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Resumo- A evolugcdo dos organismos, do metabolismo se adaptaram as temperaturas ambientais. Os
peixes apresentam um maior nimero de locos génicos do que os vertebrados terrestres, principalmente no
gue se refere aos sistemas isozimicos como a da lactato desidrogenase ocupando uma importante posi¢éo
no metabolismo celular fora da via glicolitica, na fase anaerébica, que o piruvato é convertido a lactato pela
acdo da LDH - lactato desidrogenase, e as enzimas podem alterar a sua afinidade de acordo com o
substrato. O estudo da LDH teve um grande impulso pela combinacéo da técnica de eletroforese em gel de
amido, foi detectado que existe como cinco formas moleculares resultantes da associa¢cdo ao acaso de duas
subunidades, A e B, formando o loco LDH-A* codifica a subunidade A, predominante em musculo
esquelético e o loco LDH-B* codifica a subunidade B, em musculo cardiaco. A LDH serve como indicadora
de condicbes fisioldgicas ou estruturais alteradas, desempenha um papel importante em condicbes de
estresse ocasionado por agentes quimicos, e tém sido objeto de estudos devido a alteracdo de sua

atividade em organismos aquaticos sob exposicdo aguda ou crénica a agroquimicos.
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Introducéo

As caracteristicas estruturais e funcionais de
um organismo, em geral, parecem ser
especializadas em aumentar suas chances de
sucesso no ambiente em que se encontram.

Durante a evolucdo dos organismos, o
metabolismo celular e conseqlientemente, a
estrutura e funcdo dos componentes celulares se
adaptaram as temperaturas ambientais e celulares
(ZUBER,1988).

Assim, dentro desta forma de adaptacao
bioguimica, as enzimas podem alterar a sua
afinidade ao substrato em fungédo da temperatura,
pH e outros fatores pelos quais suas funcdes
sejam modulaveis.

Os peixes apresentam um maior nimero de
locos génicos do que os vertebrados terrestres,
principalmente no que se refere aos sistemas
isozimicos da isomerase fosfoglicbnica, lactato
desidrogenase, malato desidrogenase e creatina
quinase. Segundo FISHER et al. (1980), a relativa
constancia no numero de locos entre as varias
espécies de peixes, assim como os padrbes
caracteristicos de expressdo tissular diferencial
dos locos isozimicos para estes organismos
sugerem que as isozimas desempenhem papéis
essenciais na fisiologia destes organismos.

A existéncia de variabilidade genética é uma
condicdo necessaria para a evolugdo. Na

realidade, uma quantidade especifica e um tipo
definido de variagdo genética pode provocar a
adaptacdo e a adaptabilidade de uma populacgéo.
As vantagens de um estoque de variacdo genética
sdo evidentes, pois quanto maior o nimero de
tipos genéticos em uma populacao, tanto maior a
sua probabilidade de incluir genétipos capazes de
suportar mudangas estacionais ou temporais.
Assim, a presengca da variabilidade genética
permite uma utilizacdo melhor do ambiente, uma
vez que tornam possivel a colonizagdo de habitat
marginais e diferentes sub-nichos.

Desta forma, o estudo de isozimas
proporcionou, e tem proporcionado, uma
consideravel compreensdo das subunidades
estruturais das enzimas (MARKERT & WHITT,
1968).

A lactato desidrogenase (LDH, EC 1.1.1.27
lactato: NAD-oxidoredutase) é encontrada em
todas as células dos vertebrados assim como, em
muitos invertebrados, ocupando uma importante
posicdo no metabolismo celular fora da via
glicolitica. Na fase anaerbbica, o piruvato é
convertido a lactato pela acdo da LDH, com
oxidagdo simultanea da coenzima NADH a qual é
essencial para a complementacdo de um passo
anterior da glicolise, ou seja, na passagem de
gliceraldeido-3-fosfato para 1,3-difosfoglicerato.
Isto possibilita a continuidade da glicdlise mesmo
em auséncia de oxigénio. Quando o oxigénio se
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torna novamente disponivel, o lactato pode ser
reoxidado; e o piruvato é levado, via acetil
coenzima A, para o ciclo de Krebs com
consequente fosforilacdo oxidativa e formacao de
gas carbonico e agua.

O estudo da LDH teve um grande impulso com
HUNTER & MARKERT (1957), pela combinacao
da técnica de eletroforese em gel de amido,
desenvolvida por SMITHIES (1955), com métodos
histoquimicos (zimograma). Com isso foi possivel
verificar que a LDH é um tetrAmero que, na
maioria dos vertebrados, existe como cinco formas
moleculares resultantes da associagdo ao acaso
de duas subunidades, A e B, codificadas por dois
locos génicos diferentes (CAHN et al., 1962;
SCHWANTES, 1970). O loco LDH-A*, codifica a
subunidade A, predominante em mdusculo
esquelético e o loco LDH-B* codifica a subunidade
B, predominante em musculo cardiaco. Essa
associagdo ao acaso leva a formacdo dos
diferentes tetrameros: A4, A3B, A2B2, AB3, B4
com peso molecular de aproximadamente 140.000
(DARNALL & KLOTZ, 1975) apresentando
diferentes pontos isoelétricos. O homopolimero B4
€ carregado mais negativamente sendo, portanto,
anddico. JA o homopolimero A4 ¢é carregado
menos negativamente, constituindo-se na isozima
catédica e 0s heteropolimeros,
consequientemente, apresentam mobilidade
intermedidria a estes (PICKLES et al. 1964).
Todavia, em um terco dos teleésteos estudados, a
LDH apresenta-se com mobilidade reversa, ou
seja, a isoforma A4 € o componente mais anddico
e a isoforma B4 é o menos anodico

A LDH é uma enzima ndo somente funciona
como enzima de ligacdo entre o metabolismo de
proteinas e carboidratos, como também serve
como indicadora de condi¢gBes fisioldgicas ou
estruturais alteradas. Esta enzima desempenha
um papel importante em condicGes de estresse
ocasionado por agentes quimicos, e tém sido
objeto de estudos devido a alteragcdo de sua
atividade em organismos aquaticos sob exposi¢ao
aguda ou crdnica a agroquimicos(Rao et al., 1990;
Reddy et al., 1995; Asztalos et al., 1990), incluindo
compostos com acgéo fungicida (Rojik et al., 1983,
Tiedge et al.,1986).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo
determinar o padrédo eletroforético da LDH de uma
espécie de lambari — Astianax bimaculatus,
coletados em uma cava de areia abandonada no
Vale do Paraiba (Campus Urbanova-Univap/Séo
José dos Campos).

Materiais e Métodos

Foram realizadas 02 coletas nas quais utilizou-
se redes de espera com malhas de 3,0 a 10,0 cm
em diferentes esta¢fes ao longo do ambiente de
estudo, onde foram coletados vinte e nove

animais.

Na determinacdo dos padrbes eletroforéticos,
foram utilizados musculo esquelético, coragcédo e
figado de cada exemplar. Os tecidos foram
homogeneizados em um homogeneizador do tipo
Potter-Elvehjem, em igual volume de tampao
fosfato de potassio, 50 mM pH 7,0 e os extratos,
obtidos por centrifugagdo a 12.000g, a 4°C,
durante 20 minutos.

Para a determinacdo dos  padrbes
eletroforéticos dos exemplares, utilizou-se a
técnica de eletroforese em gel de amido, sistema
horizontal, segundo SMITHIES (1955). No preparo
do gel foi utilizado o amido de milho, obtido
segundo VAL et al. (1981), numa concentragcdo de
13% e os sistemas de tamp&o Tris Borato EDTA
alcalino (EBT) 1,42M pH 8,7.

Apoés a eletroforese, as bandas com atividade
foram reveladas através de métodos de coloragao
histoquimica. Na detec¢do da atividade da LDH
utilizou-se a seguinte solucdo de coloracdo: 64
mM de lactato, 7,099 x 10* M de MTT, 2,88 x 10™
M de PMS, 2,491 x 10 * M de NAD, dissolvidos
em tampéo fosfato de sédio pH 7.0 0,5M e agar
1,5% a 50° C.

Para a descricAo dos locos/alelos, foram
adotadas as nomenclaturas postuladas por
SHAKLEE et al. (1989). Em caso de deteccéo, os
alelos foram denominados utilizando o c6digo 100
para 0 alelo mais comum em cada loco e os
demais alelos do loco denominados de acordo
com a distancia em que as respectivas bandas se
posicionaram em relacéo ao alelo 100.

As frequéncias génicas foram calculadas com
base na andlise dos locos detectados em
eletroforese, admitindo-se uma heranca
mendeliana simples do tipo co-dominante.

Resultados

Até o presente momento, em 15 exemplares
analisados de Astyanax bimaculatus, foi
identificado em em gel de amido apenas um
fenétipo distinto tanto para o loco LDH — A%,
quanto para o loco LDH-B* (A(100) / B(100)).

Os padrées eletroforéticos da Lactato
desidrogenase da espécie de peixe, Astyanax
bimaculatus, aqui analisadas, foram interpretadas
de acordo com a mobilidade relatva e a
especificidade tissular dos seus componentes
eletroforéticos. Assim, no presente trabalho, foram
detectados 0s seguintes componentes: 0 mais
anddico ou B4, que é caracteristico do musculo
cardiaco, e o mais catédico ou A4 que €
predominante em musculo esquelético. Além dos
homopolimeros, o padrdao eletroforetico da LDH
pode apresentar também os heterodimeros A2B2,
formados pela associacdo ao acaso das duas
subunidades A e B, sendo o0s demais
heteropolimeros ndo detectados.
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Discusséo

A Lactato desidrogenase tem sido estudada
em diversos grupos de vertebrados, dos Agnathas
ao homem.

Tais estudos tém revelado que a variacdo
genética que leva a existéncia de alelos e locos
multiplos devida a duplicacao génica, que contribui
para a multiplicidade da enzima (LDH) em varias
espécies. O numero de genes que codifica a LDH
pode variar entre os vertebrados, no restante ela
existe tipicamente como uma banda principal
podendo ter bandas menores devido aos
heterodimeros e também a presenca de
polimorfismo.

A lactato desidrogenase dos vertebrados € uma
enzima de alto significado e de especial interesse
por ocorrer como isozimas, codificadas por genes
multiplos, que evoluiram substancialmente em sua
estrutura e regulacdo durante o desenvolvimento
filogenético. Assim como, visto anteriormente em
outros estudos, foram detectados dois locos —
LDH — A* e LDH — B* assim como em outras
espécies de peixes.

A atividade em musculo esquelético consistiu
principalmente na subunidade produzida pela
LDH - A* e em musculo cardiaco,
predominantemente na atividade do loco LDH —
B*.

Consideracdes finais

Foi analisado padréao eletroforético da LDH em
15 individuos dos 29 exemplares coletados sendo
que, para os dois loci que as codificam, ndo foi
observado a presenca de alelos variantes.

Assim, a fim de realizarmos um estudo
populacional, torna-se necessario ampliar o
namero de individuos analisados procurando
verificar realmente se na populacédo estudada néo
existe a presenca de alelos variantes, para ambos
os loci da LDH.
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