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Inibicdo in vitro de esterases de cascudo-marrom (Pterygoplichthys anisitsi) de diferentes tamanhos pelo
inseticida organofosforado clorpirifos: uma atividade prdtica de ecotoxicologia na Pos-Graduacdo em
Biodiversidade

Inseticidas organofosforados, como o clorpirifos, exercem sua toxicidade pela inibicdo de
enzimas esterases, tais como a acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE) em insetos
e outros animais. Por isso, a avaliacdo da atividade destas enzimas é amplamente utilizada
como biomarcadora da exposicdo de animais a estes fipos de compostos, em estudos de
monitoramento ambiental. No presente estudo, a compreensdo desses efeitos foi transmitida
a alunos do Programa de Poés-Graduacdo em Biodiversidade da UNESP, por meio de
experimento prdtico realizado na disciplina de Ecotoxicologia. Esses conceitos foram
abordados por meio de uma avaliacdo comparativa entre os efeitos de inibicdo in vitro da
AChE e da CbE pelo inseticida clorpirifos, em cascudos-marrom (Pterygoplichthys anisitsi) de
frés faixas diferentes de tamanho (10-14, 15-19 e 20-24 cm). Os resultados indicaram
discrepdncias entre os valores de atividade enzimdaticas entre os diferentes grupos de peixes.
Ainda, animais menores foram mais sensiveis d inibicdo da AChE pelo clorpirifos, enquanto
gue os animais maiores foram mais sensiveis a inibicdo da CbE. Além de contribuir para o
aprendizado dos alunos, o estudo trouxe dados inéditos sobre a sensibilidade de esterases de
cascudos-marrom ao clorpirifos.
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ABSTRACT

Organophosphate insecticides, such as chlorpyrifos, exert their toxicity by inhibiting esterase
enzymes, such as acetylcholinesterase (AChE) and carboxylesterase (CbE) in insects and other
animals. Therefore, the evaluation of the activity of these enzymes is widely used as a biomarker
of animal exposure to these types of compounds in environmental monitoring studies. In the
present study, the understanding of these effects was transmitted to students of the Graduate
Program in Biodiversity at UNESP, through a practical experiment carried out in the discipline of
Ecotoxicology. These concepts were approached through a comparative evaluation
between the in vitro inhibition effects of AChE and CbE by the insecticide chlorpyrifos, in brown
catfish (Pterygoplichthys anisitsi) of three different size ranges (10-14, 15-19 and 20 -24cm). The
results indicated discrepancies between enzymatic activity values between different groups
of fish. Also, smaller animals were more sensitive to AChE inhibition by chlorpyrifos, while larger
animals were more sensitive to CbE inhibition. In addition to contributing o students' learning,
the study brought unpublished data on the sensitivity of brown catfish esterases to chlorpyrifos.

Keywords: Ecotoxicology. Organophosphate. Armoured catfish. Esterases. Education.
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1 INTRODUCAO

Os principais contaminantes de origem agricola sdo os residuos de fertfilizantes
e o0s agrotdxicos, sendo que estas subst@ncias sdo as principais causas de
contaminacdo de dguas superficiais e subterr@neas. Os agrotdxicos, quando
aplicados sobre os campos de cultivo, podem atingir os corpos de dgua diretamente,
através da dgua da chuva e da irrigacdo, ou indiretamente através da percolacdo
no solo, causando efeitos adversos a organismos ndo alvo (COOPER, 1993).

Inseticidas organofosforados como o Clorpirifos vém sendo amplamente
utilizados como inseficida e parasiticida na agricultura e pecudria (Soares, 1998).
Segundo Galloway (2002), os organosfosforados exercem uma toxicidade aguda em
animais aqudticos por inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase (AChE), uma serina
hidrolase encontrada em juncdes neuromusculares, e outras classes de esterases
como a carboxilesterase (CbE). As CbEs sdo uma familia de enzimas presentes em
vdrios tecidos de invertebrados e vertebrados que hidrolisam ésteres carboxilicos
(WHEELOCK et al., 2008), tendo cada uma delas um substrato especifico, seja ele
enddgeno ou xenobidticos contendo grupo éster (THOMPSON, 1999). Assim, a
avaliacdo do grau de inibicGo dessas enzimas pode ser utilizada como um
biomarcador para se indicar a presenca de praguicidas organofosforados no
ambiente.

Diversos estudos tem ufilizado a inibicGo de esterases em peixes como
indicador de exposicdo a organofosforados, porém poucos em espécies brasileiras,
como o cascudo marrom (Pterygoplichthys anisitsi). Tal espécie ocorre na América
do Sul, nas bacias do médio e alto Parand, do Paraguai e Uruguai (LANGEANI;
ARAUJO, 1993). Alimenta-se de defritos e sedimentos, e devido a esse
comportamento, este animal pode se alimentar do sedimento contaminado com o
agrotoxico e, assim, ter suas esterases inibidas.

Entre as espécies de peixes existem considerdveis variagcdes nas caracteristicas
fisioldgicas e nas respostas dos biomarcadores (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003). Dessa forma, este trabalho teve por objetivo verificar se o inseticida Clorpirifos

causa inibicdo das esterases acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE), em
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cascudos-marrons (Pterygoplichthys anisitsi) de diferentes tamanhos, observando
assim se essa inibicdo ¢é influenciada pelo tamanho do animal.

Este frabalho foi desenvolvido por alunos do Programa de Pos-Graduacdo em
Biologia Animal do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP de Sdo
José do Rio Preto (SP), dentro das atividades praticas da disciplina de Biomarcadores
Bioguimicos de Contaminacdo Ambiental. Desta forma, o trabalho teve como
objetivo adicional e inerente uma demonstracdo pratica da aplicabilidade de
avaliacdo de atividades enzimdticas de peixes como biomarcador de
contaminacdo ambiental. Além de auxiliar na contextualizacdo da avaliacdo de
biomarcadores em animais modelo em estudos de biomonitoramento ambiental,
esta atividade permitiu aos alunos terem uma experiéncia pratica em rotinas de
laboratdrio de ecotoxicologia, realizando experimentos com animais, procedendo e
compreendendo as andlises e rotfinas biogquimicas, aprendendo a analisar e

interpretar dados e gerar resultados finais na forma de um artigo cientifico resumido.

2 METODOLOGIA

2.1 Procedimento experimental

A espécie de peixe Uutilizada para o experimento foi o cascudo marrom
(Pterygoplichthys anisitsi), obtida junto ao Centro de Aquicultura da Unesp de
Jaboticabal, SP. Trés grupos de peixes (n=3) foram formados de acordo com o
tamanho dos animais (Tabela 1). Apds serem anestesiados com benzocaina, os
peixes tiveram seus figados e encéfalos dissecados e imediatamente armazenados a
-80 °C. Este frabalho possui permissdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, UNESP, SGo José do Rio Preto (CEUA-
IBILCE/UNESP) (protocolo nimero 01/09 CEUA).
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Tabela 1. Medidas dos peixes utilizados no experimento.

Grupo Tamanho (cm) Peso (Q)
10,0 40,39
A:10a14cm 12,0 54,22
10,5 41,38
15,0 80,48
B:15a19cm 16,0 93,70
15,5 87,52
22,5 230.,8
C:20a24cm 20,0 186,34
24,0 251,92

2.2 Teste de inibigdo in vitro das esterases pelo Clorpirifos

Para cada grupo foi feita uma mistura de amostras (pool) contendo

fragmentos de figado e outra contendo fragmentos de cérebro. Os conjuntos de

amostra foram homogeneizados em tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 8,0 na propor¢cdo de

1:4 (massa: volume) e centrifugados por 30 minutos a 9168 g, sob temperatura de 4

°C, resultando em cerca de 2 mL de extrato proteico. Em seguida, a por¢cdo

sobrenadante foi coletada e dividida em diferentes aliquotas de 100 mL para as

andlises de acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE).

Foram feitas solucdes de diferentes concentracdes (0 a 10 mM) de Clorpirifos

(<98% de pureza; Sigma-Aldrich) diluidas em etanol 100%. Essas solucdes foram

acrescentadas as amostras de extratos proteicos conforme a tabela 2. Em seguida,

as amostras foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. Cada grupo

foi constituido por 3 repeticdes de microtubos (triplicata), e as andlises de cada

microfubo foi realizada em duplicata.

Tabela 2. Protocolo de inibicdo dos extratos protéicos com concentragcdes crescentes

do praguicida.

Solucdo Solucdo Etanol Concentracdo
10 mM 100 mM (ul) final (mMM)
(ML) (WL)

Amostra  Solucdo 1

Grupos
UPOS ) MM (uL)
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Controle 45 - - - 5 0,00
0,01 45 0,5 - - 4,5 0,01
0,1 45 5 - - - 0,10
1 45 - 5 - - 1,00
10 45 - - 5 - 10,00

2.3 Andlise das esterases e quantificagdo de proteinas

A andlise da AChE no tecido nervoso e da CbE hepdatica foi feita pelo método
de Ellman et al. (1961). Acetiltiocolina e feniltioacetato foram usados como substrato
para a atividade da AChE e CbE, respectivamente. A reacdo do dcido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzdico (DTNB) com os produtos formados pela catdlise das enzimas com seus
respectivos substratos foi medida por ensaio espectrofotométrico a 25 °C, 412 nm. A
quantificacdo de proteinas para o cdlculo da atividade especifica foi medida pelo

método de Bradford (1976), utilizando soro albumina bovina (BSA) como padrdo.

2.4. Andlises Estatisticas

Os diferentes grupos amostrais foram comparados estatisticamente par a par

pelo teste t de Student, e diferencas estatisticas foram consideradas quando p < 0,05.

3 RESULTADOS

A atividade da AChE foi menor quanto maior foi o tamanho dos animais (Figura
1). Os grupos tratados com a concentracdo de Clorpirifos de 1 mM e 10 mM tiveram
suas afividades significativamente reduzidas quando comparadas aos grupos
controle e tratados com concentracdo 0,01 mM e 0,1 mM (Figura 1). Contrdrio ao
resultado da AChE, a atividade da CbE foi maior no grupo de animais de maior
tamanho. Nos grupos tratados com as concentragcdes de 1 mM e 10 mM também
houve uma reducdo significativa da atividade enzimdtica com relacdo ao grupo
conftroles e tfratamentos com menor concentracdo. Estes dados evidenciam que a

atividade duas das esterases avaliadas pode variar de acordo com o tamanho dos
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animais. Quando comparados os grupos de peixes de tamanho intermedidrio (Grupo

B) e de peixes maiores (Grupo C), ndo se notou diferencas quanto a sensibilidade das

esterases a inibicdo pelo Clorpirifos. Enfretanto, os animais do Grupo A apresentaram

inibicdo leve, porém estatisticamente significante, da AChE na concentracdo de 0,1

MM do inseticida, mostrando que essa enzima € mais sensivel a inibicdo nos encéfalos

de animais de menor tamanho. Por outro lado, a atividade da CbE no figado deste

mesmo grupo foi mais resistente a inibicdo, tendo sido inibida apenas quando os

extratos foram tratados com 10 mM do Clorpirifos.

Figura 1. Atividade da acetilcolinesterase e da carboxilesterase em extratos proteicos
de encéfalo e figado, respectivamente, de tildpias do Nilo, apds incubacdo com
concentracoes crescentes do inseticida Clorpirifos. * indica diferenca estatistica em

relacdo ao grupo controle.
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4 CONCLUSAO

Podemos concluir que o inseticida Clorpirifos € capaz de inibir in vitro a
atividade das esterases em cascudo-marrom, espécie cuja avaliacdo de esterases
em estudos ambientais ainda é insipiente. Os resultados também mostraram que
animais de diferentes tamanhos podem apresentar diferentes perfis de atividade das
esterases, e sensibilidades a inibicdo pelo organofosforado testado. Este estudo
contribuiu sobremaneira para o aprendizado a utilizacdo e relevancia da andlise de
marcadores biogquimicos em peixes como ferramentas para se avaliar a exposicdo
desses animais a contaminantes ambientais, no caso do estudo, um inseticida
organofosforado. Os alunos puderam entender o contexto do uso de biomarcadores
em estudos de biomonitoramento, obtiveram experiéncia e vivéncia em laboratdério
de ecotoxicologia bioquimica, aprendendo também a interpretar os dados do

trabalho, apresentando-os na forma do presente trabalho.
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