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RESUMO

A atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) e de suas isoformas podem variar em
peixes, em funcdo do ambiente em que vivem. O objetivo deste trabalho foi investigar a
atividade de MDH no tecido muscular de Astyanax bimaculatus (lambari do rabo amarelo)
proveniente de trés pontos de coleta (P1, P2 e P3) na bacia hidrografica do rio Una (Taubaté,
SP) e avaliar o seu potencial como marcador bioquimico de alteragdo ambiental. As formas
citosélica e mitocondrial da MDH foram extraidas dos muasculos. Os resultados indicaram que
a atividade total da enzima foi 1,8 e 2,5 vezes maior em A. bimaculatus do sitio P2, em relacdo
aos espécimes coletados em P1 e P3, respectivamente. Foram detectadas 7 isoformas de MDH
no tecido muscular (MDH-1 a MDH-7). Os niveis de MDH-1 de espécimes coletados em P3
foram 1,9 e 2,4 vezes maiores do que daqueles de P1 e P2, respectivamente. Entretanto, os
niveis de MDH-5, -6 e -7, foram significativamente menores nos espécimes coletados em P3,
em comparacdo com os de P1. Esses resultados tém, possivelmente, relagdo com a qualidade
da &gua, considerando que P3 é o mais poluido dos trés sitios de coleta. A atividade de MDH
muscular de A. bimaculatus foi moduladada pelo ambiente. Portanto, pode se concluir que essa
enzima possui potencial como marcador bioquimico de alteracdo ambiental em bacias da regido
neotropical, nas quais essa espécie ocorre.

Palavras-chave: enzimas, lambari do rabo amarelo, poluicéo da agua.

AR Rev. Ambient. Agua vol. 11 (suplemento) Taubaté, 2016
IPABH1T


http://www.ambi-agua.net/seer/index.php/ambi-agua/index
http://dx.doi.org/10.4136/1980-993X
http://dx.doi.org/10.4136/1980-993X
http://www.ambi-agua.net/splash-seer/
http://www.ambi-agua.net/splash-seer/
http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.1898
http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.1898
mailto:cnksuda@hotmail.com
mailto:marilia_gpi@hotmail.com
mailto:contato.maria.tereza@gmail.com
mailto:marifeijo.bio@gmail.com
mailto:gannabathulasreevani@gmail.com

Atividade da malato desidrogenase muscular de Astyanax bimaculatus... 1097

Muscle malate dehydrogenase activity of Astyanax bimaculatus from
Una River Basin as a biomarker of environmental impact

ABSTRACT

The enzymatic activity of malate dehydrogenase (MDH) and its isoforms may vary in
fishes according their living environment. The aim of this work was to investigate the activity
of MDH in the muscle tissue of Astyanax bimaculatus (locally called as lambari do rabo
amarelo), collected at three different points (P1, P2 and P3) in the Una River Basin (Taubaté,
SP), to evaluate it as a candidate biomarker for environmental change. Cytosolic and
mitochondrial isoforms of MDH were extracted from muscles. The results indicated that the
total enzyme activity was 1.8 and 2.5 times higher in A. bimaculaus at P2, in comparison to
specimens collected at P1 and P3, respectively. Seven MDH isoforms were detected in the
muscle tissue (MDH-1 to MDH-7). MDH-1 levels of specimens collected at P3 were 1.9 and
2.4 times higher than those from P1 and P2, respectively. However, the levels of MDH-5, -6
and -7 of P3 specimens were significantly lower than P1 ones. These results are possibly related
to water quality, considering that P3 is the most polluted among the three sampling sites. The
muscle MDH activity of A. bimaculatus was modulated by the environment. Therefore, it can
be concluded that this enzyme could be used as a biomarker of environmental change of the
hydrographic basin of a neotropical region, where this species occurs.

Keywords: enzymes, water pollution, yellow tail lambari.

1. INTRODUCAO

A bacia hidrografica do rio Una apresenta uma extensdo de 442,85 kmz, sendo que 84%
dessa area encontram-se no municipio de Taubaté. O seu rio principal, Una, é utilizado como
manancial de dgua para abastecimento publico desse municipio (Banco de Dados Ambientais
da Bacia do Rio Una - http://www.agro.unitau.br/una). O monitoramento da qualidade da agua
é realizado pela Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) no ponto de captagédo
para abastecimento da Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sdo Paulo (SABESP)
(CETESB, 2009), mas um monitoramento regular em outros pontos da bacia ndo tem sido
realizado. Apesar disso, estudos microbiolégicos e ecotoxicoldgicos foram realizados em
alguns locais da bacia e em determinados periodos. A qualidade sanitaria da dgua superficial
em oito pontos foi analisada por Silva e Ueno (2008), que verificaram nos meses chuvosos, as
taxas de coliformes totais e termotolerantes elevadas, ultrapassando os valores permitidos a rios
de classe 2, os quais tém as suas caracteristicas definidas na resolugdo CONAMA 357 (2005).
Segundo essas autoras, as atividades antrépicas (agropastoris e ocupacao urbana) e a presenca
de animais nas proximidades dos rios da bacia do Una, contribuiram para o aumento dessas
taxas. Alves e Cobo (2013) analisaram seis pontos da mesma bacia, entre marco e outubro de
2011, por meio da utilizagdo de um bioindicador, 0 microcrustacio Ceriodaphinia dubia, que
foi submetido a testes de toxicidade. Foi encontrado baixo nivel de toxidade aguda (taxa de
sobrevivéncia), mas foi detectada toxidade cronica (taxa de natalidade) em alguns pontos
avaliados, em determinados meses do ano. Esses estudos revelaram a necessidade de um
monitoramento mais rigoroso em varios pontos da bacia, que pode ser realizado utilizando-se
biomarcadores bioquimicos, pois eles podem detectar alteragdes bioldgicas subletais, Uteis na
identificacdo e avaliacdo dos riscos ambientais (Jemec et al., 2010).

O complexo de espécies Astynax bimaculatus (lambari do rabo amarelo) apresenta ampla
distribuicdo neotropical, € migratério e bem adaptado para &guas correntes e estagnadas, mas
pouco investigado em estudos de impacto ecoldgico (Paiva et al., 2006). Baixas concentra¢des
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de zinco (3 a 5 mg/L) aceitas pela resolucgio CONAMA 357 (até 5 mg/dL), sdo capazes de
promover danos hepaticos e comprometer a reproducdo desses lambaris, mostrando que essa
especie é um potencial bioindicador de contaminacdo por zinco (Marques dos Santos et al.,
2015). Produtos farmacéuticos e seus derivados metabdlicos, especialmente hormonios
esterdides, os quais estdo normalmente presentes em corpos d’agua contaminados por efluentes
de esgoto, descartes industriais, bem como efluentes das atividades de aquicultura e pecuaria
(Bottoni et al., 2010), sdo capazes de comprometer a fungcdo hormonal de peixes e promover
citotoxicidade, estrogenecidade e androgenecidade (Leusch et al., 2014). No caso do lambari
A. bimaculatus, o derivado hormonal 17-a-metiltestoterona foi capaz de reduzir a
espermatogénese e potencialmente comprometer a reproducédo (Rivero-Wendt et al., 2013).

Os niveis hepaticos das enzima superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) de A.
bimaculatus foram investigados quanto ao seu uso como biomarcadores de poluicdo em trés
sitios de coleta da bacia do rio Una. O aumento expressivo dos niveis de CAT em dois dos trés
sitios de coleta, bem como a reducdo dos niveis de SOD em um dos sitios de coleta, sugerem
que essas duas enzimas podem ser utilizadas como biomarcadores de estresse oxidativo (Batista
et al., 2014). Enzimas da defesa antioxidante de lambaris foram utilizados como biomarcadores
de poluicdo ambiental, em estudo conduzido no bioma do Pampa. Os niveis das enzimas SOD,
CAT, glutationa-S-transferase e glutationa peroxidase foram modulados por poluentes
presentes nas guas de rios contaminados por efluentes urbanos e da agricultura local (Costa-
Silva et al., 2015). A contaminacdo de ambientes aquaticos por efluentes de esgoto é capaz de
modular expressivamente os niveis de enzimas do metabolismo energético de algumas espécies
de peixes (Rodrigues et al., 2015). Nesse sentido, o nivel da enzima lactato desidrogenase
(LDH) branquial de A. bimaculatus da bacia do rio Una, foi 3 vezes maior em sitios com baixa
demanda quimica de oxigénio (DQO), em relacdo aqueles com elevada DQO (Ribeiro et al.,
2015).

Malato desidrogenase (MDH, EC: 1.1.1.37) catalisa a reacéo reversivel de oxidacdo de
malato a oxaloacetato, reduzindo NAD a NADH. Vertebrados e invertebrados apresentam
MDH citosélico (cMDH) e mitocondrial (mMMDH). Ambas as formas sdo produzidas no citosol
a partir de genes distintos, mas mMDH é posteriormente exportada para matriz mitocondrial
(Basaglia, 1989; Musrati et al., 1988). A mMDH ¢é uma enzima do ciclo de Krebs enquanto a
enzima citosolica participa do sistema de lancadeira malato-aspartato, assegurando a troca de
equivalentes redutores, na forma de malato/oxaloacetato, através da membrana mitocondrial.
Além disso, MDH tem envolvimento na gliconeogénese e lipogénese. Na gliconeogénese, o
oxaloacetato formado a partir do piruvato deve ser reduzido a malato pela mMMDH. O malato é
transportado ao citosol e reconvertido em oxaloacetato pela cMDH. Na lipogénese, mMDH
converte malato a oxaloacetato que, por sua vez, contribui para formacdo de citrato
mitocondrial. Este Gltimo, ao ser transportado ao citosol, origina acetil-coenzima A para a
biossintese de lipidios e 0 oxaloacetato, que pode ser reduzido a malato pela cMDH. O malato
pode retornar a matriz mitocondrial completando o ciclo (Nelson e Cox, 2011).

Alguns autores referem-se a cMDH como MDH da fracdo sobrenadante (sMDH),
conforme recomendacdo de Shaklee et al. (1990). No caso em que a mitocéndria é removida
do homogeneizado celular durante o processo da extracéo, e a enzima € claramente de origem
citosolica, ela tem sido designada como cMDH (Mishra e Shukla, 1997). No presente estudo
estaremos utilizando cMDH como sinénimo de SMDH.

Em peixes, MDH ¢é geralmente codificada em trés loci génicos, sendo que cMDH ¢
codificada em dois “loci” localizados em cromossomos diferentes. Cada locus codifica um
mondmero, cuja associacdo de seus produtos génicos origina os homodimeros Az ou Bz, ou 0
heterodimero AB. Um unico “locus” codifica mMDH, que também forma um dimero
(Basaglia, 1989). A ocorréncia de 3 isozimas de cMDH foi também confirmada em 20 espécies
de peixes, pertencentes as ordens Characiformes, Siluriformes e Perciformes, coletados no
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norte do estado de S@o Paulo e no sul de Minas Gerais (Monteiro et al., 1991). Entretanto,
alguns peixes ciclideos (ordem Perciformes) amazénicos apresentaram 6 bandas de cMDH na
eletroforese, que seriam produtos de 3 loci distintos que se associaram formando dimeros
(Farias e Almeida-Val, 1992). Em Astyanax fasciatus (lambari do rabo vermelho), ocorrem 3
isozimas de cMDH no musculo (De Luca et al., 1983).

As isoformas de MDH podem apresentar diferencas quanto a termoestabilidade, a cinética
de inibicdo e a afinidade por substratos, e, tem sido proposto que essas isoenzimas apresentam
diferentes papeis fisioldgicos (Barcellos Schwantes e Schvwantes, 1982; Aquino-Silva et al.,
2003; Mishra e Shukla, 2003). Além disso, os niveis de MDH total e das isoformas podem ser
modulados pelas condi¢cGes ambientais dos locais em que vivem os peixes. Nos tecidos ocular
e muscular de carpas Cirrhinus mrigala e no tecido cardiaco de carpa Labeo rohita, as isozimas
de MDH apresentaram padrdes de migracdo eletroforética diferentes em relacdo ao local de
coleta dos peixes (lagoas de aguas ndo residuarias e residudrias) sugerindo que poluentes podem
regular a expressao e/ou atividade dessas isozimas (Manna e Chakraborty, 2012). Os niveis de
MDH hepética do peixe Oreochromis mossambicus, coletados em aguas préximas da descarga
de esgoto ndo tratado da cidade Nellore na india, foram menores do que no sitio assumido como
controle, devido a sua distancia de fontes poluidoras (Gupta et al., 2016). Diferentemente,
Almeida-Victor e Rodrigues (2009), trabalhando com o bagre Genidens genidens, encontraram
niveis significativamente mais elevados de MDH muscular em peixes coletados na regido
estuarina do rio Indaia, a qual recebe efluentes de atividades humanas, do que em peixes
coletados no sitio controle, distante de fontes poluidoras.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a atividade de MDH e de suas isozimas no
tecido muscular de A. bimaculatus para avaliar o seu potencial como biomarcador bioquimico
de alteracfes ambientais na bacia hidrogréafica do rio Una.

2. MATERIAIS E METODO

2.1. Material bioldgico e locais de coleta

Os espécimes de lambaris (Astyanax bimaculatus) foram capturados com linha e anzol e/ou
rede de pesca na bacia hidrografica do rio Una, no municipio de Taubaté (SP), entre de
novembro de 2013 e fevereiro de 2014. Os sitios de coleta foram: a) rio Itaim (P1), nas
dependéncias da Fazenda Piloto da Universidade de Taubaté (S 23°01°38,3”, W 45°30°31,6™);
b) Remédios (P2), em um corrego (valeta) localizado a beira da estrada municipal de Remédios
(S 23°03°26,4”, W 45°30°23,5”); c) Ipiranga (P3), em um cérrego sem nome que cruza a
Estrada Municipal Dr. José Luiz Cembranelli (S 23°01°49,4”,W 45°30°16,7”). Os peixes foram
imediatamente anestesiados com benzocaina 0,1% (p/v) dissolvida na agua do rio, mortos
imediatamente por decapitacéo e dissecados. O tecido muscular foi armazenado 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. Homogeneizados teciduais

Amostras de musculos de 16 espécimes (4 de cada local de coleta), foram homogeneizadas
em Potter-Elvehjen, utilizando tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) na proporc¢éo 1:5 massa (g)
/volume (mL). O homogeneizado foi sonicado durante 20 segundos (Fisher Scientific, Sonic
Dismembrator 100), para romper estruturas subcelulares, e centrifugadas a 10.000 g
(Eppendorf 5810R) durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para determinacéo
da atividade de MDH e para a eletroforese.
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2.3. Analises biogquimicas

A atividade da MDH foi determinada em Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo oxaloacetato
0,4 mM, MgCl2 20 mM e NADH+H" 150 uM (Childress e Somero, 1979). A redugio da
absorbancia foi acompanhada em A=340 nm (e = 6,22 mMtcm™). A temperatura foi mantida
em 25 °C por sistema Peltier do espectrofotdometro Beckman DU640. A atividade da MDH foi
expressa em pmol de substrato transformado em produto no tempo de 1 minuto (U). As
atividades foram normalizadas em funcdo da concentracdo de proteinas totais e expressas em
U mg?. A proteina total foi determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se
soroalbumina bovina (BSA) como padréo.

2.4. ldentificacéo de isozimas de MDH

O perfil isozimatico de  MDH foi caracterizado por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida 7% (p/v) sob condigdes ndo desnaturantes. A eletroforese foi conduzida em
tampdo contendo Tris 25 mM e Glicina 192 mM durante 3 horas a 4 °C, aplicando uma
voltagem de 100 V (Davis, 1964). A atividade da MDH foi revelada incubando o gel de
poliacrilamida em tampao Tris-HCI 168 mM (pH 7,9), contendo L-malato 210 mM, NAD™ 300
uM, azul de nitrotetrazélio (NBT) 26 uM e fenazina metassulfato (PMS) 86 uM. O gel foi
incubado no escuro, a 37 °C, por pelo menos 2h (Lin e Somero, 1995). O programa
GelQuant.Net, da BioChemLabSolutions.com, foi utilizado para medir a densidade Optica das
regibes coradas do gel e quantificar os niveis de MDH no gel de poliacrilamida.
(http://www.biochemlabsolutions.com/GelQuantNET.html, acesso em 08/09/2016).

Foi também realizado um experimento (controle negativo) em que o gel, apés eletroforese,
foi incubado com todos os reagentes, exceto o substrato malato. O resultado foi auséncia
completa de bandas, indicando que desidrogenases inespecificas ndo contribuiram para a
formacéo de bandas.

2.5. Analise estatistica

Foi realizada a analise de variancia ANOVA, seguida de pos-teste de Tukey, utilizando-se
0 programa estatistico GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, Califérnia). As diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando
p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O nivel de MDH muscular de A bimaculatus do sitio P2 foi 1,8 e 2,5 vezes maior do que
0s niveis encontrados em P1 e P3, respectivamente (Figura 1).

Os niveis elevados de MDH em espécimes de P2, mostraram que esse ambiente aquético
foi capaz de elevar o potencial gerador de ATP muscular de A. bimaculatus. Os niveis teciduais
dessa enzima em tecidos de peixes tém sido associado ao consumo de oxigénio e a capacidade
aerdbia geradora de ATP (Torres e Somero, 1988; Torres et al., 2012). Alteracdes naturais e
antropicas de ambientes aquaticos sdo capazes de alterar demandas energéticas, mobilizar
substratos energéticos e induzir respostas metabdlicas em sistemas fisioldgicos de peixes
(Portner et al., 2008; Rodrigues et al., 2011). A poluicéo por esgoto foi capaz de elevar o0s niveis
de substratos energéticos no sangue e enzimas do metabolismo energético hepéatico dos peixes
antarticos Notothenia rossii e N. coriiceps (Rodrigues et al., 2015). A andlise fisico-quimica da
agua dos pontos P1, P2 e P3 ja foi publicada, bem como o mapa com a localizagéo desses pontos
(Batista et al., 2014, Ribeiro et al., 2015). Esses dados da analise fisico-quimica indicaram que
a condutividade de 198,7 uS/cm do ambiente aquatico de P2 foi 1,9 vezes maior do que em P1,
e, 1,6 vezes maior do que em P3, mostrando que os peixes de P2 estavam expostos a niveis
elevados de eletrolitos, de um ambiente impactado (CETESB, 2009). Assim, 0 aumento do
potencial gerador de ATP muscular dos peixes coletados em P2, indicado pelo aumento dos
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niveis de MDH, pode ter sido necessario para sustentar processos ativos voltados para
manuten¢do da homeostase muscular de eletrolitos (Williams e Frausto da silva, 2000).

= 15-
© ]
= ]
K] | b
o
5 —_
ga 10
S a
T J
o a
= ] |
o 54
T ]
Q
U -
[3+]
K ]
= 1
< o . 3
P1 P2

Pontos de Coleta

Figura 1. Niveis de MDH muscular de A.
bimaculatus. Os valores representam a média + erro-
padrdo da média. Letras diferentes acima das barras
indicam diferencga significativa (p < 0,05).

Considerando que P2 est4 proximo de uma area de cultivo de arroz, os niveis de MDH de
A. bimaculatus podem ter sido modulados por pesticidas presentes em efluentes dessa cultura.
O pesticida clorpirifos, o qual foi capaz de elevar a atividade da MDH hepatica de Clarias
batrachus (Narra et al., 2015), tem sido encontrado em areas irrigadas proximas de riziculturas
(Britto et al., 2015). No presente estudo, ndo foram quantificados os niveis de agrotoxicos na
agua dos trés pontos de coleta. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para comprovagao
da hipotese do envolvimento de clorpirifos sobre a elevacdo da atividade de MDH de A.
bimaculatus. Outro composto que poderia elevar os niveis dessa enzima é o Benzo(a)pireno
(BaP), um Hidrocarboneto Policiclico Aromatico (HPA), pois ele aumentou a expressao génica
dessa enzima no figado do peixe Oryzias latipes (Oh et al., 2012). O BaP é considerado um dos
agentes carcinogénicos, embriotoxicos e teratogénicos mais potentes com agdo em animais
(Caruso e Alaburda, 2008). O monitoramento da exposi¢do ao HPA em humanos é realizado
por determinacgéo de seus metabolitos em fluidos biologicos ou dos adutos com proteinas, DNA
e RNA, e mutacOes genéticas (aberragcbes cromossomicas, formacdo de micronicleos, etc)
(Pereira Netto et al., 2000). O monitoramento pode também ser realizado por determinacéo de
HPA nos tecidos de peixes (Dhananjayan e Muralidharan, 2012). Entretanto, 0 monitoramento
através dos niveis de MDH ndo tem sido relatado. Os nossos resultados sugerem que a MDH
muscular de A. bimaculatus deve ser melhor investigada quanto ao seu potencial uso no
biomonitoramento da presenga de benzo(a)pireno ¢ de clorpirifés nos corpos d’agua da bacia
hidrografica do rio Una.

A Figura 2 mostra a distribuicdo de formas isozimaticas de MDH musculares de A.
bimaculatus. Com base no padréo de migragéo das isozimas de Astyanax fasciatus (De Luca et
al., 1983), é possivel que a banda que migrou mais rapidamente para o anodo (MDH-1) seja
equivalente (homélogo) ao dimero Bz, sendo seguido pelos dimeros AB (MDH-2) e A2 (MDH-
3). Nesse caso, esses trés dimeros seriam isoformas de cMDH e as demais bandas isoformas de
mMDH, que em varias espécies, frequentemente migram mais lentamente ao anodo em relagdo
a todas as cMDH (Thorne et al., 1963; De Luca et al., 1983; Monteiro et al., 1991).
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Figura 2. Atividade de isozimas de MDH extraidas do musculo de A. bimaculatus capturados em
3 locais de coleta (P1, P2 e P3). Extratos enzimaticos de cada individuo foram analisados (linhas a
- 1). As isozimas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, tendo sido aplicadas
15 ug de proteina em cada poco.

A MDH-1 esté presente em todos os individuos analisados (Figura 2), independentemente
do local da coleta. Ja as MDH-1, 2 e 3 estdo presentes em todos 0s espécimes coletados em P2,
mas ndo naqueles coletados em P1 e P3. Em 50% dos espécimes de P1 (Figura 2, linhas a e ¢),
0s niveis de MDH-1 e 2 foram equitativos; e, 50% dos espécimes de P3 (Figura 2, linhas i € j)
apresentaram niveis de MDH-1, 2 e 3 com forte predominancia de MDH-1. Portanto, o padrédo
de atividade isozimética variou entre individuos coletados num mesmo local. A auséncia de
atividade de MDH-3 (Figura 2, linhas a, k e I) sugere que o homodimero Az ndo foi expresso
ou ndo foi ativo em alguns individuos provenientes de P1 e P3. Mas, a subunidade A estava
sendo sintetizada, pois o heterodimero AB (MDH-2) estava presente nesses individuos. Em um
dos espécimes (Figura 2, linha b), o heterodimero AB estava ausente. Essa situacdo €
semelhante aquela verificada em 3 espécies de peixes da ordem Siluriformes, cuja atividade do
heterodimero AB nao foi detectada (Monteiro et al., 1991).

Os niveis de MDH-1 muscular de espécimes coletadas em P3 foram 1,9 e 2,4 vezes maiores
do que daqueles provenientes de P1 e P2, respectivamente. Por outro lado, os niveis de MDH-
5, -6 e -7, foram significativamente menores nos espécimes coletados em P3, em compara¢do
com os de P1 (Tabela 1).

O sitio de coleta P3 apresenta caracteristicas de um local poluido, proximo a &rea de
pastagem e com elevada DQO, que sinaliza a presenca de matéria organica. Em estudo anterior,
realizado com o figado desses mesmos lambaris, ficou evidente que os niveis mais elevados de
catalase e superdxido dismutase, podem estar relacionados com respostas protetoras de estresse
oxidativo (Batista et al., 2014). Os niveis de isozimas, convertidos em intensidades relativas
da cor das bandas (Tabela 1) ndo foi diferente entre espécimes de P1 e P2. Entretanto, a MDH
total de P1 foi menor que a de P2 (Figura.1) e deve-se a variabilidade dos niveis de MDH entre
especimes de P1, onde 50% apresentaram niveis relativamente baixos de MDH em relacdo ao
restante dos especimes, diferentemente dos espécimes de P2, que apresentaram niveis
semelhantes MDH total (Figura 2). Portanto, de um modo geral, o padrdo de isozimas variou
de acordo com o0 ambiente em que os lambaris viviam.

O mecanismo de regulacdo dos niveis celulares de MDH tem sido pouco investigado em
peixes. Em estudo conduzido com pré-adipdcitos de camundongos (Kim et al., 2012), ficou
evidente que o aumento da atividade de MDH citosolica (MDH1) decorre da acetilacdo da
estrutura enzimética em residuos de lisina. Nesse caso, a ativa¢do dessa MDH1 por acetiliagéo,
promovida por niveis citosdlicos elevados de acetil-coenzima A, estariam acelerando a
transferéncia de cadeias carbonicas da mitocondria para o citosol e favorecendo o processo de
lipogénese. Em leveduras, apds um periodo de privacdo de glicose, a reintroducdo desse
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monossacarideo promove fosforilacdo de uma MDH citosolica (MDH2) que, nesse estado, €
encaminhada & via catabolica. Consequentemente, ocorre a diminuicdo da atividade dessa
enzima. Foi sugerido que o aumento da oferta de glicose para a levedura inibe a gliconeogénese,
e, a atividade de MDH seria inibida, pois ela estaria envolvida nesse processo (Minard e
McAlister-Henn, 1994; Hung et al., 2004).

Tabela 1. Intensidade relativa (%) da coloracdo das bandas
eletroforéticas de MDH do masculo de A. bimaculatus
coletado em trés locais (P1, P2 e P3).

Isozimas Pontos de Coleta
P1 P2 P3

MDH-1 274+64 221+13 526+3,7""
MDH-2 22,0+14,00 20,6+51* 145+212
MDH-3 108+75 150+1,00 12,4+54°
MDH-4 10,7+2,4 104+24  10,1+3,0°
MDH-5 147+55 10,1+25% 54+14"
MDH-6 53+21* 11,1+58® 27+0,9"
MDH-7 92+51* 10,8+2,00 2,3+0,5"

Nota: A soma das intensidades relativas de todas as bandas de um
individuo foi considerado 100%. Os valores representam a média +
desvio-padrdo dos individuos provenientes de um mesmo local.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa,
onde *** p <0,0001; ** p<0,01; * p<0,05.

Com relagdo a mMDH, tem sido proposto que, em células de linhagem hipocampal de
camundongo, microRNAs (miRNA) promovem a degradacdo do RNA mensageiro para essa
enzima numa etapa poés-transcricional, contribuindo para diminuir a atividade da enzima.
Entretanto, quando essas células foram submetidas a condicGes de estresse oxidativo, houve
diminuicdo do nivel de miRNA e houve um aumento dos niveis do RNA mensageiro para
MDH. Consequentemente, houve o aumento da atividade dessa enzima (Shi e Gibson, 2011).
Em outros casos, a forma mitocondrial da enzima pode também ser inibida na medida em que
ocorre a dissociacdo do dimero em baixas concentragdes da enzima e em meio acido . Essa
forma é regulada alostericamente por citrato (podendo ser ativada ou inibida, dependendo da
concentracdo do substrato), inibida por 2-tenoiltrifluoroacetona, ATP, ADP, AMP, fumarato,
aspartato e apresenta inibicdo pelo substrato, o oxaloacetato (Dasika et al., 2015). Portanto, a
diferenca nos padrdes de atividade pode ser decorrente de diferentes mecanismos de regulagéo
da enzima, desencadeada por fatores enddgenos e exdgenos, incluindo os contaminantes
ambientais.

4. CONCLUSAO

Os niveis de MDH muscular foram aumentados em A. bimaculatus coletados nas
proximidades de uma &rea agricola (P2), sugerindo a necessidade de uma investigacdo da
contaminacdo por clorpirifés e/ou BaP na bacia hidrografica do Una. Foram detactadas 7
isoformas de MDH. O nivel da isoforma MDH-1 foi maior em lambaris coletados em P3, em
comparagdo com os de P1 e P2. Por outro lado, os niveis de MDH-5, -6 e -7 foram menores em
espécimes coletados em P3, em comparacdo com P1. Portanto, as atividades de isozimas de
MDH muscular de A. bimaculatus sdo sensiveis as alteracdes ambientais. Assim, 0s niveis de
MDH desse peixe podem constituir um marcador bioquimico para o biomonitoramento das
aguas da bacia hidrografica do rio Una e das outras bacias, considerando que a espécie apresenta
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ampla distribuicéo geografica. A abundancia do tecido muscular em relacdo aos demais tecidos,
também favorece a utilizagdo de MDH muscular para esse proposito.
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