos que desempenham um papel na manutencdo da pressdo osmotica, sendo
particularmente importante em salinidades mais elevadas, a contribuicdo ¢é
substancialmente menor (Romano; Zeng, 2012). Assim, a manutencdo da osmolalidade
da hemolinfa de crustaceos de agua doce depende do movimento transbranquial do Na* e

CI" (Péqueux, 1995; Freire et al., 2008; Henry et al., 2012). As principais proteinas com
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funcado regulatdria sdo a (Na*, K)-ATPase, V(H")-ATPase, trocador Na'/K*/2Cl", canais
de CI', canais de K*, trocador CI/HCOs", trocador Na*/H*, além da enzima citosélica
anidrase carbonica (Freire et al., 2008; Séez et al., 2009; Towle et al., 2011; Rahi et al.,
2017). A distribuicdo destes transportadores depende da espécie e da salinidade do
ambiente. O Painel 6 representa um mecanismo hipotético de hiper/hipoosmorregulacdo
para camardes palemonideos (McNamara e Faria, 2012). Na absorcdo de NaCl duas
forcas motrizes sdo imprescindiveis, a primeira é a (Na*, K")-ATPase, localizada nas
invaginacdes da membrana plasmatica das células do septo (McNamara e Torres, 1999;
Belli et al., 2009) e a segunda é a V(H")-ATPase, localizada nas membranas apicais das
franjas das células pilares (Faleiros et al., 2010).

Painel 5 - Representacdo da camara branquial de Macrobrachium olfersii.

Fonte: Faleiros et al., 2010
A reconstrucdo tridimensional de uma se¢éo transversal da lamela ao longo de seu

eixo curto mostra as células pilares (pc), as franjas das células pilares (pcf), o septo
intralamelar (is), os canais de hemolinfa (hc) e os canais marginais laterais (mc). Freire e
McNamara, 1995.
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A V(H")-ATPase catalisa a extrusdo de H* contra o gradiente eletroquimico
hiperpolarizando a célula. Esse potencial de membrana promove a passagem de Na* do
meio externo para o citosol das células pilares através de canais de Na* (Onken e
Riestenpatt, 1998; Ituarte et al., 2016). Os canais de Na* transferem este ion para a célula
do septo, ja que o Na* presente nesta célula é transportado ativamente pela (Na*, K*)-
ATPase para a hemolinfa (Onken e Riestenpatt, 1998; McNamara e Faria, 2012). O
transporte de CI utiliza o antiporte CI/HCO3™ apical na célula pilar (Torres, 2006) e
passam diretamente para a hemolinfa através de canais de CI localizados na membrana
inferior das células pilares ou através de canais de Cl- basais passando pelas células do
septo e depois para a hemolinfa, acompanhando o Na". Os ions H* e HCOs sdo
produzimos na célula pilar pela anidrase carb6nica (Freire et al., 2008; McNamara e Faria,
2012).

Expostos a altas salinidade a secrecdo de Na* e Cl" se faz necessaria para a
regulacdo osmdtica em camardes palemonideos (Péqueux, 1995; McNamara e Faria,
2012).0 Na* e o CI" da hemolinfa séo transportados pelo simporte Na*/K*/Clpresente na
membrana basal, favorecidos pelo gradiente de Na* gerado pela (Na*, K*)-ATPase, que
leva os ions Na* de volta para a hemolinfa e os ions K* sendo reciclados por canais de K*
na membrana basolateral (Luquet et al., 2005; McNamara e Faria, 2012). Estes canais
sustentam o potencial negativo da celula permitindo o transporte do CI através de canais
basais de CI através das células pilares até finalmente serem secretados para o meio
externo através de canais apicais de CI- (McNamara e Faria, 2012). O efluxo de CI" cria
um potencial elétrico negativo no espaco subcuticular energizando o efluxo de Na*
parecelular entre as franjas das células pilares (McNamara e Faria, 2012).Porém essa
regulacdo ndo depende apenas da variacdo da expressao e da atividade das enzimas (Na",
K")-ATPase e V(H")-ATPase que parece ser espécie-especifica (Belli et al., 2009;
Faleiros 2010, 2017; ltuarte et al., 2016; Freire et al., 2018; Huang et al., 2019),
envolvendo também a expressdo de diferentes isoformas, regulacdo por fosforilacéo ou o
envolvimento de outras enzimas e transportadores (Leone et al., 2014; Maraschi et al.,
2015; Lucena et al., 2017b).
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Painel 6 - Modelo de hiper/hipoosmorregulacdo em camardes palemonideos.
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Fonte: McNamara e Faria, 2012.

1.5 TOXICIDADE POR AMONIA

No ambiente aquéatico a amdnia existe em um equilibrio entre a forma ionizada,
também chamada de ion amdnio (NH4") e a forma ndo-ionizada, simplificada por amonia
(NHs), respectivamente. A somatéria das diferentes formas (NH4* + NH3) é chamada de
amonia total ou simplesmente amdnia.

A toxicidade por aménia tem sido atribuida em maior escala a concentracédo de
amdnia ndo-ionizada (Campus et al., 2012; De Lourdes Cobo et al., 2014), sendo a
proporcéo relativa de NHs em relagdo a aménia total aumentada em baixas salinidades,
alto pH e altas temperaturas da agua (Miron et al., 2008; Lu et al., 2017; Valencia-
Castafieda et al., 2018; Barbieri and Bondioli, 2015; Kir et al., 2004).
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A equacdo de equilibrio da amdnia em solucéo aquosa pode ser simplificada por:

NH3. H2O@g) = NH4" + OH" 1)

E a fracdo de amdnia ndo-ionizada para agua doce pode ser calculada de acordo
com EMERSON et al. (1975).

A toxicidade da amonia pode causar anormalidades comportamentais como
hiperscitabilidade e esta associada a hiperplasia e hipertrofia do tecido branquial (Daoust
e Ferguson, 1984).

A resposta imune inata em crustaceos esta relacionada ao tempo de coagulacéo da
hemolinfa, atividade fagocitica e depuracdo. A coagulacdo nos crustaceos se da pela
polimerizacdo da proteina de coagulacdo (CP) pela acdo da enzima transglutaminase de
hemocitos (TG). Alteragdo no numero de hemocitos circulantes foi observada em
crustaceos apoés estresse (Perazzolo et al., 2005; Jussila et al., 2001; Chang et al., 2013;
Bautista-Covarrubias et al., 2014; Romano e Zeng, 2013). A exposi¢cdo de crustaceos a
amonia prolonga o tempo de coagulacdo devido a diminuicdo da atividade TG e células
hialinas (Chang et al., 2015). A diminuigcdo na contagem total de hemacitos, diminui¢ao
da atividade fagocitica, diminuicdo da expressdo de citocromo P450 1A, diminuicdo dos
fatores imunes humorais, como crustina, fator anti-lipopolissacarideo e lisozima e
diminuicdo da atividades antibacteriana e bacteriolitica,enfraquecem as respostas
fisiologicas e imulologicas tornando as espécies mais susceptiveis a patégenos como
Vibrio penaecida, Vibrio alginlyticus, Enterococcus,Lactococcus garvieae e 0 virus da
sindrome da mancha branca (Cerenius el al.2010; Liu e Chen, 2004; Maningas et al.,
2008; Yue et al., 2010, Liang et al., 2019).

A exposicdo de crustaceos a niveis subletais de amdnia causam varias alterac6es
morfologicas e fisioldgicas nas branquias, incluindo espessamento, descamacdo do
epitélio, constricdo ou colapso de lamelas, ruptura ou destruicdo de células pilares,
necrose e infiltracbes de hemdcitos (de Freitas Rebelo et al., 2000; Romano e Zeng, 2007,
2010; Cheng et al., 2019), esses danos na membrana branquial podem dificultar as trocas
gasosas (de Freitas Rebelo et al., 2000).

A exposicdo a niveis elevados de amdnia leva a diminui¢do da oxi-hemocianina
em varios crustaceos, incluindo Penaeus monodon (Chen e Cheng, 1993), Penaeus
japonicus (Chen et al., 1994) e Litopenaeus vannamei (Racotta e Hernandez-Herrera,

2000). Essas evidéncias apontam para uma interrupcao nas trocas gasosas induzidas por



33

amonia, que seria a possivel causa dos niveis elevados de lactato relatados para Eriocheir
sinensis exposto a amonia (Hong et al., 2007).

Amdnia também pode causar estresse oxidativo nos organismos aquéaticos, por
meio do aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Duan et al., 2018). Para
garantir que o nivel de ROS permaneca dentro de uma faixa segura, 0s organismos sao
equipados com sistemas de defesa antioxidante, como substancias antioxidantes
enddgenas e sistemas enzimdticos para eliminar ROS (Duru et al., 2014). A
superproducdo de ROS pode danificar biomoléculas, como DNA, proteinas e lipidios. A
aclimatacdo de crustaceos a elevadas concentraces de ambnia aumenta a expressdo das
enzimas superoxido desmutase (SOD), glutationa S- transferase e Catalase (Ren e Pan,
2014; Wang et al., 2021) logo ap6s a exposicdo, mas essa expressao parece diminuir com
0 tempo de exposicado, destruindo o sistema de defesa antioxidante (Liu e Chen, 2004; Jia
et al., 2014; Cheng et al., 2019).

Embora tradicionalmente a excre¢do de amdnia em invertebrados aquaticos fosse
considerada um processo estritamente passivo (Baldwin, 1947; Kormanik e Cameron,
1981), ha agora um corpo de evidéncias para mostrar que o ion aménio é excretado
ativamente, se necessario contra um gradiente de concentragdo em espécies que habitam
aguas salinas, salobras ou doce (Weihrauch et al., 1998, 1999, 2004; Weihrauch e
O’Donnell, 2015).

A investigacdo sobre os mecanismos de excrecdo/transporte de aménia em
sistemas invertebrados ainda é bastante escassa. Entretanto, estudos indicam que trés
proteinas sdo fundamentais para o transporte transcelular de amonia, sendo elas a (Na™,
K*)-ATPase, a V(H")-ATPase e proteinas Rhesus (Rh) (Martin et al., 2011; Romano e
Zeng, 2013; Liu et al., 2014; Weihrauch e O’Donnell, 2015; Pan et al., 2018; Zhao et al.,
2020).

Em 1960 Jens Skou mostrou que a (Na*, K*)-ATPase aceita NHs"em substituicdo
ao K" e, portanto, é capaz de bombear ativamente NH4" dos fluidos corporais para células
epiteliais transportadora de aménia (Skou, 1960). Posteriormente a participa¢do desta
enzima no transporte de ion amonio foi identificada nas branquias de crustaceos
(Weihrauch et al., 1998, 1999; Masui et al., 2002).

A manutencdo de baixas concentracdes de amdnia na hemolinfa dos crustaceos
em relacdo ao meio ambiente € mantida por trés mecanismos principais, que incluem a
excrecao ativa de amdnia, desintoxicacdo e alteracdo/sustentacdo de baixa permeabilidade

branquial. Acredita-se que todos os trés processos podem ser mobilizados
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simultaneamente, embora o grau de contribuicdo de cada um na manutencdo baixa de
amonia seja especifico para cada espécie (Martin et al., 2011; Romano e Zeng, 2013).
Devido ao deslocamento de equilibrio entre a forma ionizada e ndo ionizada da amdnia o
aumento do pH eleva a concentracdo de amonia na hemolinfa de P. monodon,
provavelmente devido ao aumento da forma ndo ionizada, mais permeével, que se difunde
passivamente através da membrana branquial e da hemolinfa (Chen e Kou, 1993). Em
menor proporcdo a salinidade também modifica a concentracdo de aménia na hemolinfa
de crustaceos, pois a amdnia ndo ionizada é menos sollvel com o aumento de salinidade
(Romano e Zeng, 2010).

A maioria dos crustaceos decdpodas é bentdnica e/ou exibem o comportamento
de soterramento, 0 que aumenta a probabilidade de encontrar niveis elevados de amdnia
no ambiente, ja que a concentracdo de aménia em sedimentos é maior que na agua
(Weihrauch et al., 2004). Por esse motivo muitos crustaceos estdo bem adaptados a
elevadas exposicfes a amonia, desenvolvendo um mecanismo de excregdo ativa de
amonia conta um gradiente interno, prevenindo o acumulo excessivo de amonia na
hemolinfa, mitigando seus efeitos toxicos (Weihrauch et al., 2004).

O mecanismo de excrecdo de amdnia, baseado em C. maenas (Painel 7) sugere
que a NHs, importada da hemolinfa ou produzida pelo metabolismo celular das branquias,
se difunde para vesiculas acidificadas (V(H*)-ATPase) e é aprisionada neste
compartimento como NH.* (Weihrauch et al., 2002). As vesiculas carregadas de NH4" sdo
transportadas em direcdo & membrana apical por uma rede de microtdbulos, onde NH4" é
excretado ao espaco subcuticular via exocitose (Weihrauch et al., 2002). A participagdo
de microtubulos na excrecdo de aménio foi confirmada em Portunus trituberculatus
expostos a alta concentragdo de aménia (Ren et al., 2015). A amdnia ionizada (NH4") é
transportada da hemolinfa para o epitélio branquial por substituicdo aoK* nos canais de
potassio (impulsionado pelo potencial negativo da célula) e pela (Na*,K*)-ATPase.
Finalmente o NH.* celular é transportado para o espaco subcuticular utilizando o
transportador Na*/H* (NH4") apical, sensivel a amiloride, desde que uma proteina Rh
esteja colocalizada (Weihrauch ¢ O’Donnell, 2015). O canal Na*/H* (NH4") foi
comprovado participar da excre¢do de amonia, essa excre¢do diminuiu 75% quando
amiloride foi aplicado no lado luminal de larvas de Manduca sexta (Blaesse et al., 2010).
Além disso, um movimento paracelular de NH4" através do epitélio branquial bastante
permeével ajudaria o processo de excregdo. Estruturas permeaveis a cations sensiveis a

amiloride na cuticula também podem estar envolvidos na difusdo de NH4* para o meio



35

externo. As proteinas Rh sdo responsaveis por mediar o transporte de NH;" em leveduras,
mamiferos e peixes (Marini et al., 2000; Nakada et al., 2010; Adlimoghaddam 2015) e
para 0 caranguejo Metacarcinus magister (Martin et al., 2011). Quando Portunus
trituberculatus foi exposto a aménia a expressao de mRNA da proteina Rh foi aumentada
(Liu et al., 2014) sendo a proteina Rh apontada como a principal proteina a contribuir
para a excrecdo de compostos nitrogenados neste animal (Pan et al., 2018). Estudos
sugerem que a proteina Rh se localize nas vesiculas acidificadas e na membrana apical
(Weihrauch et al., 2004; Weihrauch e O’Donnell, 2015; Zhao et al., 2020).

O horménio hiperglicémico de crustaceos parece também regular a excrecdo de
amobnia em Litopenaeus vannamei por trés padrdes, a saber, canal idnico, proteina e
exocitose como explicado a seguir. Os canais idnicos sdo regulados principalmente pelas
vias de sinalizagdo PKA, PKC e PKG; as proteinas séo ativadas principalmente pela via
de sinalizagdo Whnt e a exocitose é induzida principalmente pela via de sinalizagdo PKA
(Zhang et al., 2020).

Painel 7 - Modelo para excrecao branquial de Carcinus maenas.

Legenda: CA, anidrase carbdnica; NHE, trocador Na*/H* (subfamilia CPA1); Rh, proteina Rh; MT,
rede de microtdbulos.

Fonte: Weihrauch e O’Donnell, 2015.
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2 OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GERAL

Investigar a toxidade por amonia de Macrobrachium amazonicum capturado do
Rio Grande. Determinando a concentracédo letal média e caracterizando e comparando as
propriedades cinéticas da (Na*,K*)-ATPase do tecido branquial do animal recém-

capturado ou aclimatado a uma concentracéo segura de amonia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentracdo letal média (LCso-96h) para aménia de M.amazonicum
adulto proveniente do Rio Grande, comparando com outras populacfes. Obter fracdo
microsomal da branquia de M. amazonicum adulto recém-capturado do Rio Grande.
Aclimatar por 10 dias M. amazonicum adulto em amonia (0,1 x LCs0-96h). Obterfragio
microsomal da branquia de M. amazonicum adulto aclimatado em amdnia. Caracterizar a
(Na*,K*)-ATPase branquial do animal recém-capturado e aclimatado em amonia.
Determinar o padréo proteico (SDS-PAGE) das proteinas de membrana das branquias de
M. amazonicum recém-capturados e aclimatados a amonia. Determinar as ATPases
presentes na fracdo microsomal da branquia de M. amazonicum recém- capturado e

aclimatado a aménia.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

ATP (sal de Tris), &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanol sulfénico (Hepes),
imidazol, tris(hidroximetil)aminometano  (Tris), ditiotreitol (DTT), ouabaina,
tapsigargina, aurovertina B, bafilomicina A1, alameticina, &cido etacrinico,
fosfoenolpiruvato (FEP), NAD", NADH, piruvato quinase (PQ), lactato desidrogenase
(LDH), fosfoglicerato quinase (FGQ), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAFDH),
3-fosfogliceraldeido dietil acetal e padrdo de peso molecular para eletroforese (30-200
KDa) foram adquiridos da Sigma. Etilenodiamino tetracético (EDTA) e dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adquiridos da Merck. O coquetel de inibidores de protease (leupeptina 5
umol L-1, antipaina 5 umol L-1, benzamidina 1 mmol L-1 e pepstatina A 1 umol L-1) foi
adquirido da Calbiochem. O anticorpo monoclonal a5 contra a subunidade a da (Na,K)-
ATPase de aves (todas as isoformas) foi adquirido do Developmental Studies Hybridoma
Bank (lowa, USA). O anticorpo secundario anti 1gG de camundongo conjugado com
peroxidase foiadquirido da Sigma Chem. Co., (USA). A resina AG50WX-8 foi adquirida
da Biorad (USA). Cloreto de aménio, hipoclorito de sédio, fenol, nitroprussiato de sddio
e citrato de sodio foi adquirido da Synth e o anti-cloro (Tiossulfato de sodio e Carbonato
de sodio) foi adquirido da Tropical. Os demais reagentes utilizados nesse trabalho s&o de
grau analitico e as solucbes foram preparadas usando agua tratada por ultrapurificacéo.

Antes do uso, as solugdes de enzimas LDH e PQ, comercializadas em suspensées
cristalinas de (NH4)2S04 3,2 mol L™ foram tratadas para a remog&o do ion amdnio. Uma
aliquota de 500 pL da enzima (PQ ou LDH) foi centrifugada a 20.000 xg durante 15 min,
a 4°C, emuma centrifuga refrigerada Eppendorf 5810. O pellet obtido foi ressuspenso em
500 pL de Hepes 50 mmol L2, pH 7,5 e apds foi transferido para um filtro MicroconY M-
10, foi lavado 5 vezes com 0 mesmo tampédo por centrifugacdo a 14.000 xg, durante10
min, a 4°C, para completar a remocdo total dos ions amdnio (testada com reagente de
Nessler). Finalmente, foi adicionado tampdo Hepes 50 mmol L™ pH 7,5 até completar o
volume inicialmente utilizado. Para a enzima FGQ a suspensdo foi tratada exatamente
como descrito acima. Todas as solugdes foram usadas dentro de um periodo maximo de
trés dias. Enquanto que a GAFDH foi preparada em tamp&o Hepes 50 mmol L%, pH 7,5,

contendo DTT 1 mmol L logo antes do seu uso.
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O coquetel de inibidores de protease utilizado nas preparacfes da fracdo
microsomal contém leupeptina 5 pmol L, antipaina 5 umol L, benzamidina 1 mmol L
! pepstatina A 1 umol L e PSMF 5 umol L. A solugio estoque dos inibidores foi
preparada 100 vezes mais concentrada sendo diluida no tampao de homogeneizacéo no
momento do uso na concentragéo final indicada. As massas de pepstatina e 0 PMSF foram
inicialmente dissolvidos em 500 pL de metanol e etanol, respectivamente e os demais
inibidores em agua. Finalmente a solucdo estoque foi completada até um volume de 10
mL de agua ultrapura.

A solucdo estoque de ATP foi preparada utilizando ATP sal de Tris e sua
concentracéo final (100 mmol L™) foi acertada através da determinacdo da absorbancia
da solugdo em 260 nm (260 nm, pH 7,0 15.400 mol L. cm).

A solucio de gliceraldeido-3-fosfato (20 mmol L), foi preparada imediatamente
antes do uso, através da hidrdlise de 15 mg de 3-fosfogliceraldeido dietil acetal dissolvido
em 1 mL de 4gua ultrapura MilliQ, com 150 uL de HCI concentrado (d=1,18 g mL™?). A
mistura foi mantida em banhomaria a 90 °C durante 2 minutos e em seguida, o cloreto de
bario formado na reacdo foi removido com uma resina Dowex 50H*, seguindo as
recomendacdes do fabricante (ver Sigma Chem. Co. Product Information. Ndmero do
produto: 65376). Apds a remocao da resina, a solugéo resultante foi neutralizada até pH
7,5 com 50 pL de trietanolamina pura (d=1,12 g mL™).

A solucdo estoque de aurovertina B foi preparada em etanol e as solugdes estoques
de bafilomicina Al e tapsigargina foram preparadas utilizando dimetilsulfoxido como
solvente. As solucdes estoques de teofilina, EGTA e acido etacrinico foram preparadas

em agua.

3.2 COLETA DE ANIMAIS E MANUTENCAO EM LABORATORIO

Machos e fémeas adultos de M. amazonicum de aproximadamente 7 cm de
comprimento foram capturados usando armadilhas na vegetacdo das margens do
reservatorio da Usina de Agua Vermelha no Rio Grande, proximo a cidade de Iturama,
Minas Gerais, Brasil (19°47° S, 50°05° W). Os camardes foram coletados utilizando a
permissdo ICMBiIo/MMA #72032-1 para DPG. Os animais foram transportados para o

Laboratério de Quimica da Universidade Federal do Triangulo Mineiro Campus Iturama



39

em caixas de transportes contendo 30 L de agua aerada do local de coleta (salinity <0.5%o,
~23 °C).

Os camardes foram mantidos na &gua do rio por 24 h antes do uso em
experimentos para estabelecer a concentracgdo letal de aménia de 96 h (CLso-96 h) e nos
estudos cinéticos em camar@es aclimatados a amonia. Os camarfes para 0s estudos
cinéticos sem amdnia foram usados imediatamente apos repousar no laboratdrio por 1 h

(camardes recém-capturados).

3.3 DETERMINACAO DA LCs-96H

A metodologia utilizada para avaliar a concentracdo letal média (LCso-96h)
fundamentou-se no manual da Environmental Protection Agency USA (Peltier; Weber,
1985). Durante todos 0s experimentos um aquario foi utilizado como controle (sem adigéo
de cloreto de amdnio), garantindo que os animais ndo morreriam por fatores adversos. As
experiéncias utilizaram 480 camardes adultos coletados no Rio Grande, divididos
aleatoriamente em 48 unidades experimentais. As unidades consistiam de um aquario
com um volume de 20 litros de 4gua de pogo para cada 10 animais adultos (3,56
+ 1,71 g, 5,15 + 0,90 cm). As unidades experimentais foram equipadas com sistemas de
aeracdo e fotoperiodo natural de 12/12 horas (luz/escuriddo). O design foi completamente
randomizado, com seis concentracfes diferentes de amdnia total (10,09; 20,19; 48,38;
57,20; 67,30; 84,12; 100,9 mg L) e seis réplicas para cada concentragdo de amonia total.
Os niveis de amonia resultaram da adicdo de volumes adequados da solucdo mée de
NH,CI (solugdo mae de 1000 mg L™ NH4CI) para produzir as concentracdes de aménia
total final desejadas. As concentracdes empregadas foram indicadas por testes
preliminares. Os camardes foram observados a cada 1 hora durante as primeiras 8 horas.
Entre 8 horas e 96 horas, as observagdes foram realizadas a cada 8 horas. Apés o final do
experimento 0s sobreviventes eram descartados e os aquarios lavados com agua. A
mortalidade observada para o0 M. amazonicum controle (ndo exposto a aménia) durante o
periodo experimental pode estar relacionado ao comportamento agonistico dos animais
em competicao por area (territorialismo). Para determinar a morte do animal foi adotado
o critério de auséncia total de qualquer tipo de movimento ou reacdo a estimulos

mecanicos usando haste de vidro. Nas primeiras 8 horas os camardes foram observados
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de hora em hora. Entre 8 horas e 96 horas, as observacgdes foram realizadas a cada 8 horas
(Armstrong et al., 1976).

Durante o periodo experimental, a temperatura da &gua variou de 24,2 a 28,4 °C,
oxigénio dissolvido de 5,2 a 6,1 mg L, pH de 7,6 a 8,0, alcalinidade de 20,1 a 26,5 mg
L CaCOs e dureza de 25,1 a 48,4 mg L.

3.4 ANALISES DE QUALIDADE DA AGUA

Foram avaliadas diariamente as seguintes varidveis de qualidade da &gua:
oxigénio dissolvido (Oximetros, Hanna HI 9146), temperatura (termdmetro digital) e pH
(Phmeter, Even PHS-3E). No inicio e novamente no final da experiéncia, aménia total,
alcalinidade e dureza também foram determinados (Apha, 2005). A fracdo de amdnia
ndo-ionizada foi calculada de acordo com Emerson et al. (1975).

3.5 DOSAGEM DE AMONIA

Em solucdo aquosa de amonia, ha equilibrio entre as espécies ionizadas e nédo
ionizadas, porém a toxicidade para 0s organismos aquaticos tem sido atribuida

principalmente a amoénia ndo ionizada (Campbell, 1973; Frias-Espericueta et al., 2000).

A determinacdo da amonia total foi realizada de acordo com Solorzano, 1969. O
principio da técnica consiste na formacgéo do indofenol, um composto de cor intensamente
azul, formado pela reacdo da amonia, hipoclorito e fenol, catalisado pelo nitroprussiato
de sddio. Citrato foi usado para eliminar a interferéncia produzida pela precipitacdo dos
fons magneésio e calcio em pH alto (Zhou e Boyd 2016). A absorbancia do composto foi
dosada em 640nm em espectrofotometro Hitachi U 1800. As concentracdes das amostras
foram determinadas comparando as absorbancias a curva padrdo com concentracdes

conhecidas de cloreto de aménio.

A concentracdo de amdnia ndo ionizada é dependente da concentra¢do de aménia total,
pH, temperatura e forca ibnica. A forma nao ionizada aumenta com o aumento do pH e
da temperatura e diminui com a forca ibnica, mas € desprezivel em sistemas naturais de
agua doce (Emerson et al., 1975). A fracdo de ambnia ndo ionizada foi calculada de
acordo com a equacdo 1, em quem NHs= am6nia ndo-ionizada, NHsz + NH4s"= amdnia
total, pKa = - log Ka, calculado como pKa = 0,09018 + 2729,92 /T e T = temperatura em
° Kelvin (Emerson et al., 1975).
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NH3+NHJ
1+10(pKa—pH)] (2)

NH3z = [
3.6 PREPARACAO MICROSOMAL

Os homogenados foram preparados no mesmo dia da coleta (recém-capturado) ou
apos 10 dias aclimatados a 4,9 mg L de aménia total. Uma colecao de 80 espécimes foi
separada em quatro grupos de 20 camardes e cada grupo mantido em tanques contendo
32L de agua aerada, a 25 °C, com fotoperiodo natural de 12h.

Para cada preparacéo foram utilizados aproximadamente 80 camardes. Os animais
foram anestesiados em gelo picado e as branquias foram imediatamente removidas e
transferidas para tampdo de homogeneizagdo (tampdo imidazol 20 mmol L*, pH 6,8,
contendo sacarose 250 mmol L, Tris 6 mmol L e o coquetel de inibidores de proteases)
mantido a 4° C. As branquias foram pesadas apds remover o excesso de tampédo com papel
filtro Whatman e em seguida homogeneizadas no tampéo de homogeneizacgdo (20 mL/g
branquia) utilizando um homogeneizador Potter, ajustado para 1.200 rpm.

O homogeneizado obtido foi submetido a centrifugacao de 14.000 xg, durante 35
min, a 4° C, em uma centrifuga Sorvall RC5C Plus. O sobrenadante foi mantido em banho
de gelo picado e o pellet resultante foi novamente homogeneizado no mesmo volume
inicial do tampao de homogeneizacao. Esse novo homogeneizado foi submetido a nova
centrifugacdo nas mesmas condigdes. Os sobrenadantes resultante das duas
centrifugacdes foram gentilmente misturados e submetidos a uma nova centrifugacéo a
100.000 xg durante 90 min, a 4° C em uma ultracentrifuga Hitachi 55P-72. Finalmente,
o pellet resultante (fracdo microsomal) foi ressuspenso em tampédo de homogeneizagéo
(13 mL/g de branquia) e aliquotas de 0,5 mL foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -20 °C por um periodo nao superior a 3 meses. Quando
necessario os tubos foram descongelados e mantidos em gelo picado durante um periodo
de até 4 h.
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3.7 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentracdo de proteinas da fragdo microsomal foi determinada conforme
descrito por Read e Northcote (1981), empregando-se soroalbumina bovina como padréo.
A absorbancia das amostras e do padrdo foi estimada em 595 nm em um
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800.

3.8 ELETROFORESE DESNATURANTE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em condi¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em
gradiente de poliacrilamida (5 a 20%, p/v) utilizando 4pg de proteina, conforme descrito
por Laemmli (1970). Apos a corrida, o gel foi corado com nitrato de prata. Para
determinacdo da escala de peso molecular foi utilizado 10 uL do padré&o de peso molecular
SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, EUA).

3.9 WESTERN BLOTTING

Foi realizada a eletroforese (SDS-PAGE) utilizando 70 pg, apos a corrida o gel
foi submetido a uma eletrotransferéncia para uma membrana de PVDF previamente
incubada com 100% de metanol, com a aplicacdo de uma corrente de 300 mA com
voltagem livre durante 90 minutos, a 4 °C utilizando o sistema Gibco BRL Mini-V 8-10
(Gaithersburg, USA) de acordo com Towbin et al. (1979). A membrana foi bloqueada
com uma solucdo de leite desnatado em5% em tampéao TBS-Tween (Tris/HCI 50 mmol
L, pH 8,0, contendo NaCl 150 mmol L e Tween-20 0,05%), durante 60 minutos, sob
agitacdo constante e temperatura ambiente. Apos este periodo, a membrana foi lavada
cinco vezes com tampdo TBS-Tween e a seguir foi encubada durante 16 horas, a 5 °C,
com o anticorpo a-5 monoclonal de camundongo, produzido contra a subunidade alfa da
(Na*, K")-ATPase de galinha (diluicdo 1:150 em uma solucdo desoroalbumina bovina
0,1% em tamp&o Tris/HCI 50 mmol L, pH 8,0, contendo NaCl 150 mmol L*?). Apds
cinco lavagens em tampdo TBS-Tween a membrana foi incubada durante 2 hora, a 25 °C,
com anticorpo secundario anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase (diluido
1:1000 na mesma solucdo que o anticorpo primario). Finalmente, a incorporacdo
especifica de anticorpo foi revelada com Sigma Fast DAB with Metal Enhancer. Para a
determinagdo da Mr da (Na*, K*)-ATPase foi utilizado 25 pL do padrao de peso molecular
SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, EUA).
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3.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE (Na*, K*)-ATPase DA FRACAO
MICROSOMAL

A atividade ATPase total foi determinada continuamente, a 25 °C empregando-se
o sistema de acoplamento piruvato quinase/lactato desidrogenase, no qual a hidrélise do
ATP é acoplada a oxidacdo do NADH (Leone et al., 2015). A oxidacdo do NADH foi
estimada em 340 nm (&340 nm, pr 7,5 = 6.200 M cm™), em um espectrofotdmetro Shimadzu

UV-1800 equipado com celulas termostatizadas.

(Na*,K*)-ATPase

+

NAD
ADP ATP NADH v
Fosfoenolpiruvato AL» Piruvato ~ » Lactato
Piruvato quinase Lactato desidrogenase

Para o estudo do efeito do potassio e amonio, a atividade ATPase foi quantificada
empregando-se o sistema de acoplamento gliceraldeido — 3 — fosfato desidrogenase
fosfogliceratoquinase, onde a hidrélise do ATP é acoplada a reducdo do NAD™ (Leone et
al., 2015). A reducio do NAD* foi estimada em 340 nm (&340 nm, pH 7,5 = 6.200 Mt cm™),

em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800 equipado com células termostatizadas.

(Na*,K*)-ATPase

¥ N\

NAD* gADH ADP '$TP
- ’ - —_— = - — = -
Gliceraldeido-3P + Pi Glicerato-1,3-PP Glicerato-3-P
Gliceraldeido-3-P- Fosfogliceratoquinase

desidrogenase

A atividade ATPase também foi determinada na presenca de ouabaina 3 mmol L
1. Adiferenca entre a medida efetuada na auséncia e presenca da ouabaina foi considerada
como correspondente a atividade da (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal de M.
amazonicum. A hidrolise do ATP também foi estimada apds a incubacdo da amostra com
10 pg de alameticina durante 10 min, a 25 °C, para verificar a presenca de vesiculas
seladas no meio de reacdo. Controles sem a adi¢do da enzima foram incluidos nos
experimentos para estimar a hidrolise espontanea do substrato nas condigdes do ensaio.
A linearidade das medidas da atividade (Na*, K*)-ATPase foi checada entre 10 e 50 ug
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proteina total e a quantidade de proteina microsomal sempre foi usada dentro desse
intervalo. Para cada concentragdo de ligante analisado (ATP, Na*, K*, Mg?" e o inibidor
ouabaina) a velocidade inicial da reacdo foi estimada em duplicata utilizando aliquotas
idénticas da mesma preparacdo e a média desses valores foi usada para ajustar a curva de
saturagé@o correspondente. Os ensaios foram realizados em duplicata e cada experimento
foi repetidoempregando-se trés preparacdes diferentes (N= 3). Uma unidade de enzima
foi definida como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de ATP por minuto,
a 25 °C nas condicdes padrbes do ensaio e a atividade especifica é dada em nmol de Pi

mint mg? de proteina ou U mg™.

3.11 CALCULO DE ESPECIES LIVRES NO MEIO DE REACAO

A concentracgdo das espécies livres de Mg?*, ATP e MgATP no meio de reagio

foram calculados de acordo com Fabiato (1988), de acordo com o seguinte equilibrio:

MeH,ATP MeHATPZ MeATP%
K10 1 L Ko Ks
Me™ Me™ Me™*
K2
Ka R + K + oo + + 3 + K1 + oy +

HATP < _HATP +H_ = HATP +H_ -~ HATP +H_ = _ATP +H
+ + +

MeZ* MeZ* Me2+

{m

MeH,ATP MeHATP” MeATPZ

Ks Ks

in which pKi= 6.53, pKz=4.06, pKs= 1.00, pKs= 1.00, pKs= 4.22, pKe= 2.24, pK7= 1.58 and Me=
Mg?*.

3.12 TRATAMENTO DOS DADOS CINETICOS

Os parametros cinéticos Vm (velocidade maxima), Km (constante de Michaelis), Kos
(constante de dissociacdo aparente) e ny (coeficiente de Hill) foram calculados usando o software
SigrafW (Leone et al., 2005). As constantes de dissociacdo do complexo enzima-inibidor, K;, foram
determinadas graficamente de acordo com Marks e Seeds (1978). Todos os experimentos foram

realizados em duplicata utilizando-se trés preparac6es diferentes (N= 3).
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3.13 ANALISE ESTATISTICA

A concentragdo média letal (LCs0-96h) de ambnia foi calculada pelo método
probit (Finney, 1971), utilizando o programa GraphPad Prism 7. Esse método estabelece
a relagdo entre os “probits” da mortalidade cumulativa observada e o logaritmo das
concentracdes de amonia. A relacdo entre a concentracdo de amonia e a mortalidade foi

entdo submetida a analise de regressdo logistica.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. DETERMINACAO DA LCs0-96h

A concentracdo de amonia total em cada aquario ndo variou no decorrer do
experimento. Os testes foram iniciados com uma concentragéo de 30 mg L™ de cloreto de
amonio (ou 10,09 mg L* aménia total), esse valor é um pouco inferior a LCso-96h
determinada por Dutra et al. (2016). Observou-se que concentracGes de cloreto de aménio
de até 30 mg L ndo provocavam mortalidade dos animais. Concentragdes maiores foram
testas, a adicdo de 350 mg L™ de cloreto de aménio (ou 117,69 mg L de aménia total)
provocou a mortalidade de 100% apds 48h, enquanto concentragdes de 300 mg L™ de
cloreto de aménio (ou 100,9 mg L™ de amdnia total) provocou a mortalidade de 99,67%
em 96h. A Tabela 1 detalha os resultados dos experimentos.

A andlise probit para os dados apresentados na tabela abaixo foi realizada plotando
a porcentagem de sobrevivéncia X logaritmo da concentracdo de amonia total (Figura 1).
O perfil de probabilidade para os dados calculados pelo programa GraphPad Prism verséo
7 varia de 46,49 até 51,91 mg L, comum valor de r>= 0,9461. A concentragio de amonia
total responsavel pela morte de 50% dos espécimes (LCso-96h) equivale a 49,27 mg L
de amonia total ou 2,3 mg L™ para NHs. Os niveis seguros de exposicdo a aménia para o
adulto M. amazonicum seriam, assim, 4,927 mg L para amonia total e 0,23 mg L para
NHs.
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Tabela 1 - Mortalidade de Macrobrachium amazonicum expostos a diferentes

concentracgdes de cloreto de amoénio.

Concentracdo de amonia total (mg L)

Controle 10,09 20,19 40,37 57,19 67,29 84,11 100,93

Sobreviventes 10 10 10 6 3 3 1 0
Experimento 1

Sobreviventes 10 9 9 5 4 3 2 0
Experimento 2

Sobreviventes 10 10 10 7 5 3 2 1
Experimento 3

Sobreviventes 10 10 9 6 3 3 2 0
Experimento 4

Sobreviventes 10 10 8 7 3 3 1 0
Experimento 5

Sobreviventes 10 10 9 7 4 2 1 1
Experimento 6

Média de 10 9,83 9,17 633 366 283 1,5 0,33
Sobreviventes

Porcentagem 100 98,3 91,7 633 36,6 283 15,0 3,3
sobreviventes

N° probit 7,1272 6,3852 5,338 4,655 4,4260 3,9636 3,1616

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Figura 1 - Regresséo logistica da LCso para adultos de M. amazonicum depois de 96h

expostos a amonia total.

100

T

Sobrevivéncia (%)
(8] ~l
o 8]

N
(&)
T

0.0 05 1.0 15 2.0
-Log [Aménia total] (mg L™

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

M. amazonicum adultos (n= 10) foram colocados em 20L de &gua aerada com
diferentes concentracdes de amonia total (10,09; 20,19; 40,37; 57,19; 67, 28; 84,11 e
100,93 mg L?). Os individuos foram monitorados e retirados assim que morriam, apds
96h foi calculado a taxa de sobrevivéncia. O experimento foi realizado em sextuplicata
(n=6).

4.2 CARACTERIZACAO CINETICA DA (Na*, K*)-ATPase

A atividade ATPase da fracdo microsomal de M. amazonicum recém-capturado
foi estimada na presenca de 10ug de alameticina e revelou a presenca de vesiculas seladas
contendo (Na*, K*)-ATPase. Para os camardes recém-capturados a atividade ATPase foi
35% maior na presenca de alameticina, assim todas as analises cinéticas da atividade
ATPase nesta condi¢do foram estimadas na presenca de 10 pg de alameticina. Entretanto
a presenca de alameticina no meio reacional ndo alterou a atividade ATPase para 0s
animais expostos a amonia, indicando que nesta condi¢do ndo existem vesiculas seladas

na preparagao.
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A preparagdo microsomal de M. amazonicum recém-capturado mostrou uma
atividade ATPase méaxima de 162,0 + 6,0 nmol Pi min mg™* proteina. Em presenca de 3
mmol L ouabaina a atividade diminui para 37,5 + 3,5 nmol Pi min* mg? proteina,
sugerindo que a (Na*, K)-ATPase representa 77% de toda a atividade ATPase na
preparagdo microsomal. Para M. amazonicum aclimatados 4 4,9 mg L de amonia total a
atividade ATPase total apresentada foi de 220,0 = 7,3 nmol Pi min* mg? de proteina
enquanto 55,0 + 1,5 nmol Pi min? mg? de proteina corresponde a atividade ATPase
insensivel a ouabaina, assim a atividade (Na*, K*)-ATPase corresponde a 165,0 + 6,1
nmol Pi min mg? de proteina (= 75% da atividade ATPase total). Os resultados sugerem

que a fracdo microsomal contém outras enzimas com atividade de ATPase.

A estimulacdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo ATP (como Mg-ATP), na
presenca de excesso de ions magnésio para M. amazonicum recém-capturado ou
aclimatado a amdnia estd mostrada na Figura 2. Em condicdes saturantes de Mg?* (2mmol
Lt ou 0,5 mmol L para recém-capturado ou aclimatado a aménia, respectivamente), Na*
(50mmol L?* ou 15 mmol L' para recém-capturado ou aclimatado & amonia,
respectivamente) e K* (10 mmol L em ambas as condic@es), a atividade da (Na*, K*)-
ATPase foi estimulada atraves de uma curva monofésica no intervalo de concentracéo de
ATP entre 10° e 10° mol L. Nessas condi¢des a atividade maxima foi estimada em Vm=
137,3 + 8,1 nmol Pi min* mg™ proteina e Vm= 170,5 + 6,5 nmol Pi min™ mg? proteina
com K= 0,083 + 0,010 mmol L e K= 0,106 + 0,010 mmol L para o camaréo recém-
capturado (Fig. 2A) e aclimatado a amdnia (Fig. 2B), respectivamente (Tabela 2). A
atividade ATPase insensivel & ouabaina de 37,5 + 3,5 nmol Pi mint mg™* proteina e 54,0
+ 3,0 nmol Pi min*t mg? proteina sugerem a presenca de outras ATPases diferentes da
(Na*, K)-ATPase na preparacdo microsomal de ambos os camardes, recém-capturados
ou aclimatados a aménia, respectivamente (insercBes das figuras 3A e B). Pode-se
observar que sob concentragGes fixas de Mg?*, a atividade ATPase aumenta com aumento
da concentracdo de Mg*ATP e ndo com a concentragdo de ATP livre, sugerindo que
Mg*ATP ¢ o verdadeiro substrato da enzima de M. amazonicum recém-capturado (Fig.

2C) ou aclimatado a amdnia (Fig. 2D).

A modulacdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum recém-capturado ou aclimatado a aménia pelo Mg?* (Figura

3A e B, respectivamente) foram determinadas em condic¢des saturantes de ATP (1 mmol



49

L para ambas as condi¢des), Na* (50mmol L ou 15 mmol L™ para recém-capturado ou
aclimatado a amdnia, respectivamente) e K* (10 mmol L para ambas as condicdes). No
intervalo de concentragdo de MgCl entre 10° e 102 mol L, o aumento da concentracio
do MgeATP estimulou a atividade (Na*, K")-ATPase até valores maximos de Vm= 135,6+
2,5 nmol Pi min"t mg? de proteina e Kos= 0.16+ 0.011 mmol L*para os animaisrecém-
capturados e Vm= 164,9 + 5,2nmol Pi min't mg? de proteina e Kos=0.178 + 0.013mmol
L1, através de interagBes cooperativas (Tabela 2). O calculo da concentragiodas espécies
em solugéo confirma que a estimulacdo da atividade ¢ devida ao Mg*ATP endo ao ATP
livre (Fig. 3C e D). Nessas condicdes, a atividade da (Na*, K¥)-ATPase representa cerca
de 78 e 75% da atividade total e a atividade ATPase insensivel a ouabainafoi estimulada até
valores da ordem 37,5 e 55 nmol Pi min mg™? de proteina, para recém-capturado ou
aclimatado a amonia, respectivamente (inser¢fes das Figuras 3A e B) sugerindo a
presenca de outras ATPases estimuladas por magnésio nas preparacdes.

Na Figura 4 esta mostrada a modulacdo pelo Na* da atividade (Na*, K*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum recém-capturado no Rio
Grande (Fig. 4A) ou aclimatado em amonia (Fig. 4B). Na presenca de concentracdes
saturantes de ATP, K* e Mg?*, o aumento da concentragdo de ions sodio entre 5.10% e
5.102 mol L estimulou a atividade (Na*, K*)-ATPase até valores maximos de Vm= 134,2
+ 4,3 nmol Pi min? mg™ de proteina e Kos = 5,5 + 0,48 mmol L™ através de cinética
cooperativa (n4= 1,5) para os camardes recém-capturados ou Vm = 169,6 + 4,9nmol Pi
min"t mg™ de proteina e Kos= 4,9 + 0,37mmol L™ através de cinética cooperativa (nn=
2,4) para camardes aclimatados a aménia (Tabela 2). A atividade ATPase insensivel a
ouabaina ndo foi estimulada nesse mesmo intervalo de concentracdo de ions sddio em

ambas as condi¢des (insercdes da Figura 4).

A modulacdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum recém-capturado (Fig. 5A) ou aclimatado a amdnia (Fig.
5B) pelo K* foi determinada em condicdes saturantes de ATP (1 mmol L, para ambas
as condicdes), Na* (50mmol L* ou 15 mmol L? para recém-capturado ou aclimatado a
amonia, respectivamente) e Mg?* (2mmol L ou 0,5 mmol L para recém-capturado ou
aclimatado a amonia, respectivamente) no intervalo de 5.10° a 2.102 mol L. O aumento
da concentracdo dos ions potéassio estimulou a atividade da enzima até valores maximos

de Vm = 32,3 + 5,6 nmol Pi mint mg? de proteina e Kos = 0.75 + 0.14 mmol L, através
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de interacOes cooperativas (n+= 1,4) para M. amazonicum recém-capturado ou Vm= 168,2
+ 5,3 nmol Pi min? mg™ de proteina e Kos= 0.97 + 0.12mmol L, através de interagoes
cooperativas (n4= 1,6) para aclimatado a amdnia (Tabela 2). Neste mesmo intervalo de
concentracdo, a estimulacéo da atividade ATPase insensivel a ouabaina pelosions potéssio,
ndo pode ser considerada desprezivel, representando uma atividade de 33,0nmol Pi min’
mg* de proteina (15% da atividade ATPase total, insercdo da Figura5) paraos camardes
aclimatados a amonia, porém nenhuma estimulacdo foi observada para os camardes

recém-capturados.

fons amdnio estimulam a atividade (Na*, K*)-ATPase em condicdes saturantes de
ATP, Mg**e Na* e na auséncia de K* (Fig. 6). O aumento da concentracdo de NH4* (110"
4 a 28102 mol L) estimula a atividade (Na*, K*)-ATPase até valores maximos de Vm=
149,2 + 7,1 nmol Pi min™t mg?e V= 169,4 + 5,4 nmol Pi min™ mg*com Kos= 2,5 + 0,27
mmol L e Kos= 1,01 + 0,20 mmol L?, para camardo recém-capturado ou aclimatadoa
amonia, respectivamente. Uma cinética cooperativa foi observada em ambas as
condicdes, recém-capturado (Fig. 6A) e aclimatado a aménia (Fig. 6B). Nenhuma
estimulacdo foi observada para a atividade ATPase insensivel a ouabaina na mesma

variagdo de concentracdo de NH4" (inser¢des das Figuras6A e B).
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Figura 2 - Efeito da concentracdo de ATP na atividade (Na*, K*)-ATPase da fragdo
microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum recém-capturado e
aclimatado a aménia por 10 dias.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

A atividade (Na*, K")-ATPase de M. amazonicum recém-capturado no Rio
Grande ou aclimatado a amonia ndo foi estimulado sinergisticamente na presenca de K*
e NH4".

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes
50 mmol L, pH 7.5, contendo MgCl, 2,0mmol L (ou 0,5 mmol L), NaCl 50mmol L*
(ou15 mmol L), KCI 10 mmol L*(ambas as condicdes), NADH 0,21 mmol L?, FEP
3,18 mmol L%, 89 U PQ e 94 U LDH para recém-capturados (ou aclimatados a aménia).
Areacdo foi iniciada pela adi¢do de 12 ug de proteina. Os experimentos foram realizados
em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A
figura apresentada corresponde aos valores médios (£ SD). A- Recém-capturado. B-
Aclimatado a aménia. C- e D- ConcentragBes calculadas de Mg**livre (&), ATP livre (o) e
Mg-ATP ( )para recém-capturado e aclimatado a aménia, respectivamente. Insercdo: A

e B: atividade ATPase insensivel a ouabaina (?); atividade ATPase total (e).
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Figura 3 - Efeito da concentragdo deMg?'na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum recém-capturado e

aclimatado a aménia por 10 dias.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes
50 mmol L%, pH 7.5, contendo ATP 1,0 mmol L™ (ambas as condic¢des), NaCl 50 mmol
L (ou15 mmol L), KCI 10 mmol L (ambas as condicdes), NADH 0,21 mmol L, FEP
3,18 mmol L%, 89 U PQ e 94 U LDH para recém-capturados (ou aclimatados a aménia).
Areacdo foi iniciada pela adicdo de 12 ug de proteina. Os experimentos foram realizados
em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médios (£ SD). A- Recém-capturado. B- Aclimatado
a amonia. C- e D- ConcentragGes calculadas de Mg?" livre (&), ATP livre (o) e Mg-ATP
(1) para recém-capturado e aclimatado a aménia, respectivamente. Insercdo: A e B:

atividade ATPase insensivel a ouabaina (@); atividade ATPase total (e).
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Figura 4 - Efeito da concentracdo de Na" na atividade (Na", K")-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum recém-capturado e

aclimatado a aménia por 10 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampéao Hepes
50 mmol L, pH 7.5, contendo ATP 1,0 mmol L (ambas as condi¢des) MgCl22,0 mmol
L (ou 0,5 mmol L?), KCI 10 mmol L (ambas as condi¢des), NADH 0,21 mmol L7,
FEP 3,18 mmol L%, 89 U PQ e 94 U LDH para recém-capturados (ou aclimatados a
amonia). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 12 pg de proteina. Os experimentos foram

realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N=
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3). A figura apresentada corresponde aos valores médios (£ SD). A- Recém-capturado. B-
Aclimatado a amdnia. Insercdo: A e B: atividade ATPase insensivel a ouabaina (&);
atividade ATPase total (e).

Figura 5 - Efeito da concentracdo de K* na atividade (Na", K")-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum recém-capturado e

aclimatado a aménia por 10 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes
50 mmol L%, pH 7.5, contendo ATP 1,0 mmol L (ambas as condig6es), MgCl. 2,0 mmol
L? (ou 0,5 mmol L), NaCl 50mmol L (ou15 mmol L), NAD* 4,28 mmol L, fosfato
de sddio 1 mmol L, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L, 24 U GAFDH e 9 U FGQ para
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recém-capturados (ou aclimatados a amonia). A reagdo foi iniciada pela adigdo de 12 ug
de proteina. Os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés
diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos
valores médios (+ SD). A- Recém-capturado. B- Aclimatado a amonia. Insercdo: A e B:

atividade ATPase insensivel a ouabaina (&); atividade ATPase total (e).

Figura 6 - Efeito da concentracdo de NHs'na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum recém-capturado e

aclimatado a aménia por 10 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes

50 mmol L, pH 7.5, contendo ATP 1,0 mmol L™ (ambas as condicdes), MgCl, 2,0 mmol
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L? (ou 0,5 mmol L), NaCl 50 mmol L (ou 15 mmol L), NAD* 4,28 mmol L™, fosfato
de sddio 1 mmol L, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L™, 24 U GAFDH e 9 U FGQ para
recém-capturados (ou aclimatados a amonia). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 12 pg
de proteina. Os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés
diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos
valores médios (+ SD). A- Recém-capturado. B- Aclimatado a amonia. Insercdo: A e B:
atividade ATPase insensivel a ouabaina (&); atividade ATPase total (e).

Concentragdes crescentes de ouabaina entre 5.10° e 3.102 mol L inibiram a
atividade ATPase total da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum
recém-capturado no Rio Grandeou aclimatado em 4,9 mg L™ de amonia total em 78%
(Fig. 7A) ou 75% (Fig. 7B). Os valores iniciais da atividade ATPase, 164,3 + 4,9 nmol Pi
min"t mg™ de proteina ou 221,8 + 5,9 nmol Pi min mg™ de proteina, diminuiram até 36,5
+ 1,7 nmol Pi min mg™ de proteina ou 55,3 + 2,8 nmol Pi min® mg™ de proteina na
presenca de ouabaina 3.10-3 mol L™, para camardes recém-capturados ou aclimatadosa
amonia. A determinacgdo grafica da constante de inibi¢do utilizando a representacdo de
Dixon resultou em um valor de K= 0,14 + 0,01mmol L?ou 0,11 + 0,01mmol L* para
camardes recém-capturados ou aclimatados a amdnia. (inser¢des da Figura 7). O aspecto
monofésico obtido para a curva de inibi¢do da atividade ATPase pela ouabaina sugere a
existéncia de um Unico sitio de ligacdo na molécula da (Na®, K*)-ATPase do M.
amazonicum, independente da condicdo.

Na Tabela 2 estdo resumidos os valores dos parametros cinéticos calculados para
os diferentes moduladores da atividade da (Na*, K*)-ATPase presente na fracdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum recém-capturados do Rio Grande e
aclimatado a 4,9mg L de amonia total.

Para esclarecer a natureza das ATPases insensiveis a ouabaina presentes na fracédo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum do Rio Grande recém-capturado ou
aclimatado a 4,9 mg L' de aménia total, foram utilizados diferentes inibidores
combinados com a ouabaina (Tabela 3). Observa-se que a atividade ATPase total é da
ordem de 164,3+ 7,3 nmol Pi mint mg? de proteina para animais recém-capturados ou
220,0 + 7,3 nmol Pi min mg™ de proteina para animais aclimatados a aménia, enquanto
a atividade ATPase insensivel a ouabaina, estimada na presenca de ouabaina 3 mmol L
foi de 36,5 + 1,7 nmol Pi min mg? de proteina ou 55,2 + 3,5 nmol Pi min mg? de
proteina para recém-capturado ou aclimatado a amdnia, respectivamente, confirmando

portanto que (Na*, K*)-ATPase corresponde a cerca de 78% (127,8 + 3,5 nmol Pi min
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mg? de proteina) ou 75% (165,0 + 6,1 nmol Pi min"t mg™ de proteina) da atividade
ATPase total para recém-capturado ou aclimatado a aménia, respectivamente. Um valor
similar foi estimado na presenca de ortovanadato, o que elimina a presenca de outras
ATPases do tipo P. Os valores estimados na presenca de ouabaina mais tapsigargina e
ouabaina mais EGTA, indicam a presenca de Ca?*-ATPase, representando
aproximadamente 6% da ATPase total em ambas as condigdes. A aclimatacdo de M.
amazonicum em concentragdes seguras de amdnia aumentaram a atividade de uma K*-
ATPase e V(H")-ATPase em 2,4 vezes.

4.3 ELETROFORESE E WESTERN BLOTTING

A eletroforese em condigéo desnaturante (SDS-PAGE) revelou perfis de proteinas
bastante complexos (Fig. 8). A diferenca no perfil de proteina observada para camardes
expostos a amdnia aparentemente sugere mudancas na expressao da proteina em resposta
a exposicdo a amonia (Fig. 8A). Os dados de Western blotting identificaram uma Unica
banda imunorreativa de cerca de 120 kDa para camardes recém-capturados, no entanto,
0s camardes expostos a amdnia revelaram uma banda imunorreativa com cerca de 120
kDa e outra banda levemente difusa em 130 kDa (Fig, 8B).
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Figura 7 - Efeito da concentracéo de ouabaina na atividade ATPase da fracdo microsomal
do tecido branquial de M. amazonicum recém-capturado e aclimatado a aménia por 10

dias.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes
50 mmol L, pH 7.5, contendo ATP 1,0 mmol L (ambas as condi¢@es), MgCl. 2,0 mmol
L (ou 0,5 mmol L), NaCl 50mmol L (ou 15 mmol L?), KCI 10 mmol L (ambas as
condicBes), NADH 0,21 mmol L, FEP 3,18 mmol L, 89 U PQ e 94 U LDH para recém-
capturados (ou aclimatados a amodnia). A reagdo foi iniciada pela adicdo de 12 pg de
proteina. Os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médios
(= SD). A- Recém-capturado. B- Aclimatado a amdnia. Insercdo: representacao de Dixon

para a determinacdo da constante de inibicdo K.
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Figura 8 - SDS-PAGE e Western blotting da fracdo microsomal do tecido branquial de

M. amazonicum recém-capturado e aclimatado a amdnia por 10 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A eletroforese foi realizada em gradiente de gel de poliacrilamida de 5 a 20%
utilizando 4 pg para o controle e camardes aclimatados a aménia. O gel foi corado com
nitrato de prata (Fig. 8A). B- Western blotting contra a subunidade o da (Na*, K*)-ATPase
e a seguir com anticorpo secundario conjugado com peroxidase, conforme descrito em
Materiais e Métodos usando 70 pg proteina para ambas as condigdes. RC- Recém-

capturado. AA- Aclimatado a amonia por 10 dias.
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Tabela 2 - Parametros cinéticos calculados para os moduladores da (Na*, K¥)-ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium
amazonicum recém-capturado do Rio Grande e aclimatado a 4,9 mg L™ amdnia total. Os ensaios foram realizados em tamp&o HEPES 50 mmol L7,
pH 7,5, em um volume final de 1,0 mL. O efeito de cada modulador foi avaliado em concentracéo 6tima dos outros. Os valores sdo a média + SD para

3 (n=3) diferentes preparagdes microsomais compreendendo um total de 240 branquias em cada.

Vm (nmol min® mg™) Kos or Km (mmol L) NH
Modulador Recem- aclimatado Recém- aclimatado Recém- aclimatado
capturado NH;3 capturado NH;3 capturado NH3
ATP 137,3+8,1 170,5+6,5 0,083 +£ 0,010 0,106 + 0,010 1 1
Mg?* 1356 +2,5 164,9+5.2 0,16+ 0,011 0,178 £ 0,013 2,2 3,9
Na* 1342+ 43 169,6 £ 4,9 55+0,48 4,9+0,37 15 2,4
K* 132,3+5,6 168,2+5,3 0,75+0,14 0,97 £0,12 1,4 1,6
NH," 1492+7,1 169,4+5,4 2,5+0,27 1,01 £ 0,20 1,3 1,3
Ki(mmol L™)
Ouabaina - - 0,14 +0,01 0,11+0,01 - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 3 — Efeito de diversos inibidores na atividade ATPase de homogenados da fracdo microsomal de Macrobrachium amazonicum recém-
capturado do Rio Grande e aclimatado em 4.9 mg L amonia total. As velocidades iniciais foram medidas continuamente em 25 °C em tampao
HEPES 50 mmol L%, pH 7,5, usando duplicatas (= 12 pg de proteina) da mesma preparagdo. Os valores sdo a média + SD para 3 (n= 3) diferentes

preparacdes microsomais compreendendo um total de 240 branquias em cada.

Vwm (nmol mintmg™?) Residual activity (%) .

Inibidor Recém- aclimatado NHs Recém-capturado aclimatado NHs Tipo de ATPase

capturado presente
Nenhum (Controle) 164,3+4,9 220,7+9,4 100 100
Ouabaina (3 mmol L), OUA 127,8 £3,5 165,5 + 10,8 77,8 66,8 Na*, K*-

Atividade insensivel a ouabaina

Ouabaina(3 mmol L), OUA 36,5+1,7 55,2 3,5 22,2 25,0 -
Ortovanadato (0,1 mmol L), ORT 340+272 54,2 +6,2 20,6 24,6 -
OUA + ORT 315+19 58,8 + 13,6 19,2 26,7 -
OUA + Teofilina (5 mmol L) 322+28 50,2 +5,7 2,6 2,2 Fosfatase neutra
OUA + Acido Etacrinico (2 mmol L™ 27,1+2,6 319+3,1 57 10,5 Na*- ou K*-
OUA + Tapsigargina (0,5 umol L) 29,6 +1,6 41,1+42 4,2 6,3 Ca?*-
OUA + Bafilomicina A; (0.4 umol L™?) 224+1,3 20,2+4,5 8,6 15,8 V(H")-
OUA + Aurovertina B (10 pmol L?) 36,2+3,0 515+3,6 - 1,6 FoF1-
OUA + EGTA (1,0 mmol L?) 30,3+24 40,2+4,1 3,8 6,8 Ca%-
OUA + Etanol (20 uL mL?) 372+23 56,2+1,2 - - -
OUA + DMSO (20 puL mL™) 36,0+22 545+0,6 - - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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5 DISCUCAO

Nos sistemas de producdo de camarfes, a qualidade da &gua dos viveiros é
fundamental para o sucesso da aquicultura, a fim de alcancar bons indices de
produtividade. Os parametros de qualidade da agua, tais como: oxigénio dissolvido,
temperatura, pH, dureza, alcalinidade total, concentragfes de nitrito e nitrato, durante a
execucdo deste estudo, permaneceram dentro da faixa relatada por outros autores como
aceitaveis para a producdo de M. amazonicum e outras espécies (Sampaio et al., 2007,
Vasquez et al., 1989; New, 2002; Coler et al. 1999; Timmons et al. 2002; Kozak et al.
2011; Moraes-Valenti e Valenti 2010). Portanto, nenhum dos parametros de qualidade da
agua medidos neste estudo foi limitante ou estressante para os camardes. Assim, pode-se
argumentar que os efeitos observados foram decorrentes da adicdo de aménia total.

O aumento da concentracdo de amonia nas lagoas se deve a decomposicdo da
matéria organica, como alimentos ndo consumidos e fezes. A ingestéo de alimentos com
excessivo teor proteico e/ou com desbalango na sua composi¢édo em aminoacidos aumenta
a excrecdo de amodnia pelos camarbes. A amdnia pode ser removida por meio de
nitrificacdo bacteriana ou desnitrificacdo bacteriana por nitrito, um intermediario no ciclo
do nitrogénio. Dependendo da concentracao, visto que amdnia é toxica aos camardes, faz-
se necessario a adocao de estratégias que evitem o seu acumulo excessivo na agua ao
longo do cultivo (Kubitza, 2003). Em viveiros de cultura, a concentracdo de amoénia total
pode aumentar até 6,497 mg L-1 mesmo com frequentes trocas de agua (Chen et al.,
1989). Portanto, camarbes cultivados sd8o comumente expostos a concentragdes
enriquecidas de amdnia e o acumulo de amdnia na agua e seus efeitos sdo, portanto, uma
preocupacao primordial na pesquisa sobre ecotoxicidade na aquicultura (Chang et al.,
2015; Pang et al., 2018; Liang et al., 2019).

O efeito da presenca de nitrito bem como a toxidade aguda por aménia para
Macrobrachium amazonicum cultivado da populacdo proveniente do Rio Amazonas ja
foi determinado (Dutra et al, 2016, 2020). Entretanto, devido a estruturacdo da populagéo
de M. amazonicum em trés grupos distintos (Vergamini et al., 2011) determinamos a

toxicidade aguda para a populacdo da Bacia do Parana e Paraguai.
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Colt e Armstrong (1981), em sua revisdo, relatam valores toxicos de amdnia ndo
ionizada (NH3) para crustaceos na faixa de 0,40 a 2,31 mg L-1. O valor de LC50-96h
determinado neste estudo ([NH3] = 2,31 mg L-1 ou Amdnia total 49,27 mg L-1) para
adultos de M. amazonicum capturados no Rio Grande, s@o préximos aos observados para
juvenis de Penaeus monodon, 53,4 mg L-1 (Chen et al. 1990a) e adultos de Scylla
paramamosain, 60 mg L-1 (Cheng et al., 2019), porém o valor é maior do que o observado
para adultos da lagosta Hornarus arnericanus, 5,12 mg L-1 em 5°C e 3,25 mg L-1 em
20°C (Young-Lai et al., 1991), juvenis de Penaeus chinensis, 37,71 mg L-1 (Chen et al.
1990b), juvenis e adultos de Penaeus paulensis, 38,72 e 34,36 mg L-1, respectivamente
(Ostrensky e Wasielesky,1995; Cavalli et al. 1996) e juvenis de Litopenaeus vannamei,
em diferentes salinidades (Lin e Chen, 2001). Entretanto, o valore de LC50-96h
determinado neste estudo sdo 50% menor que o determinado para juvenis de Eriocheir
sinensis, 119,67 mg L-1 (Hong et al. 2007). Quando comparamos o valor de LC50-96h
de M. amazonicum neste estudo aos cultivados que séo provenientes da Bacia Amazonica
(Dutra et al., 2016), observamos que espécimes da Bacia do Parana e Paraguai séo 1,3
vezes mais resistentes a amdnia, indicando mais uma diferenca dentre as ja observadas
para as populacdes de M. amazoniucm que ocupam diversos habitats no Brasil, que
incluem diferentes caracteristicas biologicas quanto a fecundidade, proporcdo
macho/fémea, nimero de fases larvais e quanto a capacidade osmorregulatoria (Anger et
al., 2009; Maciel e Valenti, 2009; Charmantier e Anger, 2011; Hayd e Anger, 2013),
indicando um incipiente processo de especiacdo (Anger et al., 2009; Vergamini et al.,
2011).

Os testes de toxicidade aguda, apesar de fornecer a letalidade relativa de um
toxico, ndo podem predizer se concentracfes subletais exercerdo efeitos negativos sobre
o organismo (Chen e Lin, 1992). Sprague (1971) cita que um nivel de seguranca poderia
ser obtido multiplicando o valor de LC50-96h por um fator de 0,1, sugerindo que além de
ndo ser letal, até essa concentracdo é possivel que o animal prospere. Portanto, as
investigacGes sobre a exposicdo subletal ou a incorporacdo de medidas fisiologicas
durante os testes de toxicidade aguda podem fornecer informacGes importantes e mais
abrangentes, particularmente para avaliacdes de risco ambiental e manejo da aquicultura

(Dahl et al., 2006). Estudos mais recentes tém mostrado uma discrepancia substancial
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entre a concentragdo tedrica “segura” (0.1xLC50-96h) e a concentracdo toxica maxima
aceitavel (MATC). O valor da concentragdo “segura” de Panaeus penicillatus para aménia
total foi descrita como 3,87 mg L-1, entretanto, 3 mg L-1 foi suficiente para reduzir o
crescimento dessa mesma espécie em 14 dias (Chen e Lin, 1992b). Além disso, com base
nos valores de LC50-96h de Allan et al. (1990), as concentracGes "seguras" para
Metapenaeus macleayi e Penaeusmonodon seriam teoricamente 2,6 e 3,7 mg L-1 amdnia
total, embora no mesmo experimento, 0 MATC fosse 0,3 e 0,21 mg L-1 para M. macleayi
e P. monodon, respectivamente (Allan et al., 1990). No caso de juvenis de Macrobrachium
rosenbergii, uma concentracdo de amonia total de 0,5 mg L-1 foi suficiente para reduzir
seu crescimento (Nagvi et al., 2007), implicando em um valor de LC50-96h para amonia
total menor que 5 mg L—1, que pode ser pouco realista (Naqvi etal., 2007). A concentracéo
segura de amonia total para M. rosenbergii adulto foi determinado em 2,5 mg L-1 (Dong
etal., 2021). Aqui, mostramos uma concentragao totalsegura de amonia de ~5 mg L-1 para
M. amazonicum, 2 vezes maior do que para M. rosenbergii, sugerindo uma vantagem no
cultivo desta espécie.

Os modos de absorcdo e eliminagdo de compostos nitrogenados variam, sendo
influenciados por fatores abioticos (temperatura, pH, salinidade) e fatores bioticos
(estagio de desenvolvimento e habilidades osmorregulatdrias) (Weihrauch et al., 2004;
Romano e Zeng, 2010, 2013). Foi constatado que a concentracdo de amonia total € mais
elevada em animais que vivem em baixa salinidade (Chen et al., 1990a; Chen e Lin, 1991;
Ostrensky e Wasielesky, 1995), quando comparado em animais encontrados na agua do
mar (Allan et al., 1990; Chen et al, 1990b; Lin e Chen, 2001; Romano e Zeng, 2013).
Apesar da solubilidade da aménia ndo iénica ser maior em agua doce (Bower e Bidwell,
1978), essa diferenca na concentracdo da hemolinfa pode ser melhor explicada pelas
diferencas entre o transporte salino e a regulacao acido-base entre as espécies marinhas e
de agua doce. Os animais hiperreguladores em agua doce absorvem Na+ e Cl- da agua.
Juntamente com a absorc¢do desses ions monovalentes, a amonia seria absorvida na sua
forma protonada, devido aos baixos valores de pH da &gua doce (Dutra et al. 2016;
Romano e Zeng, 2012).

H& um crescente corpo de evidéncias sobre a excrecdo ativa da aménia em
espécies marinhas e de agua salobras (Weihrauch et al., 1998; Weihrauch et al., 1999a;

Weihrauch et al., 2002; Weihrauch et al., 2004). Entretanto, 0 mecanismo de excregdo/
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transporte de aménia em crusticeos s80 muito escassos, consequentemente, 0S
mecanismos envolvidos ndo sdo totalmente compreendidos. Atualmente tem sido descrito
que trés proteinas sdo fundamentais para o transporte de aménia, (Na+,K+)-ATPase, H+-
ATPase e proteina do tipo Rhesus (Weihrauch et al., 2004; Martin et al., 2011; Liu et al.,
2014; Weihrauch e O’Donnel, 2015; Pan et al., 2018).

O modelo aceito para a excrecdo de amdnia pelas branquias de crustaceos indica
que o ion aménio entra no epitélio branquial diretamente via (Na+,K+)-ATPase e por
canais de K+, neste ultimo impulsionado provavelmente pelo potencial negativo da
célula. A amdnia ndo ionizada se difunde para o interior de vesiculas acidificadas, sendo
transformada em ion aménio e aprisionada em seu interior. As vesiculas carregadas de
jon amonio seriam transportadas através da rede de microtibulos em dire¢cdo a membrana
apical, onde o ion € liberado por exocitose no espaco subcuticular. A participacdo de
microtubulos na excreg¢do de amonio foi confirmada em Portunus trituberculatus expostos
a alta concentragdo de amonia (Ren et al., 2015). O ion aménio também pode ser
excretado para o ambiente por meio do transportador Na+/NH4+ localizado apicalmente.
Além disso o trocador H+/cation colocalizado com uma proteina Rh facilita a excrecéo
de aménia (Weihrauch et al., 2004; Weihrauch e O’Donnel, 2015; Romano e Zang, 2013;
Valéncia-Castaneda et al., 2018; Zhao et al., 2020).

A alteracdo no padrdo das proteinas expressas para M. amazonicum visto na SDS-
PAGE indica que expressdes diferenciais podem ocorrem para essa espécie apos
aclimatacdo em concentracfes seguras de amonia por 10 dias. Para camarbes recém-
capturados, uma Unica banda imunoreativa sugere a expressdo de uma unica subunidade
a da (Na+, K+)-ATPase, como relatado para diferentes populacbes de M. amazonicum
(Fabri et al. 2019; Leone et al. 2014), mas também caracteristica de muitos crustaceos
(Lucu and Flik 1999; Towle et al. 2001; Leone et al. 2015; Garcon et al., 2021). No
entanto, deve-se ressaltar um peso molecular relativamente maior da populacdo do Rio
Grande em relacdo ao relatado para a populacdo da Amazonia (Leone et al. 2014) e do
Rio Tieté (Fabriet al. 2019), de cerca de 108 e 110 kDa, respectivamente. Por outro lado,
os camardes aclimatados a amonia mostraram a presenca de duas bandas imunorreativas,
corroborando a existéncia de duas isoformas da subunidade a, como visto para
Dilocarcinus pagei (Furriel et al. 2010) e Callinectes sapidus (Lovett et al. 2006). As

isoformas expressas em C. sapidus possuem peso molecular similar quando comparada
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as de M. amazonicum aclimatados a aménia (Mr de 115 e 131 kDa), além da expressao
da isoforma de maior peso molecular variar com a exposicao cronica do siri em agua
diluida (Lovett et al. 2006). Duas isoformas da subunidade da[(Na+, K+)-ATPase foram
expressas no intestino de Artemia salina (Cortas et al. 1989) e dois diferentes cDNAs para
a subunidade da (Na+,_ K+)-ATPase foram identificados para as branquias de
Pachygrapsus marmoratus (Jayasundara et al. 2007). A alteracdo da expressdo de muitas
proteinas de membrana nas branquias, como (Na+, K+)-ATPase, V(H+)-ATPase, K+
channels, trocador Na+/H+- e Na+/K+/2Cl-, proteinas tipo Reshus (Rh) e anidrase
carbdnica, depois que os crustaceos foram expostos a ambientes com alta concentracao
de amdnia estéo correlacionados ao transporte ativo de amoénia nas branquias (Hong et al.
2007; Martin et al. 2011; Liu et al. 2014; Ren et al. 2015; Pinto et al. 2016, Pan et al.
2018; Hans et al. 2018).

A aclimatagdo de Macrobrachium amazonicum a 4,9 mg L-1 de amonia total
aumentou a atividade da enzima (Na+,K+)-ATPase em 1.3 vezes. Muitas espécies de
crustaceos mostraram um aumento da excrecdo de amonia e na atividade (Na+,K+)-
ATPase branquial, incluindo Penaeus chinensis (Chen e Nan, 1992), Macrobrachium
nipponense (Wang et al., 2003), juvenis de Portunuspelagicus (Romano e Zeng, 2010,
2011) e M. amazonicum cultivados (Pinto et al., 2016). Além disso, experimentos in vitro
mostraram que a adi¢do de ambnia em fragdes microsomais de branquias provocam uma
estimulacdo da atividade da (Na+,K+)-ATPase para Macrobrachium olfersii (Furriel et
al., 2004), Callinectes danae (Masui et al., 2002, 2005) e Callinectes ornatos (Garcon et
al., 2007, 2009), embora com caracteristicas cinéticas diferentes. M. amazonicum
proveniente da bacia amazonica mostra que a estimulacdo sinergistica pelo K+ mais
NH4+ da (Na+,K+)-ATPase é estagio especifica e que poderia sustentar a excrecdo ativa
de NH4+devido a exposicdo de um segundo sitio de ligacdo para NH4+, denominado
“extra-pumping”. O aumento da atividade maxima da (Na+,K+)-ATPase sugere que para
adultos a enzima exibe dois sitios diferentes, um especifico para K+ e outro especifico
para NH4+. Na presenca de NH4+ ambos os locais sdo ocupados e a atividade (Na+,K+)-
ATPase ¢ estimulada a valores maiores do que para K+ sozinho. No entanto, o aumento
das concentracdes de K+ desloca o NH4+ ligado do local de ligacdo do K+, e a
consequente ligacdo do K+ ao seu préprio local estimula ainda mais a atividade

enzimatica (Leone et al., 2014). A atividade (Na+, K+)-ATPase da populagdo do Rio
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Grande é similar na presenca de concentragdes saturantes de potassio e/ou amonio, assim
como observado para a populagdo do rio Tieté (Fabriet al., 2019). A afinidade da enzima
para potassio é similar nos camarbes recém-capturados ou aclimatados a aménia,
entretanto para os animais recém-capturados a afinidade para K+ é 3,3-vezes maior
comparado ao NH4+. Apesar de ndo existir estimulacéo sinergistica por K+ e NH4+ para
a populacéo do Rio Grande, a exposi¢do de M. amazonicum a aménia aumenta a afinidade
da enzima para NH4+, favorecendo sua retirada da hemolinfa. Essa modificagédo da
afinidade da enzima para NH4+ pode estar ligada a expressdo de uma subunidade a
diferente.

A exposi¢cdo dos camardes a concentracdo segura de amonia aumentou a atividade
de uma ATPase estimulada por K+ e de uma ATPase estimulada por H+ em comparacéo
com camardes recém-capturados. Os dados relatados neste documento sugerem que,
apesar de nenhum mecanismo ter sido proposto para camardes de dgua doce, a excre¢do
de aménia ndo deve ser muito diferente daquela proposta para Carcinus maenas
(Weihrauch e O’Donnell 2015). A amdnia ionizada entraria na célula branquial através
da acdo de (Na+, K+)-ATPase e K+-ATPase, e a excrecdo de amdnia na regido
subcuticular envolveria vesiculas acidificadas de V(H+)-ATPase.

Embora exista uma relacdo entre 0 aumento da tolerancia a aménia em ambientes
com maior salinidade (Chen e Lin, 1992; Ponce-Palafox et al., 1997; Lin e Chen, 2001),
M. amazonicum da Bacia Parana/ Paraguai apresenta uma alta tolerancia a aménia quando
comparada a outras espécies de camardes. A aclimatacdo da espécie em 4.9 mg L-1 por
10 dias ndo causou mortalidade, letargia ao qualquer outro indicio de sofrimento aos
animais. Devido a esse fato, é possivel especular que a manutencdo de uma qualidade de
agua adequada para a maturacdo dessas espécies pode ser alcancada através de taxas de
cambio mais baixas. Além de reduzir a mdo-de-obra, eletricidade (principalmente para
aquecimento e bombeamento) e as necessidades gerais de agua, menores taxas de troca
de agua podem resultar em um ambiente mais estavel para o camardo, especialmente
quando os parametros fisicos (por exemplo, temperatura e salinidade) e microbiologicos
também s&o considerados.

Concluindo, a aclimatacdo de M. amazonicum capturados do Rio Grande em uma
condigcdo segura de amonia, ativa enzimas chaves no processo de excrecdo ativa deste

composto toxico, aumentando a atividade da (Na+, K+)-ATPase, V(H+)-ATPase e K+
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ATPase, além de expressar uma segunda isoforma para a subunidade o e aumentar a afinidade
da (Na+, K+)-ATPase por NH4+, minimizando os efeitos toxicos causados pela exposi¢&o.
Devido a variabilidade genética entre as popula¢cdes de M. amazonicum encontradas em
diferentes regibes do Brasil, também podemos inferir que a populagdo encontrada na bacia do
Parana-Paraguai € relativamente mais tolerante a presenca de compostos nitrogenados. Apesar
dos avancos no conhecimento sobre atoxicidade da aménia, mais estudos sdo necessarios para
melhorar a determinagdo da concentracdo toxica maxima aceitavel e a confirmacdo de um

modelo de excrecdo de amdnia em camardes de agua doce.
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