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1. INTRODUCAO

O clorotalonil (2,4,5,6-tetrachloroisophthalonitrile) € um composto organico
utilizado primariamente na agricultura como um fungicida de amplo espectro.
Apesar do notavel uso nas lavouras, a aplicacdo desta substancia ainda estende-
se aos pesticidas, acaricidas e também como protetor de superficies expostas a
agua (U.S. EPA, 1999). Em ambientes aquaticos, enfatiza-se a utilizagdo como
principio ativo contra a formagdo e o estabelecimento de comunidades
bioincrustantes sobre estruturas em contato com a agua, as chamadas tintas anti-
incrustantes (CASTRO et al, 2011). Como essa substancia pode apresentar
toxicidade para peixes e invertebrados aquaticos (ONDUKA, 2012), existe a
necessidade de entender mais sobre seu mecanismo de atuagéo.

As glutationa S-transferases (GSTs) compdem uma familia multigénica de
complexos enzimaticos de detoxificagdo e podem ser utilizados como
biomarcadores da contaminacdo ambiental. Isto porque, as GSTs podem ser
induzidas ou inibidas frente a exposicao a certos contaminantes (SCHLENK et.
al., 2008). No presente estudo, amostras de figado de Carpa comum (Cyprinus
Carpio) foram utilizadas, uma vez que é sabido que contaminantes ambientais
podem ser biotransformados por estas enzimas nesta espécie de peixe
(NICHOLS et al., 2006). Baseando-se no genoma de peixe-zebra (Danio rerio),
GLISIC e colaboradores (2015) identificaram cerca de 30 genes relacionados a
isoformas de GSTs. Espera-se que a carpa comum tenha um nimero semelhante
de isoformas de GSTs, se comparado ao peixe-zebra, por pertencerem a mesma
ordem Cypriniforme.

O ensaio competitivo € um método amplamente aceito para observar a
atividade enzimatica da GST (EISENTHAL&DANSON, 2008). Sendo o CDNB um
substrato conhecido das GSTs, a sua conjugacao € um parametro para avaliar a
interagdo destas com o contaminante testado. Dessa forma, os objetivos deste
estudo foram: 1) verificar se ha interacao entre clorotalonil e a conjugacéo dos
complexos enzimaticos com o CDNB através de diferentes concentragées da
substancia em um ensaio enzimatico competitivo in vitro; 2) avaliar se as
concentragbes saturante e K, de CDNB causam alteragdo na atividade
enzimatica.
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2. METODOLOGIA

Extratos correspondentes a fracdo de figado de Cyprinus carpio foram
preparados e utilizados em ensaio enzimatico espectrofotométrico utilizando
tampao fosfato de potassio com pH 7,0, 1-cloro-2,4-nitrobenzeno (CDNB) e
Glutationa reduzida (GSH) na concentracao 0,1 M e pH 7,0 de acordo com KEEN
(1976).

A concentracgao saturante do substrato CDNB é usualmente escolhida para
ensaios competitivos in vitro (FERNANDES, 2001). Um estudo anterior do nosso
grupo de pesquisa confeccionou uma curva de atividade das GSTs em funcao do
CDNB para uma amostra do extrato S9 de branquia de carpa. A partir desta
curva, foi possivel estabelecer o valor de concentracdo saturante, que é
correspondente a concentracdo necessaria para atingir Vmax (velocidade maxima)
e outra nao-saturante, Kn,, que pode ser definida como a concentracdo necessaria
para alcancar metade de Vmax (NELSON, 2000). Portanto, foram utilizadas no
presente estudo as concentracdes de CDNB saturante e K, (1,2 mM e 0,3 mM,
respectivamente).

Para o ensaio enzimatico utilizou-se a temperatura constante em 29°C, e o
tempo de ensaio estabelecido de 3 minutos. Para o ensaio competitivo,
concentragdes K, e saturante de CDNB (0,42 e 4,20 mM, respectivamente) foram
escolhidas para avaliar o efeito competitivo do contaminante clorotalonil na
atividade da GST utilizando-se de DMSO (dimetil sulféxido; 1%) como solvente.
Os valores das médias das atividades enzimaticas foram comparados utilizando
ANOVA - Tukey (p<0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, foram realizados os ensaios do grupo de controle com 1,2
mM de CDNB, extrato S9 de figado e DMSO. Em seguida, acrescentou-se 0,42
mM de clorotalonil ao DMSO e notou-se que a atividade foi reduzida em 15,8%.
Dando sequéncia, aumentou-se a concentragao do contaminante em 10 vezes, ou
seja, foi empregado 4,20 mM de clorotalonil, onde a andlise dos dados mostrou
uma queda da atividade enzimatica de 15,9%, também em relagdo ao controle.
Seguindo o mesmo protocolo, foram feitos os mesmos procedimentos para a
concentracao ndo-saturante (0,3 mM). Desta vez, a reducao foi de 14,2% com a
concentracdao menor de clorotalonil e 14,6% para a concentracao 10 vezes maior
conforme a Figura 1 ilustra.

A partir da analise estatistica, pode-se observar que o clorotalonil causou
uma queda da atividade enzimatica, em relacdo ao grupo controle
(aproximadamente 15% em ambas as concentracées de clorotalonil e CDNB).
Utilizar uma concentracdo de CDNB abaixo da saturante tinha o objetivo de
exacerbar a resposta obtida pela acdo do clorotalonil, pois a competicao deste
pelo extrato S9 de figado é supostamente facilitada ao diminuir a concentracao do
substrato principal das GSTs. Com base nisso, observou-se que a concentracido
de CDNB nao influenciou nos resultados.

Nao houve correlacao aparente entre o efeito inibitério na GST e as doses
de clorotalonil testadas, portanto, ndo foi possivel observar uma relagao dose-
dependente para as concentracées do contaminante testadas. E possivel que 15
% de inibicdo pelo clorotalonil seja o valor maximo de inibicdo possivel para a
amostra de S9 de figado de carpa, uma vez que nao foi possivel aumentar este
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valor de inibicdo, mesmo com o uso de uma concentragdo 10 vezes maior do
composto. Supbe-se que a quantidade de contaminante extra exceda a
quantidade disponivel de isoformas de GST destinadas a conjugacdao do
composto (dose acima da saturante). Como o extrato de figado supostamente
possui varias isoformas de GSTs entende-se que o clorotalonil é o substrato de
algumas delas. Com base no que foi exposto acima, é possivel que 85% das
GSTs presentes no extrato tenham especificidade pelo CDNB mas néo pelo
clorotalonil.
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Figura 1: Atividade enzimatica do extrato S9 de figado dos grupos expostos a 0
mM (controle), 0,42 mM e 4,20 mM de clorotalonil, nas concentragdes de 0,3 mM
e 1,2 mM de CDNB. Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica.

4. CONCLUSOES

O tipo de interacdo que € estabelecida entre as GSTs e o clorotalonil n&o foi
determinado no presente estudo. Dessa forma, o contaminante ou atua como
substrato das GSTs ou apenas age como um regulador da sua atividade
enzimatica. Ademais, € necessaria a realizagdo de mais pesquisas no sentido de
esclarecer as isoformas especificas que tém maior atuacédo na relacédo entre o
clorotalonil e as GSTs, bem como utilizar concentragdes mais baixas do
contaminante para assim visualizar melhor a sua inibigéo.

A partir dos resultados obtidos, percebe-se que a atividade enzimatica é
influenciada de alguma forma pela adicdo do contaminante em ensaios
enzimaticos in vitro. No entanto, ndo parece possuir relacdo dose-dependente
com as concentracdes testadas e tampouco diferentes concentracbes de CDNB
causam aumento da sensibilidade do teste. Como geralmente os substratos das
GSTs sdao compostos toxicos fica claro que o clorotalonil € potencialmente
impactante ao ecossistema marinho como componente de tintas anti-incrustantes.
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