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}Enzima do organismo permite medir metais e compostos organicos trazidos por pesticidas e lodo de esgoto

Pesquisadores estudam alga como
biomarcador de toxicidade na agua

LUIZ SUGIMOTO
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mercado de agrotoxicos
O no Brasil, um dos maiores
do mundo, atualmente é
suprido por 44 empresas, segun-
do o Sindicato Nacional da In-
dustria de Produtos para Defesa
Agricola (Sindag). Fertilizantes,
corretivos, defensivos e lodo de
esgoto sao fontes primarias de
contaminagdo do so-
lo e, consequente-
mente, da agua, ge-
BN rando a deposicdo de
feve Inicio metais pesados e
B0 compostos organi-
cos. O lodo de esgoto,
particularmente, vem se disse-
minando como fonte alternativa
de nutrientes na agricultura, de-
vido ao alto teor de matéria or-
ganica, e como opcéo de descarte
pelas estacbes de tratamento de
esgotos.

O professor Hiroshi Aoyama,
do Departamento de Bioquimica
do Instituto de Biologia (IB) da
Unicamp, coordena um projeto
envolvendo a toxicidade de com-
postos na agua desde 2001. Ele é
especialista em fosfatases acidas
— enzimas que degradam fosfato
organico e liberam fosfato inor-
ganico. “Este fosfato inorganico
faz a célula crescer e, por isso, a
planta absorve o fosfato inor-
ganico do solo para o seu desen-
volvimento. E um mecanismo
que se repete em qualquer orga-
nismo vivo”.

Segundo o pesquisador, o estu-
do de algas, microcrustaceos, pei-
xes e de bactérias, oferece infor-
macdes interessantes sobre os
efeitos de poluentes nesses orga-
nismos aquaticos, como por e-
xemplo, em relagdo ao crescimen-
to. “Também ¢é possivel isolar
uma enzima do organismo para
investigar como sua atividade
esté sendo afetada. Dal, nosso in-
teresse nas fosfatases acidas, que
podem servir como biomarca-
dores de toxicidade em agua”.

A agdo toxica direta sobre um
organismo pode resultar em efei-
tos indiretos, como na falta de
alimentos para espécies perten-
centes a um nivel tréfico superi-
or da cadeia. As algas, que ocor-
rem na superficie de todos os ti-
pos de solo, mas com maior dis-
tribuicdo nas &dguas, constituem
os principais produtores prima-
rios de compostos organicos de
carbono. Por isso, comp&em parte
fundamental da cadeia alimentar
nos ecossistemas aquaticos.

O professor do IB orientou a
tese de doutorado de Claudio
Martin Jonsson, pesquisador da
Embrapa Meio Ambiente de Ja-
guaritna ha 18 anos, sempre es-
tudando toxicologia aquatica,
sendo que nesta area tem avalia-
do os efeitos de agroquimicos e
biopesticidas. Na tese, Jonsson
focou a alga verde Pseudokirch-
neriella subcapitata (antes denomi-
nada Selenastrum capricornutum),
que possui distribui¢do cosmopo-
lita em solos e corpos d’agua.
“Escolhemos a alga por se tratar
de um organismo que esta na base
da cadeia alimentar e também
pela facilidade de cultivo desta
espécie”, esclarece.

Hiroshi Aoyama informa que ja
existem varios estudos in vitro e in
vivo relacionando enzimas de
peixes — e mesmo de mamiferos —
com poluentes de diversas clas-
ses. “Mas ainda faltam informa-
¢Oes sobre a toxicidade de polu-
entes em outros organismos da
cadeia alimentar. J& estamos es-
tendendo as pesquisas a Daphnias,
microcrustaceos que se alimen-

Linha de
pesquisa
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O professor Hiroshi Aoyama (a direita), coordenador da pesquisa, com Claudio Martin Jonsson, autor da tese

tam de algas, e que vém ocupan-
do uma mestranda”.

Estudos in vitro - Claudio Jons-
son avaliou in vitro uma lista de
30 compostos encontrados em
lodo de esgoto e formulagOes de
agrotoéxicos, compreendendo os
organicos e metais, identifican-
do aqueles responsaveis por uma
alta inibicao da enzima para es-
tudos especificos. “Testes em que
o efeito sobre a enzima ocorre no
tubo de ensaio sdo importantes
para entender o mecanismo de
acdo toxica dos poluentes e com-
parar a suscetibilidade da en-
zima. Também geram dados para
possivel elaboracdo de biossen-
sores, havendo trabalhos com
fosfatases de outras fontes, imo-
bilizadas em eletrodos, a fim
quantificar niveis de pesticidas”.

Aoyama afirma que os testes in
vitro com a P. subcapitata levaram
a um resultado inesperado em
relacdo ao cobre, que é usado
como fungicida e encontrado em
residuos industriais. “Normal-
mente, ele é um inibidor do siste-
ma enzimatico, mas no nosso
caso o efeito foi oposto: o metal
ativou o sistema, quando pré-
encubado na presencga da enzima.
Observamos uma interacdo mui-
to forte, em que o cobre protege a
enzima da desnaturacao térmica.
Ocorrem ainda diminuicdes da
energia de ativacdo e do valor da
constante de Michaelis”.

Por isso, na tentativa de mi-
metizar os efeitos dos agentes
toxicos quanto a sua agdo simul-
tanea, os pesquisadores também
se preocuparam em misturar po-
luentes para verificar se, juntos,
apresentam efeitos aditivos, si-
nérgicos ou antagonicos (quando
um suprime o efeito do outro).
Para Claudio Jonsson, trata-se de
um aspecto a ser considerado na
legislacdo. “Os limites maximos
permissiveis de poluentes na
agua sdo, quase sempre, baseados

apenas no composto isolado. O
lodo traz varios agentes, sendo
provéavel que as a¢cdes combina-
das de alguns deles apresentem
efeito sinérgico”.

De acordo com Hiroshi Aoya-
ma, a alteracdo da atividade
fosfatasica pelo mercdrio pode-
ria servir como um biomarcador,
visto que este metal, contrario do
cobre, inibe o sistema enzimatico
impedindo que a alga cresga.
Apesar de seu uso estar diminuin-
do, ele pode estar presente em con-
centragdes significativas no lodo.
Algas e invertebrados aquéticos
possuem grande capacidade de
acumular o metal e transferi-lo
para niveis superiores da cadeia.
Os peixes também assimilam mer-
curio, retendo-o em seus tecidos.

Estudos in vivo — Para estudos
in vivo, conforme a explicacédo do
docente do Departamento de Bi-
oquimica, primeiramente se ex-
pde a alga em concentragdes co-
nhecidas do poluente, por deter-
minado periodo, e sé depois se
extrai a enzima para verificar se
sua atividade foi alterada. E a
partir de dados de ensaios in vivo
que se estabelecem limites per-

A alga Pseudokirchneriella
subcapitata: distribuicéo
cosmopolita

missiveis de um poluente na agua.

Claudio Jonsson ressalva, en-
tretanto, que a legislagdo do Co-
nama (Conselho Nacional do Mei-
o Ambiente) enumera limites
apenas para aproximadamente
50 compostos organicos, quando
existem no mercado perto de 280
principios ativos com agdo pra-
guicida. “Ha um amplo campo
para se pesquisar. Valores de-
monstrando o efeito destes com-
postos contribuiriam para o es-
tabelecimento de concentracdes
seguras na agua”.

O pesquisador da Embrapa
acrescenta que 0s niveis maximos
na legislagdo baseiam-se em ava-
liacBes de crescimento e de mor-
talidade de organismos, quando
os testes de alteracdes enzima-
ticas sdo bem mais sensiveis, res-
pondendo, na maioria das vezes,
a menores concentracdes de polu-
entes. “Esses agentes levam a
uma perturbacéo na reacdo bio-
quimica do organismo. A detec-
¢do com antecedéncia desta per-
turbacdo possibilita adotar crité-
rios de protecdo. A alteracdo da
atividade de uma enzima serve
como um biomarcador na avalia-
¢do da saude ambiental™.

Docente estudq
enzimas ha mais
de trés décadas

O professor Hiroshi Aoyama tem as
enzimas como objetos de estudo
desde o doutorado pela USP, em
1974. Nada mais natural, portanto,
que seja o coordenador do
Laboratdrio de Enzimologia
abrigado no Departamento de
Bioquimica do IB. Numa descricéo
simpldria, enzimas sdo
catalisadores biol6gicos,
substancias que aceleram uma
reagdo quimica e sem as quais a
reacao ocorreria muito lentamente.
Aoyama obteve o pds-doutorado em
Bordeaux (Franca), entre 1982 e
1984, com um estudo cinético sobre
DNA polimerases e transcriptase
reversa, tema com o qual continuou
envolvido na Unicamp até 1998.
Passou a focar as fosfatases acidas
em 1992, o que faz até hoje.
Primeiramente com pesquisas
acercada purificagdo e
caracterizagao cinética de fosfatases
acidas de 6rgdos de animais e
vegetais, orientando varias teses de
mestrado e doutorado. Desde 2001,
vem se dedicando a esta classe de
enzimas na toxicidade da agua -
projeto da tese doutorado defendida
por Claudio Jonsson em 2005.
Paralelamente, em colaboracdo com
aprofessora Carmen Verissima
Ferreira, colega de departamento,
Hiroshi Aoyama ocupa-se da
proteina tirosina fosfatase na
sinalizacdo celular. “Estamos
verificando, por exemplo, a
participacdo desta classe de
enzimas na acéo de determinados
COMPOStos naturais no mecanismo
de morte de células cancerigenas. E
uma pesquisa basica, mas que no
futuro pode apresentar fins
terapéuticos”.

Ainda em ensaios in vivo, Hiroshi
Aoyama avalia o efeito de
compostos naturais, como
flavondides, na reversao do tumor
de Walker em ratos, assim como na
sobrevida dos animais. Constou-se
que flavonoides, efetivamente,
contribuem para conter o
crescimento do tumor, mas o
professor do IB reitera que as
pesquisas sao muito preliminares e
que inimeras fases ainda precisam
ser superadas até que seja possivel
disponibilizar algum composto,
como um quimioterapico.




