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RESUMO

Os peixes vivem todo o ciclo de vida na dgua e recebem a influéncia dos seus
componentes fisico-quimicos e biologicos ao longo do tempo. As atividades de lactato
desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) de organismos aquaticos podem ser
alteradas devido a presenca de poluentes na dgua. O objetivo deste estudo foi determinar se as
atividades de LDH e MDH nas branquias e no figado de Astyanax bimaculatus (lambari do
rabo amarelo) podem ser utilizadas como biomarcadoras do impacto ambiental na bacia
hidrografica do rio Una (SP). Para isso, esses lambaris foram coletados em trés corpos d’agua
dessa bacia, denominados pl (rio Itaim), p2 (corrego a beira da Estrada Municipal de
Remédios) e p3 (lago na Estrada Municipal Dr. José Luiz Cembranelli). As branquias e o
figado foram homogeneizados e, a seguir, esse material foi centrifugado e o sobrenadante foi
utilizado para determinagdo das atividades de LDH e MDH, através do método
espectrofotométrico que determina a taxa de oxidacdo de NADH. As atividades de LDH e
MDH no figado e de MDH branquial ndo foram estatisticamente diferentes nos lambaris
coletados nos trés locais. No tecido branquial a atividade de LDH foi inferior nos peixes de p3
em relacdo aos de pl. Essa inibi¢do da atividade de LDH, bem como a qualidade inferior da
agua nesse ponto, sugerem a ocorréncia de poluentes nessa agua. Conclui-se que LDH
branquial de lambari possui potencial para utilizagdo como marcador bioquimico de impacto
ambiental no rio Una.
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Lactate dehydrogenase and malate dehydrogenase of Astyanax
bimaculatus (lambari) from Una River basin as biomarkers of
environmental impact

ABSTRACT

Fish spend their whole life cycle in water and receive the influence of its
physico-chemical and biological components over time. The activities of lactate
dehydrogenase (LDH) and malate dehydrogenase (MDH) of aquatic organisms can be altered
by pollutants in the water. The aim of this study was to determine whether the activities of
LDH and MDH in the gills and liver of Astyanax bimaculatus (lambari do rabo amarelo or
Two Spots Astyanax in English), can be used as biomarkers of environmental impact in the
Una River (SP) Basin. The lambaris for these studies were collected from three water bodies
of this basin designated as pl (Itaim River), p2 (stream by the road to the Municipality of
Remédios) and p3 (lake on the road to the Municipality of Dr. José Luiz Cembranelli). The
gills and liver were homogenized and this material was then centrifuged and the supernatant
was used for LDH and MDH activity assays using the spectrophotometric method, which
determined oxidation rate of NADH. The activities of hepatic LDH and MDH and gill MDH
were not statistically different in the lambaris collected at the three sites. In the gill tissue,
LDH activity of lambaris from p3 was lower than that from pl.This inhibition of LDH in
lambaris from p3, as well as the inferior quality of water there, suggest the occurrence of
pollutants in this water. It is concluded that the LDH of lambari gills has potential for use as a
biochemical marker of environmental impact in the Una River.

Keywords: biomonitoring, enzymes, pollution.

1. INTRODUCAO

A necessidade de se detectar e determinar o impacto dos poluentes sobre os organismos
aquaticos levou ao estudo dos marcadores bioquimicos e moleculares (Slatinska et al., 2008).
Esses sao moléculas cuja presenga ou a sua atividade podem ser quantificadas em fluidos
corporais, cé¢lulas ou tecidos indicando modificacdes celulares adversas devido a presenga de
agentes toxicos no meio ambiente (Pauwels et al., 2013). Uma deteccdo precoce do efeito
sub-letal pode ser essencial para se decidir sobre a descontaminacao do local poluido antes
que modificagdes drasticas, como extingdo de espécies nativas, ocorram no ecossistema em
questdao (Slatinska et al., 2008). Diversas enzimas tém sido investigadas quanto ao seu
potencial como biomarcadoras, incluindo aquelas do metabolismo de xenobiodticos, da defesa
antioxidante e do metabolismo energético (Sedeno-Diaz e Lopez-Lopez, 2012). Lactato
desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) s3o enzimas do metabolismo
energético, e tém sido também investigadas em peixes, como biomarcadoras do impacto
causado pela presenca de pesticidas na dgua (Gorbatiuk, 2013) e de metais (Venugopal e
Reddy, 1992; Reddy, 2012).

LDH (EC 1.1.1.27) catalisa a conversado reversivel do lactato a piruvato numa reag¢do de
oxidorredugdo, na presenca da coenzima NAD', que atua como aceptor de hidrogénio,
podendo doa-lo subsequentemente. LDH ¢ responsavel pela reoxidagdao de NADH durante a
oxidacdo anaerobia da glicose, portanto, ¢ considerada uma indicadora da capacidade
anaerdbica da célula. Em vertebrados, a enzima pode ser encontrada no musculo e ¢
importante na capacidade de alguns peixes em produzir explosdes repentinas de natagdo
(Almeida et al., 2002). A atividade de LDH ¢ um parametro amplamente utilizado em
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toxicologia e quimica clinica para diagnosticar danos em células, tecidos e O&rgaos
(Diamantino et al., 2001).

MDH (EC 1.1.1.37) é uma enzima ativa durante o processo de respiragdo celular,
regenerando uma molécula de oxalacetato a partir da oxidagcdo de uma molécula de malato e
utilizando NAD" como aceptor de elétrons. MDH pode ser citosélica ou mitocondrial, sendo a
primeira importante na gliconeogénese, lipogénese e na langadeira de malato aspartato. A
segunda atua no ciclo de Krebs (Basaglia, 1989).

As aguas do rio Una (Taubaté, SP) sdo utilizadas para o abastecimento publico dos
municipios de Taubaté e Tremembé. O rio e seus afluentes constituem a bacia hidrografica do
rio Una. Essa, por sua vez, ¢ uma sub-bacia da bacia do rio Paraiba do Sul (Banco de Dados
Ambientais da Bacia do Rio Una - http://www.agro.unitau.br/una). O monitoramento da
qualidade das dguas do rio Una tem sido realizado pela Companhia Ambiental do Estado de
Sdo Paulo (CETESB), somente no ponto de captagdo para abastecimento (23°01°49” S;
45°30°26” O) da Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo (SABESP)
(https://servicos.cetesb.sp.gov. br/infoaguas/). Nao se tem noticias de monitoramento nos
demais locais dentro da bacia e provavelmente isso nao tem sido realizado regularmente.

Astyanax bimaculatus ¢ um peixe de agua doce mais conhecido como lambari do rabo
amarelo (Hayashi et al., 2004). Essa espécie estd presente nas aguas da bacia hidrografica do
rio Una e as alteragdes nas atividades de suas enzimas, tais como LDH ¢ MDH, podem
indicar presenca de contaminantes, mesmo em niveis subletais, ¢ podem fornecer subsidios
para um monitoramento mais rigoroso de determinados pontos da bacia hidrografica do rio
Una.

O objetivo do presente trabalho foi determinar as atividades de lactato desidrogenase e de
malato desidrogenase nas branquias e no figado de Astyanax bimaculatus (lambari), que
vivem em diferentes locais na bacia hidrografica do rio Una, para averiguar o seu potencial
como biomarcadora de alteragao ambiental nessa bacia.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material biologico e locais de coleta

Os peixes lambari (4styanax bimaculatus) foram coletados entre os meses de novembro
de 2013 a fevereiro de 2014, em corpos d’adgua da bacia hidrografica do rio Una, localizado
no municipio de Taubaté, SP. Os pontos de coleta foram denominados pl, p2 e p3, sendo que
pl foi no rio Itaim (23°01°38,3” S, 45°30°31,6” O); p2 foi em um corrego (valeta) localizado
a beira da Estrada Municipal de Remédios (23°03°26,4” S, 45°30°23.5” O) e p3 num lago
que € parte de um cdrrego sem nome, no trecho em que ele cruza com a Estrada Municipal
Dr. José Luiz Cembranelli (23°01°49,4” S, 45°30°16,7” O) (Figura 1). O rio Itaim encontra-se
numa area de terrago, sujeita a inundagdes, mas esse rio ¢ margeado, em grande parte, por
areas de mata ou capoeira e cercada de areas com risco de erosdo definido como
medianamente estavel/vulneravel. No entorno de trechos proximos a nascentes desse rio
(longe do ponto de coleta), ocorrem dareas consideradas vulneraveis e moderadamente
vulneraveis a erosdo (ortofotos 2D, 2E e 2F - uso da terra e vulnerabilidade, Banco de Dados
Ambientais da Bacia do Rio Una - http://www.agro.unitau.br/una). Além disso, alguns trechos
desse rio e alguns de seus afluentes estdo proximos de area urbanizada. O local de coleta (p1)
nesse rio esteve proximo a area cultivada do Departamento de Agronomia da Universidade de
Taubaté. A valeta de p2 recebe agua de drenagem de cultura de arroz. O p3 encontra-se numa
area geologica de terraco, sujeita a inundagdes, cercada por area de pastagem (ortofoto 2E -
uso da terra e vulnerabilidade, Banco de Dados Ambientais da Bacia do Rio Una -
http://www.agro.unitau.br/una).
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Figura 1. Imagem de satélite indicando os locais de amostragem (marcador amarelo), o rio
Una e o ribeirdo Ipiranga.
Fonte: Google Earth (2014).

Os peixes foram capturados com vara e anzol e/ou rede de pesca, anestesiados com
benzocaina (0,1%) dissolvida na agua do rio, sacrificados por decaptagdo, dissecados, e as
branquias e o figado foram mantidos em gelo e depois transportados para o laboratorio de
Bioquimica da Universidade de Taubaté. Os tecidos foram armazenados a -86°C até o
momento da utilizacdo.

A captura dos peixes foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente (SISBIO,
n°. 41097-1) e pelo Comité de Etica da Universidade de Taubaté (CEUA/UNITAU
n°. 013/2013).

2.2. Extracao e determinacao da atividade enzimatica

As branquias ou o figado de cada peixe foram homogeneizados separadamente com
tampao Tris-HClI 50 mM, pH 7,4, na propor¢do de 5 ml de tampao/g de tecido. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm (Eppendorf 5810R) durante 10 minutos, sendo
o sobrenadante (extrato bruto) utilizado para determinagdo das atividades de LDH e MDH. A
atividade de LDH foi determinada misturando-se piruvato de sodio (1 mM), KCI (100 mM),
tampao Tris-HCI (50 mM) pH 7,4 e NADH (250 uM) a uma aliquota do extrato bruto de cada
tecido (Thuesen et al., 2005). Para a atividade de MDH foram misturados 4cido oxaloacético
(0,4 mM), MgCl, (20 mM), NADH (150 uM) e tampao Tris-HCI1 (50 mM) pH 7,4 ao extrato
bruto (Childress e Somero, 1979). A taxa de oxida¢do de NADH na reagdo catalisada por
essas enzimas foi determinada espectrofotometricamente (340 nm, Jenway 6715 UV/Vis) e
utilizada para calculos de atividade, expressa em U.mg proteina ™.

O namero de lambaris utilizados para determinacdo de cada uma dessas atividades
encontra-se no Tabela 1.
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Tabela 1. Numero de lambaris provenientes dos trés pontos de
coleta (pl, p2 e p3) dos quais foram utilizados o figado e
branquias para dosagem de atividade de LDH e MDH.

Figado Branquias
Pontos de coleta
LDH MDH LDH MDH
pl 7 5 5 5
p2 5 5 5 5
p3 4 5 3 3

2.3. Dosagem de Proteinas
A quantidade de proteinas em cada amostra foi determinada pelo método de Bradford
(1976) utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

2.4. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados através do teste de Kruskall-Wallis, pois as variancias
ndo foram semelhantes (teste de Bartlet) e alguns dados ndo apresentaram distribui¢ao
normal, segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov. Esses testes foram executados com a
utilizagdo de um programa estatistico (GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad
Software, San Diego, Califérnia USA, <www.graphpad.com>). Qutliers foram identificados
pelo teste de Grubbs (www.graphpad.com/quickcalcs/grubbs) e foram excluidos das analises.
O nivel de significancia (a) dos testes foi 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lambaris utilizados no presente trabalho foram os mesmos utilizados para
determinagdo das atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
cujos resultados ja foram publicados, bem como as andlises da agua dos locais de coleta
desses peixes (Batista et al., 2014). Contudo, alguns resultados relevantes encontram-se na
Tabela 2. Essas andlises revelaram que a condutividade esteve elevada nos trés pontos,
particularmente em p2 (4rea agricola).

A cor aparente esteve elevada em todos os pontos, especialmente em p3 (area de
pastagem). Nao existe um limite desse parametro para dgua de rios, mas valores entre 114 a
550 mg Pt-Co/L foram encontrados em um rio que recebe influéncia antrdpica no Brasil
(Carvalho e Queija de Siqueira, 2011), valores esses inferiores aquele verificado em p3. A cor
aparente ¢ influenciada pela turbidez e o aumento desta pode estar associado a presenca de
solidos em suspensdo, tais como particulas inorganicas (areia, silte, argila) e de detritos
organicos, além de algas, bactérias e planctons em geral (Yuncong et al., 2011).

O valor da demanda Quimica do Oxigénio (DQO) foi acima dos padrdes estabelecidos
para aguas superficiais, ndo poluidas, em p3, mas a resolugdo CONAMA 357 nido estabelece
um limite para esse pardmetro. DQO ¢ um indicador da quantidade de matéria orgénica e
inorganica presente na agua, baseado na determinac¢do de oxigénio consumido para oxidar
esses materiais, na presenca de um oxidante forte (Chapman e Kimstach, 1996). Como p3
encontra-se numa area sujeita a inundagdes, cercada por area de pastagem, € possivel que
tenha ocorrido um carregamento de matéria organica dos pastos ao cdrrego, pois o periodo da
coleta de agua e de peixes coincidiu com periodo de chuvas. A erosdao das margens dos rios
em estagdes chuvosas pode resultar em aumento da turbidez. E possivel que as chuvas
ocorridas no periodo de coleta tenham também contribuido para a turbidez no p3, cujo valor
esteve proximo ao limite superior de referéncia.
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Tabela 2. Parimetros de qualidade da agua em trés pontos de coleta de lambaris (p1, p2 e p3)
localizados na Bacia Hidrografica do Rio Una. Reproduzido parcialmente de Batista et al.
(2014).

Limite superior de

Parametros pl p2 p3 referéncia ®
Condutividade (1S/cm) 106,0 198,7 121,0 100°
Cor aparente (mg Pt-Co/L) 307,0 191,5 858,0 -
Turbidez (NTU) 30,9 22,7 101,0 100*
DQO (mg O,/L) 8,45 10,75 64,21 20°¢

 Limite estabelecido pela resolugio CONAMA 357 (CONAMA, 2005) para rios de classe II, exceto
para os casos de outro modo especificados, pois os limites dos demais pardmetros ndo constam nessa
resolugao.

" Para 4guas superficiais nio poluidas (CETESB, 2014).

¢ Para aguas superficiais ndo poluidas (Chapman e Kimstach,1996).

A atividade de MDH hepatica (Figura 2A) foi aparentemente inferior nos lambaris
coletados nos pontos 2 e 3 em comparagdo ao pl. Contudo, a diferenca ndo foi
estatisticamente significativa entre eles.

A atividade de MDH branquial foi inferior nos peixes coletados em p3 em comparagao
com aqueles coletados em pl e p2 (Figura 2B). Entretanto, a atividade ndo diferiu
estatisticamente entre os peixes coletados nos trés pontos.
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Figura 2. Atividade de MDH do figado (A) e das branquias (B) de A. bimaculatus
coletados em trés corpos d’agua da bacia hidrografica do rio Una. As barras de desvio
indicam o erro-padrdo da média. Letras iguais sobre as colunas indicam que a
diferenca ndo foi significativa entre os locais de coleta (p< 0,05).

A Figura 3A mostra que a atividade de LDH hepatica foi menor nos peixes coletados em
p2 e p3, localizados numa 4rea agricola e numa area de pastagem, respectivamente. A valeta
de p2, de onde os lambaris foram coletados recebe agua de drenagem da cultura de arroz. As
chuvas e a drenagem podem ter carregado residuos de defensivos agricolas para a valeta de
p2, afetando o metabolismo dos peixes desse local e inibindo LDH. Situagao semelhante pode
ter ocorrido em p3, aonde fezes de animais e matéria organica foram carregadas para o
corrego. Entretanto, devido ao grande valor do desvio-padrdo na amostra proveniente do
ponto pl, a diferenga ndo foi estatisticamente significativa entre os trés locais de coleta.
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A atividade de LDH branquial dos lambaris coletados em p3 foi estatisticamente inferior
a dos peixes coletados em pl (Figura 3B). Mas, a atividade nos peixes em p2 nao diferiu
significativamente daquela dos lambaris coletados nos demais pontos.

A causa exata da inibicdo de LDH branquial nos lambaris provenientes de p3 ¢
desconhecida. A enzima pode ter sua atividade alterada devido a fatores como nivel de
oxigenagdo da dgua e temperatura (Panepucci et al., 2000), ndo necessariamente devido a
poluentes. Contudo, LDH sanguinea do peixe Catostomus commersoni foi inibida in vitro por
sais contendo Hg2+, Au3+, Ag+, Pt4+, Pd* e Cu** (Christensen, 1972; Christensen et al., 1982).
LDH branquial do peixe Carassius auratus gibelio foi inibida por Cu®" (100 pg/L ou
250 pg/L) apds 24h, 48h e 72h de exposicdo do peixe (Teodorescu et al., 2012). No caso do
outro peixe de agua doce, Anabas scandens, as atividades de LDH hepatica e renal
aumentaram durante os primeiros 15 dias, mas diminuiram com 30 dias de exposi¢do a
25 mg/L de Cr’" e Cr®" (Venugopal e Reddy, 1992). Elevacdes graduais na atividade de LDH
também foram verificadas no peixe Cirrhinus mrigala expostos a 1/10 da concentracao letal
média (LCso) de Cd*", Pb*" ¢ Hg*" durante 45 dias (Reddy, 2012).
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Figura 3. Atividade de LDH do figado (A) e das branquias (B) de 4. bimaculatus
coletados em trés corpos d’4dgua da bacia hidrografica do rio Una. As barras de desvio
indicam o erro-padrao da média. Letras iguais sobre as colunas indicam que a
diferenca ndo foi significativa entre os locais de coleta (p< 0,05).

Segundo Gorbatiuk (2013), via de regra, a conversao do metabolismo aerobico para o
anaerobico ¢ um dos critérios que indicam o desenvolvimento de patologias causadas por
fatores exdgenos, tais como pesticidas. Em alguns peixes a polui¢dao por pesticidas aumenta
inicialmente o metabolismo anaerobico, com aumento da atividade de LDH, mas essa enzima
¢ inibida com o aumento do tempo de exposi¢ao ao pesticida.

Segundo Moreira et. al (2010), a exposi¢do durante 96 horas ao pesticida deltametrina
elevou a atividade de LDH muscular no peixe Poecilia reticulata. Situacdo semelhante foi
observada no peixe Carassius auratus exposto durante 10 dias ao herbicida butachlor, cuja
atividade do LDH sanguinea aumentou (Xu et al., 2015). Entretanto, a atividade da LDH
branquial foi diminuida em salmdes do Atlantico (Salmo salar) expostos a hidrocarbonetos
derivados de petrdleo durante 4 dias, e, também no segundo dia apods o retorno a dgua limpa
(Gagnon e Holdway, 1999).

Embora as causas da baixa atividade de LDH branquial verificada em p3, no presente
trabalho, ndo tenham sido determinadas, pode ser possivel que esse fendomeno tenha ocorrido
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devido a condi¢des ambientais adversas vivenciadas pelos lambaris capturados nesse ponto,
pois a analise de agua revelou que a cor aparente, turbidez e DQO estiveram elevados nesse
ponto (Batista et al., 2014). Portanto, esses resultados indicaram piores condigdes nesse local
em relagcdo aos demais e corroboram a hipotese de que LDH branquial de lambaris pode ser
sensivel a poluentes presentes em p3.

As atividades de LDH e MDH do figado e de MDH branquial ndo se mostraram
suficientemente sensiveis para indicar a variagdo ambiental nos trés pontos de coleta.
Contudo, as atividades das enzimas da defesa antioxidantes hepaticas (SOD e CAT) foram
determinadas nos mesmos peixes coletados nesses trés locais, tendo sido verificado que essas
atividades foram elevadas em p3 (Batista et al., 2014). Esses dados sugerem que a elevada
atividade de SOD e CAT pode ter protegido esse tecido, de modo que alteragdes significativas
de LDH e MDH nao ocorreram no figado.

Foi também relatado que as aguas da bacia rio Una podem causar toxicidade cronica em
seres vivos (Alves e Cobo, 2013). Considerando que a atividade de LDH pode ser afetada pela
presenca de metais e pesticidas, essa enzima nao possui especificidade para indicar a presenga
de um contaminante especifico. Apesar disso, ela pode ser util na deteccdo precoce de
alteracdes ambientais, pois pode restringir a andlise de contaminantes da 4gua para um
determinado grupo de poluentes, como por exemplo metais. As dguas do rio Una apresentam
elevacdoes de metais, principalmente na época de chuvas, no ponto de captacdo para
abastecimento publico. Nesse local, no mesmo periodo em que as coletas do presente trabalho
foram realizadas, foi detectada elevagdao dos niveis de aluminio e ferro dissolvidos e de
mangangés total em relagdo aos valores de referéncia estabelecidos pela resolugio CONAMA
357 de 17/03/2005. Em outros anos, houve também clevagoes de cobre e chumbo além dos
limites estabelecidos (https://servicos.cetesb.sp.gov.br/infoaguas/). E ainda desconhecido se
essas elevagdes ocorrem também nos demais corpos d’agua da bacia do rio Una, como nos
locais de coleta do presente trabalho. Entretanto, os nossos resultados sugerem a necessidade
de uma analise mais cuidadosa da qualidade da dgua dessa bacia para a preservagdo do seu
ecossistema aquatico, cuja diversidade e quantidade de peixes tém diminuido
progressivamente, segundo depoimentos de pescadores da regido.

4. CONCLUSAO

As atividades de LDH e MDH hepaticas ¢ MDH branquial do lambari de rabo amarelo
ndo foram relacionadas a diferencas qualitativas na agua, proveniente de trés localidades da
bacia hidrografica do rio Una. Entretanto, LDH branquial desse peixe foi inibida no ponto p3,
numa localidade aonde a qualidade da 4gua mostrou-se inferior aos demais. Portanto, essa
enzima branquial possui potencial para utilizagdo como marcador bioquimico de altera¢dao
ambiental.
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