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Resumo

As enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) fazem parte dos sistemas
antioxidantes nos seres vivos. A alteragdo da atividade da CAT e SOD extraidas de
organismos expostos a poluentes quimicos tem sido estudada na avaliacio
ecotoxicolégica. Sdo apresentados os resultados preliminares referentes 4 implementagio
de metodologias para avaliar as atividades de SOD e CAT frente & possivel a¢do de
diversos poluentes de origem agricola. As metodologias empregadas demonstraram ser
satisfatérias para estudos do potencial das enzimas no desenvolvimento de biossensores.
Entretanto, alguns ajustes metodolégicos poderdo ser realizados com relagio a uma

melhor adaptago as condigbes laboratoriais.
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Imtroducio

As enzimas catalase (CAT) e superéxido
&Esmutase (SOD) fazem parte dos sistemas
asioxidantes nos seres vivos pela sua capacidade
& neutralizar a agdo de espécies reativas de
ougénio como a do anion superéxido e do
peroxido  de  hidrogénio. Estas  moléculas
aizamente reativas fazem parte de subprodutos do
metabolismo normal e desempenham papel
mrportante nos processos de sinalizagio celular.
Entretanto, em situagdes de estresse celular, as
aspecies reativas de oxigénio podem aumentar
s=mificativamente  levando a danos celulares
oo alteragdo do DNA, peroxidagio de lipideos
2 oxidagio de aminoicidos nas proteinas .
Poruanto. a alteragio da atividade da CAT e SOD
2traidas de organismos expostos a poluentes
gmmicos de diversas origens tem sido alvo de

estudo na andlise de risco e monitoramento de
”’ l
dreas degradadas ~.

Nesse sentido, Farines e colaboradores * testaram
“in vitro” a capacidade de estrdgenos fendlicos
naturais e sintéticos em modular a SOD bovina;
constatando que para alguns compostos a inibicio
da atividade era superior ou equivalente a ~90%
na concentragdo de [00uM dos compostos. A
mesma enzima, mas origindria de eritrécitos, €
inibida “in. vitro” pela hidrazida maleica na
concentracio de

~40 M *,

Alguns compostos tipicamente inibidores da
CAT, entre estes, metais pesados como 0s sais de
cianeto, tem a capacidade de inibir a enzima de
origem microbiana em niveis menores de 10 pM.
Para alguns desses compostos, como por exemplo,
a azida sddica; tém sido propostos biossensores a
base de CAT °.

Do mesmo modo biossensores a base de SOD tem
sido propostos onde a atividade enzimitica é
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modulada pela presenca de radicais superdxido .
Apesar de um significativo volume de dados da
literatura a respeito de alteracfio das atividades de
SOD e CAT em organismos expostos ao estresse
de agroquimicos e outros poluentes de origem
agricola (estudos “in vivo™), existe uma caréncia
de resultados de testes “in vitro”. Entretanto, tanto
para os estudos “in vivo” como “in vitro”, os
dados ainda sio escassos frente ao grande nimero
de principios ativos existentes.

Os resultados destes estudos “in vitro”, nos quais
se mede a modulagio da atividade enzimdtica pela
adi¢io do xenobidtico em um sistema de reagio
contendo a enzima e seu substrato,
proporcionariam bases para o desenvolvimento de
biossensores cujo funcionamento se fundamente
na alteragio da atividade de SOD e CAT.

No presente trabalho sio apresentados os
resultados preliminares realizados no Laboratério
de Ecotoxicologia ¢ Biosseguranga no que se
refere 2 implementagdo de metodologias para
avaliar as atividades de SOD e CAT, enzimas que
serdo testadas frente 3 possivel agdo de diversos
poluentes de origem agricola.

Materiais e métodos

A atividade da SOD foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por Ukeda e colaboradores
, em meio contendo 50 mM de tampio fosfato pH
8.0 juntamente com solugdo 3mM de xantina;
solugido 3mM de EDTA, solugio 0,7SmM de XTT
e SOD (de leite bovino) em diferentes
concentragdes. A reagao foi iniciada pela adigio
de xantina oxidase. A absorvincia da cor pirpura
desenvolvida foi medida em um
espectrofotdmetro  Beckman  DU-8B  no
comprimento de onda de 470 nm. A velocidade da
reacdo em termos de mudanga de absorvancia em
fungio do tempo (AAbs /min) foi calculada por
regressio linear simples.

A atividade da CAT foi medida segundo a
metodologia descrita por Aebi f, utilizando-se
solugdo de perdxido de hidrogénio como substrato
em solugio de tampio fosfato 50 mM pH 7,0. A
reacao foi iniciada pela adigdo da CAT de figado
bovino sendo que a absorvancia foi monitorada
em vdrios intervalos no comprimento de onda de
240 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro
Shimadzu UV 1605 PC. A adi¢io do inibidor de
CAT, a azida sédica, nas suas concentragdes
finais de 100, 10 ¢ 1 mM foi avaliada. A
velocidade da reagdo foi calculada como descrito
anteriormente.

Resultados e discussao

A metodologia de andlise de SOD se fundament:
em que a enzima xantina oxidase, tendo como set
substrato a xanting e na presenca de O,, formar:
um sistema gerador de anions superéxido (O,
Estas espécies reativas de oxigénio, na preseng:
de um croméforo como o XTT (sal de tetrazélio .
reduzem este composto para formar um derivad:
de formazano que absorve luz no comprimento d:
onda de 470 nm. Entretanto esta redugio € inibid:
na presenga de SOD pelo fato de requerer O."
para formar peréxido de hidrogénio na presenc:
de citions H”.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados d:
um teste onde se avaliou a viabilidade d:
metodologia a ser adotada na andlise da atividad:
de SOD nos futuros estudos a serem realizado:
com diferentes substincias poluentes de origer-
agricola.

Analogamente, na Figura 1 estdo apresentados c:
resultados de um teste de avalia¢dio de uso ¢
metodologia proposta para 0s futuros ensaios cor-
CAT em presenca dos xenobidticos.

Tabela 1: Velocidade de redugio de XTT r-
auséncia e na presenga de diferenta:
concentragdes de SOD,

Concentracio de Velocidade da reagio
SOD (U/mL) (AADS 4790m/min)
0,00 0,0075
0,45 0,0029
0,90 0,0016
2,26 0,0015

Os resultados da Tabela 1 demostraram :
diminuigdo da redugio do XTT em fungio ¢
concentragio de SOD, sugerindo-se que exisi:
uma concentragio em que esse fendmeno ::
mantenha estivel, 'mesmo aumentando-se :
concentragdo desta enzima. O aumento ::

absorvdncia nos 20 min iniciais da reagio .

auséncia de SOD foi equivalente .

aproximadamente 0,12; estando de acordo com ::

resultados de Ukeda e colaboradores .

Os resultados da Figura | mostraram a diminuicZ:

da absorvincia do peréxido de hidrogénio e~
aproximadamente 60%, para o tempo de reagio iz
130 segundos, evidenciando assim o consumo -

substrato pela CAT. A absorvincia inicial .

reagdo foi de aproximadamente 0,2, ou seja dent-.

da faixa de andlise. Entretanto. a agdo des.
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2nzima foi inibida na presenca da azida sédica nas
T3s concentragdes testadas.
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Figura 1: Absorvancia (240 nm) do peréxido de
mdrogénio em fungdo do tempo de reagdo com
CAT. na auséncia (#) e na presenga de azida
sadica nas concentragbes de 100 (m) ; 10 (A) e 1
x> mM. Os valores sdo relativos a absorvincia
micial, que foi tomada como 100%.

Conclusoes

Com base nos dados obtidos até o momento, as
metodologias aqui propostas para a avaliagdo da
aividade de SOD e CAT demonstraram ser
smisfatorias para o uso em estudos com agentes
poloentes de origem agricola. Entretanto, alguns
agmstes poderao ser realizados com relagio a uma
melhor adaptagdo 4s nossas  condigdes
Iaboratoriais.
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