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PURIFICACAO E ISOENZIMAS DA LACTATO DESIDROGENASE DO MUSCULO EPAXIAL DE
Prochilodus scropha e Notothenia neglecta*.
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ABSTRACT - It has been carried out a comparative study on the purification of the lactate dehydrogenase (L-
lactate NAD" oxidoreductase, E.C.1.1.1.27) from the epaxial muscle of the tropical fish Prochilodus scropha
and the Antarctic fish Notothenia neglecta. Purification of LDH from both sources was carried out by oxamate-
agarose affinity chromatography. The eletrophorectic profile in cellulose acetate showed a single band in both
preparations. However it has been observed that in barbital buffer pH 8.6, the LDH from P. scropha migrates
towards the cathode while the LDH from N. neglecta, migrates towards the anode.
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RESUMO - Foi levado a efeito um estudo comparativo de purificacio da lactico desidrogenase (L-lactato NAD"
oxidorreductase, E.C.1.1.1.27) do musuclo epaxial do peixe tropical Prochilodus scropha e do peixe antértico
Notothenia neglecta. A purificagdo da LDH de ambas as fontes foi procedida por cromatografia de afinidade em
oxamato-agarose, tendo revelado uma tnica banda de proteina em eletroforese em acetato de celulose, para
ambas as preparagdes. Contudo, foi verificado que em eletroforese em tampéao barbital pH 8,6, a LDH de P.

scropha migra para o catodo enquanto que a de N. neglecta migra para o anodo.

Palavras-Chave: Lactato desidrogenase; Prochilodus scropha; Notothenia neglecta.

Introducio

A lactico desidrogenase (LDH) (L-Lactato: NADH
oxidorredutase, E.C.1.1.1.27), ¢ de fundamental
importancia em processos envolvendo o metabolismo
glicidico. Essa enzima catalisa a transformagdo
reversivel do lactato para piruvato, com suporte
coenzimatico do sistema NAD/NADH + H'. E
essencial para o suprimento de NAD" para a reacio da
gliceraldeido-fosfato desidrogenase, direcionando dessa
forma a finalizagdo aerdbica ou anaerdbica da via
glicolitica, frente as necessidades metabolicas do tecido.

A LDH ¢ um tetramero de PM 140.000. Cada
subunidade liga-se a uma molécula de coenzima e
reage independentemente com o substrato
(HECK,1969). Dois tipos de subunidades estdo
presentes na proteina oligomérica de LDH ¢ o
padrdo isoenzimatico esta relacionado com o tipo
de metabolismo de cada tecido: o tipo H (coragdo) e
o tipo M (musculo), de acordo com os 6rgdos em
que foram obtidos (DAWSON et al., 1964). O tipo
H (ou tipo B) predomina em tecidos de
metabolismo aerdbico, tal como o musculo
cardiaco. E composta de 4 subunidades (H,), sendo
inibida por altas concentrag¢des de piruvato (dentro
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de uma taxa fisioldgica) e com baixo Ky, para este
substrato. O tipo M (ou tipo A) predomina em
tecidos como o musculo esquelético, o qual deriva
grande parte de sua energia da glicolise anaerobica.
A isoenzima do musculo esquelético esta adaptada
para converter altas concentragdes de piruvato a
lactato apresentando alto Ky; e Vmax elevado para
o piruvato (SIDELL e BELAND, 1980).

A LDH tem sido purificada de varias fontes, tanto
de animais como de vegetais, e muitos procedimentos
para o isolamento da enzima foram utilizados.
STRAUB (1940) purificou pela primeira vez a LDH
de coracdo de bovino. A metodologia utilizada
consistia em adsor¢do da enzima por fosfato de calcio,
elui¢des e varias etapas de precipitacdo com sulfato de
amonio e acetona. O método amplamente utilizado na
purificagdo da enzima durante os ultimos 20 anos tem
sido a cromatografia de troca ibnica, com
dietilaminoetilcelulose (DEAE), carboximetil-celulose
(CMC) e fosfocelulose (PC) (SCOPES, 1981).

Elui¢do por afinidade em cromatografia de troca
ionica envolve a eluicdo de enzimas (ou outro
ligante especifico) por inclusdo de um substrato ou
ligante especifico no tampao de eluigdo. Um ligante
com carga liga-se a molécula de proteina reduzindo
a carga total e entdo decrescendo a interagdo da
proteina com o trocador i6nico. Portanto, o ligante
deve ter a mesma carga de trocador i6nico, oposta a
proteina a que vai ligar-se.

Lactato desidrogenase existe numa variedade de
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formas isoenzimaticas, Hs, HsM,, H,M,, HiM; e
M;. Essas formas isoenzimaticas sdo separadas por
eletroforese em acetato de celulose e podem ser
subsequentemente visualizadas em 5 bandas
distintas por uma reagdo de coloragdo especifica.

As isoenzimas H e M sdo similares no peso
molecular mas diferem grandemente em
propriedades fisicas, quimicas e imunologicas,
como também nas propriedades cataliticas e em sua
distribuicdo nos tecidos (VESELL, 1966; VESELL
e YIELDING, 1966 e BAILEY e WILSON, 1968).
Em mamiferos e aves, e em alguns peixes
teledsteos, existe um terceiro tipo de LDH,
denominado de LDH X ou isoenzima C. Em peixes,
ela é encontrada no figado (REHSE e DAVIDSON,
1985), no cérebro ¢ no olho (FITCH, 1988,
COPPES et al., 1992), e em ratos, no espermatocito
(SPIELMANN et al., 1973).

Peixes da familia Notothenidae sdo abundantes e
amplamente distribuidos nos mares antarticos,
sendo o grupo de peixes mais diversificado em
relacdo a espécie, habitat e distribuicao. Evidéncias
sugerem que espécies de peixes Antarticos
tornaram-se isolados pela convergéncia
circumpolar Antartica durante o Periodo Terciario e
tém evoluido independentemente de outros grupos
de teledsteos sob pressdo seletiva de glaciagdes
sucessivas desde aquele tempo (De WITT, 1971).

O presente trabalho (CARVALHO, 1997) descreve
a purificagdo da LDH do musculo estriado branco de
Notothenia neglecta ¢ de curimbata, Prochilodus
scropha, além de verificar a presenga de formas
multiplas da enzima que determinam o seu padrdo
1soenzimatico. De outro lado, intenta-se com o
presente trabalho fazer um estudo comparativo entre
as propriedades da LDH de musculo estriado de
peixes adaptados as condigdes ambientais do
Continente Antartico e de peixes da regido tropical.

Material e Métodos

A LDH foi obtida e purificada a partir de musculo
estriado branco de exemplares de Prochilodus
scropha, curimbata, capturados no Centro de Cultivo
de Peixes do IBAMA, Pirassununga, S3o Paulo.
Peixes adultos foram levados para o laboratério do
Centro de Cultivo, onde foram sacrificados por sec¢@o
da coluna vertebral. A seguir, os tecidos musculares
estriados foram dissecados, lavados em solugdo
fisiologica a 4°C, armazenados e mantidos a 4°C, e
transportados para o Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo, em isopor contendo gelo
seco. O material biologico de Notothenia neglecta foi
obtido durante a Operagdo Verdo da XIV Expedicao
Antéartica Brasileira. Peixes adultos foram levados
para o Laboratorio da Estacdo, onde foram
sacrificados por sec¢do da coluna vertebral. A seguir,
os tecidos musculares estriados foram dissecados,

lavados em solugdo fisiologica a 4°C, armazenados e
mantidos a 4°C, e transportados para os nossos
laboratorios em isopor contendo gelo seco.

Substratos, coenzimas, lactato desidrogenase e
outros produtos quimicos foram obtidos da Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA e produtos
inorganicos utilizados foram todos pro-analise.

A LDH do extrato bruto, foi purificada por
cromatografia de afinidade em oxamato-agarose. A
cromatografia foi executada segundo o método de
O’CARRA e BARRY, 1972. A resina de oxamato-
agarose foi transferida para coluna de vidro de 0,7 x
10,0 cm e lavada em tampao fosfato de potassio 0,02
M, pH 6,8 contendo NaCl 0,5 M, equilibrada em
tampao fosfato de potassio 0,02 M, pH 6,8 contendo
NaCl 0,5 M e NADH+ H' 0,2 mM. Cerca de cinco
gramas de musculo estriado congelado, para ambas as
espécies, foram lavados em solucdo salina 0,9% e
ressuspensos em tampdo fosfato 0,02 M, pH 6.8,
contendo NaCl 0,5 M. Os tecidos foram
homogeneizados em tampao fosfato de potassio 0,02
M, pH 6.8, contendo NaCl 0,5 M, na proporg¢do de 1:4
de tampdo em homogeneizador do tipo Potter-
Elvehjem. Os homogeneizados foram centrifugados
em centrifuga refrigerada K70D, 4°C, a 10.000 rpm,
durante 30 minutos. Os sedimentos foram
desprezados; os sobrenadantes, constituindo o extrato
bruto (EB), foram utilizados como fonte de enzima.
Aliquotas de 3,0 ml do extrato bruto, de ambas
preparagdes, foram adicionadas de NaCl 0,5 M e
NADH + H" 0,2 mM, pH 6,8 e adicionadas a coluna
de oxamato-agarose. O fluxo foi ajustado para 1,0
ml/20 minutos. Apos a fixagao da enzima, a coluna foi
lavada com tamp3ao fosfato de potassio 0,02 M, pH 6,8
contendo NaCl 0,5 M e NADH + H' 0,2 mM até que
a leitura de absorbancia a 280 nm ndo mais indicasse a
presenca de proteina. A enzima foi eluida com o
mesmo tampdo, na auséncia de NADH+H'. As
fracoes coletadas foram entdo analisadas quanto a
atividade de LDH e concentragdo de proteina. A
separacdo das formas isoenzimaticas da LDH foi
realizada através da eletroforese em acetato de
celulose, utilizando-se o extrato bruto de muisculo
estriado branco de Prochilodus scropha e de
Notothenia neglecta obtidos como foi descrito. O
método empregado foi o descrito por BARNETT,
1962, usando-se tampao barbital de sédio 0,04 M, pH
8,6 e fitas de acetato de celulose (2,5 x 14 cm) a 200V,
23 mA, durante 2 horas a 4°C. As fitas foram
reveladas sobre camada de ionagar Smg/ml
solidificada em placa de vidro, contendo lactato de
litio 0,IM, NAD' 1,5mM, NBT 04mM, PMS
0,ImM, em estufa a 37°C, durante 40 minutos na
auséncia de luz. Apos a revelagdo, as fitas foram
desidratadas em metanol puro e diafanizadas em
solucdo contendo metanol 85%, acido acético glacial
14% e glicerol 1%.

A atividade da LDH foi medida em meio contendo
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NADH+ H" 0,14 mM e piruvato de sédio 1 mM, em
tampdo fosfato de soédio 0,1 M, pH 7.4, em volume
final de 1,0 ml, segundo BERGMEYER ¢ BERN,
1974. A velocidade de oxidacdio do NADH+H" foi
acompanhada em espectrofotometro BECKMAN DU
640, em comprimento de onda de 340 nm e a
temperatura de 25°C para Prochilodus scropha e entre
8,0 + 2,0°C para Notothenia neglecta.

Uma unidade (UI) de LDH ¢ definida como a
quantidade de enzima que catalisa a transformagao
de 1 um de piruvato ou de lactato por minuto, nas
condi¢des de ensaio especificadas. A atividade
especifica ¢ expressa em Ul/mg de proteina.

A concentragdo de proteina foi determinada
pelo método de LOWRY et al., (1951), utilizando-
se como padrdo protéico a albumina sérica bovina.

Resultados

A LDH de Prochilodus scropha e de Notothenia
neglecta foi extraida e purificada por cromatografia
de afinidade em coluna de oxamato-agarose. Os
dados sdo mostrados nas Tab. 1 e 2. Os perfis
cromatograficos de elui¢do em oxamato-agarose da
LDH de Prochilodus scropha e de Notothenia
neglecta sao mostrados nas Fig. 1 e 2.

Tabela 1. Extracdo e purificacdo de LDH de musculo estriado de Prochilodus scropha em oxamato-agarose.

Proteina  Volume  Atividade Atividade Rendimento Purificacao
AMOSTRA (mg/ml) (ml) (Ul/ml) especifica (%) X)
(Ul/mg
de proteina)
Extrato Bruto 20,77 1,00 503,38 24,33 100,00 1,00
Eluato da coluna de 0,06 1,00 227,33 3726,72 45,16 153,80

oxamato-agarose

Tabela 2. Extragdo e purificacdo de LDH de musculo estriado de Notothenia neglecta em oxamato-agarose.

AMOSTRA Proteina  Volume  Atividade Atividade Rendimento Purificacao
(mg/ml) (ml) (Ul/ml) especifica (%) X)
(Ul/mg
de proteina)
Extrato Bruto 33,30 1,00 113,99 3,42 100,00 1,00
Eluato da coluna 0,048 1,00 78,46 1651,79 68,83 482,98

oxamato-agarose

Fig 1. Perfil cromatografico da lactato desidrogenase de musculo estriado de Prochilodus scropha em oxamato-agarose. A coluna de
oxamato-agarose foi equilibrada com tampdo fosfato 0,02M, pH 6,8, contendo NaCl 0,5M e NADH+H" 0,2mM. O extrato bruto,
adicionado de NaCl 0,5M e NADH+H" 0,2mM, contendo 20,77 mg/ml de proteina foi aplicado a coluna. A eluicio foi levada a efeito
no mesmo tampio sem NADH+H" (A), acompanhada de leituras de absorbancia a 280 nm e a atividade enzimatica medida de acordo

com o procedimento descrito em Métodos.
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A eletroforese em acetato de celulose revelou a
presenca da isoenzima LDH-4, correspondente a
M, (Ay4), para o musculo esquelético branco de
ambas as espécies. As isoenzimas da LDH de
Prochilodus scropha e de Notothenia neglecta

apresentaram perfil eletroforético distintos. A
LDH-4 de Prochilodus scropha  mostrou
mobilidade eletroforética em direcdo ao catodo e a
LDH-4 de Notothenia neglecta mobilidade ao
anodo (Fig. 3).

Fig. 2. Perfil cromatografico da lactato desidrogenase de musculo estriado de Notothenia neglecta em oxamato-agarose. A coluna de
oxamato-agarose foi equilibrada com tampdo fosfato 0,02M, pH 6,8, contendo NaCl 0,5M e NADH+H" 0,2mM. O extrato bruto,
adicionado de NaCl 0,5M e NADH+H" 0,2mM, contendo 33,298 mg/ml de proteina e aplicado a coluna. A eluicio foi levada a efeito
no mesmo tampao sem NADH+H" (A), acompanhada de leituras de absorbancia a 280 nm e a atividade enzimatica medida de acordo

com o procedimento descrito em Métodos.
Discussio

Varios trabalhos sdo relatados na literatura
com enzimas da via glicolitica em peixes
antarticos SOMERO e HOCHACHKA, 1968;
LOW e SOMERO, 1976; FITCH, 1988; BACILA
et al., 1989; FELLER et al., 1991 e ZAMORA et
al., 1992. Entretanto, estudos bioquimicos em
peixes antarticos, com relacdo a lactato
desidrogenase, sao limitados a poucos trabalhos
(FITCH, 1988; BACILA et al., 1989 ¢ FELLER
etal., 1991).

BACILA et al. (1989), realizaram estudos sobre
o  metabolismo  tecidual do  “ice-fish”
Chaenocephalus aceratus, estabelecendo os niveis
das enzimas glicoliticas em musculo estriado,
musculo cardiaco e encéfalo. Verificaram que o
“ice-fish” possui niveis altos de PK, PFK, HK e em
particular de LDH em todos os tecidos analizados.
Estes mesmos autores verificaram que o “ice-fish”
Chaenocephalus aceratus possui niveis dessas
enzimas, inclusive os de LDH, superiores aos de
outros peixes antarticos tais como Notothenia rossii
¢ Notothenia neglecta.

Estes fatos mostram que um estudo mais
aprofundado das enzimas da via glicolitica ¢ de
fundamental importancia para melhor se entender
o comportamento bioquimico ¢ fisioloégico desses

animais. Como enzima diretamente ligada a via
glicolitica a LDH foi utilizada, na presente
pesquisa, purificada a partir do musculo estriado
de Notothenia neglecta e de Prochilodus
scropha.

O presente experimento mostra eluicdo de
LDH em cromatografia por afinidade em
oxamato-agarose. Oxamato ¢ um analogo
estrutural do piruvato contendo um grupo amida
que corresponde ao grupo metil do piruvato,
sendo um inibidor da LDH estritamente
competitivo com o piruvato. Os resultados
apresentados nas Tab. 1 e 2 mostram que na
passagem do extrato bruto (EB) pela coluna de
oxamato-agarose ocorre uma purificagdo de
153,80 vezes para LHD de Prochilodus scropha e
de 482,98 vezes para LDH de Notothenia
neglecta com recuperacdo de 45,16 ¢ 68,83 %,
respectivamente. Sendo o NADH+H" adicionado
a amostras de LDH e ao tampao de eluicdo, a
LDH ¢ retida na coluna e continua adsorvida
enquanto NADH+H" ¢é incluido no tampio de
eluicdo, a I-LDH liga-se primeiro ao NADH+H",
seguida do analogo ao piruvato. Tao logo o
NADH+H" foi omitido do tampao de eluicdo, a
LDH foi eluida praticamente um volume da
coluna depois (Fig. 1 e 2). Esses resultados sao
indicativos de um sitio de ligacdo para o analogo



69

Lactato Desidrogenase do Musculo Epaxial de Prochilodus scropha e Notothenia neglecta

ao piruvato a qual ¢ induzido na LDH na ligagdo
do NADH+H'", mas o qual estd ausente na
enzima livre (O’CARRA e BARRY, 1972). Esse
comportamento da enzima torna o método
duplamente especifico, uma vez que a adsorgdo
na oxamato-agarose seleciona a enzima na

especificidade ao oxamato e na especificidade ao
NADH+H'. Esses valores confirmam a
especificidade desta resina a LDH, ja descritos
por O'CARRA e BARRY, 1972; O’CARRA ¢
BARRY, 1974; FITCH, 1988; SASSAKI et al.,
1994.

P.scropha I

N.neglecta |

Musculo de rato I I

Figado de rato 1]

(-)catodo

(+)ﬁn0dJ

Fig. 3. Perfil eletroforético de formas multiplas da lactato desidrogenase de tecidos de rato comparadas com a lactato
desidrogenase do musculo estriado de Prochilodus scropha e de Notothenia neglecta. Aliquotas de 10 pl contendo 0,03-0,04
Ul de enzimas por ml de Prochilodus scropha e Notothenia neglecta foram aplicadas em fita de acetato de celulose ¢ a
eletroforese levada a efeito a 200 volts, durante 2 horas, em tampao barbital de sodio, 0,04 M, pH 8,6. As fitas foram
reveladas sobre camada de ionagar Smg/ml solidificada em placa de vidro, contendo lactato de litio 0,1M, NAD" 1,5mM,
NBT 0,4mM, PMS 0,1mM, em estufa a 37°C, durante 40 minutos. Apos a revelacdo, as fitas foram desidratadas em metanol
puro e diafanizadas em solug@o contendo metanol 85%, acido acético glacial 14% e glicerol 1%.

GADE (1978), a partir do manto muscular de
lula, Loligo vulgaris, ELLINGTON e LONG
(1978), com musculo de craca gigante Balanus
nubilus e THEBAULT et al., (1981), com musculo
caudal de camardo Palaemon serratus purificaram
a LDH através de cromatografia de afinidade em
Sephadex G-200. O primeiro obteve um aumento
de purificagdo e atividade especifica de 378 vezes;
para ELLINGTON e LONG (1978), a purificagdo
ndo resultou em aumento da atividade especifica,
mas removeu varias proteinas contaminantes e
THEBAULT er al, (1980) obtiveram um
rendimento de 42% e purificagdo de 15 vezes.

Cromatografia de afinidade em Sepharose-
5'AMP para a purificagdo da LDH foi realizada por
ELLINGTON e LONG (1978), os quais obtiveram
uma purificacdo de 662 vezes e recuperagdo de
32%, a partir do musculo de craca gigante Balanus
nubilus; THEBAULT er al., (1981), utilizando a
mesma resina de afinidade, com musculo caudal de
camardo Palaemon serratus, a purificagdo resultou
em um aumento da atividade especifica de cerca de
900 vezes e um rendimento de 13%; ZIETARA e

SKORKOWSKI (1993), a partir de diferentes
tecidos de bacalhau, Gadus morhua, utilizaram
diferentes procedimentos para a purificagdo da
LDH. A purificagdo para LDH-A, e LDH-B, foi
feita em musculo cardiaco para LDH-B4 e musculo
esquelético branco para LDH-A, e aplicacdo na
coluna de afinidade oxamato-agarose. Para a
obtengdo da isoenzima LDH-B’, o tecido utilizado
foi o estdmago de bacalhau. Este passou por varias
resinas de purificagdo, cromatografia de troca
ionica DEAE-celulose, Blue-agarose e
cromatografia de afinidade Sepharose-5'AMP. Na
LDH-C,, o tecido utilizado foi o figado, tendo sido
aplicado em cromatografia DEAE-celulose e
cromatografia de afinidade oxamato-agarose. A
purificag@o das isoenzimas LDH dos tecidos foi de
96% e 45 vezes para LDH-Ay, 21% e 35 vezes para
LDH-By, 29% e 245 vezes para LDH- B’y e 59% e
62 vezes para LDH-C,.

FITCH (1988), purificou a LDH a partir do
musculo de Notothenia neglecta ¢ Myoxocephalus
scorpius. Os tecidos foram aplicados em coluna de
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cromatografia de afinidade de oxamato-agarose,
obtendo uma purificagdo de 6-13 vezes e um
rendimento de 90%; SASSAKI et al, (1994),
purificaram a LDH de glandulas submandibulares
de rato, Rattus novegicus albino em cromatografia
de afinidade de oxamato-agarose e obtiveram uma
recuperagdo de 65% e purificagdo de 540 vezes.

SASAKI et al., (1989) e SASSAKI et al.,
(1994), utilizaram para purificagdo de isoenzimas
LDH-A4 e LDH-B, , cromatografia de afinidade em
Blue-Sepharose 6B, a partir de muisculo do peixe
“medaka”  Oryzias  latipes e  glandulas
submandibulares de rato, Rattus novegicus albino,
respectivamente. SASAKI et al., (1989), obtiveram
purificagdo de 82 vezes para LDH-A, e 117 vezes
para LDH-B, com recuperagéo de 3,36 ¢ 13% para
LDH-A,4 e LDH-B,, respectivamente; SASSAKI et
al., (1994), obtiveram uma purificagdo de 26,8
vezes e recuperagdo de 26%, outro experimento
descrito na literatura por JAVED et al, em 1995
utilizando cromatografia em colchicina-sepharose e
inativagdo pelo calor a 80°C durante 30 minutos,
purificaram a LDH-1 do figado de Uromastix
hardwickii obtendo uma recuperagdo de 17,38% e
um fator de purificagdo de 17,23 vezes.

Nossos resultados de purificagdo e recuperagdo
obtidos partindo-se do extrato bruto de musculo
esquelético branco de Prochilodus scropha e
Notothenia neglecta podem ser considerados
satisfatorios, o que vem a confirmar a
especificidade da resina oxamato-agarose para a
purificagdo da LDH, embora a fragdo purificada,
para ambas as espécies, tenha se apresentado
instavel, perdendo cerca de 10-15% da atividade
por dia. A fracdo purificada da resina oxamato-
agarose foi mantida em tampdo fosfato 0,1 M, pH
7,4, a 4°C, contendo glicerol 20%. Esta preparagio
manteve atividade constante por aproximadamente
2 meses.

A diferenca na inibi¢do do substrato tem sido
sugerida como a base para se distinguir o
desempenho fisiologico para isoenzimas de LDH
da maioria dos vertebrados. A LDH tipo H tem
atividade maxima em baixas concentragdes de
piruvato sendo fortemente inibida em altas
concentragdes. O tipo M mantém sua atividade em
altas concentragdes de piruvato. A inibi¢cdo da LDH
do coragdo pelo piruvato favorece a completa
oxidagdo de piruvato e lactato pela via oxidativa na
mitocondria, enquanto a LDH do musculo
esquelético permite o suprimento rapido de energia
via glicolise, convertendo as grandes quantidades
de piruvato que se formam em lactato liberando-o
para o sangue, o qual deve ser usado como fonte de
energia pelo coracdo principalmente durante
exercicios vigorosos, hipdxia ou durante a sua
recuperagdo (DAWSON et al., 1964; MENDIOLA
e DE COSTA, 1991). O mecanismo proposto para

inibicdo da LDH pelo piruvato ¢ a formacdo do
complexo ternario abortivo, LDH-NAD -piruvato,
resultando na interacdo do NAD" com o piruvato e
a enzima. A oxidagdo do NADH+H" para NAD"
durante a redugdo catalisada pela LDH de piruvato
para lactato resulta na formag¢do do complexo
ternario. Este complexo inibe competitivamente a
reducdo de piruvato pelo NADH+H'. A constante
de dissociagdo para o complexo ternario da LDH do
musculo cardiaco ¢ menor do que para a LDH do
musculo esquelético, com o resultado de que a
LDH do coragdo ¢ inibida em condigdes
fisiologicas enquanto que a forma muscular
esquelética tem significativa atividade. FITCH
(1988), que determinou a atividade maxima para o
musculo esquelético de Notothenia neglecta em 2,5
mM de piruvato e SASAKI et al., (1989), com
musculo esquelético branco de Oryzias latipes
determinaram o Km para piruvato em 0,62 mM.

Lactato desidrogenase da maioria dos peixes €
composta de 3 subunidades polipeptidicas distintas,
LDH-A, LDH-B E LDH-C, as quais t€ém sido
estabelecidas através de estudos genéticos,
bioquimicos e imunoldgicos. Enquanto as
subunidades A e B exibem uma ampla distribuicao
nos tecidos, a subunidade C contém isoenzimas que
sdo restritas a tecidos neurais ou digestivos,
predominantemente no figado e do globo ocular
(REHSE e DAVIDSON, 1985; FRANKEL, 1987,
FITCH, 1988, COPPES et al., 1992).

As formas moleculares de LDH foram separadas
primeiramente por eletroforese onde se observam
geralmente 5 bandas (ou formas) sendo 2 referentes
a formas parentais e 3 formas hibridas, todas
tetraméricas. As  formas parentais foram
denominadas de H e M de acordo com a
predomindncia de cada uma no cora¢do e no
musculo, respectivamente. O tipo H é composto de
4 subunidades H (Hy) ¢ o tipo M de quatro
subunidades M (M,), enquanto as 3 formas de LDH
sdo hibridos moleculares consistindo de misturas
das subunidades: M;H, M,H, ¢ MH;. A LDH do
tipo H ¢ abundante em tecidos com metabolismo
predominantemente aerdbico, enquanto em tecidos
anaerdbicos prevalece a enzima tipo M.

As isoenzimas da LDH podem ser visualizadas
submetendo-se uma amostra a eletroforese, em pH
8,6. Neste pH, as isoenzimas possuem cargas
diferentes ¢ migram para cinco regides distintas na
eletroforese, que sdo localizadas pela sua
capacidade de catalisar a redugdo de um corante
incolor a sua forma corada e insolivel. A isoenzima
H, é também chamada LDH1 e na eletroforese tem
maior mobilidade em direcdo ao anodo. A
isoenzima M4 ¢ também chamada LDHS e
corresponde a banda mais proxima do catodo. Os
hibridos sdo denominados LDH2 (MH;), LDH3
(Msz) e LDH4 (M3H)
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Os homogeneizados dos musculos esqueléticos
de Prochilodus scropha e de Notothenia neglecta,
quando aplicados em fita de acetato de celulose
apresentaram perfil eletroforético caracteristico
para estes tecidos, revelando a presenca de uma
Unica isoenzima correspondente ao tipo My (Ay). A
LDH-4 do musculo de Notothenia neglecta migra
para o anodo e a LDH-4 do musculo de
Prochilodus scropha migra para o catodo. Este
resultado confirma o encontrado em Prochilodus
scropha por FENERICH-VERANI et al. (1990).
Estes autores analisaram tecidos de Prochilodus
scropha em diferentes estagios de desenvolvimento
embriologico mostrando que a LDH-B, esteve
presente durante todo o estagio embriologico desta
espécie e se expressou em todos os tecidos
analisados, ¢ que a LDH-A; expressou-se,
predominantemente, no musculo esquelético branco
e foi primeiramente detectada quando a larva
mostrou sinais acentuados de natacdo, onde esta
enzima tem um importante papel no metabolismo
analitico e a geragdo de ATP.

Segundo SIDELL e BELAND (1980) e TSUJI et
al. (1994), isoenzima de LDH foi primeiramente
identificada em um unico locus como LDH tipo A e
este locus, no processo da evolugdo, foi duplicado
para formar os loci da LDH-A e LDH-B, sendo que o
locus LDH-B foi duplicado para formar os loci da
LDH-B e LDH-C. Esta hipotese tem persistido até
agora, uma vez que em Agnatha (lampréias) foi
identificada uma unica isoenzima LDH do tipo Ay.

A presenga de isoenzimas com diferentes
propriedades em diferentes temperaturas é um fato
que ocorre durante a aclimata¢do a temperaturas altas
e baixas para a manutencdo de caracteristicas
enzimaticas, como o Ky. Enquanto caracteres
morfolégicos e ecologicos sdo similares entre
Notothenia  neglecta e Prochilodus  scropha,
dissimilaridades surgem em um nivel bioquimico,
possivelmente em resposta a diferentes temperaturas
impostas para cada espécie.

A isoenzima LDH-M,; ocorre em maior
concentracdo no musculo esquelético branco. Este
tecido geralmente ¢ pobre no suprimento de sangue,
apresenta capacidade reduzida para oxidar piruvato, e
uma grande fracdo de energia para a contragdo ¢
obtida da glicolise anaerdbica. Consequentemente, a
conversdo do piruvato para lactato ¢ de maior
importancia para este tecido do que para a
musculatura vermelha. Segundo BALDWIN (1975), o
nivel da atividade total de enzimas nos tecidos pode
ser ajustado por mudangas na eficiéncia catalitica
bem como por alteragdo na quantidade da enzima, a
qual deve ser sustentada como uma vantagem
adaptativa para espécies que dependem de um grau
maior de glicolise anaerdbica.

Espécies antarticas sdo especializadas a condigdes
de frio. Mudangas sazonais na temperatura sao

menores do que 0,2°C, organismos adaptados a baixas
temperaturas apresentam taxa metabdlica de descanso
alta. Parte do metabolismo de descanso elevado de
espécies antarticas deve ser devido a manutengdo de
um sistema nervoso e de um sistema sensorial
eficientes, a sintese de proteinas anticongelantes e a
atividade fisiologica. Durante a evolugdo estes
organismos tiveram que compensar a auséncia de
bexiga natatoria incorporando lipideos, reduzindo a
densidade e envolvendo adaptagdes hidrodinamicas
para flutuacdes. Na auséncia de mecanismos
compensatorios, os processos fisioldgicos devem
proceder mais lentamente nestas espécies do que
provavelmente em espécies tropicais.
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