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Resumo

A presenca de concentracdes elevadas de metais em
meios aquaticos associada a descarga de efluentes
industriais e esgoto doméstico pode alterar o
metabolismo dos organismos, comprometendo funcoes
vitais € a manutencao da vida das comunidades que
compoéem o ecossistema. Nesse caso, a toxicidade
decorre da interacao dos metais com enzimas do
metabolismo intermediario, em especial enzimas do
metabolismo energético, responsaveis pela manutencao
de funcodes vitais, tais como osmorregulacdao e
propagacao do potencial de acao no tecido nervoso.
Com o objetivo de entender e identificar possiveis
alteracOes enzimaticas que propiciam a sobrevivéncia
desses espécimes em ambientes eutrofizados, foram
conduzidos estudos comparativos sobre o metabolismo
anaerébio e de compostos nitrogenados, com
exemplares de peixes coletados em ambientes
eutrofizado e nao eutrofizado.

As atividades das enzimas lactato desidrogenase
hepatica e muscular e da arginase hepatica do teledsteo
Hoplosternum littorale, foram estudadas com o objetivo
de evidenciar os provaveis mecanismos bioquimicos
de adaptacdao que possam permitir a utilizacao dessas
enzimas como biomarcadoras de ambientes
eutrofizados. A estabilidade térmica, o K_em pH
préximo ao fisiol6gico e o comportamento cinético da
arginase hepatica na presenca do cofator Mn?" foram
similares em exemplares coletados nos ambientes
eutrofizado e nao eutrofizado. Os valores desses
parametros foram semelhantes aqueles observados em
outros teledsteos ja estudados. A atividade da arginase
hepatica foi estimulada na presenca de Mg?, Mn%, Co?*
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e Ca” e Inibida pelo Zn* e Cd?*. As atividades da
arginase hepatica e da lactato desidrogenase muscular
foram semelhantes entre os exemplares coletados nos
dois tipos de ambiente. Por sua vez, a atividade da
lactato desidrogenase hepatica foi maior nos
exemplares coletados no ambiente eutrofizado,
revelando assim a potencialidade dessa enzima como
possivel biomarcadora de ambientes eutrofizados.
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INTRODUCAO

A acdo de poluentes nos sistemas biolégicos envolve
diversas substancias e compostos quimicos, os quais
podem atuar em diferentes niveis hierarquicos do
ecossistema. Alteracoes do comportamento bioquimico
e fisiologico dos organismos, as quais representam um
desvio da condicao metabolica normal, podem ser
determinadas mediante técnicas bioquimicas e
utilizadas como biomarcadores (OOST et al., 2003).

A presenca de xenobidticos em ecossistemas
aquaticos nao se reflete, necessariamente, em efeitos
biol6gicos. O efeito t6xico dos xenobi6ticos envolve a
conexao dos niveis externos de exposicdo e niveis
teciduais de contaminacdo, bem como a sua
capacidade interativa com os sistemas biolégicos. Assim,
a sobrecarga de poluentes ndao degradaveis, nao
nutritivos e de efeito acumulativo, tais como metais,
em ecossistemas aquaticos, pode afetar a vida de
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diversos animais e vegetais (SORENSEN, 1991; OOST
et al., 2003).

O uso de sinais bioquimicos como
biomarcadores de poluentes implica no conhecimento
prévio das alteracoes bioquimicas e do comportamento
metabdlico, e a atividade enzimatica pode ser utilizada
como ferramenta biomarcadora de exirema
importancia. A alocacdo celular de energia tem sido
descrita como um biomarcador rapido e precoce dos
efeitos adversos de efluentes to6xicos sobre o
metabolismo, antes mesmo que estes tenham se
refletido sobre niveis superiores da organizacao
biol6gica, sendo utilizada como ferramenta para o
diagnostico e avaliacao ambiental (REGOLI, 2000; OOST
et al., 2003; SMOLDERS et. al., 2004).

O efeito de metais sobre os niveis teciduais da
lactato desidrogenase (LDH) tem sido objeto de varios
estudos envolvendo peixes. O aumento da atividade
dessa enzima tem sido observado no figado, coracdo e
branquias de Mugil cephalus e Oreochromis niloticus
expostos ao cadmio e Carpe carpio ao cobre (HILMY et
al., 1985; TOTH, et al., 1996; ALMEIDA et al., 2001).

Por sua vez, a eutrofizacdo de ambientes aquaticos
altera a composicao quimica e proporciona condicoes
nutricionais para o desenvolvimento acelerado da
microbiota, a qual aumenta a demanda bioquimica de
oxigénio e reduz a disponibilidade do oxigénio
dissolvido para a manutencdao das necessidades
metabdlicas da macrobiota, caracterizando situacoes
de hipoxia (WU, 2002).

Estudos sobre capacidade tecidual de utilizar o
oxigénio molecular, bem como a sua disponibilidade
no meio aquoso, tém evidenciado mecanismos
adaptativos de tolerancia a hipéxia. Nesse caso, o
metabolismo energético, em especial o da glicose, pode
ser direcionado para a aerobiose ou anaerobiose,
mediante a alteracdo dos niveis teciduais de enzimas
envolvidas com a respiracdo e fermentacdo,
respectivamente. Peixes adaptados a condicdes
extremas de hipdxia apresentam, normalmente, niveis
mais elevados de LDH muscular, os quais podem ser
decorrentes do aumento da concentracdao da enzima
ou de formas enzimaticas com valores de K elevados
(FELLER et al., 1991).

Por outro lado, o metabolismo dos aminodacidos tem
sido apontado como um dos sistemas fisiologicos de
maior sensibilidade e versatilidade, em resposta a
alteracoes ambientais. Diferente do metabolismo de
carboidratos e lipidios, o de aminoacidos nao apresenta
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um reservatorio especifico de compostos nitrogenados,
o que implica degradacdo continua das cadeias
carbdnicas dos aminodcidos e a conseqiiente liberacao
de amoénia, a qual é téxica. A maioria dos peixes é
amoniotélica e elimina cerca de 10 a 30% do seu
nitrogénio na forma de uréia, o que, provavelmente, é
decorrente da degradacao da Larginina proveniente da
dieta, mediante acao das arginases (FELSKIE et al., 1998;
POLEZ et al., 1998).

Com base no exposto acima, o presente trabalho
objetivou determinar a atividade das enzimas lactato
desidrogenase (hepatica e muscular) e arginase
(hepatica) no telebsteo Hoplosternum littorale, em
funcao da eutrofizacdo do ambiente, visando utiliza-
las como provaveis biomarcadoras de eutrofizacao do
limnociclo. O estudo também objetivou caracterizar o
efeito da concentracdo do substrato Larginina e de
metais sobre a atividade da arginase hepatica.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares de Hoplosternum littorale de
ambiente eutrofizado foram coletados no cérrego do
Curtume que desagua no Rio Paraiba do Sul, na cidade
de Tremembé, ao término da Av. Santa Cruz do Aredo
(W 45°34°42,81" S 22°57'51,35"), a cerca de 150 m
do Rio Paraiba do Sul, o qual recebe esgoto “in natura”.
Os exemplares de ambiente ndao eutrofizado foram
coletados no cérrego da Bomba que desagua no Rio
Una, localizado no Sitio Dom Carmelo (W 45°30°3,35”
S 23°2'52,51").

Os exemplares de H. littorale, popularmente
conhecido como vira morro, tamboata, tamoatd, tamuata
ou cascudo do lodo, foram coletados com tarrafa,
totalizando 13 exemplares do ambiente nao eutrofizado,
pesando 98,0+31,6 g, e 12 exemplares do ambiente
eutrofizado, pesando 110,0+18,8 ¢g. Apds a coleta, os
peixes foram imediatamente transportados vivos para
o laboratério de bioquimica da Universidade de Taubaté
- UNITAU, onde foram sacrificados e os tecidos (figado
e musculo) dissecados, lavados com solucao fisiologica
a 4°C e utilizados em estudos bioquimicos.

Para determinacdo da atividade e cinética da
arginase hepatica, cerca de 80% da massa hepatica foi
homogenizada em “Potter-Elvejen”, na proporcao de 1
¢ de figado para 10 mL de tampao HEPES 20 mM, pH
7.0, contendo trimetilamina-N-6xido 1,0 mM; KH,PO,
5,0 mM; Sacarose 250 mM e EDTA 0,5 mM (POLEZ et
al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 1.500
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X ¢ por 10 min, o precipitado descartado e uma
pequena fracao do sobrenadante utilizada para
determinacdo da atividade argininolitica. O restante do
sobrenadante foi centrifugado a 14.000 x g por 10 min
para obtencdo da fracdo mitocondrial. O precipitado
foi lavado duas vezes com tampdo HEPES e, apos a
ultima lavagem, o precipitado foi ressuspenso em
tampao HEPES sem EDTA e utilizado para obtencao de
extrato mitocondrial, mediante adicao de Triton X-100
na concentracao final de 0,1% (v/v), seguido de
tratamento com ultra-som durante 30 s. O material
sonicado foi centrifugado a 14.000 x g durante 10 min
e o sobrenadante (extrato mitocondrial) utilizado para
determinacdo da atividade argininolitica e experimentos
cinéticos.

Cerca de 20% da massa do figado, referente a parte
inferior do I6bulo hepatico direito, bem como 1 g da
musculatura epaxial branca, foram utilizadas para
obtencdao de homogeneizados em “Potter-Elvehjem”,
na proporcao de 1 g de tecido para 10 mL de tampao
fosfato 100 mM, pH 7,4. Os homogeneizados foram
centrifugados a 14.000 x g e os sobrenadantes,
contendo as fracoes citosolicas, separados e utilizados
para determinacdo da atividade da LDH.

Todas as etapas envolvidas na obtencdo de
homogeneizados foram conduzidas a 4°C. A
concentracdo de proteinas totais das fracoes
subcelulares foi determinada pelo método descrito por
Bradford (1976).

A atividade argdininolitica foi determinada em
tampao HEPES 10 mM (pH 7,4), contendo L-arginina
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100 mM e MnCI2 5 mM, a 25°C. A atividade da arginase
(pH 9,5) foi determinada em meio, contendo tampao
glicina 20 mM, L-arginina 100 mM e MnCl2 5 mM, a
25°C. Em ambos 0s casos a uréia formada na reacao
foi quantificada pelo método da diacetilmonoxina, como
descrito por Geyer & Dabich (1971). A atividade da LDH
foi determinada em tampao fosfato 100 mM, (pH 7,4)
contendo piruvato de sédio 1,0 mM e NADH+H" 0,14
mM (BERGMEYER, 1974). As atividades enzimaticas
foram expressas em Unidade Internacional (Ul), definida
como a quantidade de enzima que catalisa a conversao
de um mol de substrato em produto em um minuto e
padronizadas por mg de proteina presente no extrato
enzimatico.

Os valores médios de atividade da arginase e LDH
foram calculados e expressos como MédiazDesvio
Padrao. As diferencas entre os niveis de atividade
teciduais de arginase e LDH encontrados em peixes
coletados em ambientes eutrofizados e nao
eutrofizados foram detectadas pela analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste “a posteriori” de Tukey
(& =0,05).

Resuitapos

As atividades médias da arginase hepatica e da LDH
hepatica e muscular, em homogeneizados livres de
células, de exemplares de H. littorale coletados nos
ambientes eutrofizado e nao eutrofizado estao
representadas na Figura 1.
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Figura 1. Atividades argininolitica e da LDH em tecidos de Hoplosternum littorale coletados nos ambientes eutrofizado (E) e nao-
eutrofizado (NE). As atividades foram determinadas em extratos de figado (A e B) e musculo epaxial branco (C). Os dados

representam medias + desvio padrdo.
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A determinacdo da atividade argininolitica em
fracoes subcelulares do tecido hepatico revelou que a
atividade da arginase esta concentrada,
preferencialmente, na fracao mitocondrial (Fig.1). Dessa
forma, os estudos cinéticos foram conduzidos com a
arginase hepatica extraida da fracao mitocondrial.

O melhor resultado de ativacao da arginase na
presenca de Mn?* foi obtido a 55°C, durante 2 min. A

perda de atividade observada no processo de ativacao
foi de aproximadamente 28%. Esse procedimento
também causou desnaturacao de proteinas com ganho
de atividade especifica de 3,6 vezes. Os resultados
obtidos com peixes coletados do ambiente eutrofizado
foram semelhantes aqueles do ambiente nao
eutrofizado (Tabela 1).

Tabela 1. Ativacdo a 55°C da arginase hepatica do peixe Hoplosternum littorale coletado em ambiente eutrofizado (Corrego do

Curtume).
Etapas Volume(mL) Atividade
Total (UI) (mUI/mg proteinas)
Extrato Mitocondrial 1,00 0,49 0,10
Aquecimento 55°C 0,75 0,35 0,36

A determinacdo do valor de K _da arginase hepatica
foi realizada com amostras de peixes coletados nos
ambientes nao eutrofizado e eutrofizado, sendo
conduzida em meios de reacdo contendo
concentracdes de L-arginina variando entre 0,3 a 40,0
mM. As curvas de saturacao foram hiperbdlicas e
compativeis com aquelas descritas para enzimas com
um unico sitio ativo, com valores de K _ foram 7,0+0,9
mM e 4,3+0,6 mM, respectivamente (Fig 2A).
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O efeito do cation Mn(ll), na forma de MnCl,, sobre
a atividade da arginase hepatica foi estudada em
exemplares coletados nos ambientes eutrofizado e nao
eutrofizado. Em exemplares do ambiente nao
eutrofizado a atividade argininolitica foi parcialmente
inibida em concentracdes de MnCl, acima de 4 mM.
Em exemplares do ambiente eutrofizado, uma inibicdao
parcial foi observada em concentragées de MnCl,
acima de 6 mM (Fig 2B).
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Figura 2. Efeito do substrato L-arginina (A) e do Mn** (B) sobre a atividade argininolitica hepatica em Hoplosternum littorale. As
atividades foram determinadas em tampao HEPES 10 mM (pH 7,4) contendo Mn* 5 mM (A) e L-arginina 100 mMm (B).

O efeito de cations metalicos essenciais e nao
essenciais sobre a atividade da arginase hepatica foi
analisado em exemplares, coletados nos ambientes
eutrofizado e nao eutrofizado, utilizando-se meio de
reacao contendo 5 mM de MnCl,. A atividade da
arginase, determinada nas condicoes do meio de reacdao
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padrdo (MR), foi entdo considerada como referéncia
(100%) para os estudos subseqiientes com cations
metalicos.

Os resultados referentes ao efeito de cations
metdlicos sobre a atividade da arginase hepatica em
exemplares coletados nos ambientes nao eutrofizado
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e eutrofizado estdao sumarizados na Figura 3. O efeito
de cations metalicos sobre a atividade da arginase
hepatica em exemplares coletados no ambiente
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eutrofizado foi semelhante aquele obtido em
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Figura 3. Efeito de cations metdlicos sobre a atividade da arginase hepatica de Hoplosternum littorale coletados nos ambientes nao
eutrofizado (A) e eutrofizado (B). A atividade enzimatica foi determinada em meio de reacao (MR) contendo HEPES 10 mM (pH 7,4), L-
arginina 100 mm e MnCl, 5 mM, acrescido de cations divalentes na concentracdo final de 1 mM. O efeito do Co sobre a atividade da
arginase foi avaliado na presenca de Mn 5 mM (Co) e na auséncia de Mn (Cox).

As atividades das arginases hepaticas dos exemplares
de H. littorale coletados nos ambientes eutrofizado e
nao eutrofizado foram inibidas significativamente
(p<0,05) na presenca dos cations essenciais Fe*, Cu* e
Zn%, assim como na presenca dos cations nao essenciais
Pb>, Hg*, Ag" e Cd?.

As atividades especificas da LDH, determinadas em
homogeneizados de musculo epaxial e figado, de
exemplares coletados nos ambientes eutrofizado e nao
eutrofizado estao sumarizadas na Figura 4.
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Figura 4. Atividades da LDH hepatica (A) e muscular (B) em
exemplares de Hoplosternum littorale coletados nos ambientes
nao eutrofizado (NE) e eutrofizado (E).
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A atividade especifica da LDH foi determinada em
homogeneizados de musculo epaxial e figado de peixes
coletados em ambientes eutrofizado e nao eutrofizado.
Os valores médios de LDH muscular de peixes coletados
no ambiente nao eutrofizado (13,0+7,6 Ul/mg proteina;
n=11) nao foram significativamente (p=0,20009)
diferentes daqueles coletados no ambiente eutrofizado
(19,3+7,3 Ul/mg proteina; n=5). Os niveis médios da
LDH hepatica de peixes coletados no ambiente nao
eutrofizado (7,8+3,8 Ul/mg proteina; n=10) foram
significativamente (p=0,0017) maiores do que aqueles
encontrados em peixes encontrados em ambiente
eutrofizado (1,5+0,7 Ul/mg proteina; n=4).

A atividade especifica da arginase hepatica foi
determinada em homogeneizados e extratos
mitocondriais de peixes coletados nos ambientes
eutrofizado e nao eutrofizado. A atividade argininolitica
média, determinada em homogeneizados hepaticos dos
peixes coletados no ambiente ndo eutrofizado
(0,069+0,51 Ul/mg proteina; n=12) nao foi
significativamente (p=0,9633) diferente daquele
encontrada em peixes coletados no ambiente
eutrofizado (0,038+0,026 Ul/mg proteina; n=9). A
atividade especifica média da arginase em extratos
mitocondriais foi semelhante (p=0,6606) nos peixes
coletados nos ambientes ndo eutrofizado (0,71+0,31 UI/
mg proteina; n=12) e eutrofizado (0,97+0,75 Ul/mg
proteina; n=9).
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DiscussAo

Alteracoes ambientais podem interferir com a
expressao génica e proporcionar o aumento da
concentracao celular de uma dada enzima, ou mesmo,
induzir a sintese de formas isoenzimaticas, as quais
normalmente nao eram expressas ou expressas em baixas
concentracoes (HOCHACHKA & SOMERO, 1973, WALKER
et al., 1996). O comportamento cinético da arginase
hepatica de Hoplosternum littorale, no que diz respeito
ao efeito da concentracdo de l-arginina e do Mn?,
revelou que as diferencas impostas pelos ambientes
eutrofizado e nao eutrofizado, nao foram capazes de
alterar a expressao génica da arginase, introduzindo
formas isoenzimaticas com caracteristicas cinéticas bem
distintas.

Os dados obtidos revelaram que o Mn?", em
baixas concentracdes, atua como ativador da arginase
hepatica. Contudo, em concentracoes acima de 6 mM
0 Mn? inibe parcialmente (15%) a atividade desta
enzima. O perfil inibit6rio da arginase, em concentracoes
elevadas de Mn?, foi semelhante para os peixes
coletados em ambientes eutrofizado e nao eutrofizado.
Da mesma forma, o efeito de cdtions divalentes sobre a
atividade média da arginase hepatica foi similar nos
peixes dos ambientes estudados, revelando que a
eutrofizacao ambiental ndo provocou inducdo da
expressao enzimatica.

A arginase hepatica de exemplares Hoplosternum
littorale coletados nos ambientes eutrofizado e nao
eutrofizado, ndo apresentou alteracao significativa da
sua atividade na presenca dos metais essenciais Mg*,
Mn%, Co?, Ca* e Ni**, enquanto 0s metais essenciais
Fe¥, Cu* e Zn?', bem como 0S nao essenciais Pb*", Hg?",
Ag e Cd*, inibiram de forma significativa (p<0,05),
diferente daqueles encontrados para a arginase hepatica
do teledsteo Merluccius gayi, a qual é ativada na presenca
de Mn?* e inibida na presenca de Cd*, Mn*, Co*, Ca*,
Zn* e Ni* em concentracao de 2 mM (CARVAJAL et al.,
1989). A manutencdo da atividade da arginase hepatica
do teleosteo H. littorale na presenca de Mg?, Mn%,
Co? e Ca* pode representar um efeito compensatério
aquele efeito inibitorio observado para outros metais
essenciais e ndo essenciais, os quais podem estar
aumentados em ambientes eutrofizados. O postulado
efeito compensatorio, também leva em consideracao
as elevadas concentracoes celulares dos ions mefilicos
livres de Mg?*, Mn?* e Ca?", comparadas as concentracoes
dos demais ions metalicos presentes no interior das
células (WILLIAMS & FRAUSTO da SILVA, 2000).
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A atividade de LDH da musculatura epaxial de peixes
Hoplosternum littorale coletados em ambiente
eutrofizado foi semelhante aquela dos exemplares
provenientes do ambiente ndo eutrofizado. Por outro
lado, a atividade da LDH hepatica 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 distribuicao
de formas isoenzimaticas da LDH é tecido dependente
e esta sob o controle da expressao génica. Na
musculatura estriada esquelética, normalmente
prevalece a LDH-M,, enquanto que o musculo cardiaco
tem como isoforma prevalente a H,. Geralmente, o
figado apresenta as cinco possiveis formas
isoenzimaticas, com elevada capacidade de converter
lactato em piruvato, promovendo a gliconeogénese e
amanutencao da glicemia (DEVLIN, 2003). Considerando
que a atividade da LDH foi determinada no sentido
piruvato - lactato, o menor valor médio observado no
fisado dos peixes, coletados no ambiente eutrofizado,
pode ser decorrente de alteracdo da expressao génica
das formas isoenzimaticas, favorecendo o metabolismo
do acido lactico, em resposta a provavel reducdo do
oxigénio disponivel no ambiente eutrofizado do Cérrego
do Curtume.

Em resumo, a atividade da LDH hepatica do
teledsteo H.littorale foi o Unico parametro analisado que
foi capaz de diferenciar os exemplares provenientes
dos ambientes nao eutrofizado e eutrofizado, sugerindo,
portanto, a sua possivel utilidade como biomarcador
de ambientes eutrofizados.

CoNcCLUSOES

A arginase hepatica do tele6steo Hoplosternum
littorale coletado em ambientes eutrofizado e nao
eutrofizado apresenta propriedades fisico-quimicas
semelhantes aquela dos demais peixes teledsteos, no
que se refere a estabilidade térmica e aos valores de
K. em pH préximo ao fisioldgico. O cation essencial
Zn* e o ndo essencial Cd* sao inibidores da atividade
da arginase hepatica em H. littorale. O efeito ativador
dos cations mefdlicos Mg?, Mn?, Co* e Ca? sobre a
atividade da arginase hepatica de H. littorale e a
disponibilidade deles em ambientes aquaticos, pode
representar um importante mecanismo compensatério
contra a inibicao promovida pelo Zn?* e metais nao
essenciais em ambientes eutrofizados. Existe uma
reducdo significativa da atividade da lactato
desidrogenase hepatica determinada no sentido piruvato
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- lactato em H. littorale quando este esta submetido a
um ambiente aquatico eutrofizado, o que sugere uma
possivel utilidade desta enzima como biomarcador
inespecifico da exposicdo a este tipo de ambiente.

ABSTRACT

The presence of elevated concentrations of metals in
aquatic environments associated with the discharge of
industrial and domestic sewage could change the animal
metabolism, affecting vital functions and the
maintenance of communities that are part of the
ecosystem. In this case, the toxicity is a consequence
of the interaction between metals with enzymes
associated with the intermediate metabolism, especially
those related to the energy metabolism, which are
responsible for the maintenance of vital functions, such
as osmoregulation and the propagation of electric
pulses in the nervous tissue. For a better understanding
of the adaptive mechanisms of the fish Hoplosternum
littorale, surviving in eutrophic environments,
comparative studies were conducted on the anaerobic
metabolism and the nitrogenous compounds in the
teledsteo fish collected in eutrophic and non eutrophic
environments.

The activities of lactate dehydrogenase and arginase
were analyzed in the tele6steo Hoplosternum littorale
to highlight a possible mechanism of biochemical
adaptation to eutrophyzation. For the hepatic arginase,
the thermal stability, K_at a pH close to the physiological
one, and the enzyme Kinetics in the presence of the
cofactor Mn* were similar in fish from eutrophic and
non-eutrophic environments. The values for those
parameters were similar to those found in other
teledsteo fish studied. The hepatic arginase was activated
in the presence of Mg?, Mn?, Co* and Ca%, and
inhibited by Zn? and Cd?. The activities of hepatic
arginase and muscular lactate dehydrogenase did not
significantly differ in fish collected in the two types of
environments. However, the activity of hepatic lactate
dehydrogenase was higher in fish from the eutrophic
environment than in those from the non-eutrophic, one
suggesting a potential use of this enzyme as a biomarker
of eutrophic environments.

Kev-woRrbps
Eutrophication. Hoplosternum littorale. Biomarkers.
Lactate dehydrogenase. Arginase.
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