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Resumo

Titulo: Utilizacdo do Teste de Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase Aplicado no
Estudo da Degradacédo Abidtica dos Agrotoxicos Organofosforados

Autor: Damila Silva de Azevedo
Orientadora: Maria Cristina Canela
Palavras chave: organofosforados, acetilcolinesterase, degradacéo abiotica.

Devido ao crescente aumento da utilizacdo de agrotoxicos na agricultura, indmeros
problemas de contaminagcdo ambiental vém ocorrendo. A utilizacdo de agrotoxicos
afeta ndo somente o solo onde é aplicado, mas também outros compartimentos do
meio ambiente como o ar e a agua, tanto superficial como subterranea. A principal
classe de agrotoxicos utilizados no Brasil atualmente é a dos organofosforados,
compostos conhecidos pela sua rapida degradagdo no meio ambiente. Porém,
muitas vezes estes compostos acabam gerando metabdlitos mais toxicos que 0s
compostos originais. Os agrotoxicos organofosforados sdo amplamente conhecidos
como inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), que atua no sistema nervoso
central hidrolisando a acetilcolina, substancia responsavel pela transmissédo de
impulsos nervosos no cérebro. Em 1961, Ellman e colaboradores desenvolveram a
metodologia colorimétrica para determinacdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase. O teste colorimétrico com esta enzima é uma alternativa
importante, simples e barata para o acompanhamento toxicolégico da presenca de
agrotoxicos organofosforados em ambientes aquaticos. Sendo assim, este trabalho
tem como objetivo mostrar a aplicabilidade desta enzima para monitorar a
transformacao abidtica do paration metilico, clorpirifés e metamidofés em diferentes
condicbes e avaliar a sua toxicidade. Inicialmente, foram realizados testes com
acetilcolinesterase para verificar o melhor volume inicial nos estudos de degradacao
abidtica e curvas analiticas, relacionando a porcentagem de inibicdo da enzima e a
concentracdo dos agrotoxicos. Em seguida, os testes foram utilizados para estudar a
hidrolise do metamidofés em diferentes valores de pH e finalmente acompanhar a
degradacédo fotoquimica do paration metilico juntamente com o clorpirifés. Os
resultados mostraram que a hidrélise do metamidofés esta diretamente ligada ao pH
do meio, conforme descrito pela literatura, sendo que a inibicAo da
acetilcolinesterase diminui a medida que o agrotéxico se decompde. Em contraste,
nos estudos de degradacdo fotoquimica, observou-se que a conversao dos
agrotoxicos gera compostos ainda mais toxicos que os originais, apresentando mais
riscos para o ambiente e para o homem. A possibilidade de utilizar a AChE como
indicador de toxicidade no meio, auxilia no real impacto dos agrotéxicos quando
aportam os ambientes aquaticos naturais.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 HISTORICO E DEFINICAO DE AGROTOXICOS

Substancias quimicas com o objetivo de combater pragas agricolas, como
insetos, ervas daninhas, fungos, etc. e aumentar a producéo e a disponibilidade de
alimentos vem sendo utilizadas ha milhares de anos pela humanidade. Estas
substancias sdo denominadas defensivos agricolas, pesticidas ou agrotéxicos,
sendo este ultimo termo, indicado pela Legislacdo Brasileira. Segundo a Lei n°
7.802, de 11/07/1989 define o termo agrotoxico da seguinte forma (BRASIL, 1989):

[...] os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao seu uso nos setores de produgdo, no armazenamento e no
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo das
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de
seres vivos considerados nocivos;

O uso mais antigo de agrotéxicos que se tem registro é a queima de enxofre
para fumigar os lares gregos, cerca do ano 1000 a.C. (BAIRD e CANN, 2011).
Inicialmente os agrotoxicos utilizados eram compostos inorganicos e
organometalicos, tais como: diéxido de enxofre, fluoreto de sdédio, compostos de
arsénio e de mercurio. Porém tais substancias sdo extremamente toxicas para os
seres humanos e outros mamiferos nos niveis requeridos para torna-las agrotéxicos
efetivos. Durante a Segunda Guerra Mundial foram sintetizados muitos agrotéxicos
organicos, também utilizados como armas quimicas, para substituir oS compostos
inorganicos, os quais deixaram de ser utilizados.

Os agrotdxicos organicos, em geral, possuem a vantagem de serem efetivos
contra as pragas utilizando uma menor quantidade dos mesmos, e foram
inicialmente projetados para serem biodegradaveis, embora isso ndo tenha resultado
verdadeiro em muitos casos (BAIRD e CANN, 2011).

Os agrotéxicos possuem um papel de grande importancia no cenario mundial
atual ja que a demanda por alimentos se torna maior a medida que a populacéo
cresce exponencialmente. Por isso, eles sdo necessarios para evitar as perdas nas

lavouras e aumentar a sua produtividade.
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No Brasil, a partir da segunda metade dos anos 1970, a induastria de
agrotoxicos cresceu de forma significativa e a comercializacdo desses produtos tem
crescido continuamente. Durante o periodo de 1975 a 2009, o Pais sempre esteve
entre os seis maiores mercados de agrotoxicos do mundo (IBAMA, 2010).

Em 2008, o Brasil tornou-se o maior consumidor mundial de agrotdxicos.
Segundo levantamento feito pelo Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Defesa Agricola (Sindag), no Brasil, em 2010, as vendas de agrotoxicos somaram
USS$ 7,3 bilhdes diante de US$ 6,6 bilhdes do segundo colocado, os Estados Unidos
(ANDEF, 2011). Este alto consumo de agrotoxicos pode ser explicado pela
expansao do setor agricola brasileiro nos ultimos anos. O Brasil ja é o terceiro maior
exportador agricola do mundo, atrds apenas dos Estados Unidos e da Uni&o
Europeia (IBAMA, 2010).

1.2 CLASSIFICACAO DOS AGROTOXICOS

Atualmente estima-se que mais de 1500 substancias sao utilizadas como
ingredientes ativos de produtos agrotoxicos, que podem estar presentes em diversas
formulacgbes, quantidades e associadas de diversas maneiras (PATNAIK, 2007).

Devido a diversidade dos compostos, os agrotéxicos podem ser classificados
de acordo com a sua acdo e seus grupos funcionais. As varias categorias de

agrotoxicos com relacdo ao organismo alvo estéo listadas na tabela 1.



Tabela 1 — Agrotoxicos e seus alvos (BAIRD e CANN, 2011).

Tipo de agrotoxico

Organismo alvo

Acaricida Acaros
Algicida Algas
Avicida Aves

Bactericida Bactérias
Desinfectante Micro-organismos

Fungicida Fungos

Herbicida Plantas
Inseticida Insetos
Larvicida Larvas de insetos

Moluscicida Caracois, lesmas

Nematicida Nematoides
Piscicida Peixes
Raticida Roedores
Cupicida Cupins
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De acordo com suas estruturas quimicas, 0s agrotoxicos ainda sao
subdivididos, obtendo-se as seguintes subclasses principais: organoclorados,

organofosforados, carbamatos e piretréides, além de outros.

1.2.1 Agrotoxicos organoclorados

Os agrotoxicos organoclorados foram o0s primeiros pesticidas organicos
sintéticos desenvolvidos. Esta classe de inseticidas € caracterizada por compostos a
base de carbono com atomos de cloro, derivados do clorobenzeno, do cicloexano ou

do cicloexadieno. A Figura 1 apresenta alguns exemplos de organoclorados.
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Figura 1 — Exemplos de agrotéxicos organoclorados

Os organoclorados possuem certas propriedades que se destacam: sao muito
estaveis a degradacdo ambiental, baixa solubilidade em agua, alta solubilidade em
hidrocarbonetos e alta toxicidade para insetos, mas baixa para os humanos. Porém
sdo extremamente toxicos em consequéncia destas mesmas caracteristicas. Como
sdo muito estdveis, podem persistir na natureza por anos e se biomagnificar na
cadeia alimentar ja que sdo muito solUveis na gordura dos animais.

O para-diclorodifeniltricloroetano (DDT) é um exemplo classico de
organoclorado que foi utilizado por muito tempo e em grande quantidade. Ele foi
utilizado na Segunda Guerra contra 0s mosquitos transmissores da malaria e da
febre amarela salvando milhares de vidas. O seu uso intensivo, inclusive na
agricultura, fez com que sua concentracdo ambiental se elevasse rapidamente e
comecasse a afetar a capacidade reprodutiva das aves que foram expostas a esse
composto (BAIRD e CANN, 2011). O seu uso foi proibido devido a sua persisténcia e

toxicidade devido a bioacumulag&o no ambiente.

1.2.2 Agrotoxicos organofosforados

Em substituicdo aos agrotoxicos organoclorados, comecaram a serem
utilizados os organofosforados, que atualmente sdo a classe de maior interesse
comercial e toxicolégica (Santos et al., 2007). Sao ésteres ou tidis derivados de
acidos fosforicos, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico e usualmente tém a estrutura

geral descrita na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica basica de inseticidas organofosforados

A aplicacdo industrial e comercial de compostos organofosforados na
agricultura comegou com Schrader e colaboradores, que descobriram, em 1941, o
inseticida octametilpirofosforamida, que foi chamado de Scharadan (Santos et al.,
2007).

O grande avango dos agrotéxicos organofosforados com relagdo aos
organoclorados € que estes sdo menos persistentes na natureza. Contudo, eles
apresentam geralmente um efeito toxico mais agudo para os seres humanos e
outros mamiferos do que os organoclorados (BAIRD e CANN, 2011). Ambos
concentram-se nos tecidos gordurosos, porém os organofosforados se decompdem
em dias ou semanas, sendo raramente encontrados nas cadeias alimentares. E
importante mencionar que isso ndo necessariamente indica que esta classe de
inseticidas cause menos danos ao meio ambiente ja que seus componentes podem
se degradar em substancias mais toxicas que as originais e que baixas
concentracdes ja podem ser perigosas para 0s organismos vivos (Wolfe et al., 1990;
Mansour et al., 1997).

O mecanismo de acdo dos organofosforados é a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) nos sistemas nervosos de vertebrados e de
invertebrados. Segundo Patrick (2001) este fenbmeno s6 ocorre quando a ligacdo
P=S é oxidada a P=0, ou seja, 0s agrotoxicos organofosforados sdo convertidos em
seus produtos de degradacdo. Benke et al. (1974) j& afirmavam que os anélogos
com oxigénio sdo muitos mais toxicos que os organofosforados originais. Este fato
pode ser explicado pela diferenca de eletronegatividade entre o fésforo e o oxigénio,
que € maior que a diferenca entre o fosforo e o enxofre, o que facilita a reacdo de
hidrolise do produto de degradacé&o no sitio ativo da enzima, desativando-a mais

facilmente.
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A utilizagdo dos agrotoxicos no Brasil, por classes de ataque a organismos-
alvo, segundo o IBGE (2010), € mostrada na Figura 3. No caso dos inseticidas, os
mais utilizados sdo o metamidofds, endosulfan e a parationa metilica ou paration
metilico, respectivamente, demonstrando a grande importancia do estudo dos
inseticidas organofosforados. Apesar de o paration metilico estar sendo reavaliado
pela ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria), quanto a sua toxicidade e
possivel proibicdo, juntamente com mais 8 ingredientes ativos, a SINDAG e as
empresas fabricantes seguem pressionando para que estes testes ndo sejam feitos
(Jornal da Ciéncia, 2013). O paration metilico, juntamente com o metamidofés, esta
proibido na China desde 2007 e desde entdo a importacdo brasileira deste

agrotoxico duplicou de um ano para outro.
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Figura 3 — Distribuicdo percentual dos ingredientes ativos de agrotéxicos por classes de uso. (Brasil,

1.2.2.1 Metamidofés

2005)

O metamidofés (O,S-dimetil fosforamidotioato) € um inseticida e acaricida,

com classificacao toxicologica | segundo a ANVISA e obtido como subproduto do

acefato. A sua formula estrutural esta representada na Figura 4.
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Figura 4 — Formula estrutural do metamidofés

Este ingrediente ativo é altamente transportavel, muito persistente, muito
toxico para organismos do solo e altamente toxico para aves e abelhas (IBAMA,
2010). Segundo a Silva (2010), o metamidofés foi identificado como neurotoxico e
indicativo de interferente enddcrino. Trata-se de um solido cristalino de odor acre,
com presséo de vapor em torno de 3x10* mmHg a 30 °C, logaritmo do coeficiente
de particdo n-octanol/agua (log Koy) de -1,74 e ponto de fuséo igual a 46,1 °C. Em
ambientes aquaticos, o tempo de meia-vida do metamidofos varia basicamente
conforme o pH do meio. Em pH 5,0, este tempo é de 309 dias; em pH neutro, de 27
dias, e em pH levemente alcalino (pH~9,0) de 3 dias (LIMA, 2001).

O anexo VIl da Portaria n°® 2.914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da
Saude estabelece que o limite maximo de metamidofés na agua potavel € 12 pg/L. A
CONAMA 357 nédo estabelece limites para este composto na legislacdo de aguas
superficiais (BRASIL, 2005). Apesar da ANVISA ja ter sugerido que este composto

seja banido no Brasil, ele ainda continua sendo comercializado (SILVA, 2010).
1.2.2.2 Paration Metilico

O paration metilico (O,0-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioato) € um exemplo de
organofosforado no qual o oxigénio da dupla ligacdo foi substituido por enxofre
(BAIRD e CANN, 2011). A estrutura do paration metilico pode ser visualizada na
Figura 5.
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Figura 5 — Formula estrutural do paration metilico

Segundo a monografia de agrotoxicos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA), este composto € um inseticida e
acaricida pertencente a classe toxicoldgica | (extremamente toxico) (BRASIL, 2002).
Possui pressdo de vapor de 0,5 mmHg a 20°C e logaritmo do coeficiente de particao
n-octanol/agua (log Koy) entrel,81 e 3,43 e tempo de meia vida por volta de 25 dias
em agua e sob radiacao solar.

De acordo com Baird e Cann (2011), atualmente, seu uso esta proibido em
alguns paises industrializados do primeiro mundo, porém ainda é largamente
utilizado em paises em desenvolvimento. Um fato consideravel € que a ANVISA
exige que esteja presente nos rétulos dos produtos formulados com este principio
ativo, a seguinte frase: “O metil paration € um inibidor das colinesterases. Além dos
efeitos préprios do paration, durante sua biotransformacdo é formado o paraoxon,
um metabdlito, que aumenta e prolonga os efeitos toxicos. No tratamento devem ser
utilizadas atropina e pralidoxima, e o paciente deve ser observado e se necessario,
receber tratamento por um maior periodo de tempo" (ANVISA, 2002).

Esta citacdo comprova que a periculosidade dos organofosforados esta
presente principalmente em seus produtos de degradacdo, neste caso o0 paraoxon
metilico, proveniente do paration. A alta biodegradabilidade destes inseticidas, sua
principal vantagem com relagdo aos organoclorados, ndo se mostra uma
caracteristica completamente positiva, quando o mesmo gera produtos bastante
toxicos.

O anexo VIl da Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da
Saude estabelece que o limite méximo de paration metilico na 4gua potével é 9 pg/L
(BRASIL, 2011). A CONAMA 357 estabelece um limite maximo de paration metilico
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para agua doce de 0,04 pg/L, no caso das classes | e Il e 35 pg/L para classe Il
(BRASIL, 2005). Em janeiro de 2012, a ANVISA recomendou o banimento do
paration metilico apés comprovar efeitos a saude humana, como a diminuicdo do
peso do timo, diminui¢cdo da proliferacdo dos linfocitos T, diminuicdo da quimiotaxia
de neutrdfilos, diminuicdo da resposta secundaria de anticorpos (ANVISA, 2012).

1.2.2.3 Clorpirifés

O 0,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate, também conhecido
como clorpirifés € um agrotéxico organofosforado utilizado como inseticida, formicida

e acaricida, sua formula estrutural € mostrada na Figura 6.

Cl

Cl / \\ o)

Cl

Figura 6 — Formula estrutural do clorpirifos

Segundo a ANVISA, este composto possui classificacdo toxicolégica I
(altamente téxico) (BRASIL, 2002). E conforme mostrado na Figura 3 foi o terceiro
ingrediente ativo mais utilizado com inseticida no Brasil em 2005. Seu ponto de
fusdo é 42 °C, e possui baixa solubilidade em &gua, apenas 2 mg.L?, e seu
logaritmo do coeficiente de particdo n-octanol/agua (log Kow) € 4,6.

O anexo VIl da Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da
Saude estabelece que o limite maximo de clorpirifés na agua potavel é 30 pg/L
(BRASIL, 2012). A CONAMA 357 nédo estabelece limites para este composto na
legislacdo de aguas superficiais (BRASIL, 2005).
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1.3 IMPACTO DA UTILIZACAO DOS AGROTOXICOS NO MEIO AMBIENTE

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) classifica os agrotoxicos, quanto a sua periculosidade, em quatro tipos de

acordo com o mostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Classificacdo da persisténcia dos agrotéxicos quanto a periculosidade (IBAMA, 1996).

Classe Grau de periculosidade

I Produto altamente perigoso

I Produto muito perigoso

1] Produto perigoso

\Y Produto pouco perigoso

Esta classificacdo baseia-se em uma série de parametros que incluem: a taxa
de bioacumulacdo, a persisténcia dos agrotoxicos ou seus componentes no meio
ambiente, o tipo de transporte, o nivel de toxicidade para diversos organismos, 0s
potenciais mutagénico, teratogénico, carcinogénico, e tem como objetivo diminuir os
impactos ambientais causados pelos agrotoxicos.

A utilizacdo de agrotdxicos afeta ndo somente as pragas agricolas, devido a
sua potencial toxicidade, mas também o meio ambiente e a saude humana. De
acordo com Uaska (1987), ha varias formas de contaminacdo ambiental por
agrotoxicos, mas que podem ser divididas em dois grandes grupos: contaminacao
direta e contaminagdo indireta. A contaminagdo direta resulta da aplicagdo do
agrotoxico para controle de pragas agricolas e a indireta deriva de outras fontes néo
resultantes da aplicacéo direta para o controle de pragas, tais como, lancamento de
residuos industriais contendo agrotéxicos diretamente nos rios, as particulas de
agrotoxicos suspensas apos pulverizacdo, o descarte de sobras de agrotoxicos, a
lavagem dos aplicadores em corregos, valas e o langamento de agrotoxicos em
esgoto domeéstico (UASKA, 1987).

Os agrotoxicos presentes no meio ambiente, como a maioria dos compostos
organicos, sofrem decomposicdo e formam outros compostos, também chamados
produtos de degradacéo. Embora alguns destes compostos persistam por muito

tempo no ambiente, a maioria sofre reacdes quimicas e bioquimicas em poucos dias
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ou meses, produzindo outros compostos organicos e/ou inorganicos (BAIRD e
CANN, 2011).

A Enviromental Protection Agency (EPA), Agéncia Americana de Protecdo ao
Meio Ambiente, classifica os agrotoxicos de acordo com seu tempo de meia-vida
conforme mostrado na tabela 3.

Tabela 3 — Classificacdo da persisténcia dos agrotoxicos segundo a EPA (BAIRD e CANN, 2011).

Classificacao Tempo de meia-vidas (dias)
N&o persistente <30
Moderadamente persistente 30-100
Persistente >100

No ar, o processo de degradacdo normalmente comega com o ataque sobre a
molécula organica pelo radical hidroxila, ou com uma reacdo fotoquimica. A
decomposicdo fotoquimica € possivel também para agrotdxicos presentes na agua
ou adsorvidos no solo que esta sob a superficie da Terra (BAIRD e CANN, 2011).

Os agrotoxicos ainda podem ser degradados por hidrolise em ambientes
aguaticos e no solo. Este tipo de reacdo ocorre principalmente quando a agua esta
um pouco acida ou béasica, uma vez que a catélise por H" ou OH™ pode acelerar o
processo significativamente. Os inseticidas organofosforados, por exemplo, sofrem
hidrélise em &gua e solos alcalinos decorrente do ataque do OH™ na ligacdo P-O—-C
(BAIRD e CANN, 2011).

Reacdes de oxidacdo e reducdo também s&o responsaveis pela
decomposicdo dos agrotoxicos. Alguns agentes redutores comumente encontrados
em &guas e solos anaerébios sdo o Fe”* e o jon sulfeto, S* (BAIRD e CANN, 2011).

Outra forma de degradacdo dos agrotoxicos na agua e no solo € a
microbioldgica que é tdo importante quanto os processos quimicos citados acima.

A Figura 7 demonstra as varias formas de contaminacdo do meio ambiente,
como a contaminagdo do ar, dos solos e das aguas, e as reagdes de degradacdo

dos agrotoéxicos.
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Efeitos previsiveis dos agrotéxicos.

HIF

Agua subterranea

Agua superficial Agua subtarrinaa

Figura 7 — Formas de contaminacdo dos agrotoxicos no meio ambiente (VEIGA et al., 2006)

Os agrotoxicos podem alcancar os ambientes aquaticos através da aplicagdo
intencional ou escoamento superficial a partir das areas onde ocorreram as
aplicacoes (TOMITA, 2002). Além de contaminar as aguas superficiais, eles podem
alcancar os lengéis freaticos, por lixiviagdo através do solo. Estudos realizados por
Vidal (2011) e Portal (2011) demonstraram a presenca do agrotoxico
organofosforado paration metilico na agua dos pocos utilizada para consumo dos
agricultores familiares no Assentamento Zumbi dos Palmares, localizado no Norte

Fluminense.

1.4 ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A enzima acetilcolinesterase (AChE) € um neurotransmissor e esta presente
em grande parte dos animais. Sua principal funcdo é ser catalisador na reacao de
quebra da acetilcolina em colina e acetato conforme a Figura 8.

A acetilcolina transmite os impulsos nervosos atravées das sinapses até o0s
receptores. A hidrolise da mesma encerra essa comunicacado (FIGUEROA-VILLAR,

2012). Quando a acetilcolinesterase é inibida, a acetilcolina se acumula no
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organismo resultando em contragéo involuntaria dos muasculos, paralisia e, em casos
extremos, morte (Bocquené e Galgani, 1998; Patrick, 2001).
Os principais inibidores da acetilcolinesterase sdo 0s agrotoxicos

organofosforados e carbamatos.

O CH,
/”\ N;Cgﬁ' 7 wNi—CHg H*
+- — + +
HyC™ 0 At CH,
CH, HC Cr
acetilcolina acetato colina

Figura 8 — Degradacéo da acetilcolina promovida pela acao catalitica da acetilcolinesterase
(VIANNA, 2008).

Na Figura 9 podemos verificar como é a ligagdo da acetilcolina no sitio ativo
da enzima acetilcolinesterase. Ela ocorre através de ligacdo i6nica ao residuo de
glutamato (centro anidnico) e através de ligacdo de hidrogénio ao residuo de
tirosina. O residuo de serina (centro esterasico) € o responsavel pelo ataque
nucleofilico a carbonila e o residuo de histidina, pela protonacéo e desprotonacdo no

auxilio do processo catalitico (Patrick, 2001; dos Santos et al., 2007).
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Figura 9 — Esquema das interag8es acetilcolina-acetilcolinesterase no sitio ativo da enzima.
Adaptado de Patrick (2001).
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Quando a AChE é inibida por pesticidas organofosforados, o residuo de
serina se liga ao atomo de fésforo do agrotéxico ao invés de estar acetilado, como
seria se sua ligacao fosse com a acetilcolina, conforme a Figura 10. Uma vez que a
ligacdo fésforo(fosforilante)-oxigénio(serina) é extremamente forte, a quebra da
mesma é lenta e a enzima encontra-se inibida. Dependendo da estrutura do
pesticida organofosforado, a recuperacédo da enzima pode levar dias e, ainda, pode
acontecer o processo de inativacdo da mesma. (Fukuto, 1990; Patrick, 2001; dos
Santos et al., 2007).

Unidades da AChE
HIS
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Figura 10 — Fosforilagédo da serina pelo organofosforado com posterior processo de envelhecimento

da enzima. (Extraido de dos Santos et al., 2007).

1.4.1 Metodologia de Ellman

O meétodo colorimétrico para determinacdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase foi desenvolvido em 1961 por Ellman e seus colaboradores. A
medida espectrofotométrica permite a quantificacdo da variacdo da atividade da

acetilcolinesterase e possiveis sinais de inibicdo (VIDAL, 2011).
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O principio deste método é a medicdo da velocidade de producgéo de tiocolina
guando a acetiltiocolina € hidrolisada. Esta € acompanhada pela reacédo continua do
tiol com o ion 5-ditiobis-2-nitrobenzoato para produzir o acido 5-tiol-2-nitrobenzoico,
que possui coloracdo amarela conforme Figura 11.

Vale ressaltar que o substrato da acetilcolinesterase nos organismos é a
acetilcolina, porém no procedimento do método de Ellman é sugerido o uso da

acetiltiocolina.

gt e

CoO COO

Figura 11 - Reacao entre a acetiltiocolina com o ion 5-ditiobis-2-nitrobenzoato, seguida da producao

de acido 5-tiol-2-nitrobenzoico de coloragédo amarela (ELLMAN et. al, 1961).

A intensidade da coloracdo amarela do meio € diretamente proporcional a
quantidade de acetiltiocolina que esta sendo hidrolisada num determinado intervalo
de tempo, conforme a Figura 12. Consequentemente, quanto maior a intensidade da
cor, maior é a atividade catalitica da enzima acetilcolinesterase testada. Logo, uma
baixa atividade catalitica pode indicar que parte da enzima foi inibida por uma

substéancia, por exemplo, por um composto organofosforado.
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Figura 12 — Placa de 96 pogos com o produto da reagédo da tiocolina com o ion 5-ditiobis-2-
nitrobenzoato para obtencéo de curva de calibragédo para o metamidofos.

A metodologia desenvolvida por Ellman (1961) pode ser aplicada a diferentes
finalidades além de sua importante atuacdo como teste de toxicidade. Como
exemplo, pode-se citar o seu emprego no trabalho de Feitosa (2011) como
ferramenta para testes com plantas medicinais brasileiras para combate ao Mal de
Alzheimer.

O método colorimétrico de Ellman (1961) para determinacdo da atividade
catalitica da enzima acetilcolinesterase aplicado em testes de toxicidade pode ser
uma alternativa para verificar a presenca de organofosforados e carbamatos e seus
produtos de degradacdo em agua, pois possui diversas vantagens sobre os métodos
analiticos tradicionais. Estes métodos, tais como, cromatografia gasosa (GC),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) exigem um alto custo operacional
tornando invidvel sua utilizagdo em larga escala e para obtencdo rapida de uma
resposta, principalmente quanto a toxicidade do meio. A utilizagdo do teste com a
acetilcolinesterase € uma opcao mais simples e de baixo custo para avaliacdo
toxicolégica de aguas, quando o objetivo estd diretamente relacionado com

verificacdo da qualidade, principalmente para consumo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Demonstrar as vantagens do teste com a enzima acetilcolinesterase, de
acordo com a metodologia de Ellman, aplicado a verificagdo qualitativa do destino de

agrotoxicos organofosforados durante processos de degradacao abidtica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Adaptar a metodologia de Ellman para a utilizacdo do equipamento leitor de
placas de 96 pocos Hidex Chameleon Multi-technology e das melhores
concentracfes iniciais para o0 acompanhamento dos ensaios a serem
realizados;

e Construir curvas de calibragdo mostrando a relagdo entre a porcentagem de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase e a concentracdo dos agrotoxicos
paration metilico e seu principal produto de degradacédo: paraoxon metilico;

 Acompanhar os valores de inibicdo da enzima acetilcolinesterase durante o
teste de degradacéo do paration metilico sob irradiacéo;

» Estudar o processo de hidrolise do metamidofés em diferentes valores de pH,

através do teste de inibicdo pela enzima acetilcolinesterase.
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3 METODOLOGIA
3.1 TESTE DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A metodologia utilizada para verificar a porcentagem de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase foi adaptada do trabalho de Ellman e colaboradores (1961) e é
descrita a seguir.

A enzima utilizada neste teste foi gentilmente fornecida pela Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC-RIO) e é extraida do cérebro de ratos
(Vianna, 2012).

Para a analise da inibicdo enzimatica, sdo transferidos para tubos de ensaio
55 pL de uma solucdo tampao fosfato 0,2 mol.L previamente preparada e com
valor de pH igual a 7,4, 10 pL do extrato da enzima acetilcolinesterase e 10 puL do
analito. Apos a homogeneizacao, os frascos foram incubados por 2 horas em banho
a 37 °C. Em seguida, sado acrescentados 65 pL do reagente de cor DNTB
(dinitrotiobenzeno ou reagente de Ellman-Aldrich). O conteddo dos tubos de ensaio
é transferido para uma placa de 96 pocos e sao adicionados 65 pL do substrato
acetiltiocolina (Aldrich). A leitura da absorbancia em 405 nm é realizada a cada 30
segundos, durante 3 minutos com um leitor de placas Hidex Chameleon Multi-
technology.

Para o calculo da porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase € realizada
uma regra de trés simples, onde a média da absorbancia por minuto para o controle
é considerado como sendo 100% de atividade e o valor que se quer obter € igual a

X. Este valor X obtido € subtraido de 100% para se obter a porcentagem de inibicao.
3.2 CURVAS ANALITICAS

Foram realizadas curvas analiticas em agua para o paration metilico e para

seu principal produto de degradacédo: paraoxon metilico.
3.2.1 Curva paration metilico

Pesou-se 0,0100 g de padrdo de paration metilico (Paration metilico-

PESTANAL-AIdrich) e dissolveu-se em aproximadamente 10 mL de acetona para
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facilitar sua solubilizacdo. Transferiu-se quantitativamente esta aliquota para um
baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com agua deionizada,
obtendo-se uma concentracdo de paration metilico em agua de 10 mg.L™. A partir
desta solugdo foram retiradas aliquotas de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 pL para
realizacdo, em triplicata, do teste de inibicho com a enzima acetilcolinesterase e
construcdo da curva analitica. Tomou-se o cuidado para que o volume final de
incubacdo fosse 0 mesmo com a adicdo de agua desionizada para completar os

volumes dos diferentes padrdes.
3.2.2 Curva paraoxon metilico

Pesou-se 0,0100 g de padrdo de paraoxon metilico (Paraoxon metilico-
PESTANAL-AIdrich), transferiu-se quantitativamente para um baldo volumétrico de
1000 mL e completou-se o volume com agua deionizada, obtendo-se uma
concentracdo de paraoxon metilico em agua de 10 mg.L™. Uma aliquota de 0,1 mL
desta solucéo foi transferida para outro baldo volumétrico de 1000 mL que teve seu
volume completado, em triplicata, com agua deionizada obtendo-se uma nova
solucdo de concentracdo 0,001 mg.L™. A partir desta ltima foram retiradas aliquotas
de 10,0; 20,0; 40,0; 60,0 e 80,0 uL para realizagcéo, em triplicata, do teste de inibicdo
com a enzima acetilcolinesterase e construgdo da curva analitica. Tomou-se 0
cuidado para que o volume final de incubacéo fosse 0 mesmo com a adicédo de agua

deionizada para completar os volumes dos diferentes padrdes.
3.3 TESTE DE DEGRADACAO

Para realizacdo do teste de degradacdo abiotica foi utilizada a metodologia
desenvolvida por Aradjo em sua tese de mestrado “Degradacéo do paration metilico
em ambientes aquaticos naturais” (ARAUJO, 2006). Foram preparadas solucdes
aquosas contendo paration metilico e clorpirifés na concentracéo de 1,2 mg. L™* com
adicao ou ndo de acido humico. Estas solucdes foram expostas a radiacédo solar em
frascos de borossilicato imersos em agua e cobertos ou ndo com papel aluminio
conforme mostra a Figura 13. O experimento foi realizado por 24 dias e a toxicidade
do meio ao longo do tempo foi avaliada utilizando o teste com a enzima

acetilcolinesterase.



HNMMM‘
MHIFN"

L_I_a
"‘/“M"/'""“"‘"'..l“'
{ lf"‘”“""""‘."! 00000
»0\ 'I"'"li"i""”"‘ 00000

0 et 6 ;
MMMHMH“”MN"I“m
l V000000000 000000000000 |
_ nmmmmmmmmn

30

Figura 13 — Distribuicdo dos tubos de borossilicato na piscina para o teste de degradacao.

3.4 TESTE METAMIDOFOS

Para os testes de hidrélise do metamidofés foram preparadas trés solucdes

de concentracdo 2,5 mg. L™ de metamidofés (Metamidofés- PESTANAL-Aldrich) em

solugdes tampdao de trés diferentes valores de pH: 5,0; 7,0 e 9,0 e com volume de 1

L cada. Os tampdes que foram utilizados seguem na Tabela 4.

Tabela 4 — pHs e seus respectivos tampbes

pH Solugéo Tampéo
5,0 Soluc&o 0,1 mol.L™ de &cido
citrico/Solucdo 0,2 mol.L*de fosfato
dibasico de sédio
7,0 Solucdo 0,2 mol.L™ de fosfato
monobasico de sédio/Solucdo 0,2 mol.L™
de fosfato dibasico de sédio
9,0 Soluc&o 0,2 mol.L™ de carbonato de

s6dio anidro/Solug&o 0,2 mol.L ™ de
bicarbonato de sodio

As solucdes foram acondicionadas em frascos ambar e foram retiradas

aliquotas de 10 pL de cada frasco nos dias 0, 1, 2, 3, 11, e 17 para realizacdo do

teste com a enzima acetilcolinesterase. O teste foi realizado em quintuplicata.




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CURVAS ANALITICAS

4.1.1 Paration metilico

31

Os valores obtidos para a média de absorbancia por minuto e porcentagem

de inibicdo para a curva do paration metilico encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 — Dados da curva analitica do paration metilico

Massa (ng) | Média da variacdo das absorbancias médias por minuto | Porcentagem de inibicdo (%)
Branco 0,133
25 0,114 14,4
50 0,105 21,1
75 0,102 23,1
100 0,097 27,0
125 0,088 33,6

A Figura 14 apresenta a curva obtida da variacdo da massa de paration

metilico com a porcentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e o gréafico de

residuos (Figura 15), o qual ndo apresenta nenhum padrdo, o0 que revela

concordancia entre as variaveis massa e %inibic¢ao.
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Figura 14 - Curva de calibracdo para o paration metilico
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Figura 15 — Gréfico de residuos para a curva do paration metilico

Nos estudos realizados neste trabalho, observou-se que com massas de

paration maiores que 1 micrograma a inibicdo da AChE ocorre em 100% e valores

abaixo de 1 nanograma néo é possivel detectar inibicdo desta enzima.

4.1.2 Paraoxon metilico

Os valores obtidos para a média de absorbancia por minuto e porcentagem

de inibicdo para a curva do paraoxon metilico encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 — Dados da curva de calibragdo do paraoxon metilico

Massa (pg) | Média da variacdo das absorbancias médias por minuto | Porcentagem de inibicao (%)
Branco 0,117
10,00 0,110 6,0
20,00 0,094 19,7
40,00 0,086 26,5
60,00 0,063 46,2
80,00 0,058 50,4

A curva analitica obtida para o paraoxon metilico apresentou aspecto de uma

reta 0 que comprova uma relagéo linear entre a porcentagem de inibicdo da enzima

e a massa de paraoxon metilico. O grafico desta curva pode ser visualizado na
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Figura 16. E o grafico de residuos (Figura 17), o qual ndo apresenta nenhum padréao,
0 que revela concordancia entre as variaveis massa e %inibicao.

Comparando a curva do paration com a curva do paraoxon, podemos
perceber que para uma mesma inibicdo, 20% por exemplo, a massa necessaria de
paraoxon (20 pg) é 2500 vezes menor que a massa do paration (50 ng), o que
comprova que o primeiro € realmente mais toxico para os seres vivos, conforme

mostrado anteriormente.
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Figura 16 - Curva de calibracao para o paraoxon metilico.
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Figura 17- Grafico de residuos para a curva de paraoxon metilico
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4.2 TESTE DE DEGRADACAO

Solucbes contendo os agrotoxicos organofosforados paration metilico e
clorpirifés tiveram seu comportamento acompanhado por 24 dias, com a utilizacéo
do teste com a enzima acetilcolinesterase. Vale ressaltar que parte das amostras
estava exposta a radiacdo solar (C-claro) e parte ndo, pois estavam cobertas com
papel aluminio (E-escuro). A Figura 18 mostra os resultados obtidos durante este

periodo.
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Figura 18 — Resultados do teste de degradacédo. AHC: acido humico claro, AHE: acido hiimico escuro,
ADC: agua destilada claro e ADE: 4gua destilada escuro.

Podemos verificar, ao observar a Figura 18, que no tempo zero (antes da
exposicdo solar), a porcentagem de inibicdo para todas as variaveis €
aproximadamente zero. Ou seja, a massa contida na aliquota de 10 pL (12 ng de
paration metilico e 12 ng de clorpirifés) utilizada no inicio do experimento foi
calculada para que a AChE apresentasse muito baixa inibi¢éo.

A partir do dia 1 (um) e nos dias seguintes, € possivel notar que as amostras
“claras”, ou seja, expostas diretamente a radiacdo solar, apresentaram uma curva
ascendente de porcentagem de inibicdo, enquanto que as amostras “escuras”, ndo
expostas a radiagdo solar, permaneceram estabilizadas proximas ao zero por cento

de inibicdo. Este fato claramente nos leva a acreditar que a exposicdo dos
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agrotoxicos organofosforados a luz solar gera produtos de degradagdo muito mais
toxicos que as substancias originais, conforme demonstrado no trabalho de Araujo
(2006). Conforme ja comentado, a enzima acetilcolinesterase ¢ mais sensivel aos
produtos de degradacao, pois eles apresentam a ligagdo P=0O diferentemente dos
organofosforados originais que apresentam a ligacdo P=S. Uma vez que o0s
organofosforados clorpirifés e paration metilico podem estar perdendo o S e
formando os analagos oxon, espera-se que haja uma maior toxicidade do meio,
comprovada por este teste.

As amostras “escuras” também apresentaram inibicdo da enzima, porém em
menor grau o que talvez se deva ao fato que na auséncia de luz solar ocorra outras
reacoes de degradacdo que dao origem aos mesmos produtos ou outros, porém em
menor quantidade.

A presenca ou ndo de &cido humico nas amostras, atua aumentado a
velocidade em que ocorrem as reacfes de degradacdo conforme o trabalho de
Aradjo (2006), porem nao apresentou diferencas significativas quanto a
porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase nos experimentos realizados neste

trabalho.

4.3 TESTE METAMIDOFOS

Os resultados obtidos no teste de degradacdo do metamidofés com variacao

do pH podem ser observados na Figura 19.
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Figura 19 — Grafico com os resultados do teste de degradacao do metamidofos.

Uma vez que as solugbes estavam acondicionadas em frascos ambar
podemos considerar que a degradacdo do metamidofos nessas condi¢cées ocorreu
apenas por hidrolise. No dia zero, a inibicdo para os trés valores de pH foi de
aproximadamente 40%. Nos dias seguintes é possivel notar que a inibicdo da
solucdo de pH 5,0 se mantém constante, enquanto as inibicdes das solucbes para
pH 7,0 e 9,0 caem rapidamente. A diminuicdo da inibicdo da enzima ao longo da
degradacédo por hidrolise do metamidofés nos leva a acreditar que sao formados
produtos menos toxicos que o agrotoxico original. A Figura 15 também mostra que
na solugdo de pH 5,0, a inibicho é mais lenta, mostrando a menor taxa de
degradacédo do metamidofos neste valor de pH em comparacéo ao da solucéao de pH
9,0. A degradacdo mais rapida em valores de pH 7,0 e 9,0 mostra uma maior
instabilidade do metamidofés na solucdo e portanto sugere um menor tempo de
meia vida, concordando com os resultados apresentados na literatura com relagéao a

decomposicao em altos valores de pH (LIMA, 2001).
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5 CONCLUSOES

O teste com a enzima acetilcolinesterase € simples e de facil execucéo e ja
vem sendo utilizado na literatura, de acordo com a metodologia de Ellman, desde
1961 para diversos propositos, tais como, biomarcador ambiental, testes de
toxicidade e teste de novas drogas para o combate do mal de Alzheimer. A sua
utilizacdo para acompanhamento de degradacdo de agrotoxicos in vitro, conforme
este trabalho, ainda é pouco explorada, porém com potencial para ser aplicada com
0 objetivo de avaliar a toxicidade em diferentes ensaios.

As curvas de calibracdo obtidas para o paration metilico e, seu produto de
degradacéo, paraoxon metilico mostraram uma relacdo linear entre a massa dos
agrotoxicos e a porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase. Estes resultados
mostraram também, que a faixa de inibicdo da enzima para o paration metilico
ocorre na escala de nanograma do agrotoxico, enquanto que para O paraoxon
metilico, a escala é de picograma, mostrando que para os organofosforados, muitas
vezes, 0s produtos de degradacdo sdo mais toxicos que o0s agrotoxicos originais,
pois uma menor escala de massa provoca a mesma faixa de inibig&ao.

O acompanhamento do teste de degradacdo nos leva a concluir que a
exposicao direta dos agrotoxicos organofosforados a radiacdo solar gera produtos
de degradacdo mais toxicos que quando as amostras ndo sdo expostas a esta
mesma radiacao.

O teste com o metamidofos nos mostrou que o pH influencia diretamente na
estabilidade deste agrotoxico em solucdo. Para um pH mais baixo (5,0), o
metamidofos parece permanecer mais tempo em solu¢gdo, uma vez que sua
toxicidade frente a acetilcolinesterase permaneceu alta durante todo o periodo do
experimento. Em valores de pH mais altos, observa-se uma maior instabilidade do
metamidofds, uma vez que sua toxicidade diminui com o tempo de armazenamento.
Estes resultados podem estar diretamente relacionados com o tempo de meia-vida
do metamidofos em diferentes valores de pH, que fazem com que sua hidrélise, gere
compostos menos toxicos no meio, diminuindo assim a toxicidade da solucéo frente
a AChE.
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