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RESUMO

A presenca de concentracdes elevadas de metais pesados em meios
aqudticos (efluentes industriais e esgoto doméstico) pode alterar o comportamento
metabodlico de organismos, comprometendo fungdes vitais € manutencdo da vida das
comunidades que compdem o ecossistema. Nesse caso, a toxicidade decorre da
interagdo dos metais com enzimas do metabolismo intermedidrio, em especial enzimas
do metabolismo energético, responsdveis pela manutencdo de fungdes vitais, como
osmorregulacdo e propagacao do potencial de acao no tecido nervoso. Com o objetivo
de entender os mecanismos adaptativos do peixe Hoplosternum littorale, foram
conduzidos estudos comparativos sobre o metabolismo anaerébio e compostos
nitrogenados com exemplares de peixes coletados nos ambientes eutrofizados e ndo-
eutrofizados.

As enzimas Lactato desidrogenase e Arginase do teledsteo Hoplosternum
littorale, coletados em ambientes eutrofizados e ndo-eutrofizados foram estudadas com
o objetivo de evidenciar os provdveis mecanismos bioquimicos de adaptacdo. A
estabilidade térmica, K,, em pH préximo ao fisiol6gico e o comportamento cinético na
presenca do cofator Mn**, da Arginase hepitica, em exemplares coletados em ambiente
eutrofizados e nado-eutrofizados foram similares, inclusive em relagdo aos demais

teledsteos. A Arginase hepatica foi ativada na presenga dos cations metédlicos Mg2+,



Mn**, Co** e Ca’* e fortemente inibida na presenca dos citions Zn>* e Cd**. Os niveis
de Arginase hepatica e da Lactato desidrogenase muscular ndo foram significativamente
diferentes entre os exemplares coletados em ambientes eutrofizados e ndo-eutrofizados.
Os niveis da enzima Lactato desidrogenase hepética do peixe H. littorale, coletados em
ambientes eutrofizados e ndo-eutrofizados foram significativamente diferentes e
revelam a potencialidade dessa enzima como provdvel biomarcadora de ambientes

eutrofizados.

PALAVRAS-CHAVE: 1. Metabolismo Anaerdbio. 2. Hoplosternum littorale. 3.

Biomarcadores. 4. Lactato desidrogenase. 5. Arginase.
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ABSTRACT

The presence of elevated concentrations of heavy metal in aquatic
environments (industrial and domestic sewage) could change the metabolistic behavior
of organisms, affect the vital functions and the maintenance in communities that are a
part of the ecosystem. In this case, the toxicity is a consequence from the interaction
between metals with intermediate metabolistic enzymes, especially energetic
metabolistic enzymes, responsible for the maintenance of the vital functions, such as
regulation of osmosis and the potential spreading in the nervous tissue. With the
objective to understand the adaptive mechanisms of the fish Hoplosternum littorale,
there have been comparative studies about anaerobic metabolism and the opposite
nitrogenados, with fish samples collected in eutrophied environments and non
eutrophied environments.

The Lactate deshydrogenase and Arginase enzymes from the teleost H.
littorale were analyzed, in order to highlight the probable biochemical mechanism of
adaptation. The thermical stability, K,, in pH close to the physiological and the kinetic

behavior in the presence of the cofactor Mn?*, the hepatical Arginase, in samples



collected from the eutrophied environments and non eutrophied environments were
similar, including in relation to the other teleosties. The hepatical Arginase was
activated in the presence of metallic cations Mg**, Mn**, Co®*, and Ca®' is strongly
inhibited in the presence of Zn>* and Cd**. The level of hepatical Arginase and muscular
Lactate dehydrogenase were not significantly different among the samples collected in
the two environments. The levels of hepatical Lactate dehydrogenase of the fish H.
littorale, collected in eutrophied environments and non eutrophied environments were
significantly different and reveal the potentiality of this enzyme as a probable biomarker

of eutrophied environments.

KEY WORDS: 1. Anaerobic metabolism. 2. Hoplosternum littorale. 3. Biomarkers. 4.

Lactate dehydrogenase. 5. Arginase.
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1 INTRODUCAO

A questdo central da toxicologia e da ecotoxicologia reside na relagdo entre a
concentracdo da substincia/composto quimico, a qual o organismo estd exposto, a sua
natureza e ao grau do seu conseqiiente efeito toxico (WALKER et al., 1997).

O aporte ambiental continuo de compostos organicos estranhos (xenobidticos),
como bifenilas policloradas (PCBs), pesticidas organoclorados (OCPs), hidrocarbonetos
arométicos policiclicos (PAHs), dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), dentre outros, representam um
risco em potencial para ecossistemas terrestres e aqudticos, considerando a sua capacidade de
interacdo com macromoléculas e estruturas supramoleculares, as quais podem alterar o
comportamento metabolico dos organismos.

As descargas industriais, agricolas e de esgoto urbano sdo as principais fontes
antropogénicas de xenobidticos e metais pesados em ambientes aqudticos e sdo responsaveis
pelo envenenamento de peixes em diversos paises (SORENSEN, 1991). Contudo, a simples
presenca do poluente ndo garante que o ecossistema esteja sendo lesado e evidencia a questao
sobre o efeito toxico dos venenos, o qual € concentracio dependente. Esse dilema foi
reconhecido por Paracelsus (1493-1541) que, a época, enunciou: ‘“Todas as substincias sdo
venenos; nao hd nada que ndo seja veneno. A dose certa diferencia o veneno do remédio”.

A atividade antropogénica e os fendmenos de ocorréncia natural podem afetar
a dindmica das comunidades de animais aqudticos, mediante alteracdo da concentracdo de
substancias/compostos quimicos, as quais atuam de forma seletiva no metabolismo dos
animais. A facilidade dispersiva de substancias/compostos quimicos em ambientes aquéticos
tem gerado preocupacdo em termos de mudancas ambientais, quando comparada com a

contaminacdo em ambientes terrestres (BARBER et al., 2001).
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Assim, a eutrofizacdo de ambientes aquaticos altera a composi¢do quimica e
proporciona condi¢des nutricionais para o desenvolvimento acelerado da microbiota, a qual
aumenta a demanda bioquimica de oxigénio e reduz a disponibilidade do oxigénio dissolvido
para a manutencao das necessidades metabdlicas da macrobiota.

Alguns peixes e tartarugas, quando em ambientes com baixa disponibilidade de
oxigénio, promovem ajustes metabdlicos adaptativos com alteracdo da expressdao gé€nica de
enzimas do metabolismo energético. A maioria das células eucaridticas necessita de
suprimento continuo de oxigénio a fim de realizar vérios processos bioquimicos e
fisiolégicos, também obter energia (na forma de ATP) da glicose através do metabolismo
aerobico (respiracdo). As células podem sentir as redugdes criticas de tensdo de oxigénio
(hipéxia) e responder a essa condicao transcrevendo diferencialmente genes necessarios para
provocar as respostas adaptativas que levem a mudanga do estado fisioldgico e metabdlico da
célula, o que, finalmente, permite a elas lidar com o estresse associado com a limitacdo de
oxigénio.

A tolerancia prolongada a andxia é documentada em poucas espécies de
tartaruga como as tartarugas de &4gua-doce Trachemys sp e Chrysemys sp (HICKS;
FARRELL, 2000 a, b) e a tartaruga marinha “loggerhead” Caretta carreta (LUTZ;
NILSSON, 1997). De forma semelhante aos peixes tolerantes a andxia, essas tartarugas de
dgua-doce t€m a capacidade de permanecer em andxia no leito de lagos congelados durante o
inverno enquanto as “loggerhead” sdo capazes de se enterrarem na lama, durante os periodos
frios, em dreas especiais da costa ocednica. Nesse estado fisiologico elas obtém energia na
forma de ATP, regenerando o NAD" através do metabolismo anaerdbico, convertendo
piruvato em lactato.

Considerando que a atividade metabdlica depende, essencialmente, da

presenca de macromoléculas, principalmente proteinas e 4cidos nucléicos, 0os mecanismos
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adaptativos as condicdes adversas, envolvem basicamente trés estratégias bioquimicas: a)
Expressdo génica de macromoléculas com vantagens adaptativas; b) Ajustes na concentragao
ou quantidade de macromoléculas; c) Regulacdo adaptativa das macromoléculas. A
combinacdo de uma ou mais dessas estratégias, proporciona aos organismos homeostase
vetorial e promove o ajuste da funcdo metabdlica (HOCHACHKA; SOMERO, 1973).

Niveis elevados de metais pesados em ambientes aquiticos representam risco
para a vida dos animais, diante da sua possibilidade de interacdo com macromoléculas. A
forte origem antropogénica dos metais pesados tem sido objeto de discussdo e preocupagdo
quanto ao impacto deles sobre a vida animal e as possiveis medidas mitigatdrias. O efeito
téxico dos metais pesados estd intimamente relacionado a sua disponibilidade no meio, ao
tempo de exposicao e a diversos fatores abidticos. Os metais pesados podem ser classificados
em fisioldgicos e nao-fisioldgicos, considerando a sua essencialidade em processos
metabdlicos, nos quais atuam como cofatores de diversas proteinas (WILLIAMS; FRAUSTO,
2000).

A presenca de concentracdes elevadas de metais pesados em meios aquaticos
(ex: efluentes industriais e esgoto doméstico) pode alterar o comportamento metabdlico de
organismos, comprometendo fungdes vitais € a manuten¢do da vida das comunidades que
compdem o ecossistema (HEATH, 1995; CARVALHO, 2003). Nesse caso, a toxicidade
decorre da interacdo dos metais com enzimas do metabolismo intermedidrio, em especial
enzimas do metabolismo energético, as quais sdo responsdveis pela manutencdo de fungdes
vitais, como osmorregulacdo e propagacao do potencial de a¢do no tecido nervoso (HEATH,
1995).

Assim, com o objetivo de entender os mecanismos adaptativos do peixe
Hoplosternum. littorale em ambientes eutrofizados, foram conduzidos estudos comparativos

sobre o metabolismo anaerébio e de compostos nitrogenados, com exemplares de peixes
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coletados no corrego do Curtume, o qual recebe esgoto urbano in natura e, exemplares
coletados no coérrego da Bomba, regido ndo-eutrofizada. Espera-se, com isso, esclarecer
algumas questdes adaptativas envolvendo o metabolismo do H. littorale, bem como verificar
possibilidade da utilizacdo desses pardmetros bioquimicos como biomarcadores da qualidade
ambiental.

Nesse sentido o presente trabalho tem como objetivos especificos: a) avaliar o
impacto do ambiente aqudtico eutrofizado sobre a atividade especifica da Lactato
desidrogenase (LDH) muscular e hepatica e da Arginase hepética do peixe H. littorale como
provaveis biomarcadores da qualidade ambiental do Cérrego do Curtume; b) analisar o efeito
de sais de metais pesados sobre o sistema argininolitico do peixe H. littorale, como forma de

avaliar a acdo deles sobre o metabolismo nitrogenado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A acdo de poluentes nos sistemas biolégicos envolve diversas substincias e
compostos quimicos os quais podem atuar em diferentes niveis hierdrquicos do ecossistema.
Alteracdes do comportamento bioquimico e fisioldgico dos organismos, as quais representam
um desvio da condicdo metabdlica normal, podem ser determinadas mediante técnicas
bioquimicas e utilizadas como biomarcadores. J4 os efeitos dos poluentes sobre a
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo de individuos, os quais podem ser avaliados
mediante experimentos cldssicos de ecotoxicologia em laboratério, sdo denominados de
bioensaios. Alteragdes que envolvem a abundancia da populagido, a sua idade e a variabilidade
genética, sdo denominados de bioindicadores. Finalmente, os indicadores ecoldgicos sdao
aqueles que refletem mudangas na composi¢do das espécies, bem como sua abundancia e
diversidade, em uma dada comunidade (OOST et al., 2003).

A presenca de xenobidticos em ecossistemas aquaticos nao, necessariamente,
se reflete de forma lesiva sobre os organismos. O efeito téxico dos xenobidticos envolve a
conexao dos niveis externos de exposi¢do e niveis teciduais de contaminagdo, bem como a sua
capacidade interativa com os sistemas bioldgicos. Por outro lado, a sobrecarga de
ecossistemas aquaticos com poluentes ndo degraddveis, ndo nutritivas e de efeito acumulativo,
tais como metais pesados, pode afetar a vida de diversos animais e vegetais (SORENSEN,
1991; OOST et al., 2003).

Embora o termo metal pesado seja utilizado com freqiiéncia em estudos
ambientais de ecotoxicologia, cabe lembrar que o termo € impreciso quanto a sua definicao e
contempla metais com fungdes fisioldgicas e nao-fisiologicas. Vdérios autores conceituam
metais pesados como sendo aqueles que apresentam densidade acima de 3,5g.cm'3, embora

ndo exista consenso quanto a esse valor. Outros autores utilizam como critério de
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classificacdo o nimero atomico superior a 20 ou propriedades quimicas comuns (DUFFUS,
2002).

Os efeitos de xenobidticos e metais pesados sobre estruturas moleculares e as
suas conseqiientes alteracdes metabdlicas, em resposta a uma dada condi¢do bioldgica
adversa, a qual sinaliza o inicio do processo de agressdo, podem ser detectados com o auxilio
de biomarcadores de exposicao, efeito e suscetibilidade (OOST et al, 2003).

A sobrevivéncia de organismos expostos a alteracdes ambientais, sejam
antropogénicas ou naturais, envolve mecanismos adaptativos de curto e longo prazo.
Alteracdes na expressdo génica e modulacdo da atividade de macromoléculas sdo mecanismos
adaptativos de curto prazo os quais possibilitam a sobrevivéncia dos organismos em
ambientes alterados, até o limite da sua capacidade metabdlica. Por outro lado, os
mecanismos de longo prazo sdo aqueles decorrentes da evolugdo e selecdo de macromoléculas
com vantagens adaptativas (Fig. 1). Esse contexto adaptativo fica evidente em peixes
adaptados em condi¢des extremas de temperatura, os quais apresentam estruturas enzimaticas
com estabilidade e propriedades cinéticas compativeis com as suas necessidades metabdlicas

(FELLER et al., 1997; MIYAZAKI et al., 2000; SOMERO, 2004).
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Figura 1. Visualizagao tedrica da base molecular dos mecanismos adaptativos a curto e
longo prazo.

Vérios grupos de organismos ja foram propostos e utilizados como indicadores
de mudancas ecoldgicas e ambientais. Assim, peixes, macroinvertebrados, aves e plantas sao
os preferidos dos bidlogos, embora ndo exista consenso quanto ao uso de um desses grupos
como indicador ideal para o monitoramento da qualidade ambiental, sendo que o uso de
peixes apresenta numerosas vantagens, tais como: a) estdo presentes em praticamente todos os
ambientes aqudticos, com excecdo daqueles extremamente poluidos; b) para muitas espécies
existe uma variedade de informacdes sobre respostas ambientais associadas a uma extensa
histéria de vida; c¢) comparados a muitos invertebrados, a identificacio dos peixes ¢é
relativamente mais facil e as amostras, em muitos casos, podem ser processadas em campo; d)
as comunidades de peixes usualmente incluem uma faixa de espécies que representam uma
variedade de niveis tréficos e sao alimentos para animais aqudticos e terrestres; €) a

toxicidade aguda e o efeito do estresse podem ser avaliados em laboratdrio utilizando espécies
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selecionadas as quais podem ter desaparecido do ecossistema em estudo (WHITFIELD;
ELLIOTT, 2002).

O uso de sinais bioquimicos como biomarcadores de poluentes, seja de
exposicdo ou de efeito, implica no conhecimento prévio das alteracdes bioquimicas e do
comportamento metabdlico. A atividade enzimdtica vem sendo utilizada como ferramenta
biomarcadora de extrema importancia (EROD, GST, UDPGT, Catalase, GPx, dentre outras).
A alocacdo celular de energia, a qual tem sido descrita como um biomarcador rdpido e
precoce dos efeitos adversos de efluentes toxicos, antes mesmo que esses tenham se refletido
sobre niveis superiores da organizacado bioldgica, também tem sido utilizada como ferramenta
para o diagndstico e avaliagdo ambiental (REGOLI, F., 2000; OOST et al., 2003;
SMOLDERS et al., 2004). A relevancia ecoldgica dos biomarcadores e bioindicadores, em
relacdo com a resposta temporal de poluentes, sobre a estrutura de comunidades e sobre o
comportamento bioquimico e fisioldgico dos organismos pode ser visualizada na figura 2.

Pesquisa realizada com exemplares de Prochilodus scrofa revelou que o pH, a
temperatura e a presenca de cobre interferem com os niveis hepaticos da enzima lactado
desidrogenase (LDH). Em pH 4,5 e 8,0 a 20°C, e, na presenca de cobre, os niveis hepaticos de
Fosfofrutoquinase (PFK) e LDH foram inferiores ao do grupo controle, sugerindo que a
capacidade glicolitica diminuiu nesse tecido, provavelmente, devido as necessidades
gliconeogénicas do organismo no sentido de manter fonte energética para outros tecidos
(CARVALHO, 2003).

O efeito de metais pesados sobre os niveis teciduais da LDH também tem sido
objeto de varios estudos, tendo sido constatado aumento da atividade enzimética no figado,
coragdo e branquias das espécies Mugil cephalus e Oreochromis niloticus expostas ao cidmio

e da espécie Carpe carpio, ao ion cobre (HILMY et al., 1985; TOTH, et al., 1996; ALMEIDA



22

et al., 2002). Contudo, Antognelli et al. (2003), trabalhando com Sparus auratus expostos a

cobre, verificaram diminuicdo da atividade da LDH no figado desses exemplares.
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Figura 2. Visualizagao tedrica das relagdes entre relevancia ecoldgica e a escala temporal
decorrente da agdo de poluentes induzindo respostas biomarcadoras e
bioindicadoras. Adaptado de Adams et al. (1989).

Estudos sobre capacidade tecidual de utilizar o oxigénio molecular, bem como
a sua disponibilidade no meio aquoso, tem evidenciado mecanismos adaptativos de tolerancia
a hipdxia. Nesse caso o metabolismo energético, em especial o da glicose, pode ser
direcionado para a aerobiose ou anaerobiose, mediante a alteragdo dos niveis teciduais de
enzimas envolvidas com a respiracdo e fermentacdo respectivamente. Peixes adaptados a
condi¢des extremas de hipdxia apresentam, normalmente, niveis mais elevados de LDH
muscular, que podem ser decorrentes do aumento da concentracdo da enzima ou de formas

enzimaticas com valores de K., elevados (FELLER, et al., 1991).
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A LDH apresenta estrutura quaterndria composta de quatro subunidades, as
quais podem ser do tipo M (“Muscle”) e H (“Heart”). A associagdo dessas subunidades
origina cinco formas isoenzimdticas nos tecidos. Contudo, a distribuicdo das formas
isoenzimaticas € considerada tecido dependente e guarda relacdo com a atividade metabdlica
do tecido. A predominancia da forma isoenzimética LDH-H, em tecidos favorece a respiragcao
celular, com a canalizac¢do do 4cido pirtivico para o ciclo de Krebs, em detrimento da redugao
do 4cido pirdvico em &4cido lactico. Essa forma isoenzimédtica apresenta baixa eficicia na
reducdo do 4cido pirdvico em 4cido lactico quando comparada as demais formas
isoenzimaticas. J4 a musculatura estriada esquelética apresenta predominancia da isoforma
LDH-My, a qual converte o 4cido pirdvico em lactico com maior eficdcia, quando comparada
as demais isoformas. O 4cido lactico produzido pelos tecidos acaba sendo transferido para o
sistema circulatério sangiiineo e metabolizado pelo figado(LEHNINGER, 2000).

Por outro lado, o metabolismo nitrogenado tem sido apontado como um dos
sistemas fisiol6gicos de maior sensibilidade e versatilidade em resposta a alteragdes
ambientais. Diferente do metabolismo de carboidratos e lipidios, o de aminoicidos ndo
apresenta um reservatorio especifico de compostos nitrogenados, o que implica em
degradacdo continua das cadeias carbdnicas dos aminodcidos e a conseqiiente liberacdo de
amonia, que ¢ toxica. A maioria dos peixes é amoniotélicos e elimina cerca de 10 a 30% do
seu nitrogénio na forma de uréia o que, provavelmente, é decorrente da degradacdo da L-
arginina proveniente da dieta, mediante a¢do das arginases (FLESKIE et al., 1998; POLEZ et
al., 1998).

As arginases sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza e responsaveis
pela hidrélise da L-arginina em L-ornitina e treia. Como enzima terminal do ciclo da uréia, a
arginase € encontrada no figado de animais e tem sido utilizada em estudos filogenéticos. Nos

mamiferos a arginase hepatica esté localizada no citosol, enquanto em tecidos extra-hepaticos
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a sua localizac@o é mitocondrial. Peixes apresentam niveis elevados de arginase no figado e
nos rins, a qual estd localizada na fracdo mitocondrial das células, com excecdo dos peixes
pulmonados, os quais apresentam localizacdo subcelular semelhante a dos mamiferos
(CAMPBELL et al., 1987; JENKINSON et al., 1996).

O papel essencial da L-arginina como precursora de proteinas, 6xido nitrico,
uréia, poliaminas, prolina, glutamato, dentre outros compostos nitrogenados, tem evidenciado
a importancia das enzimas envolvidas com a sua sintese e degradacdo, na manutencdo dos
niveis celulares desse aminodcido. A L-arginina presente nas células pode ser de origem
exdgena (dieta) ou sintetizada endogenamente a partir da L-ornitina. Nesse caso, a
manutencdo de niveis intracelulares adequados de L-arginina envolve a sua degradagdo, a
qual depende das arginases. Nos mamiferos, as arginases estdo presentes em duas formas
isoenzimaticas, sendo uma hepdtica e outra extra-hepdtica, as quais estdo envolvidas com o
controle da velocidade do ciclo da uréia e com a manutengdo dos niveis de L-arginina em
tecidos extra-hepaticos respectivamente (WU; MORRIS, 1998).

A estrutura quaterndria das arginases varia de espécie para espécie, sendo que
as mais estudadas sdo as de mamiferos (RODRIGUES et al., 1996). A atividade catalitica e a
estabilidade das arginases sofrem profundo efeito de cétions divalentes e, nesse sentido, o
Mn?* tem sido postulado como o provavel cdtion fisiolégico, embora Co** e Ni**, em algumas
espécies, sejam responsaveis pela atividade maxima da arginase (MAGGINI et al., 1992).

O peixe Hoplosternum littorale apresenta ampla distribuicdo geografica na
América do Sul, habita rios das Guianas até o norte da Argentina, apresenta comportamento
de peixe bentdnico onivoro, sendo encontrado, preferencialmente, em dguas pantanosas e
estudrios. A sua introducdo em ambientes aqudticos pode causar impacto ecoldgico devido a

competicdo por recursos disponiveis da comunidade nativa e acarretar reducdo da
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biodiversidade nativa

(http://www.institutohorus.org.br/down/load/fichas/Hoplosternum_littorale.htm).

Morfofisiologicamente, essa espécie possui corpo revestido de placas dsseas.
Atinge comprimento de aproximadamente 20cm e alimenta-se primordialmente a noite. A
reproducdo acontece durante a estagdo das chuvas, entre os meses de dezembro e janeiro € o
macho, auxiliado pela fémea, constréi um ninho com bolhas de muco e matéria vegetal. Apds
o ritual de acasalamento, a fémea deposita seus ovos no ninho que sao fertilizados pelo
esperma coletado previamente em sua boca. O macho guarda o ninho e torna-se agressivo
durante esse periodo
(http://www.institutohorus.org.br/download/fichas/Hoplosternum_littorale.htm).

Na regido de Taubaté e Tremembé, o peixe H. littorale tem sido pescado em
efluentes que desembocam no rio Paraiba do Sul e utilizado como alimento pela populagdo
local (observacao pessoal).

Relatos de pescadores, sobre a diversidade de peixes nos afluentes do rio
Paraiba, indicam que era bem maior no passado em relacdo aos dias de hoje, ficando limitada,
praticamente, a presenca do peixe H. littorale. Assim, o sucesso adaptativo dessa espécie em
ambientes eutrofizados certamente envolveu ajustes metabdlicos que viabilizaram a sua
sobrevivéncia.

O Rio Paraiba do Sul atravessa o eixo Rio—Sao Paulo e apresenta importancia
econdmica agricola e de abastecimento de 4dgua para a populacdo, porém recebe esgoto
urbano e tem em seu leito vdrias dragas para extracao de areia. O curso do Rio Paraiba do Sul
atravessando vdarios municipios, bem como a localizagdao de coleta do presente trabalho

podem ser observados na figuras 3 e 4.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécie em Estudo

Foram utilizados 29 exemplares do peixe H. littorale, de nome popular vira-
morro, tamboatd, tamoatd, tamuatd ou cascudo do lodo (14 exemplares de ambiente ndo
eutrofizado e 15 de ambiente eutrofizado), coletados com o auxilio de rede do tipo tarrafa.

O ambiente eutrofizado escolhido para coleta foi o cérrego do Curtume que
desdgua no Rio Paraiba do Sul, na cidade de Tremembé, ao término da Av. Santa Cruz do
Aredo (45°34°42,81” W e 22°57°51,35” S), a cerca de 150m do Rio Paraiba do Sul (Fig. 3).

O ambiente nao-eutrofizado escolhido para coleta foi o corrego da Bomba que
desdgua no Rio Una, localizado no Sitio Dom Carmelo (45°30°3,35” e W 23°2°52,51” S),
como apresentado na figura 4.

Os peixes foram transportados vivos para o laboratério de bioquimica da
Universidade de Taubaté — UNITAU, onde foram imediatamente sacrificados e os tecidos

utilizados em estudos bioquimicos.



Figura 3. Imagem de satélite da bacia dos rios Una e Paraiba do Sul, com ‘a
localizacdo do ponto de coleta (O) de peixes H. littorale, em ambiente
eutrofizado (FEHIDRO 280/2002).

Figura 4. Imagem de satélite do sitio Dom Carmelo, indicando a localiza¢do do ponto
de coleta (O) do peixe H. littorale em ambiente ndo-eutrofizado (FEHIDRO
280/2002).
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3.2 Obtencao de Extratos Livres de Células

Exemplares do peixe H. littorale foram espinhalados e dissecados através de
incisdo ventral. O figado foi removido, lavado com solugdo fisiolégica 4°C, dividido em duas
fragdes, as quais foram utilizadas para obtencdo dos extratos livres de células.

Os homogenados e extratos mitocondriais, utilizados para determinacdo dos
niveis teciduais de arginase, bem como em experimentos cinéticos, foram obtidos em
homogeneizador “Potter-Elvejen”.

Inicialmente, o figado foi homogeneizado na propor¢ao de 1g de tecido para
10ml de tampao HEPES 20mM, pH 7,0, contendo Trimetilamina-N-6xido 1,0mM; KH,PO,
5,0mM; Sacarose 250mM e EDTA 0,5mM. O homogeneizado foi centrifugado a 1.500g por
10 minutos, o sedimento descartado e uma pequena fracdo do sobrenadante utilizada para
determinagdo da atividade argininolitica e da concentra¢do de proteinas totais. O restante do
sobrenadante foi centrifugado a 14.000g por 10 minutos para obtencdo da fracdo
mitocondrial. O sedimento mitocondrial foi lavado duas vezes com o tampao HEPES e, ap6s
a dltima lavagem, o sedimento foi novamente suspenso em tampao HEPES sem EDTA, para
obtencdo da suspensao mitocondrial.

A suspensdo mitocondrial foi utilizada para obtencdo de extrato mitocondrial,
mediante adi¢do de Triton X-100 para concentragdo final de 0,1%(v/v), seguido de tratamento
com ultra-som durante 30 segundos. O sonicado foi centrifugado a 14.000g durante 10
minutos e o extrato mitocondrial (sobrenadante) separado e congelado a -18°C. A arginase
contida no extrato mitocondrial obtido nesta etapa foi posteriormente ativada e utilizada em

estudos cinéticos (Fig. 5).
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Os niveis hepdtico e muscular de LDH do peixe H. littorale foram
determinados em homogenados livres de células, obtidos em “Potter-Elvehjem”, na propor¢ao
de 1 grama de tecido para 10 volumes de tampao fosfato 100mM, pH 7.4. Os
homogeneizados foram centrifugados a 14.000g e os sobrenadantes, contendo as fracdes
citosolicas, foram utilizados para determinacdo da atividade da LDH e a concentracdo das
proteinas totais (Fig. 6).

Todas as etapas de obtencdao dos homogenados e extratos mitocondriais foram
conduzidas em temperaturas entre 0°C e 4°C, como forma de minimizar a a¢do de proteases

sobre a estrutura protéica das enzimas.
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Figura S. Procedimento esquemdtico para obten¢do de homogeneizado e extrato
mitocondrial do figado do peixe H. littorale.
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Figura 6. Procedimento esquemadtico para obtencdo de homogeneizados contendo a
fracdo citosodlica do figado e misculo do peixe H. littorale.

3.3 Métodos Analiticos

A atividade da arginase foi determinada em tampao HEPES 10mM pH 74,
contendo L-arginina 100mM e MnCl, 5SmM. A atividade da arginase em pH 9,5 foi
determinada em tampdo glicina 20mM, contendo MnCl, SmM. Todas as determinagdes de
atividade foram conduzidas a 25°C.

A reacdo catalisada pela arginase teve seu inicio com adi¢do de pequenas
aliquotas do extrato subcelular e, a uréia formada na reacdo, quantificada pelo método da
diacetilmonoxina, como descrito por Geyer & Dabich (1971).

Uma Unidade Internacional (U) foi definida como a quantidade de arginase
capaz de catalisar a conversdo de 1pumol de L-arginina em L-ornitina e uréia no tempo de um
minuto a temperatura de 25°C.

A atividade da LDH foi acompanhada pela oxidacio do NADH+H", em
comprimento de onda de 340nm, a temperatura de 25°C. O meio de reacdo foi composto de
tampdo fosfato 100mM, pH 7.4, piruvato de sédio 1,0mM e NADH+H" 0,14mM, como

descrito por Bergmeyer (1974).
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Uma Unidade Internacional (U) foi definida como a quantidade de LDH capaz
de converter 1pumol de piruvato em lactato no tempo de um minuto a temperatura de 25°C.
A concentragdo de proteinas totais das fragdes subcelulares foi quantificada

pelo método de Bradford (1976), utilizando soro albumina bovina como padréo.

3.4 Ativacao da Arginase

Os estudos cinéticos foram conduzidos com a arginase ativada na presenca de
Mn?". Aliquotas do extrato mitocondrial foram aquecidas na presenca de MnCl, SmM. As
proteinas desnaturadas durante o aquecimento, foram eliminadas mediante centrifugacdo a

14.000g durante 30 minutos e o sobrenadante utilizado em experimentos cinéticos.

3.5 Determinacao do valor de K,

As curvas de saturacido foram conduzidas em tampao HEPES 25mM, pH
7,4, contendo MnCl, SmM. As concentracdes de L-arginina no meio de reacdo foram
ajustadas para valores entre 0,3 a 80mM. A reacgdo foi conduzida a 25°C.

O valor de Ky, foi calculado como descrito por Segel (1993), utilizando a
equacdo de Henri-Michaelis-Menten para enzimas com um unico sitio ativo, como
apresentado a seguir:

- Vmdx[S]
 Km+[S]
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3.6 Efeito do Cation Manganés

O efeito do Mn”* sobre a atividade da arginase hepética foi conduzido em
tampao HEPES 25mM contendo L-arginina 100mM e, a concentra¢io de Mn** no meio,
foi ajustada para valores entre 2 a 18mM. A temperatura foi mantida em 25°C durante a

reacao.

3.7 Efeito de Cations Metalicos

O efeito de cdtions metdlicos sobre a atividade da arginase hepética foi
analisado em tampao HEPES 10mM, pH 7.4 contendo L-arginina 100mM, MnCl, 5SmM e
cations metélicos para concentragcdo final de 1mM, com excecdo do cation manganés. Nestas
condi¢des, foi arbitrariamente atribuido o valor de 100% a atividade da arginase no meio de
reacdo contendo MnCl, SmM e calculada a atividade relativa da arginase na presenca dos
demais cations metalicos.

O efeito do céation cobalto sobre a atividade da arginase foi avaliado em meio
de reacdo contendo MnCl, SmM (Co) e na auséncia de manganés (Co/s).

Os experimentos com metais foram conduzidos utilizando-se solucdes dos
seguintes sais: cloreto de mercudrio (II), acetato de zinco (I), nitrato de prata (I), cloreto de
magnésio, cloreto de cobalto (II), cloreto de ferro (III), acetato de cobre (II), cloreto de niquel

(II), cloreto de cddmio (II), nitrato de chumbo (II), cloreto de manganés (I) e cloreto de célcio.
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4 RESULTADOS

As medidas de atividade da arginase, em fracdes subcelulares do tecido
hepético do peixe H. littorale, revelaram que a atividade argininolitica estd localizada,
preferencialmente, na mitocondria. Dessa forma, os estudos cinéticos foram conduzidos com

a arginase hepatica extraida da fragcdo mitocondrial.

4.1 Ativacao da Arginase Hepatica

O melhor resultado de ativacdo da arginase na presenca do cation manganés foi
obtido a temperatura de 55°C durante 2 minutos. A perda de atividade observada no processo
de ativacdo foi de aproximadamente 28%. Esse procedimento também proporcionou
desnaturacdo de proteinas com ganho de atividade especifica de 3,6 vezes (Tabela 1). Os
resultados obtidos com peixes coletados do ambiente eutrofizado foram semelhantes aqueles

do ambiente ndo-eutrofizado.

Etapas Volume Atividade Atividade

Total Total Especifica

(ml) (U) (mU/mg)
Extrato Mitocondrial 1 0,49 0,10
Aquecimento 55°C 0,75 0,35 0,36

Tabela 1. Etapas do processo de ativacdo da arginase hepdtica do peixe H. littorale coletado
no Corrego do Curtume.
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4.2 Pureza Cinética

A pureza cinética da arginase hepdtica foi avaliada em meio de reacdao contendo
. - . - 2. . .
baixa concentragio de substrato e baixa concentragcio do cofator Mn~*. A linearidade da curva

de atividade em fun¢do da concentracio de proteina revelou pureza cinética satisfatdria.

4.3 Determinacao do K,

A determinacao do valor de K, da arginase foi conduzida em meios de reacdo
contendo concentra¢des de L-arginina variando entre 0,3 a 40,0mM. A curva de saturacdo foi
hiperbdlica e compativel com aquela descrita para enzimas com um unico sitio ativo. O
coeficiente de determinagao da curva (rz) foi 0,982. O valor calculado de K., foi 7,0+0,9mM.

(Fig.7).

Atividade da Arginase(mU/mg)

0.0 ' ' ' J
0 10 20 30 40
[L-Arginina](mM)

Figura 7. Efeito da concentragdo de L-arginina sobre a atividade da arginase
hepética do peixe H. littorale.
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4.4 Efeito do Cation Manganés (II) sobre a Atividade da Arginase

A arginase hepdtica de peixes coletados em ambiente ndo-eutrofizado foi

estudada em relacdo ao efeito do cition Mn(II), na forma de MnCl, sobre a sua atividade.

Nestas condi¢des, a atividade argininolitica foi parcialmente inibida em concentracdo de

MnCl, acima de 4mM (Fig. 8).
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Figura 8. Efeito do cédtion Mn(Il) sobre a atividade da arginase hepdtica, parcialmente
purificada da fracdo mitocondrial do peixe H. littorale.

Os estudos com arginase hepatica de peixes coletados em ambientes

eutrofizados revelaram que o cdtion Mn(II), na forma de MnCl,, afeta a atividade da arginase

hepatica, semelhante ao observado com a arginase hepética de peixes coletados em ambientes

nao-eutrofizados, promovendo inibi¢do parcial para concentracdo de manganés acima de

6mM (Fig. 9).
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Figura 9. Efeito do cdtion Mn(Il) sobre a atividade da arginase hepdtica, parcialmente
purificada do figado do peixe H. littorale.

4.5 Efeito de Cations Metalicos sobre a Atividade Argininolitica

O efeito de cations metalicos fisioldgicos e ndo-fisioldgicos sobre a atividade

da arginase hepatica do peixe H. littorale, coletados em ambientes eutrofizados e ndo-

eutrofizados, foi conduzido em meio de reagdo contendo MnCl, SmM.

A atividade da arginase, determinada nas condi¢des do meio de reacio (MR),

foi assumida como referéncia para os estudos subseqiientes com cdtions metdlicos,

considerando que o cation manganés tem sido postulado como o provavel cation fisiolgico

dessa metaloenzima.
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4.5.1 Estudos com Peixes Coletados em Ambiente Nao Eutrofizado

Os estudos com cétions fisiolégicos revelaram o Zn>* como um forte inibidor
da atividade da arginase, reduzindo sua atividade a valores abaixo de 10% daqueles
observados na presenca de manganés.

O cétion Co** na auséncia de manganés (Co/s) determinou a maior atividade a
arginase. Na presenca do c4tion manganés em concentracdo de SmM, os cétions Co™* , Mg** ,
Mn** e Ca®*, adicionados ao meio de reacdo para concentracdo final de 1mM, promoveram
ativacdo da arginase, enquanto os citions Ni**, Cu**, Fe’* e Zn®* inibiram a sua atividade.

Todos os céations nao-fisiolégicos estudados inibiram a atividade argininolitica,
sendo que o Cd** inibiu para valores abaixo do limite da detec¢io.

Os resultados referentes ao efeito de cdtions metélicos sobre a atividade da
arginase hepdtica do peixe H. littorale coletado em ambiente ndo-eutrofizado encontram-se

sumarizados na figura 10.

4.5.2 Estudos com Peixes Coletados em Ambiente Eutrofizado

O efeito de cédtions metélicos sobre a atividade da arginase hepdtica do peixe
H. littorale coletado em ambiente eutrofizado foi semelhante aquele obtido com exemplares
de ambiente ndo-eutrofizado.

O cétion cddmio e zinco inibiram a atividade da arginase para valores abaixo

do limite da detec¢do. Os resultados encontram-se sumarizados na figura 11.
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Fig. 10 Efeito de cations metdlicos sobre a atividade da arginase do peixe H. littorale
coletado em ambiente ndo-eutrofizado. A atividade da arginase utilizada para
estabelecer os percentuais de atividades na presenca dos demais cétions
divalentes, foi aquela determinada no meio de reacdo (MR) contendo MnCl,
SmM.
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Fig. 11. Efeito de cétions metélicos sobre a atividade da arginase do peixe H. littorale
coletado em ambiente eutrofizado. A atividade da arginase utilizada para
estabelecer os percentuais de atividades na presen¢a dos demais cdtions
divalentes, foi aquela determinada no meio de reacio (MR) contendo MnCl,
SmM.
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4.6 Niveis Musculares de LDH

A atividade especifica da LDH foi determinada em homogenados de musculo
epaxial do peixe H. littorale coletados em ambientes eutrofizados e nido-eutrofizados.

Os niveis médios de LDH no tecido muscular do peixe H. littorale, coletado
em ambiente ndo-eutrofizado, foram menores do que aqueles encontrados em ambiente
eutrofizado. Contudo, as diferencas nao foram significativas (P= 0,2009). Os resultados estdao

apresentados na figura 12.
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Fig. 12. Niveis musculares de LDH do peixe H. littorale coletado em ambientes
eutrofizados (E) e ndo-eutrofizados (NE).

4.7 Niveis Hepaticos de LDH

Os niveis médios de LDH no tecido hepético do peixe H. littorale, coletado em

ambiente ndo-eutrofizado, foram maiores do que aqueles encontrados em ambiente
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eutrofizado. As diferengas, nesse caso, foram significativas (P= 0,0017). Os resultados estao

apresentados na figura 13.

14-
g’ 12-
S
= 101
5
)
3
o ©
E
o ¥
2
I 7
0.

NE E

Local de Coleta

Fig. 13. Niveis hepdticos de LDH do peixe H. littorale coletado em ambientes
eutrofizados (E) e ndo-eutrofizados (NE).

4.8 Niveis Hepaticos de Arginase

A atividade especifica da arginase hepdtica do peixe H. littorale foi
determinada em homogeneizados e extratos mitocondriais, coletados em ambientes
eutrofizados e ndo-eutrofizados.

A atividade argininolitica média, determinada em homogeneizados hepaticos
dos peixes coletados em ambiente nao-eutrofizado, foi maior do que aquela encontrada em
peixes coletados em ambiente eutrofizado. Contudo a diferenca ndo foi significativa (P=

0,9633). Os resultados estdo apresentados na figura 14.
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Fig. 14. Niveis hepaticos de arginase do peixe H. littorale, coletados em
ambientes ndo-eutrofizados (NE) e eutrofizados (E). As atividades
argininoliticas foram determinadas em pH 9,5.

A atividade especifica da arginase também foi determinada em extratos
mitocondriais como forma de avaliar o possivel efeito de constituintes dos ambientes
eutrofizados e nao-eutrofizados sobre os niveis da arginase hepética. As diferencas entre as
médias das atividades argininoliticas dos peixes coletados em ambiente ndo-eutrofizado e
eutrofizado, semelhante ao observado em homogeneizados livres de células, ndo foram

significativas (P= 0,6606). Os resultados estdo apresentados na figura 15.
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Fig. 15. Niveis de arginase da fracdo mitocondrial do peixe H. littorale, coletados
em ambientes nido-eutrofizados (NE) e eutrofizados (E). As atividades
argininoliticas foram determinadas em pH 9,5.
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5 DISCUSSAO

Niveis teciduais de diversas enzimas vém sendo utilizados, freqiientemente,
como biomarcadores de alteracdes ambientais. Nesse caso, as alteracdes ambientais podem
interferir com a expressdo génica e proporcionar aumento da concentracido celular de uma
dada enzima, ou mesmo induzir a sintese de formas isoenzimadticas, as quais normalmente nao
eram expressas ou expressas em baixas concentracdes (HOCHACHKA; SOMERO, 1973,
WALKER et al., 1996).

A expressdo de formas isoenzimadticas pode ser caracterizada mediante estudos
cinéticos envolvendo a determinagdo de constantes como K, e K¢, bem como o efeito de co-
fatores e inibidores da atividade enzimatica (SEGEL, 1993).

A eutrofizacdo do ambiente e as alteracdes promovidas no curso de afluentes
do Rio Paraiba do Sul proporcionou mudangas na biodiversidade da comunidade de peixes da
regido. Atualmente prevalece no Coérrego do Curtume o peixe H. littorale, em detrimento de
outras espécies as quais coexistiam com o H. littorale no passado (Relato de pescadores).

Com o objetivo de estabelecer respostas metabdlicas biomarcadoras das
alteracOes ambientais ocorridas no Cérrego do Curtume foram levados a efeito estudos sobre
os niveis teciduais das enzimas Lactato desidrogenase e Arginase, presentes nos tecidos de
peixes H. littorale, com aqueles coletados no Cérrego da Bomba.

As arginases sdo enzimas amplamente distribuidas no reino animal, envolvidas
com a manutencdo dos niveis teciduais de arginina e com a biossintese de uréia em animais
ureogénicos. Nos mamiferos, ¢ normalmente encontrada na fracdo citosélica do tecido
hepético e na fracdo mitocondrial dos tecidos extra-hepéticos (JENKINSON et al., 1996). Em

peixes teledsteos, com excec¢do dos pulmonados, a arginase apresenta localizacdo subcelular
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mitocondrial, indicando um importante ponto de transi¢do metabdlica no processo evolutivo
dos peixes (MOMMSEN; WALSH, 1989).

As determinacdes da atividade argininolitica nas fragdes citosdlicas e
mitocondriais do tecido hepatico do peixe H. littorale coletados em ambientes eutrofizados e
ndo-eutrofizados revelaram que, semelhante aos demais teledsteos, exceto os pulmonados, a
arginase reside basicamente na fra¢cdo mitocondrial.

Estudos comparativos sobre os niveis de arginase em tecidos de peixes
marinhos e dulcaqiiicolas revelaram atividades argininoliticas significativamente diferentes
entre vdrias espécies. O mesmo foi observado em relacdo ao transporte de compostos
nitrogenados no plasma sangiiineo, em especial amonia e uréia (DOSDAT, et al., 1996).

Semelhante as arginases de outros peixes e de mamiferos, a arginase do peixe
H. littorale se apresentou relativamente estdvel durante 2 minutos a temperatura de 55°C.
Estudos com peixes, mamiferos e aves revelaram que as arginases sao enzimas que
apresentam boa estabilidade térmica na presenca de manganés, em temperaturas de 50 a 60°C
durante 5 a 10 minutos (CARVAJAL et al., 1989; KADOWAKI; NESHEIM, 1979;
RECZKOWSKI; ASH, 1994).

Os estudos de pureza cinética conduzidos com a arginase hepatica do peixe H.
littorale, parcialmente purificada a 55°C durante 2 minutos, imputaram confiabilidade aos
experimentos cinéticos subseqiientes. O valor de K, = 7,0mM determinado em pH 7.4,
obedece a mesma ordem de grandeza dos valores descritos na literatura para peixes teledsteos.
Carvajal et al. (1987), trabalhando com a arginase hepética do peixe teledsteo marinho
Genypterus maculatus, encontraram valores de K, = 9,ImM e 11,5mM em pH 7,5 e 9.5,
respectivamente. Por outro lado, estudos com o teledsteo Merluccius gayi revelaram valores

de K, =10,3mM e 1,7mM em pH 7,5 € 9,5, respectivamente (CARVAJAL et al.,1989).
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Considerando o pH 6timo das arginases, diversos autores conduziram seus
experimentos cinéticos em pH 9,5 a 10,0. Por outro lado, o pH fisiolégico do plasma
sangiiineo e boa parte dos tecidos bioldgicos encontra-se préximo a 7,4, o que também
justifica a determinacdo das constantes cinéticas neste valor de pH. Isso tem dificultado os
estudos comparativos que procuram compreender os mecanismos bioquimicos envolvidos
com a evolucdo e adaptacdo dos organismos ao meio em que vivem (JENKINSON et al.,
1996).

A atividade e a estabilidade das arginases estdo intimamente relacionadas com
a ligacdo de cations divalentes a estrutura protéica da enzima. Nesse caso, o provavel cation
divalente ativador das arginases e que também confere a melhor estabilidade a estrutura
protéica € o manganés. Contudo algumas arginases apresentam sua maior atividade na
presenca de Co™* e Ni** (JENKINSON et al., 1996).

Os estudos com a arginase hepdtica do peixe H. littorale revelaram que o
Mn**, em baixas concentra¢des, atua como ativador da enzima. Contudo, em concentra¢des
acima de 6mM o Mn®* inibe parcialmente a atividade da arginase, reduzindo a sua atividade
em cerca de 15%. O perfil inibitério da arginase, em concentracdes elevadas de Mn**, foi
aproximadamente o mesmo para os peixes coletados em ambientes eutrofizados e ndo-
eutrofizados.

De forma semelhante, o efeito de cations divalentes sobre a atividade da
arginase hepatica do peixe H. littorale foi similar em relag@o ao local da coleta, revelando que
o efeito do ambiente eutrofizado sobre a expressio génica da arginase desse peixe,
provavelmente, nao envolve a inducdo de uma forma enzimatica distinta.

O comportamento cinético das arginase em relacdo aos cétions divalentes é
espécie dependente. Em ratos, Mn>* e aminodcidos atuam protegendo a arginase contra a

inativagdo promovida por enzimas proteoliticas (BOND, 1973). Por outro lado arginase
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hepatica humana apresenta valores de K, para L-arginina que independem a interacdo com o
tipo de ion metdlico utilizado, mas a sua atividade sofre profunda influéncia com atividade
decrescente na seguinte ordem Mn**>Ni**>Co>*(CARVAJAL et al., 1995).

A capacidade de utilizar diversos cations divalentes como cofator na reacio de
hidrdlise da L-arginina pode representar uma vantagem metabdlica. Enquanto as arginases do
Bacillus anthracis (SORU, 1983) e do Rhodobacter capsulatus (MORENO-VIVIAN et al.,
1992) sdo fortemente inibidas pelo Zn**, a arginase de rato nio é afetada (BOND et al., 1983).

A arginase hepdtica do peixe H. littorale foi fortemente inibida na presencga de
Zn™*, ao contririo de outras arginases, a sua atividade na presenca de Mg**, Mn**, Co** e Ca®"
em concentracdo de 1mM foi elevada, comparado ao comportamento da arginase hepatica do
peixe teledsteo Merluccius gayi (CARVAJAL et al., 1989), a qual apresenta baixa atividade
na presenca Co”* e Ni** (cerca de 11% e 1%, respectivamente), quando comparada 2 atividade
da arginase na presenca de Mn®* e, na presenca de Mg** e Ca®* | a atividade da arginase foi
zZero.

Embora a diferenca entre os niveis hepéticos da arginase do peixe H. littorale,
coletados em ambiente eutrofizado e ndo-eutrofizado, ndo seja significativamente diferente
(Fig. 14 e 15), a ativacdo da arginase pelo Mg®*, Mn**, Co”* e Ca** pode representar uma
forca contréria ao efeito inibitério de metais pesados fisiologicos (Ni**, Fe’*, Cu* e Zn*") e
ndo-fisiolégicos (Pb**, Hg™*, Cd** e Ag"), os quais podem estar aumentados em ambientes
eutrofizados.

O aumento da atividade de LDH e do 4cido litico foi observado nos peixes
expostos aos piretréides do grupo II pela inibi¢do da atividade da Succinato desidrogenase
(SDH) no Ciclo de Krebs. Isso desloca para a glicélise anaerébica com reutilizacao
concomitante do acido litico (seu produto final) para manter os niveis de energia. A

versatilidade metabdlica, decorrente da capacidade de operar o metabolismo com vias
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alternativas, pode representar um importante mecanismo de adaptacdo dos peixes submetidos
ao estresse toxico causado por poluentes ambientais (KAMALAVENI et. al. 2003).

O sucesso dos mecanismos de protecdo dos organismos que vivem em
ambientes aqudticos poluidos depende do nivel de toxicidade e dos provdveis efeitos
bioldgicos causados pelos poluentes aos organismos. Desta forma, os mecanismos de prote¢ao
em curto prazo envolvem em seu estdgio inicial alteragdes moleculares, em especial, aqueles
referentes aos niveis de enzimas e proteinas (OOST et al., 2003).

A avaliacdo biomarcadora do estresse oxidativo e de alteracdes metabdlicas,
tem sido objeto de diversos estudos. Trabalhando com a tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus), expostas ao Cd** durante um perfodo de 60 dias, Almeida et al. (2002), observaram
que a sobrevivéncia e o ganho de peso corporal estavam relacionados com o deslocamento do
metabolismo, com a diminuicdo do indice de glicogénio do musculo branco, bem como a
diminuicdo da atividade das enzimas Lactato desidrogenase (LDH) e Creatinafosfoquinase
(CK), indicando que houve redu¢do da capacidade glicolitica do tecido. Nenhuma alteracao
foi observada no indice de proteina total no musculo branco, o que sugere um deslocamento
do metabolismo de carboidratos, promovendo a manuten¢do das proteinas musculares.

A diferenca entre os niveis de LDH da musculatura epaxial do peixe H.
littorale, coletado em ambiente eutrofizado e ndo-eutrofizado, ndo foi significativa. Contudo a
atividade da LDH hepdtica dos peixes coletados em ambiente eutrofizado foi
significativamente menor do que a atividade no figado dos peixes coletados em ambiente ndo-
eutrofizado.

A presenca e a distribuicdo de formas isoenzimdticas da LDH ¢é tecido
dependente e estd sob o controle da expressdo génica. Na musculatura estriada esquelética,
normalmente prevalece a LDH-M,, enquanto que o musculo cardiaco tem como isoforma

prevalente a Ha, figura 16. O figado normalmente apresenta as cinco formas isoenzimaticas,
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com elevada capacidade de converter lactato em piruvato, promovendo a gliconeogénese e a
manutencdo da glicemia (DEVLIN, 2003).

Considerando que a atividade da LDH foi determinada no sentido piruvato —
lactato, a baixa atividade observada no figado do peixe H. littorale, coletado em ambiente
eutrofizado, pode ser decorrente de alteracdo da expressdo génica das formas isoenzimaéticas,
favorecendo o metabolismo do 4cido l4ctico, em resposta a provdvel redu¢do do oxigénio
disponivel no ambiente eutrofizado do Cérrego do Curtume.

Desta forma os niveis hepaticos de LDH do peixe H. littorale despontam como

um provdvel biomarcador para ambientes eutrofizados.

H \ Figado |
Isoenzima LDH | H:M \_/
4 Misculo )

Fig. 16. Formas isoenzimdticas da estrutura tetramérica Lactato desidrogenase. A isoforma
H,4, prevalente no musculo cardiaco e figado, é formada de quatro subunidades
idénticas do tipo H. A forma M4 prevalente na musculatura estriada esquelética é
constituida de quatro subunidades idénticas do tipo M. As demais formas
isoenzimaticas sdo hibridos decorrentes dos possiveis arranjos entre subunidades H e
M.
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6 CONCLUSOES

v As arginases hepdticas do peixe H. littorale, coletado em ambiente eutrofizado e
ndo- eutrofizado, apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes a dos peixes
teledsteos, no que se refere a estabilidade térmica e aos valores de K, em pH
préximo ao fisioldgico.

v' O cition fisiolégico Zn** e o ndo-fisiolégico Cd** sdo fortes inibidores da arginase
hepética do peixe H. littorale.

v O efeito ativador dos cdtions metdlicos Mg**, Mn**, Co** e Ca** sobre a atividade da
arginase hepatica do peixe H. littorale e a disponibilidade dos mesmos em ambientes
aquéticos pode representar um importante mecanismo compensatorio contra a
inibigio promovida pelo Zn** e citions de metais pesados ndo-fisiolégicos em
ambientes eutrofizados.

v" Os niveis de arginase hepitica e da Lactato desidrogenase muscular do peixe H.
littorale, coletados em ambientes eutrofizados e nao-eutrofizados, ndo foram
significativamente diferentes. Neste caso, os provaveis ajustes do metabolismo
anaerébio muscular e o da L-arginina no tecido hepdtico do peixe H. littorale, em
ambiente eutrofizado, ndo envolvem o aumento da concentracdo da atividade
enzimadtica da Lactato desidrogenase e da Arginase.

v' A adaptagdo do peixe H. littorale em ambiente eutrofizado envolve a reducédo
significativa da atividade da Lactato desidrogenase determinada no sentido piruvato
— lactato.

v' A baixa atividade da Lactato desidrogenase hepitica do peixe H. littorale, em
ambiente eutrofizado, revela a potencialidade dessa enzima como biomarcadora de

ambientes eutrofizados.
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