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“Eu ndo consigo mais olhar para um copo d’agua sem pensar que ali h
um atomo de oxigénio ligado a dois atomos de hidrogénio formando um

angulo de 104,5 graus”.

(Frase dita pelo professor Glauco Tostes nas nossas aulas de Fisico-quimica.)
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Resumo

Titulo: Determinagéo da inibicdo da acetilcolinesterase nas 4guas de pocos e
superficiais no assentamento Zumbi dos Palmares por agrotoxicos
organofosforados

Autor: Samira da Penha Vidal

Orientadora: Maria Cristina Canela

Palavras chave: organofosforados, aguas, acetilcolinesterase.

O uso de agrotoxicos de forma desordenada em assentamentos agricolas tem
sido avaliado através de estudos realizados em todo Brasil onde ha a
comprovacdo de contaminacdo do ambiente, principalmente em &aguas
superficiais e pog¢os rasos utilizados para o consumo. A presenca destes
compostos pode ser detectada pela andlise da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, enzima esta responsavel pela reacdo de quebra do
neurotransmissor acetilcolina. As classes de agrotoxicos responsaveis pela
inibicho da enzima acetilcolinesterase s&o o0s carbamatos e o0s
organofosforados. Neste trabalho inicialmente fez-se a implantacdo do método
de avaliagdo da inibicdo da acetilcolinesterase, chamado de método de Ellman,
através de estudos de reprodutibilidade e da melhor maneira a se realizar o
mesmo com as amostras de agua pretendidas neste trabalho. Os resultados
mostraram que as analises feitas com diferentes enzimas e em diferentes
ocasides mostraram resultados satisfatorios no que se refere a pouca variagdo
nos valores da média do desvio padrdo das atividades, embora apresentassem
diferencas na atividade. Realizou-se os procedimentos de obtengdo de uma
curva de calibracdo enzimatica que relacionasse massa do padréo de paration
metilico (um composto organofosforado) e inibicdo da acetilcolinesterase. A
curva apresentou uma faixa de inibicdo entre 10 e 60% para diferentes massas
utilizadas do padrdo paration metilico. A aplicacdo deste método foi feita em
amostras de agua de pocos rasos e superficiais de um assentamento de
reforma agraria. No assentamento Zumbi dos Palmares, localizado em Campos
dos Goytacazes - RJ. As amostras foram submetidas ao processo de extragcéo
liquido-liquido e incubadas em uma suspenséo da enzima acetilcolinesterase
para verificar a inibicdo da mesma utilizando o método de Ellman. Os
resultados mostraram que as amostras analisadas apresentaram inibicdo da
enzima acetilcolinesterase, destacando a alta inibicdo ocorrida na amostra de
agua retirada do poco existente no lote 90, sendo a inibicdo de
aproximadamente 30%, um valor acima do permitido pela legislacao brasileira
(15 a 20% de inibicdo, portaria 518 do Ministério da Saude). Concluiu-se que
mesmo em baixas concentragfes, as aguas utilizadas para o consumo humano
podem estar contaminadas com agrotoxicos que podem causar danos a saude
dos agricultores.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Agrotéxicos e suas propriedades

Em 2008, o Brasil assumiu a lideranca no consumo mundial de
agrotoxicos. As vendas de agrotoxicos totalizaram 733,9 milhdes de toneladas
e movimentaram cerca de 7,1 bilhdes de ddlares, segundo o Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Defesa Agricola (Sindag) (Martins, 2009, Terra et
al., 2009). Uma diversidade de compostos quimicos organicos sintéticos que
sdo persistentes e causam efeitos adversos ao ambiente comecaram a ser
sintetizados a partir da necessidade de ampliagdo da agricultura em todo
mundo que comegou depois da Primeira Grande Guerra, aliada ao aumento da
populacdo mundial (Baird, 2011). E hoje, os agrotoxicos estdo entre os
principais instrumentos utilizados no modelo de desenvolvimento agricola

Os primeiros agrotéxicos (termo definido pela Lei Federal n°. 7.802/89,
regulamentada no momento pelo Decreto 4.074/02) utilizados eram compostos
inorganicos e organometalicos, tais como: dioxido de enxofre, fluoretos de
sbédio, compostos de arsénio e de mercurio. Esses compostos possuiam
elevada persisténcia no meio ambiente e alta toxicidade aos seres humanos e
diversos animais, principalmente pela alta concentracdo, a fim de torna-los
pesticidas efetivos.

Com o desenvolvimento dos produtos organicos sintéticos, entre as
décadas de 30 e 40 do século passado, o0 uso desses produtos decaiu e hoje
eles praticamente ndo sao utilizados. De maneira geral, os inseticidas
organicos sao menos toxicos que 0s compostos inorganicos e podem ser
utilizados em menores quantidades, tendo o mesmo efeito sobre o organismo
alvo (Baird, 2011).

Os primeiros inseticidas organicos utilizados foram os organoclorados
(Figura 1), e este compostos possuem alta estabilidade contra a decomposicéo
ou degradacao ambiental, solubilidade muito baixa em agua, alta solubilidade
em meios semelhantes a hidrocarbonetos, tal como material gorduroso da
matéria viva, e toxicidade relativamente alta para insetos, mas baixa para seres

humanos. No entanto, devido a sua persisténcia no ambiente, todas essas



14

caracteristicas dos compostos organoclorados acarretaram diversos problemas
ambientais graves e por esse motivo foram sendo substituidos gradativamente
por inseticidas menos agressivos (Baird, 2011). Estes problemas estavam
relacionados a alta persisténcia no ambiente, e consequentemente

contaminacgao por bioacumulacao e biomagnificacao.
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Figura 1: Estrutura do aldrin, hexaclorobenzeno e endrin.

Os pesticidas organofosforados comecaram a ser usados na agricultura
exatamente para tentar substituir os organoclorados por possuirem menor
tempo de vida no ambiente. Estes compostos sdo derivados do &cido fosforico,
do &cido tiofosférico ou do &cido ditiofosforico (Brasil, 1998). A estrutura
quimica dessa classe de substancias possui, sem excecdo, um atomo de
fésforo pentavalente ao qual podem estar ligados:

e um atomo de oxigénio ou enxofre, unido ao atomo de fésforo
mediante uma dupla ligacéo;

e um ou dois grupos metoxi (-OCHs ), etoxi (-OCH2CHs) ou -SCHs3s
unidos ao atomo de fosforo por uma ligacao simples;

e um grupo amina ou grupo R mais longo e mais complexo, ligado
ao atomo de fosforo, usualmente atravées de um atomo de

oxigénio ou enxofre mediante uma ligacao simples (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura do acefato, paration metilico e bromofos.

Essas substancias sdo consideradas do tipo ndo-persistentes, ou seja,
uma vez presentes em ambientes naturais, decompdem-se em dias ou
semanas (Baird, 2011). Porém, alguns trabalhos mostram que essa afirmativa
nao é totalmente verdadeira, visto que alguns compostos dessa classe podem
persistir em solos, sedimentos e aguas de rio, por um periodo de 12 meses
(Racke et al., 1996 apud Araujo 2006).

Além destes compostos citados acima, atualmente sdo muito utilizados
0s compostos chamados piretréides e carbamatos. Os agrotéxicos piretréides
sdo compostos organicos de origem vegetal ou sintética, apresentam menor
persisténcia no ambiente e sdo pouco toxicos aos mamiferos (Figura 3).
Contudo, os piretroides possuem alta toxicidade para insetos, e assim podem
ser utilizados em baixa dosagem, tendo, portanto, um grande potencial para

uso doméstico.

Yy

Figura 3: Estrutura do piretréide Aletrina
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A classe dos carbamatos comecou a ser utilizada como inseticida em
1951 e derivam do &cido carbamico, H2NCOOH. Como os organofosforados,
0os carbamatos tém uma vida curta no ambiente porque reagem com agua
decompondo-se em produtos simples e ndo toxicos (a reacdo com &gua
envolve a cisdo de uma das ligagdes simples do carbono central) (Figura 4).
Eles sdo mais atrativos para algumas aplicacdes, porque sua toxicidade
dérmica é baixa (Baird, 2011).

I
® CHg
o~

H

OYO Carbaril
N\
/O

Carbofurano

Figura 4: Estrutura dos carbamatos carbofurano e do carbaril.

1.2 Os agrotoxicos e o meio ambiente

Todos os agrotoxicos tém a propriedade comum de bloguear um
processo metabdlico vital dos organismos para 0s quais sédo toxicos, pois sdo
substancias capazes de matar diretamente um organismo indesejavel ou
controla-lo de alguma maneira (por exemplo, interferindo em seu processo
reprodutivo ou alimentar). Em principio, os agrotoxicos sdo divididos em trés
principais categorias: inseticidas, que matam insetos, herbicidas, que matam
plantas e fungicidas, substancias usadas para controlar o crescimento de
alguns tipos de fungos (Baird, 2011). Os herbicidas, como o &cido cloroacético,
sdo compostos quimicos que destroem plantas indesejaveis na agricultura.

Eles sdo freqientemente empregados para matar ervas daninhas, sem causar
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prejuizo a vegetacdo desejavel, por exemplo, para eliminar folhas largas de
pequenos gramados, sem matar a grama (Baird, 2011).

A acdo dos pesticidas organofosforados, segundo Patrick (2001), so
ocorre quando eles sdo convertidos em seus analogos, ou seja, a ligacdo P=S
€ oxidada a P=0. Segundo o autor, somente esses novos compostos Sao
drogas ativas capazes de efetuar o processo de inibi¢édo irreversivel da enzima
acetilcolinesterase no sistema nervoso, que atua tanto em insetos quanto em
mamiferos (Dores e Freire, 2001).

Apesar de serem formulados para minimizar efeitos danosos
relacionados a agricultura, praticamente, desde sua introducdo, os agrotoxicos
sintéticos sao considerados um problema, devido ao seu impacto potencial
sobre a saude humana em virtude da ingestdo de alimentos contaminados
(Baird, 2011) e da contaminacdo das &guas superficiais e subterraneas
utilizadas para o consumo (Margues et al., 2007).

Os ambientes aquaticos sdo os que recebem a maior parte dos produtos
aplicados tanto na agricultura como também aqueles utilizados em regides
urbanas. As vias utilizadas por essas substancias para ingressarem nos
compartimentos aquaticos sdo as mais diversas, entre elas: escoamento
superficial em éareas urbanas e rurais; deposicdo atmosférica; percolacéo
através do solo previamente contaminado; descargas acidentais; lavagem de
equipamentos de aplicagdo e manuseio inadequado de embalagens para
descartes (Jonsson et al.; 2010).

Mesmo em concentracfes baixas, os agrotdxicos representam riscos
para 0 ecossistema aquatico por apresentarem espécies que podem concentrar
estes produtos até 1000 vezes, transferindo os efeitos toxicos para outros
organismos da cadeia alimentar (Dores e Freire, 2001).

No meio ambiente, a maior parte dos agrotoxicos utilizados atualmente
sdo degradados no periodo de 1 a 12 semanas (Oga, 2003 Apud Griza et al,
2008), no entanto, ha a possibilidade de permanecerem na agua residuos e
subprodutos em niveis relativamente nocivos para consumo humano (Veiga et
al.,, 2006 Apud Griza et al, 2008). Além desse fato, os pocos artesianos
localizados proximos a areas de aplicacdo de agrotoxicos podem se tornar
improprio para consumo, pois devido a percolacdo do produto aplicado para o

7

lencol freético, é possivel que essas aguas tenham algum nivel de
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contaminacdo. Vale ressaltar que, em areas de uso intenso de agrotéxicos, 0s
rios que estiverem com algum nivel de contaminagcdo comprometem a saude
de milhares de pessoas mesmo a muitos quildmetros de distancia da fonte
(Terra, 2008).

Além da contaminacdo de solo, agua e atmosfera por agrotoxicos, eles
também chegam até o homem através dos alimentos. Nos Estados Unidos
estudos feitos por Wilson e Tisdell (2001) indicam que em muitas hortalicas
(cenoura, rabanete, pepino e nabo), frutas (tomate, morango) o limite de
tolerdncia de agrotoxicos permitido € excedido. No Brasil, Guivant (2003)
descreve que a ANVISA demonstrou a partir de uma pesquisa com 1278
amostras de alfaces, bananas, cenouras, macds, tomates e morangos
produzidas em quatro estados brasileiros que em 81 % das 1278 amostras
havia contaminacao por residuos de agrotoxicos. Destas contaminacgdes, sérias
irregularidades teriam sido encontradas 233 amostras, onde 94 revelaram
residuos que excediam a dose legalmente permitida, e que em 74 delas teria

sido revelada a presenca de agrotoxicos ndo registrados no Brasil.

1.3 Contaminacgéo por Agrotéxicos organofosforados e carbamatos

Muitos pesticidas organofosforados e carbamatos sao efetivos inibidores
da acetilcolinesterase, por isso esta enzima é reconhecida como sendo um dos
principais e mais antigos biomarcadores ambientais (Galgani et al., 1992 Apud
Payne et al, 1996).

No homem, os organofosforados sédo absorvidos através de todas as
vias, atingindo altas concentracdes no tecido adiposo, figado, rins, glandulas
salivares, tireéide, pancreas, pulmdes, estbmago, intestinos e, em menor
proporcdo, no sistema nervoso central (SNC) e musculos. Entretanto, os
organofosforados ndo se acumulam no organismo humano, sendo facilmente
biotransformados no figado. A excrecdo destes compostos e de seus produtos
de biotransformacgéo € bastante rapida, ocorrendo em maior parte pela urina e
em pequenas proporcdes pelas fezes, quase sempre nas primeiras 48 h. Os
maiores niveis de excrecdo ocorrem nas primeiras 24 h apés a absorcéo (Oga,
2003 Apud Griza, et al, 2008).
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Muitos estudos mostram problemas sérios de saude em pessoas
expostas aos agrotoxicos através de diferentes vias. Tem se desenvolvido
muitas pesquisas sobre os efeitos da exposicdo em longo prazo aos
agrotoxicos no desenvolvimento de doencas crbnicas (e muita das vezes
irreversiveis) no organismo humano - tais como doencas carcinogénicas,
abortos, ma formacdo do feto, infertilidade, esclerose cerebral, depresséao,
entre outras.

Recentemente, pesquisas realizadas mostravam a relacdo de
nascimento de pessoas do sexo masculino e uso de agrotdxicos em municipios
do Parand. A pesquisa mostra que ha fortes evidéncias de que a diminui¢do do
nascimento de homens numa populacédo pode ser fortemente influenciada por
exposi¢cdes quimicas ambientais e ocupacionais a desreguladores enddcrinos —
provenientes de diversas fontes de contaminacdo - que alteram as
concentracdes hormonais das populagdes expostas (Gibson e Koifman, 2008).

Estudos realizados pelo 6rgdo norte americano CHE (Collaborative on
Health and the Environment) em conjunto com outras entidades, mostraram
que de 31 estudos em populacdes expostas a agrotéxicos, 24 apresentavam
relacdo com a doenca de Parkinson, em especial os organofosforados
(Bronstein et al, 2009). Além disso, em abril de 2009, cientistas da
Universidade da Califérnia em Los Angeles (UCLA) publicaram um estudo
ligando esta doenca, ndo somente a exposi¢cdo ocupacional ao pesticida, mas
também a exposicao local devido a proximidade com as areas tratadas (Gatto
et al, 2009)

A acao toxica de diversos poluentes consiste na inibicdo de diferentes
enzimas nos organismos vivos. Os organofosforados e os derivados do acido
N-metil-carbanio (carbamatos) inativam as colinesterases reforgando os efeitos
dos nervos colinérgicos e os da acetilcolina exdgena (Oga, 2003 apud Azevedo
e Chasin, (2003)

1.4 Toxicologia
Antes mesmo de surgirem registros histéricos, 0s primeiros seres

humanos desenvolveram técnicas de aplicacdo toxicologica quando o homem

em sua busca de alimentos observou que varios vegetais eram nocivos ao
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organismo e por esta razao passavam a ser utilizados com a finalidade de
serem toxicos (Azevedo e Chasin, 2003). Os venenos extraidos de animais e
plantas eram usados para cacar e guerrear, sendo fato que o homem pré-
historico categorizava plantas e animais como seguros e nocivos. Um dos
documentos mais antigos (Gallo, 1996 apud Azevedo e Chasin; Oga &
Siqueira, 2003 apud Azevedo e Chasin).

A chegada do século XX caracteriza-se pelo grande avanco tecnoldgico
no campo da sintese quimica. Milhares de novos compostos foram sintetizados
para diversas finalidades. No entanto, o contato do homem com esses agentes
provocou iniumeros casos de intoxicacdo. Em 1937, centenas de pacientes
tratados com sulfanilamida morreram (a intoxicacao foi causada pelo solvente
dietilenoglicol, utilizados na preparacao do elixir). No final da década de 1950
muitas criancas foram vitimas da utilizagédo de talidomida, substéancia indicada
para diminuir enjdos em mulheres no periodo de gestagdo. Varios outros
eventos relativos a episddios agudos de intoxicacdo em diversos grupos
populacionais mostraram a civilizacdo a importancia do estudo da Toxicologia
(Azevedo e Chasin, 2003). A Toxicologia atualmente engloba uma
multiplicidade de enfoques e integra uma série de conhecimentos que refor¢a
seu carater multidisciplinar e faz com que haja um aporte de capacitacdes e
tecnologias que contribuem para a constru¢cdo do conhecimento. Na figura 5

estdo demonstradas as diversas areas que integram a Toxicologia.
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Figura 5. Natureza multidisciplinar da Toxicologia. Fonte: Loomis, 1996 apud Azevedo
e Chasin, 2003.

A toxicologia compreende basicamente 0s seguintes ramos: toxicologia
clinica, a qual estuda o efeito de drogas sobre pacientes humanos; toxicologia
forense, cujo objetivo é detectar o uso ilegal de agentes toxicos para fins
judiciais e toxicologia ambiental, a qual se preocupa com o destino dos agentes
toxicos, seus metabdlitos e produtos de degradacdo no ambiente e nas cadeias
alimentares e o seu sobre os organismos e as populagdes (Costa et al, 2008). A
Toxicologia é a ciéncia que estuda a intoxicacdo sob todos 0s seus aspectos e,
na conducao desse estudo, tangencia uma gama de outras ciéncias, com as
guais, em algum momento, se relaciona de forma transdisciplinar (Azevedo e
Chansin, 2003). A quimica ambiental € uma delas, pois muitos processos que
ocorrem no ambiente seja por compostos quimicos naturais ou sintéticos
apresentam alteracfes toxicologicas nos seres Vivos.

Sendo assim, testes de toxicidade sdo ferramentas desejaveis para
avaliar a qualidade das aguas e a carga poluidora de efluentes, uma vez que
somente as analises fisico-quimicas tradicionalmente como: demanda quimica

de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), solidos
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suspensos, concentracdes de metais e de outras substancias de carater
organico ou inorganico, nao sao capazes de distinguir entre as substancias que
afetam os sistemas bioldgicos e as que séo inertes no ambiente e, por isso, ndo
sao suficientes para avaliar o potencial de risco ambiental dos contaminantes
(Costa et al, 2008).

1.5 Parametros utilizados em testes de toxicidade

A toxicologia como ciéncia tem como principal objetivo a prevencdo de
riscos decorrentes da exposicdo a diferentes agentes toxicos e,
consequentemente, da intoxicagdo. Para cumprir esse objetivo € necessario
adotar parametros obtidos através de dados da avaliagdo de dose-resposta em
estudos com animais de experimentacdo e da extrapolacdo dos estudos de
avaliacdo de toxicidade (Azevedo e Chasin, 2003). A definicdo da exposicéo
maxima a um xenobidtico considerada segura depende de inUmeros fatores
entre eles propriedades fisico-quimicas do agente, via de exposicdo, duracdo e
frequéncia dessa exposicdo, espécies testadas, caracteristicas individuais e
natureza do ponto final (endpoint) do efeito toxico que esta sendo medido
(USEPA, 1989 apud Azevedo e Chasin, 2003).

No Brasil, a toxicidade aguda dos agrotoxicos é expressa em termos de
valor da dose letal 50 % (LDso), que é a dose de uma substancia quimica que
provoca a morte de, pelo menos, 50 % das espécies estudadas (geralmente,
ratos ou camundongos), quando administrada pela mesma via, por exemplo,
oral. A LDso é representada pela relagdo méssica, ou seja, miligramas do
produto toxico por quilograma de massa viva (m.v.). Assim, para fins de
prescricdo das medidas de seguranca contra 0s riscos a saude humana, os
produtos comerciais devem ser enquadrados em funcdo da LDso, inerente a
cada substancia. Nesse contexto, o Ministério da Saude divide os agrotdxicos
em quatro classes toxicolégicas:

e Classe I: engloba os compostos extremamente téxicos (LDso < 5 mg.kg?

de m.v.),

e Classe Il: agrotéxicos altamente téxicos (5 < LDso < 50 mg.kg? de m.v.)
e Classe lll: nessa classe estdo os agrotoxicos medianamente toxicos (50 <

LDso < 500 mg.kg* de m.v.)
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e Classe IV: sdo substancias pouco ou muito pouco téxicas (LDso > 5000
mg.kg? de m.v.)

No Brasil, a legislacdo que regula a emissdo e a concentracdo maxima
permissivel de agrotoxicos, assim como de outros compostos téxicos, em
corpos de aguas superficiais para a preservacao das comunidades aquaticas
esta fundamentada na Resolucdo N° 357 de 17/03/05 do CONAMA — Conselho
Nacional do Meio Ambiente. Entretanto, esta resolucdo especifica
concentracfes maximas permissiveis para diferentes classes de agua somente
para aproximadamente menos de 30 compostos de uso agricola, sendo que
alguns destes produtos ja foram retirados do mercado e, aparentemente, estéo
em desuso (Jonsson e Aoyama, 2010). Entre alguns destes compostos estédo
0s agrotoxicos aldrin, carbaril e paration metilico cuja concentracdo maxima e
agua doce, segundo a Resolucéo citada, é 0,03 ug/L, 70,0 ug/L e 35,0 ug/L
respectivamente (Brasil, 2005).

Esta disponivel uma série de acbes que promovem a prevencado de
riscos ambientais e melhoram as condigcbes do meio ambiente e da saude das
populactes. (Azevedo e Chasin, 2003). A portaria 518 do Ministério da Saude
estabelece no artigo 14 paragrafo 2° que para a avaliacdo de organofosforados e
carbamatos em agua potavel é recomendavel a analise da atividade da enzima
acetilcolinesterase, observando os limites maximos de 15 e 20% de inibicao
enzimatica, respectivamente, para enzimas provenientes de insetos e mamiferos
(Brasil, 2011). Este é o Unico caso que ao invés de haver uma legislagdo com
limites de concentracdo maxima permitida, ha a referéncia com relacdo a

inibicdo de uma enzima.

1.6 Monitoramentos ambiental utilizando biomarcadores

O destino de muitos poluentes ambientais pode ser investigado em meio
aguatico, pois esses tipos de ambientes sdo receptaculos finais de produtos
quimicos, tanto de origem agricola como urbana (Jonsson e Aoyama, 2010). A
ecotoxicologia desses tipos de compostos nos ecossistemas aquaticos pode ser
avaliada através do monitoramento de suas concentracdes através de ensaios

do desempenho de biomarcadores (Kawakami et al).
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Na década de 1970, o conceito de biomarcador surgiu como forma de
avaliar as variagbes nos parametros fisiologicos e bioquimicos nos
ecossistemas aquaticos determinando os efeitos de contaminacéo por produtos
quimicos (Payne et al, 1996). Entretanto, sua utilizagdo ndo permite estimar
com confianga a quantidade total absorvida pelo homem ou biota, ou seja, a
dose interna dessas substancias, ficando restrita, dessa forma, ao
monitoramento de contaminacdo por estressores ambientais (Azevedo e
Chasin, 2003).

A descoberta de biomarcadores capazes de avaliar efeitos sobre o
sistema reprodutor e neuroldgico de organismos é de grande importancia. Ha
varias substancias cujo mecanismo de acdo toxica se baseia na inibicdo de
diferentes enzimas nos organismos vivos (Azevedo e Chasin, 2003). No que
diz respeito as fungdes neurais, um dos biomarcadores de interesse € a enzima
acetilcolinesterase (Payne et al,1996). Esta enzima esta envolvida na
desativacdo do neurotransmissor acetilcolina, presente nas terminacdes
nervosas (Murphy, 1986 Apud Payne et al, 1996). Patrick descreve que esse
importante neurotransmissor atravessa a fenda sinaptica e liga-se a receptores
colinérgicos ocasionando a estimulacdo do nervo secundario e,
consequentemente, promovendo a funcdo normal dos sistemas sensorial e
neuromuscular. A fun¢do da enzima acetilcolinesterase, situada nos nervos
pés sindticos, é catalisar a reacdo de hidrélise do neurotransmissor acetilcolina,
produzindo colina e acido etanoico (Figura 6). Dessa forma ha a interrupcao da

transmissao de impulsos nervosos.
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Figura 6: Quebra da acetilcolina em acetato e colina através da enzima
acetilcolinesterase. Fonte: Patrick. 2001.

Os estudos de monitoramento ambiental utilizam a acetilcolinesterase
como agente que determina possivel estresse no meio ambiente. Além de
organofosforados e carbamatos, estudos demonstram que em organismos
aguaticos, os compostos derivados de petréleo, alguns HPAs e metais pesados
também sd&o inibidores de colinesterases (Kang e Fang, 1997; Silva et al, 2009).
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1.7 A metodologia de Ellman

As técnicas que utilizam a medida da atividade catalitica das enzimas
colinesterases séo procedimentos analiticos de custo mais baixo que as
técnicas convencionais, além apresentarem sensibilidade adequada com
relacdo a andlise de material clinico e ambiental.

Em 1961, Ellman e colaboradores desenvolveram um método
colorimétrico para determinar a atividade enziméatica da acetilcolinesterase. A
medida espectrofotométrica permite a quantificacdo da variacdo da atividade
da acetilcolinesterase e possiveis sinais de inibicdo. Desde o0 seu
desenvolvimento, esta metodologia se tornou uma alternativa na avaliacao da
atividade enzimatica da AChE e na determinacdo de substancias
anticolinérgicas como pesticidas organofosforados e carbamatos e alguns
HPAs (Davis, 2008).

O principio deste método é a medicdo da velocidade de producéo de
tiocolina quando a acetiltiocolina é hidrolisada. Esta € acompanhada pela
reagdo continua do tiol com o ion 5-ditiobis-2-nitrobenzoato para produzir o
acido 5-tiol-2-nitrobenzoico, que possui coloracdo amarela (Figura 7). Os dados
obtidos nas analises utilizando acetiltiocolina sdo similares aos da acetilcolina
(Ellman et al, 1961).
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Figura 7: Reacdo entre a tiocolina com o ion 5-ditiobis-2-nitrobenzoato, seguida
da producdo de acido 5-tiol-2-nitrobenzoico de coloracdo amarela. Fonte:

Ellman et al.
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A metodologia desenvolvida por Ellman (1961) além de ser utilizada para
avaliar a contaminacéo de substancias anticolinérgicas em organismos Vvivos e
analisar a contaminacdo de agua, tem aplicabilidade na industria de
medicamentos no que se refere a testes que possibilitem o surgimento de
novos remédios no mercado de uma forma eficaz e rapida. Esse tipo de teste
foi utilizado por Trevisam e Macedo (2003) em seu estudo que visava avaliar a
atividade anticolinesterase de uma série de plantas para o tratamento da

doenca de Alzheimer, uma vez que neste caso a inibicdo € um fator positivo.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral desta monografia é estudar a contaminacdo por
agrotoxicos em aguas superficiais e em pocos utilizadas para consumo
analisando-se a inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

Como obijetivos especificos tem-se:

1. Estabelecer uma metodologia que possa ser utilizada para as
analises das amostras de agua, utilizando como referéncia curvas
de calibracdo com paration metilico;

2. Realizar uma avaliacao estatistica destes resultados;

3. Analisar as amostras de agua de poc¢os e avaliar o nivel de
contaminacdo comparada a legislacdo do Ministério da Saude

para agua potavel.

3 .METODOLOGIA

3.1 Coleta das amostras

A agua a ser analisada foi coletada em pontos diferentes em todo o
territdrio que engloba o Assentamento Zumbi dos Palmares entre os anos de
2009 e 2010. A localizagcédo desse Assentamento encontra-se em destaque na
figura 8. Realizou-se a coleta nos corpos aquaticos de aguas superficiais da
regido, incluindo alguns pequenos corregos e lagos. No entanto, o maior
namero de amostra foi de pocos rasos presentes nas propriedades das familias

dos assentados, totalizando 35 amostras.
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Figura 8: Localizacdo do Assentamento Zumbi dos Palmares.

As amostras de 4gua foram coletadas em frascos previamente
esterilizados e refrigeradas até o processo de extracdo. No momento da coleta

foi medido o pH e ,no laboratério, a concentracéo de fosfato e a condutividade.

3.2 Processo de extracdo das amostras e andlise da inibicdo da

acetilcolinesterase

As amostras foram submetidas a extracdo liquido-liquido com acetato
de etila (Vetec-grau pesticida) e sulfato de sddio anidro (Tedia Brasil) usando
20 mL de amostra. O procedimento de extracao foi feito utilizando 50 gramas
de sulfato de sddio e 3 por¢cbes de 10 mL de acetato de etila. Os extratos foram
evaporados até aproximadamente 10 mL e armazenados em freezer protegidos
da luz até o0 momento da andlise enzimatica. As amostras foram extraidas em
duplicatas.

Para a analise da inibicdo enzimatica foram utilizados 100 pL de extratos
de cada amostra, as quais foram transferidos para tubos de ensaio e
evaporados até a secura sob corrente de argbnio. Em seguida, foram
acrescentados a enzima acetilcolinesterase apropriadamente diluida e 85 pL de
uma solucdo tampéo fosfato 0,2 mol.L! previamente preparada e com valor de

pH igual a 7,4. Nesses testes foram utilizados enzimas de dois fornecedores:
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Laboratorio de Biologia da UERJ, lote 08/02/2008, e Laboratério de Quimica
Ambiental da PUC-RIO, lote 23/01/2010. Ambas as enzimas foram extraidas de
cérebro de ratos saudaveis. A quantidade de enzima utilizada no momento da
analise foi variavel conforme a necessidade. Foram utilizadas 20 pL e 100 pL,
respectivamente, da enzima da UERJ e da PUC- Rio. Apds a homogeneizacéo,
os frascos foram incubados por 2 horas em banho a 37 °C. Em seguida, foram
acrescentados 200 pL do reagente de cor DNTB (dinitrotiobenzeno ou reagente
de Ellman-Aldrich) em cada tubo de ensaio e 200 uL do extrato enziméatico de
acetilcolina (Aldrich). Esta solucdo foi transferida para uma cubeta de
espectrofotometro UV-Vis Shimadzu ajustado para fazer a leitura da
absorbancia em 412 nm a cada 30 segundos, durante 3 minutos. O mesmo
procedimento de incubacéo foi realizado para a curva de calibracdo, que foi
preparada com padrdoes de paration metilico, e para um branco oriundo da
evaporacao do solvente acetato de etila grau CG.

3.3 Preparacao da curva de calibracéao

A curva de calibragdo foi feita utilizando a enzima fornecida pela PUC-
RIO e o padrdo de paration metilico (Paration metilico-PESTANAL-AIldrich).
Primeiramente, pesou-se 0,0100 g de padrao de paration metilico e dissolveu-
se essa guantidade em acetona em um baldo volumétrico de 10 mL. Com o
auxilio de uma pipeta volumétrica, transferiu-se uma aliquota de 1 mL para um
baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua deionizada.
Realizando esse procedimento, ao final obteve-se uma concentracdo de
paration metilico em agua de 10 mg.L. A partir dessa concentracao retirou-se
5 aliquotas diferentes, transferiu-se para 5 tubos de ensaio e realizou-se o
procedimento de incubagdo da enzima. O mesmo processo de incubacdo
realizado com as amostras foi feito para a curva de calibracdo (calculos

matematicos e incubacgédo de enzima com o tampéo fosfato 0,2 mol.L1).
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4. Resultados e discussdes

4.1 Repetibilidade do método e curva de calibracao

O método da acetilcolinesterase tem-se mostrado, desde a déecada de
90, muito promissor no que se refere ao custo e tempo de andlise. E usado
principalmente no monitoramento de &reas contaminadas por poluentes
inibidores desse tipo de enzima.

No inicio desse projeto, a grande dificuldade em obter uma repetibilidade
do método foi averiguada quando realizava-se o procedimento de obtencdo da
curva de calibracdo. Inicialmente, utilizou-se extragdo liquido-liquido dos
padrées e todo o volume organico foi evaporado e incubado com a enzima,
procedimento indicado para ser feito com a amostra. Assim, os padrdes foram
tratados da mesma forma que as amostras, considerando no final, a massa
total de paration metilico. No entanto, este procedimento fez com que a inibi¢cao
fosse de 100 % em todas as amostras, ndo importando se a faixa de
concentragdo era mg.L™* (miligramas por litro) ou pg.L™* (microgramas por litro).
Varias diluicdes e extragdes foram testadas para verificar a ndo inibigéo total da
enzima, embora muitos trabalhos na literatura simplesmente falassem de
curvas em nivel de mg.L* e portanto, dificil de entender porque os resultados
eram contraditérios (Marques et al., 2007). Testes com resultados negativos
foram obtidos para o efeito de solvente e gas de evaporagdo. A partir dessas
analises, concluiu-se que a enzima era sensivel a uma determinada massa do
padrao utilizada, a qual deveria ser infinitamente menor do que a que estava
sendo utilizada para confeccionar as curvas. Na verdade, apos contato com
varios grupos de pesquisa, descobriu-se que, apdés a extracdo, apenas uma
aliquota do extrato € evaporado e, muitas vezes, a curva de calibracéo é feita
diretamente das solucbes padroes em fase aquosa, adicionando-se um volume
muito baixo desta solucdo para incubacdo. Estas informacdes nao foram
encontradas nos trabalhos publicados da area.

Sendo assim, dois tipos de curvas de calibracdo foram obtidas neste
trabalho para avaliar as diferencas nas metodologias: uma utilizando pequenos
volumes de extrato dos diferentes padrbes para evaporar e incubar e outra a

partir da prépria solucédo aquosa de uma solucao estoque.
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Figura 9: Porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase utilizando extrato de

extracao liquido-liquido do padréo paration metilico.
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Figura 10: Porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase utilizando padréao

aquoso de paration metilico.

As curvas de calibracdo feitas a partir de extratos (por exemplo, a
mostrada na figura 9) nas varias replicatas apresentaram desvios bastante
altos. Nestes casos, foram observados resultados incoerentes no que diz
respeito a porcentagem de inibicdo enzimatica e a concentragcdo do padrdo de
paration metilico.(Figura 9). A resposta para a discrepancia dos resultados

pode ser explicada através dos proprios procedimentos utilizados, pois em uma
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extragcdo pode ocorrer perda de massa do composto ao longo da mesma,
interferindo de forma direta nos resultados da inibicdo enzimatica. Ou seja, a
quantidade de passos aumenta a probabilidade de erros.

A partir da analise da inibicdo da enzima exibida na figura 10, feita com o
padrdo aquoso, onde diferentes aliquotas foram incubadas pode-se perceber
uma linearidade de resultados bastante satisfatoria. Esta curva mostrou-se
mais coerente, pois apresentou uma porcentagem de inibicdo maior para uma
massa mais elevada do padrdo e, por conseguinte, uma inibicdo menor para
uma massa menos elevada do padrao. A faixa de inibicdo para a curva aquosa
estende-se de 10 a 60 %.

A Portaria 518 do Ministério da Saude estabelece no artigo 14, paragrafo
2°, porcentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase de 15 % quando a
enzima é originada de insetos e 20 % de mamiferos. Por isso, os resultados
das curvas de calibracdo podem ser aplicados as amostras coletadas no
assentamento Zumbi dos Palmares.

Com o objetivo de fazer uma averiguacdo dos resultados no sentido de
saber a massa do padrao paration metilico que inibia a enzima foi realizado um
teste que consistia na obtencdo de extratos e padrbes aquosos onde ambos
continham a mesma massa do padrdo. As massas estabelecidas para os dois
tipos de analise foram: 5, 10, 20, 30 e 40 nanogramas (ng) do padréao paration
metilico. No caso do procedimento de extragdo, foram utilizados 40 microlitros
de solugBes contendo as seguintes concentracfées em microgramas por litro
(ug.LY): 125, 250, 500, 750 e 1000. Ja para o padrdo aguoso foram utilizadas
diferentes aliquotas a partir de uma solucdo estoque de 10 mg.L* (miligramas
por litro). As aliquotas foram: 0,5 uL, 1,10 pL, 2,00 uL, 3,00 pL e 4,00 pL. .As
figuras 10 e 11 expressdo as curvas obtidas na andlise para 0s extratos e o
para o padrao aquoso, respectivamente.
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Figura 12: Curva obtida a partir de diferentes aliquotas do padrédo

aquoso de paration metilico de 10 mg.L* de concentracéo.

Analisando os resultados das figuras 11 e 12, observa-se que ambas as
curvas tém valores muito insatisfatorios. No caso, os resultados ndo exprimem
0 objetivo desse teste, pois tanto as solucdes obtidas através de extracdes
(Figura 11) quanto a solucdo aquosa (Figura 12) foram preparadas de forma a
conterem a mesma massa de paration metilico. Devido aos erros no processo

de extracdo que resultam em perdas de massa do padréo ao longo da mesma,
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0os resultados nao apresentaram coeréncia. JA o padrdo aquoso pode-se
entender essa mesma incoeréncia a partir da solugcdo estoque, pois esta se
apresentava guardada em geladeira e ndo em freezer como é o recomendado.
Leva-se em consideracao o fato do paration metilico ter-se decomposto com o
tempo ja que h& estudos relatando esse tipo de degradacdo (Aradjo, 2006). A
curva da figura 10, que apresentou um resultado satisfatério, ja foi obtida apdos
uma maior experiéncia com a metodologia e o ajuste de diferentes parametros
que poderiam estar interferindo na inibicdo da enzima.

Com os testes realizados e através de pesquisas feitas na literatura, a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, a partir de uma determinada massa de
padrdo de paration metilico se torna constante devido a quase total inibicado.
Partindo-se desse principio, a relacdo entre massa e inibicdo pode ser

expressa em funcgéo logaritmica (Figura 13).

60,000

50,000 y=27,02In{x)+ 73,31
R?=0,988

40,000

30,000

20,000 /

10,000

Inibicdo (%)
L 2

0,000 . . |
0,000 0,200 0,400 0,600

Massa do padrdo paration metilco (ug)

Figura 13: Resultado da curva de calibracdo em gréfico da fung&o logaritmica.
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4.2 Andlise enzimética e a robustez do método

A andlise da inibicAo enzimatica € realizada apdés a leitura da
absorbancia das amostras apds a incubacao no espectrofotbmetro através de
calculos matematicos. Estes calculos séo feitos utilizando a média de variacdo
da absorbancia pelo tempo, coletados a cada 30 segundos por 3 minutos. A
cada analise enzimatica das amostras era feito um controle (somente a enzima
incubada com o tampado fosfato). O controle era feito para nivel de
comparacao, considerando-se o valor de absorbancia obtido como sendo 100%
de atividade da enzima, dando assim a atividade méxima que a enzima
possuia naquele dia, sem influéncia da amostra.

No decorrer desse trabalho foram feitos diversos testes para verificar a
repetibilidade e robustez do método e, ainda, tentar entender algumas
variabilidades. Utilizando diferentes enzimas pode-se observar que as
atividades relativas as mesmas eram variaveis para cada tipo, até mesmo o
lote da mesma enzima gerava resultados de atividade maior ou menor em
ocasifes diversas. Devido a essas observacdes, a Tabela 2 apresenta os
resultados e calculos que expressam essas diferencas. Essa tabela tem as
datas das analises, os tipos de enzimas utilizados, as absorbancias obtidas

segundo o método, assim como as médias e o desvio padréo das medidas

Tabela 1: Médias dos valores de absorbancia ap6s 3 minutos, desvios padrdes,
desvios padroes da média e média dos desvios padrdo das analises das

atividades enzimaticas em diferentes datas e lotes da acetilcolinesterase.

Data Média . ~ De,s‘./io padréo da - . .
Desvio padrdo | média Média do desvio padréo
17/04/09 0,745 0,057 0,077
18/04/09 0,784 0,157 0,200
03/08/09 0,776 0,164 0,212
05/08/09 0,632 0,137 0,217
14/08/09 0,731 0,133 0,182
04/09/09 0,840 0,165 0,196
14/01/00 0,678 0,128 0,189
25/09/09 0,782 0,140 0,180
21/12/09 0,716 0,186 0,260
04/01/10 0,782 0,140 0,180
12/04/10 0,539 0,135 0,251
12/04/10 0,933 0,153 0,164
12/04/10 0,533 0,129 0,242




17/05/10 0,541 0,137 0,253
17/05/10 0,533 0,133 0,250 0,215
17/05/10 0,512 0,127 0,248
19/05/2010 2,224 0,369 0,166
19/05/2010 2,468 0,501 0,203
30/06/2010 2,443 0,410 0,168
30/06/2010 2,370 0,494 0,208
18/07/2010 2,182 0,458 0,210
18/07/2010 2,384 0,431 0,181
19/07/2010 2,260 0,432 0,191
19/07/2010 2,422 0,524 0,217 0.197
19/07/2010 2,265 0,451 0,199 ;
19/07/2010 2,360 0,484 0,205
19/07/2010 2,402 0,479 0,200
23/07/10 2,266 0,454 0,200
23/07/10 2,396 0,485 0,202
23/07/10 2,331 0,493 0,211
26/07/10 0,431 0,149 0,346
26/07/10 0,393 0,116 0,295
26/07/10 0,362 0,119 0,327
26/07/10 0,412 0,130 0,316
29/07/10 0,413 0,126 0,304
29/07/10 0,417 0,122 0,293
20/07/10| 0,434 0,122 0.281 0.247
29/07/10 0,500 0,127 0,254
11/08/10 0,916 0,136 0,149
11/08/10 0,982 0,132 0,134
11/08/10 0,980 0,125 0,127
11/08/10 1,036 0,140 0,135
23/08/10 0,822 0,136 0,165
23/08/10 0,789 0,127 0,161
23/08/10 0,700 0,116 0,166
23/08/10 0,783 0,132 0,168
29/09/10 1,069 0,150 0,140
29/09/10 1,029 0,156 0,151
29/10/10 1,057 0,147 0,140 0.156
29/10/10 1,050 0,149 0,142 ’
29/10/10 0,994 0,145 0,146
06/10/10 0,766 0,127 0,166
06/10/10 0,764 0,128 0,168
06/10/10 0,831 0,130 0,157
06/10/10 0,881 0,139 0,157
06/10/10 0,871 0,137 0,157

Legenda: * Enzima da UERJ
* Enzima da PUC primeiro lote

* Enzima PUC segundo lote
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Os resultados obtidos na tabela 2 mostram que mesmo havendo

diferencas de atividade das diferentes enzimas, lotes e data de incubacao, e
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consequentemente, diferencas nos valores de absorbancia para cada caso, as
variacbes entre os desvios padroes eram parecidos. Este resultado mostrou
que nao havia interferéncia direta nas inibicdbes apesar destas diferencas,
desde que os testes fossem feitos sempre com um controle a cada dia, para
estimar o que significava 100 % de atividade enzimatica com as respectivas

condicdes de analise.

4.3 Avaliacdo da inibicdo da acetilcolinesterase em amostras de

aguas do Assentamento Zumbi dos Palmares.

A tabela 3 demonstra os resultados da porcentagem de inibicdo
enzimatica para as amostras coletadas nos dias 25/08/2009 e 29/09/2009,
respectivamente, e analisadas com a enzima fornecida pela PUC e a tabela 4
fornece os valores da porcentagem de inibicdo das amostras coletadas nos dia
22/06/2010 e 01/09/2010 e analisadas com a enzima da UERJ. Nessas tabelas
também estdo demonstrados os valores de condutividade, pH e concentracao

de fosfato (mg.L?) destas amostras.

Tabela 2: Resultados da inibicdo enzimatica das amostras coletadas no ano de 2009.

Amostras coletadas no dia 25/08/2009 (Campanha 1)

Lote | pH Condutividade Distancia | Distancia | Fosfato Inibicdo
(US/cm) P/C (m) P/L (m) | (mg.L?) Enzimética

(%)
5 3,75 298 30 8 0,048 11,6
5 6,03 352 . 0,048 9,0
8 3,79 364 5,2 12,2 0,047 54
10 3,71 311 10 55 0,053 9,9
14 3,91 386 13 5 0,048 4,3
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41 4,43 352 2,2 13,5 0,047 13,7
40 3,88 338 5 15 0,052 8,4
47 4,61 552 15 15 0,054 51
Amostras coletadas no dia 29/09/2009 (Campanha 2)
Lote | pH | Condutividade | Distancia | Distancia | Fosfato Inibicao
(US/cm) P/C (m) P/L (m) | (mg.L?) Enzimética (%)
204 | 4,26 411 0,048
2,0
22
201 | 5,51 322 0,046
0,9
10
199 | 4,55 690 0,045
8,2
90 | 4,59 242 0,046
6,5
7
93 | 4,39 980 0,057
4,8
10
86 | 4,28 1610 0,049
5,6
10
75 | 4,36 331 0,063
5,4
1
Lago | 8,03 331 0,080
7,5
ALA 982 0,062
5,8
5,05 15
217 | 4,44 1237 10 : 0,082 1,0

Distancia P/C — distancia entre o poco e a casa do agricultor
Distancia P/L — distancia entre o poco e a lavoura do agricultor
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Tabela 3: Resultados da inibicdo enzimatica das amostras coletadas no ano de 2010.

Amostras coletadas no dia 22/06/2010 (Campanha 3)

Lote | pH | Condutividade | Distancia | Distancia | Fosfato Inibicdo
(uS/cm) P/C (m) P/L (m) | (mg.L?) Enzimatica (%)

5 3,3 324 30 0,037 16,8
8

8 4,1 323 5,2 12,2 0,043 7,7
8

10 3,8 344 10 55 0,044 10,2
0

13 3,8 381 57 0,037 3,1
9

14 | 45 306 13 5 0,037 3,3
5

41 4,1 322 2,2 13,5 0,045 7,6
0

7,2 885 0,031 15,3
6

59 4.9 675 1,5 - 18,2
0

47 4,2 1,5 15 0,050 3,0
0

6,6 313 0,032 7,0
2

Amostras coletadas no dia 01/09/2010 (Campanha 4)
Lote pH | Condutividade | Distancia | Distancia | Fosfato Inibicdo
(uS/cm) P/C (m) P/L (m) (mg.L?) Enzimatica (%)

75 4,75 358 0,025 4,1

90 5,24 240 7 0,026 30,4

93 4,26 1578 10 0,027 10,2

201 | 5,04 441 10 0,025 16,2

199 4,86 1174 7 0,029 16,2

214 5,08 1253 0,049 19,2

Distancia P/C — distancia entre o poco e a casa do agricultor
Distancia P/L — distancia entre o poco e a lavoura do agricultor
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Com o0 objetivo de analisar os resultados das inibicdbes da
acetilcolinesterase em amostras de agua coletadas no Assentamento Zumbi
dos Palmares, realizaram-se coletas em mesmos lotes em ocasides diferentes.
Isso possibilitou obter uma avaliagdo sobre o grau de contaminagdo em um
mesmo ponto do assentamento. De acordo com os resultados, os lotes 5, 8 e
10 visitados na primeira e na terceira campanhas apresentaram aumento na
inibicdo, assim como as amostras de agua dos lotes 201, 199, 90 e 93
coletadas na segunda e na quarta campanhas. O aumento de contaminagéo
observado nesses lotes esta dentro do aceitavel e estabelecido pela portaria
518 do Ministério da Saude, ou seja, estdo abaixo dos 20 % de inibicdo da
acetilcolinesterase. O Unico lote que apresentou resultado acima do permitido
foi o lote 90 que apresentou uma inibicdo enzimética de 6,5 % na segunda
campanha, e em uma coleta feita na quarta campanha, apresentou um valor
muito superior ao permitido pela legislacao, 30,4 %.

Os lotes 14, 41 e 47 analisados na primeira e na terceira campanhas e o
lote 75 visitado na segunda e na quarta campanha apresentaram uma reducéo
no valor da inibicdo da enzima. Neste caso, mesmo os valores de inibicdo
maiores estdo dentro da normalidade.

Os lotes 40, 59, 86 e 217 ndo foram analisados em pares como 0s
outros, mas os resultados de inibicdo enzimética ndo ultrapassaram os 20 %

estabelecidos pela legislagdo em vigor.

5. Conclusodes

Nesse trabalho conseguiu-se obter uma curva de calibracdo que
estabelecesse uma metodologia que comprovasse a eficacia do método da
enzima acetilcolinesterase. Nessa curva de calibragdo observou-se que a
menor massa do padrdo de paration metilico (0,1 pg) teve uma porcentagem
de inibicdo de 12,7 %. Aumentando-se as massas do padréo utilizado a
inibicdo da enzima aumentava, demonstrando que para a maior massa de
paration metilico (0,5 pg) havia uma inibicdo de 56,8 %.

Devido a utilizacéo de diversos tipos de enzimas em ocasifes diferentes,

verificou-se que a média do desvio padrdo das andlise utilizando-se as
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mesmas enzimas no decorrer dos experimentos pouco variou. Isso demonstra
qgue apesar de ser um produto bioldgico e, portanto apresentar instabilidades
na utilizacdo, se armazenado de forma correta, pode-se realizar diversas
analises sem observar grandes variagdes no resultado.

As amostras analisadas apresentaram inibicio da enzima
acetilcolinesterase. Grande parte nao ultrapassou o limite de inibicdo da
enzima determinado pela portaria 518 do Ministério da Saude, ou seja, 20 % de
inibicdo em enzimas provenientes de mamiferos. De acordo com esses
resultados ficou comprovado um aumento na contaminagdo de agrotoxicos no
lote 90 onde foi coletada amostra de agua em épocas diferentes. Na coleta
feita em 01/09/2009, a inibicdo foi de 6,5 %; na amostra coletada em
01/09/2010, a inibicdo foi de aproximadamente 30 %, ndo sendo esse valor
permitido pela legislagéo.

A metodologia utilizada foi para determinar a inibicdo da
acetilcolinesterase por agrotoxico organofosforados. Contudo, ndo pode-se
afirmar que essa inibicao foi proveniente apenas deste tipo de agrotoxico ja que
carbamatos e poluentes provenientes de outras fontes contaminadoras também
inibem a enzima. As duas classes de compostos sao utilizadas nesta regiao.

A quantidade do padrdo paration metilico utilizada nas analises de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi muito pequena tanto na obtencéo das
curvas de calibragdo quanto nas andalises das amostras. Vale salientar que
essa quantidade néo seria detectavel em aparelhos como o cromatégrafo, pois
trata-se de uma massa infinitamente pequena para a utilizacdo nesse tipo de
aparelho. Neste sentido, a sensibilidade da acetilcolinesterase € algo que pode
ser explorado de forma a realizar um monitoramento ambiental consistente e
eficaz, por isso a sua grande utilidade como biomarcador de contaminagé&o
ambiental para estas classes de compostos.

Partindo-se do principio que a presenca de macronutrientes como
fosfato possibilita o crescimento de microorganismos e sua existéncia nas
amostras pode significar a degradacdo de agrotoxicos organofosforados, as
analises de fosfato feitas nas amostras ndo puderam explicar com exatidao as

inibicbes da acetilcolinesterase.
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ANEXOS
ANEXO 1
Absorbancias relativas a curva de calibracéo (Figura 8)
Branco
Absorbéncia | Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Media da
(Abs) da Abs por Abs por (Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto minuto minuto
0,344 0,140 0,714 0,172
0,414 0,134 0,800 0,134
0,481 0,126 0,126 0,867 0,132 0,146
0,544 0,118 0,933 0,134
0,603 0,118 1,000 0,136
0,662 0,120 1,068 0,166
0,722 1,151
Absorbéncia | Variacéo Meédia da Media
(Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto
medio
0,351 0,122
0,413 0,126
0,476 0,120
0536 0.116 0,119 0,136
0,594 0,114
0,651 0,116
0,709
Concentracdo: 125 microgramas por litro
Absorbéncia| Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Media da Media
(Abs) da Abs por Abs por (Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto minuto minuto
0,519 0,124 0,351 0,154
0,581 0,128 0,428 0,134
0,645 0,140 0,495 0,128
0,715 0,134 0,130 0,559 0,118 0.129 0.130
0,782 0,132 0,618 0,120
0,848 0,120 0,678 0,122
0,908 0,739
Concentracdo: 250 microgramas por litro
Absorbancia | Variacéo Média da | Absorbancia| Variacdo Média da Média
(Abs) da Abs por Abs por (Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto minuto minuto
medio médio
0,432 0,140 0,131 0,399 0,134 0,135 0,133
0,502 0,130 0,466 0,130




xlviii

0,567 0,128 0,531 0,128
0,631 0,130 0,595 0,142
0,696 0,132 0,666 0,144
0,762 0,128 0,738 0,130
0,826 0,803
Concentracdo: 500 microgramas por litro
Absorbancia | Variagéo Média da | Absorbancia| Variacdo Média da Média
(Abs) da Abs por Abs por (Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto minuto minuto
medio médio
0,350 0,130 0,310 0,134
0,415 0,120 0,377 0,128
0,475 0,120 0,441 0,132
0,535 0,118 0,121 0,507 0,150 0,132 0,126
0,594 0,118 0,582 0,126
0,653 0,120 0,645 0,120
0,713 0,705
Concentracdo: 750 microgramas por litro
Absorbancia | Variagéo Média da | Absorbancia| Variacdo Média da Média
(Abs) da Abs por Abs por (Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto minuto minuto
medio médio
0,304 0,114 0,468 0,118
0,361 0,116 0,527 0,114
0,419 0,114 0,584 0,112
0,476 0,114 0,122 0,640 0,106 0,113 0,118
0,533 0,126 0,693 0,112
0,596 0,150 0,749 0,118
0,671 0,808
Concentracdo: 1000 microgramas por litro
Absorbancia | Variagéo Média da | Absorbancia| Variacdo Média da Média
(Abs) da Abs por Abs por (Abs) da Abs por Abs por
minuto minuto minuto minuto
0,302 0,118 0,297 0,138
0,361 0,134 0,366 0,138
0,428 0,148 0,435 0,120
0,502 0,116 0,123 0,495 0,120 0,125 0,124
0,560 0,108 0,555 0,118
0,614 0,112 0,614 0,116
0,670 0,672




Anexo 2

xlix

Absorbéancias relativas a curva de calibracéo (Figura 9)

Curva de calibracao do padréo aquoso de paration metilico (concentracdo de 10 miligramas por

litro)
Branco
Absorbancia | Variagéo Médiada | Absorbancia | Variacdo Médiada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,469 0,122 0,505 0,130 0,585
0,530 0,108 0,570 0,100 0,642
0,584 0,102 0,620 0,104 0,699
0,635 0,104 0,108 0,672 0,104 0,108 0,754
0,687 0,104 0,724 0,104 0,809
0,739 0,106 0,776 0,104 0,861
0,792 0,828 0,915
Variacgdo da Médiada | Absorbéncia | Variacdoda | Médiada | Absorbancia | Variagdo da
Abs por Abs por (Abs) Abs por Abs por (Abs) Abs por
minuto minuto minuto minuto minuto
0,114 0,520 0,118 0,560 0,118
0,114 0,579 0,106 0,619 0,110
0,110 0,632 0,102 0,674 0,108
0,110 0,105
0,110 0,683 0,102 0,728 0,102
0,104 0,734 0,096 0,779 0,106
0,108 0,782 0,104 0,832 0,106
0,834 0,885
Média da Média
Abs por
minuto
0,108 0,108
10 microlitros
Absorbancia | Variagéo Média da | Absorbancia | Variacdo Médiada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,503 0,118 0,522 0,090 0,500
0,562 0,104 0,567 0,088 0,553
0,614 0,102 0,611 0,088 0,601
0,665 0,088 0,099 0,655 0,088 0,089 0,649
0,709 0,086 0,699 0,092 0,695
0,752 0,094 0,745 0,090 0,738
0,799 0,790 0,782




Variacdo da | Média da Média
Abs por Abs por
minuto minuto
0,106
0,096
0,096
0,092 0,094 0,094
0,086
0,088
20 microlitros
Absorbancia | Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Mediada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,471 0,080 0,449 0,092 0,506
0,511 0,078 0,495 0,078 0,552
0,550 0,074 0,534 0,072 0,594
0,587 0,074 0,075 0,570 0,074 0,076 0,633
0,624 0,072 0,607 0,070 0,672
0,660 0,074 0,642 0,072 0,710
0,697 0,678 0,749
Variacdo da | Média da Media
Abs por Abs por
minuto minuto
0,092
0,084
0,078
0,078 0,081 0,078
0,076
0,078
30 microlitros
Absorbancia | Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Mediada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,514 0,078 0,535 0,076 0,433
0,553 0,064 0,573 0,070 0,468
0,585 0,068 0,068 0,608 0,064 0,068 0,502
0,619 0,068 0,640 0,066 0,531
0,653 0,066 0,673 0,064 0,560




0,686 0,066 0,705 0,066 0,589
0,719 0,738 0,614
Média da Média
Variacdo da | Abs por
Abs por minuto
minuto
0,070
0,068
0,058
0,058 0,060 0,065
0,058
0,050
40 microlitros
Absorbancia | Variagéo Média da | Absorbancia | Variacdo Médiada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,485 0,064 0,510 0,052 0,458
0,517 0,058 0,536 0,058 0,489
0,546 0,056 0,565 0,056 0,519
0,574 0,044 0,055 0,593 0,056 0,055 0,547
0,596 0,052 0,621 0,056 0,575
0,622 0,054 0,649 0,052 0,602
0,649 0,675 0,631
Variacdo da | Média da Média
Abs por Abs por
minuto minuto
0,062
0,060
0,056
0,058 0,056
0,056
0,054
0,058
50 microlitros
Absorbancia | Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Mediada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,452 0,050 0,455 0,046 0,467
0,477 0,048 0,047 0,478 0,050 0,047 0,494
0,501 0,048 0,503 0,046 0,517




0,525 0,046 0,526 0,048 0,539
0,548 0,044 0,550 0,044 0,560
0,570 0,046 0,572 0,046 0,582
0,593 0,595 0,605
Variacdo da | Média da Media

Abs por Abs por

minuto minuto
0,054
0,046
0,044
0,042 0,046 0,047
0,044

0,046




Anexo 3

Absorbancias relativas a curva de calibracao (Figura 10)

Branco
Absorbancia | Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Mediada | Absorbancia
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por (Abs)
por minuto por minuto
minuto minuto
0,347 0,150 0,341 0,148 0,332
0,422 0,116 0,415 0,118 0,401
0,480 0,120 0,474 0,120 0,463
0,540 0,120 0,130 0,534 0,122 0,125 0,518
0,600 0,126 0,595 0,120 0,573
0,663 0,150 0,655 0,122 0,627
0,738 0,716 0,682
Variacdo da | Média da Media
Abs por Abs por
minuto minuto
0,138
0,124
0,110
0.110 0,117 0,124
0,108
0,110
125 microgramas por litro
Absorbancia | Variagédo Médiada | Absorbéncia| Variacéo Média da Média
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,409 0,124 0,363 0,130
0,471 0,128 0,428 0,124
0,535 0,126 0,127 0,490 0,122 0,127 0,127
0,598 0,126 0,551 0,126
0,661 0,128 0,614 0,126
0,725 0,128 0,677 0,136
0,789 0,745
250 microgramas por litro
Absorbancia | Variagédo Médiada | Absorbéncia | Variacéo Média da Média
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,401 0,150 0,130 0,349 0,126 0,126 0,128




liv

0,476 0,130 0,412 0,120
0,541 0,126 0,472 0,126
0,604 0,124 0,535 0,120
0,666 0,126 0,595 0,148
0,729 0,124 0,669 0,116
0,791 0.727
500 microgramas por litro
Absorbancia | Variagédo Médiada | Absorbéncia| Variacéo Média da Média
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,324 0,120 0,380 0,144
0,384 0,124 0,452 0,140
0,446 0,124 0,522 0,136
0,508 0,124 0,131 0,590 0,146 0,150 0,141
0,570 0,176 0,663 0,164
0,658 0,118 0,745 0,172
0,717 0,831
750 microgramas por litro
Absorbancia | Variagéo Médiada | Absorbéncia| Variacéo Média da Média
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,343 0,162 0,334 0,140
0,424 0,120 0,404 0,100
0,484 0,124 0,127 0,454 0,100 0,107 0,117
0,546 0,116 0,504 0,100
0,604 0,120 0,554 0,100
0,664 0,120 0,604 0,100
0,724 0,654
1000 microgramas por litro
Absorbancia | Variacéo Meédia da | Absorbancia| Variacao Media da Media
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,257 0,102 0,342 0,108
0,308 0,106 0,396 0,104
0,361 0,094 0,448 0,142
0,408 0,090 0,098 0,519 0,110 0.113 0,106
0,453 0,098 0,574 0,106
0,502 0,096 0,627 0,110
0,550 0,682




Anexo 4

Padré&o aquoso de concentracdo 10 miligramas por litro (Figura 11)

Aliguota 0,5 microlitros

Absorbancia | Variagdo Meédia da | Absorbancia | Variacao Meédia da Media
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,306 0,120 0,442 0,118
0,366 0,118 0,501 0,116
0,425 0,102 0.108 0,559 0,114
0,476 0,102 ' 0,616 0,116 0,119 0,114
0,527 0,100 0,674 0,116
0,577 0,108 0,732 0,134
0,631 0,799
Aliquota 1,10 microlitros
Absorbancia | Variagdo Médiada | Absorbancia| Variagéo Média da Média
(Abs) do Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,272 0,088 0,366 0,120
0,316 0,084 0,426 0,118
0,358 0,084 0,485 0,118
0,400 0,092 0,092 0,544 0,118 0,130 0111
0,446 0,090 0,603 0,158
0,491 0,112 0,682 0,150
0,547 0,757
Aliguota 2,0 microlitros
Absorbancia | Variagdo Médiada | Absorbancia | Variacéo Média da Média
(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por
por minuto por minuto
minuto minuto
0,385 0,114 0,393 0,110
0,442 0,106 0,448 0,116
0,495 0,104 0,506 0,112
0,547 0,104 0,106 0,562 0,104 0,108 0.107
0,599 0,102 0,614 0,104
0,650 0,104 0,666 0,104
0,702 0,718

Aliguota 4,0 microlitros

Absorbancia | Variacdo | Médiada | Absorbancia| Variacdo | Médiada | Média




Ivi

(Abs) da Abs Abs por (Abs) da Abs Abs por

por minuto por minuto

minuto minuto

0,329 0,114 0,336 0,104
0,386 0,136 0,388 0,104
0,454 0,104 0,440 0,102
0,506 0,100 0,109 0,491 0,106 0,108 0,108
0,556 0,100 0,544 0112
0,606 0,100 0,600 0118
0,656 0,659
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Anexo 5
Analise das amostras
Campanha 1
Branco
Absorbancia | Variacdo | Média da Abs | Absorbancia | Variacdo | Meédiada Abs | Absorbéancia
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto (Abs)
por por
minuto minuto
0,860 0,140 0,810 0,146 0,849
0,929 0,134 0,883 0,144 0,921
1,001 0,126 0,139 0,955 0,164 0,990
1,069 0,118 1,037 0,142 0,142 1,060
1,139 0,118 1,108 0,134 1,127
1,209 0,120 1,175 0,124 1,193
1,276 1,237 1,259
Variagdo da | Média Absorbéancia Variagdo do | Média Absorbéancia Variagao da
Abs por da Abs (Abs) Abs por da Abs (Abs) Abs por
minuto por minuto por minuto
minuto minuto
0,144 0.840 0,142 0,789 0,144
0,138 0911 0,140 0,861 0,136
0,140 0,981 0,148 0,929 0,134
0,134 0.137 1,055 0,134 0.138 0,996 0,134
0,132 1,122 0,132 1,063 0,130
0,132 1,188 0,132 1,128 0,130
1,254 1193
Média da Média
Abs por
minuto
0,135 0,138
Analise do solvente (acetato de etila)
Absorbancia | Variacdo | Média da Abs | Absorbancia | Variagdo | Media da Abs Media
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,841 0,154 0,841 0,140
0,918 0,142 0,911 0,140
0,989 0,130 0,138 0,981 0,128 0,136 0,137
1,054 0,136 1,045 0,144




Iviii

1,122 0,134 1,117 0,134
1,189 0,130 1,184 0,128
1,254 1,248
Lote 5
Absorbancia | Variagdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variacdo | Média da Abs Média
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,768 0,102 0,813 0,140
0,819 0,118 0,883 0,130
0,878 0,114 0,948 0,114
0,935 0,124 1,005 0,124
0,997 0,120 0.117 1,067 0,130 0.127 0,122
1,057 0,124 1,132 0,124
1,119 1,194
Lote 5 (Taque)
Absorbancia | Variagdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variacdo | Média da Abs Média
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,855 0,148 0,843 0,128
0,929 0,124 0,907 0,120
0,991 0,124 0,967 0,120
1,053 0,130 1,027 0,124
1,118 0,124 0.129 1,089 0,124 0.122 0,126
1,180 0,124 1,151 0,118
1,242 1,210
Lote 8
Absorbancia | Variacdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variacdo | Média da Abs Média
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,934 0,138 0,834 0,128
1,003 0,134 0,898 0,122
1,070 0,138 0,959 0,126
1,139 0,126 0,132 1,022 0,126 0,129 0,131
1,202 0,132 1,085 0,156
1,268 0,126 1,163 0,116
1,331 1,221
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Lote 10
Absorbancia | Variagdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variacdo | Média da Abs Média
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,828 0,128 0,861 0,128
0,892 0,130 0,925 0,122
0,957 0,140 0,987 0,126
1,027 0,114 1,050 0,126
1,084 0,128 0.127 1,109 0,156 0.122 0,124
1,148 0,122 1,168 0,116
1,209 1,226
Lote 14
Absorbancia | Variacdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variagdo | Media da Abs Media
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,809 0,124 0,861 0,128
0,871 0,116 0,925 0,124
0,929 0,116 0,987 0,126
0,987 0,118 1,050 0,118
0,117 0,122 0,119
1,046 0,116 1,109 0,118
1,104 0,110 1,168 0,116
1,159 1,226
Lote 41
Absorbancia | Variacdo | Médiada Abs | Absorbancia | Variagdo | Media da Abs Media
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto
0,832 0,138 0,834 0,130
0,901 0,120 0,899 0,132
0,961 0,122 0,965 0,128
1,022 0,126 0,126 1,029 0,124 0,127 0,127
1,085 0,126 1,091 0,130
1,148 0,122 1,156 0,120
1,209 1,216




Lote 40
Absorbancia | Variagdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variacdo | Média da Abs Média
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto

0,949 0,138 0,878 0,136

1,018 0,144 0,946 0,120

1,090 0,124 1,006 0,132

1,152 0,136 1,072 0,128

1,220 0,132 0.133 1,136 0,128 0.129 0,131
1,286 0,124 1,200 0,130

1,348 1,265

Lote 47
Absorbancia | Variacdo | Meédiada Abs | Absorbancia | Variagdo | Media da Abs Media
(Abs) da Abs por minuto (Abs) da Abs por minuto
por por
minuto minuto

0,949 0,138 0,878 0,136

1,018 0,144 0,946 0,120

1,090 0,124 1,006 0,132

1,152 0,136 1,072 0,128

0,133 0,129 0,131

1,220 0,132 1,136 0,128

1,286 0,124 1,200 0,130

1,348 1,265




