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1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs) s&do contaminantes
ambientais derivados da combustdo incompleta de compostos de carbono
considerados uma classe de substancias muito importante a ser monitorada e
controlada em ambiente aquatico. Entre eles, destaca-se o benzo[a]pireno (BaP),
um composto carcinogénico e de alta toxicidade (BARTELL, 1996 e VALLACK
et al., 1998). As principais fontes responsaveis pela presenca de PAHs sao fontes
naturais (queimadas em florestas, processos geoquimicos) e poluicdo ambiental
(tréfego, sistemas de aquecimento, atividades industriais, vazamentos de 0leo),
(CAMARGO et al., 2002).

Entretanto, os seres vivos possuem alguns mecanismos de defesa contra
estes compostos, como as Glutationa S-transferases (GSTs), que sao
consideradas enzimas de biotransformacdo de contaminantes organicos,
compondo uma familia multigénica de enzimas de detoxificacdo. As GSTs
catalizam a conjugacdo da glutationa com uma variedade de compostos
hidrofébicos, produzindo derivados sollveis em agua que podem ser excretados
na urina (YASGAR et al., 2010). Existe uma correlagdo positiva da atividade da
GST com a concentracdo de PAHs em organismos aquaticos (CHEUNG et al.,
2001).

O uso de peixes em estudos toxicoldgicos apresenta dois enfoques: peixes
como alvo em estudos ambientais utilizando biomarcadores de contaminacédo e
peixes como modelo para estudos mecanisticos em toxicologia e doencas
humanas (HINTON et al., 2009). Existem diversos estudos bioquimicos e
fisiolégicos com invertebrados aquaticos e peixes devido a fatores como a
disponibilidade destes organismos no ambiente, a facilidade com que
orgaos/tecidos podem ser utilizados e a uma area que tem se tornado cada vez
mais importante, que trata sobre a toxicologia aquética. No presente estudo,
foram utilizados figado e branquia de carpa comum (Cyprinus carpio), pertencente
a familia Cyprinidae. E um peixe muito difundido de agua doce e eutrofizada em
lagos e grandes rios na Europa e a Asia e, por tolerar uma grande variedade de
condi¢bes, pode ser encontrado em varias regides do mundo.

O presente projeto utilizou técnicas de ensaio enzimatico, a fim de realizar um
ensaio competitivo e evidenciar o nivel de interagéo existente entre as enzimas de
GST de Cyprinus carpio com o benzo[a]pireno.

2. METODOLOGIA

Extratos correspondentes a fragéo citosolica S9 das branquias e figado de
Cyprinus carpio foram preparados e utilizados em ensaio enzimatico
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espectrofotométrico utilizando tampéo fosfato de potassio com pH 7,0, 1-cloro-
2,4-nitrobenzeno (CDNB) e Glutationa reduzida (GSH) na concentracdo 0,1 M e
pH 7,0 de acordo com KEEN (1976). A formacé&o do conjugado foi monitorado em
314 nm durante 3 minutos a 30 °C.

Para a escolha das concentracbes de CDNB utilizadas, realizou-se um
ensaio com varias concentracdes que variaram de 0,1 a 1,5 mM (Figura 1).
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Figura 1. Concentragdes de CDNB de 0,1 a 1,5 mM para determinagéo das
concentragdes saturante e km.

Para o ensaio competitivo, concentracbes Km (0,3 mM) e saturante (1,5
mM) de CDNB foram escolhidas para avaliar o efeito competitivo com BaP
(concentragdes de 0, 9,9 e 39,6 yM) na atividade da GST. O BaP utilizado no
ensaio competitivo foi diluido em dimetilsulféxido 99,9% (DMSO). Para realizar o
branco (concentragdo O de BaP), foi utilizado o mesmo volume de DMSO que o
utilizado nos testes com as outras concentracdes de BaP. As médias de atividade
enzimatica para as diferentes condi¢des testadas foram analisados por ANOVA -
Tukey (p<0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Vmax é o limite para que tende vO quando a concentracdo do substrato
tende para infinito (concentracédo saturante). O Km é a concentracdo de substrato
para o qual o valor de vO é metade do valor de Vmax, e € uma medida da
afinidade do substrato em relacdo a enzima (quanto maior for o seu valor menor
sera a afinidade) (FONTES, 1996). Dessa forma, as concentracdes de CDNB
definidas para as andlises foram as concentra¢cdes Km (0,3 mM) e saturante (1,2
mM). Com isso, para as duas concentracdes realizaram-se 0s testes com as
concentracdes de BaP de 0, 9,9 e 39,6 uM, com as amostras de branquia e figado
(Figura 2).

Branquia Figado

0,3mM CDNB 1,2mM CDNB 0.3mM CDNB 1,2mM CDNB
(Km) (saturante) (Km) (saturante)

0.0157 2 0.047 a 0.15 0.25

a a

0.010 0.20 a

0.005 b

Abs/min
Abs/min

0.0004

-0.0054 0.05

-0.010 —T——T—T1— 0.00 0.00 0.00

Figura 2. Atividade enzimatica da GST para diferentes concentracdes de
CDNB e de BaP para branquia e figado de carpa.
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Foi observado que a maior concentracdo de BaP utilizada causou uma
inibicdo da GST nas duas concentragcbes de CDNB em branquia e em figado,
enquanto a menor concentracdo de BaP ndo apresentou inibicdo em nenhuma
das analises. Isso significa que a resposta inibitoria € dose-dependente para as
concentracdes de BaP.

Em branquias, na concentracdo de CDNB de 0,3 mM, apenas a
concentragcao de BaP de 39,6 uM apresentou inibicao (123%), a concentracdo de
9,9 uM de BaP néo apresentou (52%) (Figura 2A). Na concentracéo de 1,2 mM de
CDNB, ocorreu 0 mesmo. A concentracdo de BaP de 9,9 uM néo inibiu (5%) e a
de 39,6 uM inibiu (45%) (Figura 2B).

Em figado, o mesmo foi observado. Na concentracdo de CDNB de 0,3 mM,
apenas a concentracdo de BaP de 39,6 uM apresentou inibicdo (22%), a
concentracdo de 9,9 uyM de BaP nado apresentou (11%) (Figura 2C), e na
concentracéo de 1,2 mM de CDNB, a concentracéo de BaP de 9,9 uyM n&o inibiu
(10%) e a de 39,6 uM inibiu (45%) (Figura 2D).

Pode-se supor que esta inibicdo na atividade para o substrato CDNB seja
causada por haver competicdo com o BaP ao nivel de sitio catalitico das enzimas
GST.

A maior concentracdo do substrato CDNB testada (1,2 mM) resultou em
uma maior atividade enzimatica nos grupos controle. Em concentracbes nédo-
saturantes de CDNB, o ensaio competitivo com um segundo substrato fica mais
sensivel, o que é perceptivel pela maior inibicdo causada pelo segundo substrato
nestas condicoes.

Também é possivel observar que a atividade enzimatica basal no figado é
maior, 0 que indica que o figado possui maiores niveis de GSTs ou que possui
isoformas com maior afinidade pelo composto, se comparado com as branquias.

Ensaios in vitro revelaram eficacia na inibicdo de GST de Brugia malayi
na concentracdo de 0,001 mg/mL dos seguintes compostos quimioterapéuticos:
linalol (98%), alfa-pineno (90%), estricnina (87%), vanilina (85%), piperina (80%),
isoeugenol (62%), curcumina (57%), beta-cariofileno (40%), acido cinamico
(27%), capsaicina (20%), citronelol (20%) e geraniol (17%) (AZEEZ, 2011). Visto
que a resposta inibitéria é dose-dependente para as concentracdes de BaP e
depende dos 6rgaos utilizados, e que a capacidade inibitéria variou entre 5% e
123% em decorréncia desses aspectos, torna-se dificil estabelecer uma
comparacao inibitéria.

Ensaios competitivos enziméticos sdo importantes para evidenciar o nivel
de interacdo existente entre as enzimas de GST com o substrato de interesse.
Com isso, podem ser testados e identificados varios substratos em diferentes
espécies e 0rgaos de animais. Até onde se tem conhecimento, este € o primeiro
estudo a reportar 0 uso de ensaio enzimatico competitivos com GST na espécie
de peixe Cyprinus carpio, para identificacdo de possiveis substratos desta
enzima. Outro aspecto importante que néo havia sido devidamente explorado em
estudos anteriores € 0 uso de uma concentragdo ndo-saturante nas analises e 0
teste com BaP, ideia esta que pode ser util em estudos futuros que requerem
maior sensibilidade do método enzimatico competitivo com GSTs para
identificacdo de novos substratos da enzima.

4. CONCLUSOES
Conclui-se que o contaminante BaP inibe a atividade da GST de forma dose-

dependente. Portanto, o presente estudo sugere que diferentes concentracdes de
CDNB sejam testadas em ensaios competitivos para a GST tanto na utilizacdo do
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ensaio competitivo para identificacdo de novos substratos (ex.: contaminantes
ambientais) como para comparacdo entre diferentes amostras bioldgicas (ex.:
comparacao entre diferentes 6rgaos ou espécies de organismos aguaticos).
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