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Utilizacdo de biomarcadores de estresse oxidativo
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RESUMO: A exposicdo de um organismo a um poluente resulta
primeiramente no acumulo desse xenobidtico nos Orgéos e tecidos e
alteracbes moleculares irreversiveis podem ocorrer devido a continua
acao deletéria. Um dos efeitos provocados pelos metais pesados € sua
capacidade de catalisar reacOes oxidativas, levando a geracdo de
Espécies Reativos de Oxigénio (EROS). Existe uma variedade de
defesas antioxidantes, enzimaticas e ndo enzimaticas, que controlam a
formacéo excessiva das EROs. Das defesas enzimaticas destacam-se as
enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT), enquanto que 0s compostos tais como o GHS
(glutationa reduzida) fazem parte do sistema de defesa ndo enzimaético
celular. Sendo assim, os testes de avaliacbes de impacto ambiental
utilizando-se os niveis das defesas antioxidantes mostram-se cada vez
mais Uteis e necessario para que, através da investigacdo, possam se
desenvolver metodologias para acabar, ou a0 menos diminuir, o impacto
ambiental ocasionado por xenobi6ticos.
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ABSTRACT: The irreversible exposition of an organism to a pollutant
result first in the accumulation of this xenobidtico in the agencies and
fabrics and molecular aterations can occur due to continuous del eterious
action. One of the effect provoked for metals heavy is its capacity to
catalyze oxidativas reactions, leading to the generation of Reactive
Species of Oxigénio (EROS). A variety of antirust, enzymatic and not
enzymatic defenses exists, that control the extreme formation of the
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EROs. Of the enzymatic defenses the enzymes are distinguished
superoxide dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) and catalase
(CAT), while that the composites such as the GHS (glutationa reduced)
are part of the system of cellular not enzymatic defense. Being thus, the
tests of evaluations of ambient impact using the levels of more useful the
antirust defenses reveal each necessary time and so that, through the
inquiry, methodologies can be developed to finish, or to little
diminishing, the ambient impact caused by xenobiéticos.
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INTRODUCAO

A acdo antropogénica tem aumentado igualmente as oscilacdes
do ambiente aquético, permitindo aliberacdo indiscriminada de agentes
poluidores, como agrotoxicos, efluentes industriais e municipais,
substancias eutrofizantes, entre outros (ARAUJO et al., 2001). A conta-
minacao dos varios ambientes por meio da interferéncia antropica, resulta
em consequéncias muitas vezes irreversiveis para os biomas que habitam
estes ambientes. Para combater este problema, € necessario 0
conhecimento das causas e efeitos dos poluentes.

A principal caracteristica dos ecossistemas aquaticos é a complexa
interacdo entre os fatores fisicos, quimicos e biol6gicos, motivo pelo qual
se torna necessario conhecer o relacionamento entre os componentes do
sistema para compreender sua resposta a uma substancia xenobidtica
(LEMOS; TERRA, 2003). Os impactos causados por agentes toxicos no
ambiente e na salde humana muitas vezes ndo podem ser observados e
medidos diretamente. A informacdo obtida nas andlises de risco nos
permitem estimar e comparar estes impactos (SILVA; FONSECA, 2003;
LEMOS; TERRA, 2003).

Bioindicadores, também conhecidos por organismos sentinela, vem
sendo utilizados ha muito tempo no que diz respeito a alertar as pessoas
sobre ambientes perigosos. Biomarcadores sdo iguamente (teis. Eles
podem ser definidos como sistemas (bioquimicos/fisiol 6gicos/histol ogi-
cos) indicadores que geralmente incluem subsistemas de um organismo
completo, usados para identificar processos de sensibilizacdo ou de
toxicidade como fungdo de condi¢bes ambientais adversas (SILVA et a.,
2003).

O conceito basico que sustenta a utilizagdo de biomarcadores de
poluicdo ambiental se baseia no fato de que os disturbios causados por
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xenobioticos no meio ambiente levam inicialmente a uma perturbagéo
comportamental, fisioldgica, bioguimica ou estrutural em um determinado
organismo. Se estas alteragbes forem observadas com uma certa
antecedéncia, pode ser possivel identificar problemas ambientais antes
gue O ecossistema aquético sga afetado como um todo (JMENEZ;
STEGEMAN, 1990).

Todos 0s organismos vivos estdo em interacdo com O meio
ambiente. Assim, 0 seu genoma fica exposto as interferéncias que esse
meio sofre. A interacdo entre 0 meio e 0 organismo resulta em
modificacOes que, quando positivas, refletem na adaptacéo do organismo
guanto a melhor exploracdo desse meio, 0 que decorre também na propria
modificacdo do ambiente pelo organismo (MINISSI; LOMBI, 1997;
PASCALICCHIO, 2002).

Muitos dos poluentes que sdo despegjados nos mananciais hidricos
podem potencialmente induzir estresse oxidativo em organismos
aqudticos incluindo os peixes Embora a poluicdo aguética sga
responsavel pela producdo do estresse oxidativo, através do ciclo redox
dos poluentes;, mesmo sem poluicdo ou biotransformagdo dos
xenobi6ticos, ha uma constante producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) nos sistemas vivos (WILHELM FILHO et al., 2001).

DESENVOLVIMENTO

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas,
lipideos, &cidos nucléicos e carboidratos (MEAGHER; FITZGERALD,
2000). Dentre os processos de oxidagao induzidos por radicais livres, a
lipoperoxidacdo (LPO) ou peroxidacdo lipidica, é provavelmente, o
processo mais extensivamente investigado. A presenca abundante de
fosfolipidios de membranas faz desses compostos alvos enddgenos
facilmente acessiveis ao atague dos radicais livres formados,
especialmente as EROs. Principalmente os acidos graxos poliinsaturados
s80 0 grupo de lipideos mais facilmente susceptiveis as reagdes com 0s
radicais livres. A LPO pode levar a formacdo de radicais livres em cadeia
(ZWART et a., 1999).

As conseqgiiéncias mais comuns da LPO envolvem a perturbacéo
da funcéo das membranas das células e organelas essenciais. Isto inclui 0
processo de transporte, a manutencéo do gradiente de metabdlitos e ions e
a transducdo de sinas mediada por receptores (MEAGHER;
FITZGERALD, 2000).
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A determinacdo das espécies que reagem com o &acido
tiobarbitdrico (TBARS) € uma medida indireta do processo de oxidagdo
gue ocorre nos lipidios das membranas celulares, principalmente nos
acidos graxos poliinsaturados por serem mais susceptiveis ao atague
oxidativo das EROs. Dentre os peréxidos de lipideos formados, que
resgem com O TBA, destacase o maondealdeido, embora outros
compostos como agucar, aminoacidos e bilirrubina podem reagir também
com o TBA (MEAGHER; FITZGERALD, 2000).

A despeito dos danos oxidativos que podem ocorrer nas
membranas celulares e no material genético como resultado da formagéo
de radicais livres, nos sistemas vivos existe uma variedade de defesas
antioxidantes, enziméticas e ndo enzimaticas, que controlam a formagéo
excessiva das EROs. Das defesas enzimaticas merecem destaque as
enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT), enquanto que o0s compostos tais como, a-tocoferol
(principal componente da vitamina E), 3-caroteno, ascorbato (vitamina C)
GHS (glutationa reduzida) fazem parte do sistema de defesa ndo
enzimético celular (CORDOBA-PEDREGOZA et d., 2003).

A SOD € uma metaloenzima considerada uma das mais
importantes defesas antioxidantes na neutralizacdo das EROs, pois sdo
responsaveis pela conversdo do O, em H,O, e O,. Existem trés tipos
distintos de SODs, cada qual possuindo um metal especifico no sitio
ativo. A SOD que contém manganés (MnSOD) é encontrada em bactéria
e certas organelas (mitocondria e cloroplastos) de organismos superiores.
A SOD que possui cobre e zinco no seu sitio ativo (CuZnSOD), estd
presente principamente, no citosol de eucariontes e cloroplastos de
plantas superiores. E finalmente, a SOD que contém ferro (FeSOD) é
encontrada em bactérias e algumas plantas superiores (SOARES et d,
2000).

Dais tipos de enzimas podem remover 0 peroxido de hidrogénio
da célula, sdo elas a CAT e a GPx. A maioria das células aerdbias possui
CAT, com excecdo de algumas bactérias. Nos animais, essa enzima esta
presente na maioria dos Orgdos, mas concentra-se principalmente, no
figado e nos eritrocitos. Ela € composta de quatro subunidades protéicas,
cada uma contendo um grupo heme (Fe(111)-protoporfiring) ligado ao sitio
ativo. A cada subunidade da enzima existe uma molécula de NADPH
ligada, que tem por fungdo ajudar na estabilizagdo da estrutura enzimética
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). As catalases funcionam entdo
como cana de limpeza do H,O, celular (BREUSEGEM et a. 2001).
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Embora as glutationa S-transferases (GST) atuem também diretamente
contra as EROs, elas sdo uma das mais importantes enzimas da fase Il de
biotransformacéo. Esta superfamilia de enzimas, presente principalmente
no citosol, catalisa reacbes de conjugacdo de uma variedade de
xenobioticos, bem como, de substratos endogenos com a glutationa
(LOPEZ et d., 2002).

Estas enzimas estdo envolvidas no transporte de compostos
lipofilicos enddgenos e exdgenos resultantes da fase | do metabolismo.
Elas sdo capazes de formar ligagcOes covalentes com epoxidos ativos
derivados das reacgOes da fase | de biotransformagdo, impedindo que os
mesmos se liguem ao DNA ou a outras biomoléculas (DI GIULIO et a.,
1995).

As GSTs tém sido extensivamente estudadas em organismos
superiores, especialmente em mamiferos. Mas durante os Ultimos anos
tem crescido o interesse de pesguisar essas isoformas em organismos
aquéticos, com 0 objetivo de serem utilizadas como biomarcadores
especificos de certos agentes quimicos (OOST et al., 1996).

Durante o processo de combate do estresse oxidativo ocorre a
reducdo do perdxido de hidrogénio bem como de perdxidos organicos.
Esse processo envolve a concomitante oxidagdo da GSH para a glutationa
oxidada (GSSG), a qual pode ser reduzida pela glutationa redutase
oxidando o NADPH (AHMAD et a., 2005).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina,
€ o principal tiol celular ndo protéico associado com uma variedade de
funcdes celulares, tais como integridade do citoesqueleto, sintese de
proteina e de DNA, transporte de aminoacidos, “scavenger” de radicais
livres, transducéo de sinais, cofator de enzimas essenciais e defesa contra
moléculas oxidantes e xenobidticos potencialmente perigosos (PENA et
al., 2000).

Além da utilizagdo dos biomarcadores de defesa antioxidante e de
dano oxidativo (LPO e dano ao DNA), outros biomarcadores tém sido
empregados no monitoramento da poluicdo por metais. A inibicdo da
atividade da enzima delta aminolevulinico desidratase (ALA-D) tem sido
relacionada com a exposicdo por metais pesados. A ALA-D é uma
metaloenzima que requer ions zinco para sua atividade normal. Ela
apresenta grupamentos sulfidricos na sua estrutura e sua atividade é
altamente sensivel a presenca de alguns metais pesados como mercurio,
chumbo e outros compostos que podem oxidar grupamentos sulfidricos
(VIEIRA et a., 2000).
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CONSIDERACOES FINAIS

As EROs podem potencialmente atacar qualquer estrutura celular
ou molécula. Contudo, com respeito ao envelhecimento e cancer, o DNA
€ considerado o principal avo de atague. A modificacdo oxidativa das
bases do DNA pode resultar em mutagdo, ao passo que a oxidagédo das
unidades de desoxirribose pode induzir a liberacéo de bases ou quebra nas
fitas de DNA (ZWART et a., 1999).

A ateracdo nas defesas antioxidantes representa um mecanismo
de defesa celular para combater a toxicidade das EROs e que tem sido
muito usado em vérios estudos para determinar a toxicidade dos poluentes
(WILHELM FILHO, 1997). A GSH é o principal tiol ndo protéico
associado a uma variedade de funcbes celulares. Dentre essas funcdes,
duas estédo envolvidas na detoxificagdo, como na conjugagdo com
intermediérios eletrofilicos, principalmente via atividade da GST na fase
Il da biotransformagdo e participando como um importante antioxidante
pela neutralizacdo direta, ndo enzimética de metabdlitos reativos
(GALLAGHER; DI GIULIO, 1992.).

As GSTs tém sido reportadas como biomarcadores para avaliar o
impacto ambiental de compostos organicos que geram estresse oxidativo,
além de estarem envolvidas na detoxificagdo de xenobioticos e de seus
metabalitos reativos (DI GIULIO et a., 1995).

Durante o ataque das EROs ao DNA poderia haver oxidagéo das
bases do DNA e quebras de fita ssmples e dupla na molécula (ZWART et
al., 1999). Nas duas ultimas décadas houve um grande desenvolvimento
na pesquisa de novas metodologias para a determinagdo de danos ao
DNA. Em 2003, Pandey e colaboradores aumentaram a sensibilidade de
deteccdo do dano em células isoladas ao desenvolverem uma técnica de
eletroforese em microgel, que ficou conhecida como teste Cometa.
ModificacBes dessa técnica permitiram a deteccdo de quebras de fita
dupla devido a condicéo neutra da eletroforese e, subsegiientemente, foi
possivel a deteccdo de quebras de fita simples usando uma condicéo
alcalina paraaeletroforese (ROJAS et al., 1999).

A preservacéo do meio ambiente e a prevencdo dos efeitos danosos
causados pelo seu uso ndo apropriado sdo uma preocupacdo cada vez
maior no mundo atual. Da preservacdo do ambiente dependem néo apenas
as geracOes futuras mas também, a geracdo atual, que vai gerar as
posteriores. N&o é apenas um desenvolvimento sustentével que deve ser
levado em consideracdo na manutencdo do clima e solo e
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consequentemente das espécies viventes. A utilizacdo cada vez mais
acentuada de produtos como férmacos, agroguimicos, cosméticos,
corantes e muitos outros, tem demonstrado estar causando um aumento
nas taxas de mutagénese ambiental. Assim, a poluicdo do ambiente em
gue vivemos, por produtos mutagénicos, afeta a atual e proximas
geraghes, ndo apenas a humana, mas também a de plantas, animais e
microrganismos. Sendo assim, os testes de avaliagbes de impacto
ambiental utilizando-se os parémetros de danos oxidativos mostram-se
cada vez mais Uteis e necessarios, para que, através da investigacéo
possam se desenvolver metodologias para acabar, ou a0 menos diminuir,
0 impacto ambiental ocasionado por xenobi6ticos.
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