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Utilização de enzimas do estresse oxidativo como biomarcadoras 
de impactos ambientais

Using oxidative stress enzymes as biomarkers in environmental impacts

Resumo O uso intensivo de compostos xenobióticos em 
atividades humanas é responsável pela contaminação de 
vários ambientes, provocando alterações em diferentes níveis 
ecológicos. O monitoramento das possíveis consequências 
do uso indiscriminado desses compostos é realizado 
por intermédio de biomarcadores ou bioindicadores, 
principalmente em ambientes aquáticos, nos quais o 
organismo apresenta contato direto com o contaminante, fato 
que propicia o diagnóstico do impacto para posterior reparo 
ou, até mesmo, recuperação do ambiente. Atualmente, um 
dos biomarcadores utilizados são as enzimas, uma vez que o 
aumento ou a inibição da atividade enzimática podem indicar 
algum tipo de resposta ao estresse ambiental, segundo 
ensaios realizados in situ ou in vitro. Diversos estudos 
citados na literatura utilizam a determinação da atividade 
enzimática, através de comparações com grupos controles 
ou por parâmetros encontrados antes e depois de iniciar 
uma atividade que poderia causar algum estresse para a área 
trabalhada. As enzimas do estresse oxidativo, representadas 
pela catalase, superóxido dismutase, glutationa redutase 
e peroxidase, são necessárias para a manutenção da vida 
por estarem associadas ao processo de detoxificação de 
compostos formados nos seres vivos, e são consideradas 
importantes ao permitirem a sobrevivência de organismos 
em ambientes impactados. A análise da atividade dessas 
enzimas permite maior controle do ambiente e funciona 
como sinal de alerta de contaminação, sendo, portanto, uma 
técnica importante para a vigilância ambiental e controle das 
atividades humanas sobre o ambiente.

Palavras–chaves Monitoramento ambiental, biomarcadores, 
impactos ambientais, estresse oxidativo, atividade enzimática.

Abstract The intensive use of xenobiotic composites in 
activities of humans held responsible for environmental 
contamination resulting in alterations in different ecological 
levels. To gain information about the possible consequences 
of the use of these harmful composites, biomarkers or 
bioindicators are used. In aquatic environments, where 
the organism is in direct contact with composites, the 
examination of harmful effects is of special interest. Enzymes 
became of special interest in their use as biomarkers, as 
an increase or inhibition of enzymatic activity may indicate 
a response to environmental stress. Several studies use 
the determination of the enzymatic activity to monitor 
the environment comparing data of control group with 
those of contaminated areas. Catalase and the superoxide 
dismutase are important enzymes as they participate in 
detoxication. The enzymes are known to have impact on 
the survival rate in animals living in contaminated areas. 
The analysis of the activity of those enzymes enable to gain 
information about the amount of pollution and are seen as 
alert signal of contamination. Therefore, the determination 
of those enzymes is seen as one important technique for 
the environmental monitoring and control of activities of 
human beings and their effects on the environment.

Keywords Enviromental monitoring, biomarkers, 
enviromental impacts, oxidative stress, enzimatic activity.

Introdução

Nos últimos anos, o nível de compostos xenobióticos 
aumentou de forma alarmante nos ecossistemas aquáticos 
como resultado das atividades antropogênicas. Neste 
contexto, a biota aquática se tornou importante para a 
detecção do grau de impacto, uma vez que este meio 
está constantemente exposto a um grande número de 
substâncias tóxicas oriundas de diversas fontes de emissão. 
A descarga de lixos tóxicos provenientes de efluentes 
industriais, processos agrícolas, derrames acidentais de lixos 
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químicos e os esgotos domésticos lançados em rios e mares 
contribuem para a contaminação do ambiente aquático com 
uma gama de agentes tóxicos representados por metais 
pesados, agrotóxicos e compostos orgânicos (Rashed, 2001; 
Chandran et al. 2005; Arias et al. 2007).

As substâncias tóxicas são capazes de interagir com os 
organismos vivos nos ambientes aquáticos, causando inúmeras 
alterações que podem gerar graves desequilíbrios ecológicos 
dependendo do grau de impacto e do tempo de exposição 
(Livingstone, 1993). Essas alterações são provocadas por 
influência direta dos compostos sobre determinadas estruturas 
celulares, como na membrana lisossomal, a qual pode ser 
degradada por ação de diversos metais pesados e provocar 
reações adversas no organismo (Regoli et al. 1998).

Estudos recentes demonstram grandes interesse por 
biomarcadores enzimáticos como forma de monitoramento 
de ambientes aquáticos, fato que determinou um rápido 
desenvolvimento de técnicas capazes de possibilitar o 
monitoramento ambiental (Bainy et al. 1996; Ventura et al. 2002; 
Chandran et al. 2005; Nicholson & Lam, 2005; Gu et al. 2006; 
Bocchetti et al. 2008; Zanette et al. 2008). A utilização da atividade 
enzimática como biomarcadora deve-se ao fato dos compostos 
tóxicos, que apresentam uma meia-vida relativamente longa, 
possuírem alta afinidade por pares de elétrons encontrados 
nos aminoácidos que formam as enzimas, como o grupamento 
sulfidril (SH) (Bertin & Averbeck, 2006; Ivanina et al. 2008). 

Cada enzima apresenta uma estrutura tridimensional 
particular com um sítio ativo que se liga ao substrato 
específico, ditada pela ordem dos aminoácidos na sua 
cadeia, porém tal estrutura pode ser desenovelada, ou 
desnaturada, quando os compostos tóxicos se ligam à 
estrutura, sendo convertida em uma cadeia polipeptídica 
flexível que perdeu a sua conformação original, que 
pode torná-la inativa (Lehninger et al. 1995). Como 
conseqüência, as alterações podem ser observadas 
por métodos bioquímicos. Entre os testes realizados, 
destacam-se as atividades de enzimas responsáveis pela 
detoxificação do organismo, principalmente do estresse 
oxidativo (Bainy et al. 1996; Bainy et al. 2000; Ventura et 
al. 2002; Alves et al. 2002; Chandran et al. 2005; Gu et al. 
2006; Atli & Canli, 2007; Zanette et al. 2008).

Utilização de Atividade Enzimática como Biomarcadores

Atualmente vários grupos de organismos aquáticos são 
estudados como possíveis bioindicadores para a avaliação 
de áreas contaminadas. Através de testes enzimáticos é 
possível definir alguma alteração causada no organismo como 
consequência de atividade antrópica. Entre os organismos 

analisados pode-se destacar peixes como Oreochromis niloticus 
(Atli & Canli, 2007), Brycon amazonicus (Avilez et al. 2008), 
Corrydoras paleatus (Monserrat et al. 2008), Salmo trutta (Bernet 
et al. 2001); poliquetas da espécie Perinereis aibuhitensis (Ng et 
al. 2008); crustáceos como o camarão Litopenaeus vannamei 
(Aispuro-Hernandez et al. 2008); microalgas (Levy et al. 
2008); microorganismos como Tetrahymena pyriformis e Vibrio 
fischeri (Bonnet et al. 2008) e os moluscos, como as ostras 
Perna perna (Bainy et al. 2000; Alves et al. 2002) Crassostrea 
rhizophorae, (Alves et al. 2002), Pinctada fucata (Gu et al. 2006) 
e Crassostrea virginica (Ivanina et al. 2008), mexilhões como 
Mytilus galloprovincialis (Bocchetti et al. 2008) ou ainda, o 
gastrópode Achatina fulica (Chandran et al. 2005). 

Os organismos utilizados como bioindicadores podem 
ser coletados nas áreas impactadas (in situ), como realizados 
nos trabalhos de Bainy et al. (2000), Bocchetti et al. (2008) 
e Levy et al. (2008), ou podem ser expostos a diferentes 
concentrações dos compostos químicos no próprio laboratório 
(in vitro), como citado nos estudos de Chandran et al. (2005); 
Gu et al. (2006); Atli & Canli (2007); Ivanina et al. (2008); Avilez 
et al. (2008) e Monserrat et al. (2008), sendo posteriormente 
processado e realizado a análise das respostas bioquímicas.

Um bom exemplo da utilização de atividade enzimática 
como método de monitoramento pode ser observado no 
trabalho realizado por Bocchetti et al. (2008), no qual foram 
utilizados mexilhões da espécie Mytilus galloprovincialis para 
avaliar a acumulação de contaminantes e os efeitos tóxicos de 
remobilizados químicos, durante as operações de drenagem 
e deposição em área portuária. Esta atividade resultou na 
ressuspensão de poluentes encontrados no sedimento, fato 
que causou o aumento da atividade da catalase e glutationa-S-
transferase, enzimas envolvidas no processo de detoxificação. 
Após o encerramento das atividades de drenagem e deposição, 
foram observados redução da atividade das enzimas aos índices 
iniciais, o que indica a mobilização dos contaminantes da coluna 
d’água por processo de decantação.

O estresse causado pelos compostos tóxicos deve-se a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ROS – Reactive 
Oxygen Species), tal como o íon superóxido (O2

-), peróxido 
de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH) e oxigênio 
livre (O1) (Chandran et al. 2005; Valavanidis et al. 2006; Atli 
& Canli, 2007; Avilez et al. 2008). Esses radicais podem ser 
formados pelo contato do organismo com as substâncias 
tóxicas, que são bioacumuladas, e geram como conseqüência, 
o estresse oxidativo. Um exemplo da bioacumulação pode 
ser observado no trabalho de Anandraj et al. (2002), no qual 
foi observado uma acumulação diretamente proporcional à 
quantidade de metais pesados presentes na coluna d’água. Os 
metais pesados, representados pelo mercúrio, cobre e zinco, 
foi acumulado em tecidos moles do bivalve Perna perna. 

Os radicais livres produzidos pela presença de 
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compostos tóxicos no organismo reagem com lipídeos, 
proteínas ou ácidos nucléicos e resultam em diversas injúrias 
bioquímicas ou genéticas. A detoxificação das espécies 
reativas de oxigênio tornou-se um pré-requisito para a vida 
aeróbica, o que proporcionou o desenvolvimento de muitas 
defesas orgânicas a partir da evolução a fim de prevenir, 
interceptar e reparar os danos no organismo (Lehninger et 
al. 1995; Chandran et al. 2005; Gu et al. 2006; Atli & Canli, 
2007; Monserrat et al. 2008; Avilez et al. 2008).

Em organismos expostos a metais pesados ocorre o 
aumento nas espécies reativas de oxigênio (ROS), como 
o peróxido de hidrogênio, radical superóxido, radical 
hidroxil, o que pode elevar a atividade das enzimas do 
estresse oxidativo, como a catalase, superóxido dismutase 
e glutationa-s-transferase, que utilizam esses compostos 
como seus substratos específicos (Atli & Canli, 2007). Essas 
enzimas são constantemente citadas na literatura como 
biomarcadoras de contaminação em diversos organismos.

Utilização da Catalase

A enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6), um componente de 
defesa antioxidante primário, exerce duas funções importantes: 
a decomposição de peróxido de hidrogênio (H2O2) a água e 
oxigênio (H2O + O2) e a oxidação de compostos hidrogenados, 
como metanol, etanol, ácido fórmico, fenóis, com o consumo 
de um mol de peróxido (Aebi, 1984). 

Muitas reações de degradação dos aminoácidos e 
gorduras, ocasionadas pelo estresse oxidativo, produzem 
radicais livres e peróxidos de hidrogênio, espécies altamente 
reativas capazes de lesar a maquinaria celular. A maneira que 
a célula encontrou para se defender desses produtos foi a 
formação de peroxissomos, pequenas vesículas envoltas 
por membrana, onde ocorrem as reações devido a grande 
quantidade de catalase, como citado por Lehninger et al. 
(1995); Lam et al. (1995) e Atli & Canli (2007). A atividade da 
catalase é importante para o monitoramento, por ser uma 
enzima que apresenta elevada atividade quando o organismo se 
encontra em estresse oxidativo (Lam et al. 1995; Chandran et 
al. 2005; Avilez et al. 2008). Por esse motivo, é utilizada como 
biomarcadora em diversos estudos que analisam o impacto 
ambiental como descrito por Bainy et al. (1996); Ventura et al. 
(2002); Atli & Canli (2007); Zanette et al. (2008).

Estudos recentes realizados com o gastrópode Achatina 
fulica, demonstrou uma enorme redução na atividade da 
catalase após a exposição do indivíduo ao cádmio e ao zinco, 
o que indicou efeito prejudicial dos metais pesados nas 
enzimas isoladas da glândula digestiva e do rim do organismo 
(Chandran et al. 2005). Outros trabalhos realizados com 

ostras Crassostrea rhyzophorae e mexilhões Perna perna, 
expostos ao Furadam, pesticida muito utilizado no combate de 
pestes agrícolas, demonstraram um aumento na atividade da 
enzima catalase nas brânquias de ambos os organismos, porém 
significativo apenas para a Crassostrea rhyzophorae, quando 
comparado ao grupo controle (Alves et al. 2002). O trabalho 
de Zanette et al. (2008), compara a atividade da catalase de 
brânquias e glândula digestiva de C. rhyzophorae com aquelas 
obtidas de C.gigas ao longo de quatro sítios marinhos, distantes 
do rio Bücheler, Santa Catarina, Brasil, que recebe todo o 
aporte de lixo doméstico. Os resultados demonstraram maior 
atividade enzimática em ambos os órgãos da C. rhyzophorae, 
que foram mais intensas quanto mais próximas do local de 
emissão, enquanto a C. gigas apresentou um incremento 
somente na atividade da enzima branquial. Estas variáveis 
permitiram concluir que o primeiro indivíduo é mais sensível 
e melhor bioindicador ambiental 

A catalase é ainda utilizada como marcadora em 
indivíduos evolutivamente superiores como os peixes (Bainy et 
al. 1996) da espécie Oreochromis niloticus, no monitoramento 
de áreas poluídas, e o resultado é a inibição da atividade da 
catalase, o que confirma elevado grau de contaminação da 
região. Atli & Canli (2007), também utilizaram O. niloticus para 
exposição a concentrações de cádmio e chumbo, e o resultado 
foi o aumento da atividade da catalase. Ventura et al. (2002) 
utilizaram a espécie Orthopristis ruber no monitoramento de 
poluentes em águas costeiras nas Baías de Guanabara, Sepetiba 
e Ilha Grande no Rio de Janeiro e obtiveram como resultado, 
um gradiente de atividade catalásica, o que demonstrou  o 
elevado grau de poluição  na seguinte seqüência: Baía de 
Guanabara, Ilha Grande e, por fim, Sepetiba. Outro trabalho 
que também utilizou a catalase como marcadora foi o de 
Dautremepuits et al. (2004), que avaliou a interferência 
do cobre e de fungicidas, a base de cobre, sobre o fígado 
e rim em peixes da espécie Cyprinus carpio L.. O resultado 
observado foi o aumento na atividade enzimática no quarto 
dia de experimento, e no oitavo dia, a atividade enzimática foi 
semelhante ao teste controle. Entretanto, ao ser estudado o 
efeito de fenol sobre a atividade da catalase, como descrito 
por Avilez et al. (2008), ficou estabelecido que esse agente 
impactante não exerce efeitos significativos sobre a atividade 
enzimática em matrinxã (Brycon amazonicus).

Utilização da Superóxido Dismutase 

A superóxido dismutase (SOD, 1.15.1.1) é uma das 
principais enzimas utilizadas no combate ao dano oxidativo das 
espécies reativas de oxigênio (Chandran et al. 2005; Gu et al. 
2006; Avilez et al. 2008). Os estudos desenvolvidos por McCord 
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& Fridovich (1969), estabeleceram parte da distribuição e função 
da enzima em proteger o citocromo c ao reduzir o radical 
superóxido, diminuindo a presença dos radicais livres.  Por outro 
lado, os eucariotos apresentam duas formas da enzima, uma 
contendo manganês, encontrada na mitocôndria e outra com 
zinco e cobre, localizada no citoplasma (Berg et al. 2004).

O substrato da superóxido dismutase é o radical 
superóxido gerado normalmente nos organismos aeróbicos, 
durante o processo de oxidação. Por esse motivo, o primeiro 
impasse para a realização de um teste dessa enzima é a 
disponibilização do radial livre, que deverá ser gerado no 
processo de estudo (Flohé & Ötting, 1984). 

O mecanismo de reação se inicia com a redução da 
enzima pelo superóxido, resultando na formação de oxigênio. 
A enzima reduzida reage novamente com outro íon superóxido 
formando como produto, o peróxido de hidrogênio, que na 
seqüência, sofre dismutação pela catalase ou outra peroxidase, 
originando água e oxigênio molecular (Berg et al. 2004). 

A superóxido dismutase demonstrou ser excelente 
marcadora do estresso oxidativo. Em gastrópodes (Achantina 
fulica) expostos ao cádmio e zinco, a atividade enzimática 
determinada no rim e na glândula digestiva apresentou 
inibição mais significativa para o zinco (Chandran et al. 
2005). Em brânquias de moluscos bivalves (Pinctada fucata), 
expostas a baixas concentrações de cobre, o resultado foi o 
aumento da atividade enzimática ao contrário do obtido em 
altas concentrações, que resultou em inibição enzimática. 
Quando os parâmetros cinéticos foram acompanhados 
na glândula digestiva do mesmo indivíduo, a atividade da 
superóxido dismutase aumentou após 24 horas do início 
do ensaio e manteve-se elevada até 72 horas, quando 
comparadas ao controle (Gu et al. 2006). Todavia, as 
brânquias de mexilhões Bathymodiolus azoricus expostos ao 
cádmio, mercúrio e cobre apresentaram inibição na atividade 
da superóxido dismutase como observados por Company 
et al. (2004). Em peixes Brycon amazonicus expostos 
ao fenol, não foram denotado diferença na atividade da 
enzimática (Avilez et al. 2008). Por outro lado, Letendre 
et al. (2008), utilizaram a superóxido dismutase como 
medidor do estresse oxidativo causado pelo ciclo de maré 
na espécie Mytilus edulis, os quais foram divididos em grupos 
e submetidos a regiões marinhas profundas e superficiais. 
O resultado foi o aumento na atividade enzimática naqueles 
grupos alocados em ambiente mais profundo. 

Utilização das Glutationas
 
O glutationa é um tripeptídeo que possui radical sulfidrila 

na sua estrutura e se apresenta na forma reduzida de tiol 

(GSH) e na oxidada (GSSG), na qual dois tripeptídeos são 
ligados por uma ponte dissulfeto. A enzima responsável pela 
redução de GSSG a GSH é a glutationa redutase (GR, E.C. 
1.6.4.2), uma flavoproteína que utiliza NADPH como fonte de 
elétrons e prótons para a reação de redução (Berg et al. 2004). 
A enzima responsável pela oxidação é a glutationa peroxidase 
(GPx, E.C. 1.11.1.9), que exerce papel importante na 
detoxicação de substâncias geradas pelos xenobióticos, como 
peróxido de hidrogênio ou peróxidos orgânicos, cofatores para 
formação de GSSG (Tekman et al. 2008). Uma característica 
dessa enzima é a presença de um átomo de selênio (Se) ligado 
ao seu centro reativo, em forma de seleneto (enzima-Se-), 
que reduz o substrato peróxido a um álcool, que por sua vez 
oxida o ácido selenênico (enzima-SeOH). Essa reação permite 
a interação da enzima com a glutationa reduzida formando 
seleno-sulfeto (enzima-Se-S-Glutationa). A interação desse 
complexo com a segunda molécula de glutationa reduzida 
forma a GSSG, glutationa oxidada, o que regenera a forma 
ativa da enzima (Berg et al. (2004).

A glutationa peroxidase é largamente utilizada como 
biomarcadora, o que demonstra a obtenção de resultados 
expressivos em diversas situações de estresse, seja por 
compostos orgânicos ou inorgânicos. A atividade enzimática é 
amplamente inibida por ação de compostos intoxicantes, como 
observado no trabalho desenvolvido Chandran et al. (2005) 
que expuseram gastrópodes ao cádmio e ao zinco, assim como 
Gu et al. (2006) que obtiveram resultados semelhantes com 
bivalves expostos ao cobre, e ainda Avilez et al. (2008) quando 
submeteram peixes a compostos fenólicos. 

No trabalho desenvolvido por Company et al. (2004), 
a glutationa peroxidase apresentou inibição expressiva 
quando mexilhões da espécie Bathymodiolus azoricus foram 
submetidos a concentrações de cádmio, cobre e mercúrio. 
Entretanto, a atividade enzimática se elevou em brânquias 
de truta marrom (Salmo trutta) expostas ao cádmio, cobre e 
zinco, assim como o aumento da expressão gênica envolvido 
na produção da enzima (Hansen et al. 2006). 

A Glutationa-S-transferase (GST, E.C. 2.5.1.18), por 
sua vez, pertence a uma família multifuncional de proteínas 
envolvidas no processo de detoxificação celular e correção 
dos efeitos deletérios de compostos xenobióticos como 
drogas, herbicidas, compostos químicos carcinogênicos e 
poluentes ambientais. A enzima catalisa a conjugação da 
glutationa reduzida (GSH) com compostos endógenos ou 
exógenos de poluentes, a fim de torná-los menos tóxicos, 
mais solúveis em água e mais fáceis de serem degradados 
e excretados. A glutationa-S-transferase pode atuar como 
peroxidases, isomerases ou ainda tiol transferase (Carletti 
et al. 2008; Huber & Almeida, 2008).

A enzima é utilizada em programas de monitoramento 
de compostos químicos poluentes, principalmente metais 
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pesados, pelo fato de apresentar inibição da atividade. 
Segundo Regoli et al. (1998), essa inibição está envolvida 
com a desestabilização da membrana lisossômica provocada 
pela exposição aos metais pesados ou ao estresse de 
radicais livres, o que pode causar a ruptura da membrana 
e liberar diversos radicais e íons ácidos, que prejudica o 
funcionamento normal da enzima.  

A atividade enzimática em glândulas digestivas do 
molusco Adamussium colbecki apresentou inibição quando 
os indivíduos foram expostos ao cobre e ao mercúrio, 
com efeitos mais severos em organismos sob a influência 
do mercúrio (Regoli et al. 1998). Entretanto, a atividade 
da enzima na glândula digestiva do mexilhão Perna perna se 
elevou em sítios de poluição industrial em Santa Catarina, 
Brasil (Bainy et al. 2000), assim como no cérebro de 
peixes da espécie Corydoras paleatus que também sofreu 
elevação quando expostos à dieta de ácido lipóico, 
apesar de músculos, fígado e brânquias terem se mantido 
semelhante ao grupo controle (Monserrat et al. 2008). 
Resultados opostos foram observados brânquias de Perna 
perna e Crassostrea rhizophorae expostos ao pesticida 
Furadan (Alves et al. 2002), cujas atividades enzimáticas 
não foram significativas. Em brânquias de Crassostrea gigas 
expostas a descargas de poluentes domésticos também 
não foram observadas quaisquer alterações significativas 
na atividade da enzima (Zanette et al. 2008). 

Considerações finais

Os diversos estudos citados na literatura confirmam 
a importância das enzimas, principalmente do estresse 
oxidativo, no monitoramento da qualidade ambiental. 
A análise da atividade dessas enzimas, isoladas dos 
bioindicadores, permite maior controle do ambiente e 
funciona como sinal de alerta de contaminação, além de 
permitir ratificar a atividade antrópica. O método, muito 
utilizado em programas de monitoramento, permite maior 
vigilância sobre quaisquer ações danosas ao equilíbrio do 
meio, com a possibilidade, inclusive, de nortear ações 
preventivas contra impactos ambientais. Contudo, o 
mecanismo bioquímico de defesa encontrado nos seres 
vivos, como forma de combater a ação de compostos 
tóxicos prejudiciais à saúde, dependem tanto da capacidade 
funcional da cada tecido como da resposta das enzimas aos 
diferentes contaminantes. Portanto, o aprimoramento de 
estudos de novas técnicas com a finalidade de promover o 
monitoramento ambiental é necessário a fim de minimizar 
das ações danosas sobre as diversas formas de vida.
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