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Resumo

As intoxicacdes letais, estdo comumente relacionadas com a &rea médico-legal;
alguns xenobidticos ocupam lugar de destaque como 0s principais responsaveis pela
ocorréncia de intoxicacfes sendo de amplo conhecimento que os praguicidas, como
o aldicarbe, sdo responsaveis por intoxicacdes exdgenas, intencionais ou nao
intencionais, em virtude de sua ampla toxicidade e dificuldade para realizacédo de
analises toxicologicas em amostras biologicas. Para tanto, foi empregada a
metodologia enzimética desafiando a enzima acetilcolinesterase com o aldicarbe e
seus metabolitos por meio do ensaio de ElIman’s objetivou-se no presente estudo a
avaliacdo do poder de inibicdo da acetilcolinesterase pelo aldicarbe, bem como por
seus metabolitos de forma comparatavia. Como resultados, pudemos observar 0
ensaio de Elman’s foi efeitivo em verificar o potencial de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase do aldicarbe e seus dois metabolitos ativos, o aldicarbe-sulfoxido
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e aldicarbe-sulfona mostrando que o aldicarbe tem um elevado poder de inibicdo da
enzima, seguido pelo aldicarbe-sulfoxido e posteriormente pelo aldicarbe-sulfona.
Portanto, pode-se concluir que existe potencial para o desenvolvimento de um método
de triagem com a finalidade de sugerir a presenca de agentes anticolinesterasicos,
contribuindo para um diagnéstico rapido, bem como em casos de morte suspeita de

intoxicagdo, auxiliando no diagnoéstico da causa da morte.

Palavras-chave: Aldicarbe. Metabolitos. Teste enzimético.

Evaluation of the inhibition of acetylcholinesterase
promoted by the pesticide aldicarb and its metabolites using
enzymatic method of rapid, safe and low cost screening

Abstract

Lethal intoxications are commonly related to the medical-legal area; Some xenobiotics
occupy a prominent position as the main responsible for the occurrence of intoxications
and it is widely known that pesticides, such as aldicarb, are responsible for exogenous
poisonings, intentional or unintentional, due to their wide toxicity and difficulty in
carrying out toxicological analyzes In biological samples. The enzymatic methodology
challenging the enzyme acetylcholinesterase with aldicarb and its metabolites using
the Elman's assay was used in the present study to assess the inhibition power of
acetylcholinesterase by aldicarb as well as its metabolites in a comparative way. As
results, we could observe the Elman's assay was effective in verifying the inhibition
potential of the aldicarb acetylcholinesterase enzyme and its two active metabolites,
aldicarb-sulfoxide and aldicarb-sulfone showing that aldicarb has a high inhibition
power of the enzyme, followed By aldicarb-sulfoxide and then by aldicarb-sulfone.
Therefore, it can be concluded that there is potential for the development of a screening
method with the purpose of suggesting the presence of anticholinesterase agents,
contributing to a rapid diagnosis, as well as cases of suspected intoxication death,

helping to diagnose the cause of death.

Keywords: Aldicarb. Metabolites. Enzymatic assay.
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Introducao

Os praguicidas organofosforados e carbamatos sdo agentes
anticolinesterasicos largamente empregados na agricultura como inseticidas para o
controle das pragas agricolas, em medicina veterinéria para o controle de endo- e
ectoparasitas e também séo utilizados em saude publica para eliminagéo e controle

de vetores transmissores de enfermidades endémicas.

O aldicarbe, em particular, € um praguicida carbamato de uso agricola
comercializado no Brasil até outubro de 2012, quando, entdo, teve o0 seu registro no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) cancelado (Ato 54 de 9
de outubro de 2012). Isso ocorreu devido ao seu uso irregular como raticida doméstico
(“chumbinho”), causando intoxicagdes graves e letais, tanto em seres humanos como
em animais (MOLINA, 2012).

Embora tenha sido retirado do comércio, a ocorréncia de 6bitos de animais
causados pelo aldicarbe ainda € observada no Servico de Patologia Animal do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)
da Universidade de Sao Paulo (USP), o que pode configurar como crime contra 0s
animais, devido as intoxicacdes tanto acidentais quanto propositais relacionados com
esse praguicida. Para o toxicologista envolvido nestas situacdes, o0s testes de triagem
sdo importantes para nortear as analises toxicoldgicas e contribuir para a confirmacao
dos achados necroscépicos, sendo amplamente utilizados nos laboratérios de
toxicologia. Ainda, os testes de triagem sdo de grande importancia clinica no pronto
atendimento emergencial que requer um resultado rapido e confiavel, auxiliando o
clinico no tratamento correto e urgente, além de contribuir para o bom progndstico do
quadro de intoxicacdo. A avaliacdo da atividade das colinesterases tem se mostrado
atii como teste de triagem rapida para indicar exposicdo aos agentes
anticolinesterasicos, como o0s praguicidas organofosforados e carbamatos
(LESSENGER; REESE, 1999).

Os agentes anticolinesterasicos, por inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE),

promovem o acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica, causando a potencializagéo
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da neurotransmissao colinérgica (BALLARD et al., 2005). A inibicdo enzimatica se da
através da ligacdo do agente anticolinesterasicos com a porcao estearica da enzima
por meio da esterificacdo da hidroxila da serina e/ou interagdo com o dominio ativo da
porcao alfa aniénica (WEINER et al., 2009).

Um dos métodos mais utilizados para a determinacdo da atividade da AChE é
o método de Ellman (ELLMAN et al., 1961), por ser um método rapido, simples,
preciso e com medicdo direta da atividade enzimatica, seja em sangue ou tecidos
(ASKAR; KUDI; MOODY, 2011). Este método € baseado na reacdo entre a tiocolina,
um dos produtos da hidrolise enzimatica do substrato sintético iodeto de acetiltiocolina
(ACTI) ou iodeto de butiriltiocolina (BTCI), com o grupo sulfidrila do cromégeno acido
5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB ou reagente de Ellman). Ocorre, entdo, a
formacao do 5-tio4cido-2-nitrobenzoico que promove a formacéo de um composto de
coloragdo amarela, o qual pode ser mensurado através da quantificacdo da
absorbancia a 410 nm (ELLMAN et al., 1961; SINKO et al., 2007).

Héa disponivel no comércio kits para avaliacdo direta da atividade da AChE
endogena (Colinesterase K049 - Boclin; Sistema de teste colinesterase — CMW
Saude& Tecnologia; H QuantiChrom™ acetilcolinesterase-kit colorimétrico — Génese).
Por outro lado, ha também kits que utilizam a AChE para auxiliar a quantificacdo de
outras substancias, como, por exemplo, a testosterona; é o caso do kit Cayman
Chemicals. Esse kit, em particular, emprega a AChE de enguia elétrica que possui a

caracteristica de ser uma enzima de ultrarrapida acdo (ELLMAN et al., 1961).

A AChE pode ser empregada também com bioindicador da presenca de
anticolinesterasicos tanto em amostras simples (agua), como complexas (matrizes
bioldgicas). A utilizacdo de um biossensor amperométrico, que tem como principio a
imobilizagcdo da AChE em um eletrodo do tipo screen-printing, mostrou-se bastante
eficiente na investigacdo de teores de praguicidas carbamatos em aguas (MARQUES,
MARQUES & NUNES, 2006). Esse mesmo principio foi empregado para avaliagdo da

presenca de praguicidas anticolinesterasicos em frutas e legumes (PICO, 2014).

Considerando que a AChE de enguia elétrica possui ultrarrapida acao e que
pode ser empregada como bioindicador da presenca de anticolinesterasicos em

diferentes amostras, o objetivo do presente trabalho é propor um método de triagem
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rapido, seguro e de baixo custo, utilizando o kit Cayman Chemicals como fonte de

AChE, para indicar a presenca do aldicarbe e seus metabalitos.

MATERIAL E METODOS

Foi empregado o kit Cayman. Chemical's ACE™ EIA (Cayman Chemicals®). O
reagente tracer — testosterona marcada com acetilcolinesterase de enguia elétrica —
foi aplicado como fonte de AChE, enquanto o cromdgeno revelador, DTNB, foi
aplicado tanto como substrato enzimatico e como revelador. O reagente de Ellman

bem como a testosterona marcada foram reconstituidos seguindo as recomendacdes
do kit.

A leitura foi feita em um espectrofotometro da marca Thermo Scientific do
modelo Multiskan EX, a 410 nm.

Ensaio enzimatico

O ensaio enzimatico foi feito em triplicada, empregando uma microplaca de 96
pocos, sendo pipetados em cada cavidade 200 pL de reagente de Ellman nos pogos
Al, B1, C1 e D1 (Fig.3.1). Nos pocos das colunas subsequentes (2 - 12) foram
pipetados 125 uL do reagente de Ellman. Em seguida, nos pocos Al, B1, Cl e D1
foram pipetados 50 uL dos reagentes testes, ou seja, aldicarbe, aldicarbe-sulfona,
aldicarbe-sulfoxido e acetilcolina, respectivamente. A seguir, foi feita uma diluicdo
seriada, com o ponto maximo da curva de concentracdo de 200 ug/mL de cada
reagente teste e propor¢cdes de 1:2 de um poco para outro até o décimo segundo
poco, conforme mostra a figura 3.1.

O tracer foi diluido no reagente de Ellman de maneira que a cada 30 uL
pipetados contivessem 5 uL de tracer. Todos 0s pocos receberam tracer exceto 0s
indicados por C- (controle negativo). Apds isso, ocorreu a incubagdo em um agitador
(DAIGGER - modelo multi-microplate genie) com velocidade de 500 rpm, a
temperatura ambiente e a absorbéancia foi mensurada em espectrofotometro com filtro

de 410 nm, em 60 e 90 minutos.
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Figura 3.1 — Esquema de diluicdes seriadas utilizadas numa microplaca de 96 pocos
para a realizacdo do ensaio enzimatico de inibicdo da atividade da colinesterase. O
ponto méaximo da curva de concentracdo € de 200 ug/mL e proporcdes de 1:2 de um

poco para outro até o décimo segundo poco.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 200 100 50 25 12,50 | 6,25 | 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10
B 200 100 50 25 12,50 | 6,25 | 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10
C 200 100 50 25 12,50 | 6,25 | 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10
D 200 100 50 25 12,50 | 6,25 | 3,13 1,56 0,78 0,39 0,20 0,10
F C+ C+
G C- C-
H
I

C+ = controle positivo; C- = controle negativo

Fonte: Fukushima (2015)

RESULTADOS

A figura 3.2 mostra uma microplaca com 96 pocos apdés 90 minutos de

incubacéo, utilizando o reagente de Ellman como cromorreagente. Note que a medida

que reduz a concentracdo do aldicarbe e de seus metabdlitos, aumenta a intensidade

da cor amarela, indicando menor inibicdo enzimatica.

Figura 3.2 — Fotografia da microplaca apds 90 minutos de incubacgdo, utilizando o
reagente de Ellman para avaliar a atividade da acetilcolinesterase submetida a
exposicdo ao aldicarbe e aos seus metabalitos.
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Aldicarbe-sulfoxico

Aldicarbe-sulfona

Acetilcolina

Controle Positivo

Controle Negativo

Fonte: Fukushima (2015)

A figura 3.3 representa a atividade da enzima AChE medida em absorbancia
(em porcentagem) em fun¢do da concentracdo do aldicarbe e de seus metabdlitos.
Note que o aldicarbe-sulféxido pouco interferiu na atividade da AChE, enquanto o

aldicarbe-sulfona apresenta reducéo da atividade enzimatica mais evidente a partir da

concentragao de 12,5 L.
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Figura 3.3 — Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em absorbancia expressa em

porcentagem, em fungdo da variagdo de concentracdo do aldicarbe e de seus
metabdlitos.
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DISCUSSAO

Muito embora existam testes utilizando o reagente de Ellman robotizados e
miniaturizados (JARVINEN et. al, 2010) para a avaliacdo da atividade das
colinesterases, ndo foi encontrado em literatura nenhum que utilizasse a AChE de
enguia elétrica. Nesse sentido, o emprego desta enzima teria a vantagem de
execucao simples e oferecer resultado rapido da suspeita de intoxicacdo, com baixo
custo e aplicavel em laboratérios e clinicas de pequeno porte, como método de
triagem.

No presente estudo a medida da atividade da AChE foi avaliada na presencga
do aldicarbe, bem como seus dois principais metabdlitos ativos, o aldicarbe-sulféxido
e o aldicarbe-sulfona. Esse método se mostrou eficiente para avaliar a inibicdo da

atividade da AChE causada, em particular, pelo aldicarbe e pelo aldicarbe-sulfona.
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Embora os resultados encontrados, referente a inibicdo do aldicarbe-sulféxido
ndo mostrem uma potente inibicdo enzimatica causada por este metabdlito no periodo
de até 90 minutos, sabe-se que sua toxicidade se deve a inibicdo mais tardia da AChE
(BURGESS et al., 1994), prolongando assim esse efeito sobre o organismo do animal
exposto ao aldicarbe.

Em relagdo a custos, essa técnica enzimatica, quando comparada a outros
meétodos de triagem como a cromatografia em camada delgada (CCD), a primeira
apresenta menor custo e menor impacto ao meio ambiente, uma vez que nao sao
utilizados solventes organicos, os quais necessitam de descarte apropriados para
evitar danos ambientais.

Vale destacar que os testes enzimaticos sao valorosas ferramentas de triagem
em analises forenses, porém é necessaria a padronizacdo de todas as figuras de
mérito sugeridas pelos instrumentos legais, uma vez que pequenas alteracdes nas
concentracbes da enzima, pode causar respostas diferente a um mesmo agente
inibidor. Essa padronizacdo pode ser realizada, utilizando enzimas de diferentes
fontes em vérias condi¢cdes com caracteristicas diversas.

O presente trabalho é o primeiro passo para o estudo de amostras fortificadas
em soro ou plasma, bem como outras matrizes simples ou complexas, validando este
método de triagem para indicar a presenca de agentes anticolinesterasicos, o que
auxiliaria no monitoramento da presenca destes agentes téxicos, contribuindo para
um diagndstico rapido, norteando o clinico quanto ao tratamento do animal intoxicado

e, no caso de 6bito, auxiliando na detec¢édo da causa mortis.

CONCLUSOES

As andlises enzimaticas sdo poderosas ferramentas no diagnéstico de
intoxicacdes, bem como importantes instrumentos na area forense, em virtude de suas
caracteristicas, como o0 baixo custo, rapida execucdo da analise e gerar mais um

resultado em direc&o ao resultado da analise.

O método utilizando foi eficiente na avaliagcdo da inibicdo da atividade da AChE
causada, em particular, pelo aldicarbe e pelo aldicarbe-sulfona, sendo possivel
concluir que o aldicarbe-sulféxido pouco interferiu na atividade da AChE, enquanto o
aldicarbe-sulfona apresenta reducado da atividade enzimatica mais evidente a partir da
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concentragdo de 12,5 pL mostrando o potencial de toxicidade tardio quando
comparada ao aldicarbe.

Existe potencial para o desenvolvimento de um método de triagem com a
finalidade de sugerir a presenca de agentes anticolinesterasicos, contribuindo para
um diagndstico rapido, bem como em casos de morte suspeita de intoxicagao,

auxiliando no diagnostico da causa da morte.
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