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INTRODUCAO

Entre as substincias introduzidas no meio am-
biente que poluem a dgua e o solo e que contaminam os
alimentos, encontram-se os pesticidas, que sio utiliza-
dos na agricultura, no combate as pragas e que sdo
aplicados intencionalmente, como também com ocor-
réncia acidental. Os efeitos positivos para o desenvol-
vimento da agricultura moderna, pecudria e satide pu-
blica, no combate aos vetores de doengas, como
Leptospirose, Chagas e outros, sido iniimeros, porém
t6xicos, e a toxicidade dos pesticidas € inerente ao pro-
duto e, como tal, o risco toxicoldgico estd associado ao
uso e as condi¢oes de exposigdo.

Os seres vivos podem absorver os pesticidas
diretamente da dgua, como também por alimentos con-
taminados e ainda em suas aplicacoes. A cromotografia
gasosa € atualmente a mais empregada na realizagiio
das analises de residuos de pesticidas, porém exige um
investimento inicial de grande porte, inviabilizando sua
utilizagdo na rotina. Metodologias novas apresentam
sensibilidade e especificidade para um efetivo controle
de qualidade.

A detecgdo de Organofosforados e Carbamatos,

através do método da medida da atividade
anticolinesterdsica. é semi-quantitativa, e serve para
indicar se a dgua dos mananciais estd em condigdes
proprias para uso quanto a presenca de pesticidas. For-
nece, ainda, meios ao cumprimento dos dispositivos da
Portaria 036, do Ministério da Satde, de 19 de janeiro de
1990, em vigor.

Possiveis contaminagoes existentes nas regioes
criticas dos cursos d’dgua sdo detectados, bem como
sdo avaliados os despejos industriais e verificada a efi-
ciéncia dos processos de tratamento. O método
enzimdtico realizado “In vitro” é simples, de rdpida exe-
cu¢do e econdmico, nao sendo dependente de apare-
lhagem mais sofisticada, como o cromatdgrafo de fase
2asosa.

As andlises sio realizadas, fazendo-se uma ba-
teria de testes. onde os padroes serdo de concentra-
¢Oes conhecidas em relagdo a dgua destilada e
deionizada e 4 amostra a testar, adicionando-se a todas,
a enzima acetilcolilesterase e seu substrato acetilcolina.
E os resultados destas andlises serdo expressos como
porcentagem da inibicdo da atividade enzimatica.

ACOES FISIOLOGICAS (In vivo)

Um nervo transmite um estimulo de um ponto
do organismo para o outro, através de modificacGes na
concentragio dos fons e, em muitos nervos, o estimulo
€ carreado, além do término do neur6nio, sob a forma de
acetilcolina. A chegada da frente da onda i6nica a esse
término provoca a liberagio de acetilcolina, que se di-
funde dentro da célula receptora intimamente associa-
do, da mesma forma que uma fibra muscular ou outro
neurdnio, promovendo a iniciagio de uma nova onda
de excitagdo no receptor.

Uma vez que a acetilcolina tenha provocado a
resposta desejada, ela deve ser removida para permitir a
recuperacdo do receptor para um estimulo futuro ou
para evitar respostas repetidas e desencontradas, apds
um tnico estimulo. Esta remogao € feita pela hidrdlise
do composto com formagao de colina e dcido acético,
sendo a reagdo catalisada pela colinesterase. A colina é
reaproveitada na biossintese da acetilcolina.

Interagdo Enzima e seu Inibidor Organofosforado
Muitos autores tém sugerido ser a inibi¢do da

acetilcolinesterase por compostos organofosforados “A
causa principal das anormalidades da transmissdo

neuromuscular’, sendo os sinais e sintomas de intoxi-
caciio proporcionais ao nivel da atividade da enzima.

Experimentos recentes confirmaram essa concep-
¢do da dependéncia dessas anormalidades sobre o
actimulo da acetil colinesterase por organofosforados.
Entretanto, alguns autores tém alegado uma reacdo di-
reta do composto organofosforado na fungio
neuromuscular, ndo havendo uma relagio entre os efei-
tos desses compostos na acetilcolinesterase e na trans-
missao neuromuscular.

A reagao entre acetilcolinesterase e seu inibidor
organofosforado parece envolver somente o sitio
esterdsico, formando um complexo bastante estivel,
sendo esta estabilidade relacionada fundamentalmente
com a estrutura quimica do inibidor. A menos que um
reativo especifico seja empregado, esta inibigao da
acetilcolinesterase € irreversivel e a volta aos niveis
normais, dependendo da sintese de uma nova enzima.

Desta forma, a acetilcolina € impedida de reagir
com o sitio esterdsico, ocorrendo um actimulo da mes-
ma, onde € normalmente liberada, resultando, em con-
seqiiéncia, toda a sintomatologia da intoxicacao por
organofosforados.
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A inibic¢ao da “acetilcolinesterase”
por compostos organofosforados
pode ser descrita como:

1) Ag¢ao Fisiologica da Acetilcolina

A acetilcolina sintetizada € liberada nas sinapses
nervosas interagindo com os seus receptores, produzin-
do suas respostas caracteristicas:
1 - Estimulo e tono dos miisculos esqueléticos.
2 - Estimulo geral das secregoes.
3 - Esvaziamento da bexiga.

2) Acdo Fisiologica da Acetilcolinesterase.

As regides ativas existentes na superficie da
acetilcolinesterase permitem uma intera¢io enzima-
substrato, resultando da acdo hidrolitica do centro
esterdsico, ocorrendo a transformagio da acetilcolina
em colina e dcido acético.

3) Mecanismo e Ag¢do Toxica dos Inseticidas
Organofosforados

Os inseticidas organofosforados inibem o cen-
tro esterdsico da acetilcolinesterase, incapacitando a
mesma de exercer a funciio, ou seja, promove a despola-
riza¢io da membrana axoplasmatica, com conseqiiéncia
do actimulo colinérgico, ndo havendo desdobramento
em dcido acético e colina.

4) Inseticidas Carbamatos

A semelhanga dos inseticidas organofos-
forados, os inseticidas carbamatos e seus metabdlitos
agem inibindo a acetilcolinesterase, diferenciando-se
pelo fato da combinagio se processar de uma maneira
mais reversivel, resultando, todavia, sempre num
acumulo de acetilcolina onde é normalmente liberada.

Principio do método

Esta técnica baseia-se na extragdo e purificagao
da enzima acetilcolinesterase extraida dos cérebros de
rato ou boi que t€m uma fracao solivel, especifica, ca-
paz de interagir com organofosforados e carbamatos.

a) Equipamentos:

* Ultra centrifuga refrigerada (minimo 20000 rpm)

* Banho-Maria termostatizado a 37°C (com agitagao)
+ Balanga analitica

* Potencidmetro

» Agitador magnético

¢ Mix (triturador doméstico)

* Cronémetro

* Destilador

* Deionizador

* Pipetador automdtico de 500 microlitros

b) Reagentes

* Cloreto de Sédio (NaCl)
* Triton X - 100

* Azidasddica (NaN,) (MERK)

* Tris (hidroximetilaminometano) (MERK)
* Cloreto de magnésio 6H,0 (MERK)

* Acetilcolina (CH, CINO, ) ( MERK)

* Acido Sulfiirico comercial (H,SO, )

* Dicromato de potdssio (K.Cr,0.)

» Extran

¢) Solugdes utilizadas

* Solucdo Fisiol6gica (NaCl- 0,15 M)

» Triton X-100 (0,5%)

* Tampdo Tris (0,08 N) x Cloreto de Magnésio (1,6 N)

* Azida sédica - 0,05% (do peso inicial do cérebro)

* Solugdo de Acetilcolina (0,28 N)

+ Solugdo padrio de Folidol nas concentragoes de:
0,006, 0,012,0,06,0.12, 0,24, 0,36 € 0,6 miligramas por
litro — extracao com dgua.

* Solugdo padriio de Folidol nas concentracoes de 0,25,
0,50 e 0,75 miligramas/litro, extragdao com
diclorometano e suspensio em dgua.

Obs.: Os reagentes utilizados deverdo ser do mais alto
grau de pureza, para obter uma enzima com me-
lhor atividade enzimdtica.

E importante eliminar qualquer trago de in-
terferentes do material a ser utilizado nas andlises. Para
proceder a limpeza dos mesmos, utilizou-se detergen-
tes neutros (Extran a 1% ou Detertec) e dcido nitrico
diluido.

Metodologia para extracao da enzima
acetilcolinesterase

1) Coletar o cérebro de boi imediatamente apés sua
morte e acondiciond-lo em um bequer, contendo
soro fisiologico gelado;

2) Limpa-lo criteriosamente, retirando meninges, gor-
duras e vasos sanguineos (mantendo-o em solu-
¢o fisiologica gelada);

3) Secar e pesar de acordo com a capacidade de volu-
me das centrifugas, e adicionar 5,5 volumes de dgua
destilada e deionizada gelada (de acordo com o peso
inicial do cerébro);

4) Homogeinizar num mix por 5 minutos;

5)  Ultracentrifugara5°C com 20.000rpm durante 120 min;

6) Desprezar o sobrenadante;

7) Suspender o precipitado em 3,3 volumes de solu-
¢do de Triton X-100 (0,5g%)V/V pelo peso inicial
do cerébro (P1);

8) Homogeneizar no mix por 15min;

9)  Ultracentrifugar a 20.000rpm por mais 120mina 10°C;

10) Coletar o sobrenadante e descartar o sedimento;

11) Adicionar 0,05g% de azida s6dica (de acordo com
o peso inicial do cérebro);

12) Acondicionar em frascos dmbar e em geladeira;

13) Proceder o teste de atividade da enzima, realizando
atécnica paraadosagem analitica, utilizando dgua
destilada e deionizada e verificando o tempo da
atividade enzimatica.
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Procedimento para realizacao das andlises
dos organofosforados e carbamatos.

Coleta de amostras

Os inseticidas organofosforados e carbamatos e
alguns herbicidas podem sofrer mais rapidamente altera-
¢oes quimicas, sob condig¢des naturais, formando
metabdlitos de composicio constantemente mutante no
ar, na dgua e nos organismos da cadeia alimentar. Portan-
to, € importante envid-la ao laboratério sobre refrigera-
¢do, manté-la, nesta condic@o, até o momento da andlise.

Teste da presenca de dgua tamponada e
interferentes.

Consta de um teste prévio que deverd ser feito
quando em casos de despejos industriais ou um pH
estranho. Outra alternativa seria a extraciio do pesticida,
através do diclorometano.

Técnica de inibicao da acetilcolinesterase
por carbamatos e organofosforados
em agua.

Principio da metodologia analitica
O método proposto é baseado na queda do pH
do meio de incubacio provocado pela formacéo de 4ci-
do acético mais colina, produto de hidrélise da
acetilcolina. Esta técnica permite a leitura de carbamatos
e organofosforados em amostras de dguas.

Desenvolvimento da técnica

1) Preparar tubos de ensaio para o teste branco (B),

amostra (A) e padrdes (P). Usar sempre tubos tes-
temunhos;

2) Colocar nos tubos de ensaios correspondentes:
16,0 ml de dgua destilada e deionizada, 16,0 ml de
cada amostra a ser analisada e 16,0 ml de padrao de
concentragiio conhecida.

3) Adicionar a cada tubo de ensaio 3,0 ml da enzima
acetilcolinesterase;

4) Acrescentar 0.5 ml da solugao tampao (Tris X
Cloreto de Magnésio);

5) Incubar em banho-maria com agita¢do a 37°C du-
rante 3 horas;

6) Retirar os tubos um a um verificando o pH e corri-
gindo se necessdrio para aproximadamente 7.4;

7y Acrescentar 0,5 ml de acetilcolina (substrato);

8) Esperar o pH atingir 7,3, acionar o cronometro, e
pard-lo, quando atingir 7,0;

9) Anotar o tempo gasto.

Cdlculo da porcentagem da inibi¢do da atividade
enzimdtica

Joinibicao= T,-1, x 100/7, sendo:

T, = Tempo gasto pelo controle (dgua destilada)
T, = Tempo gasto pela amostra a testar

Obs.: TI e T2 sdo expressos em segundos

Aleitura € feita em comparacdo a curva de padroes
de concentracdo conhecida (Grificos 1 e 2 - Anexo).

Interpretagdo

De acordo com a Portaria 36, do Ministério da
Saiide, de 19 de janeiro de 1990, o limite permissivel
para abastecimento ptiblico é de 10 microgramas por
litro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das andlises realizadas conclui-se que:

* no teste em branco, a enzima ficando livre, atua
sobre a acetilcolina que se desdobra em dcido acético e
colina. Dependendo da qualidade de enzima, esta reagio
poderd se processar em curto espa¢o de tempo;

* na presenga da organofosforados e
carbamatos, a enzima reagird com os mesmos. Desta
maneira, dependendo da quantidade de residuo presente
na amostra, o desdobramento da acetilcolina serd
parcialmente inibida. Havendo inibi¢do total, ndo haverd
desdobramento em dcido acético e colina, isto indica
proporcionalidade da reacio com a quantidade de
residuos presentes na amostra.

Na construgdo das curvas onde se usa
concentragdes conhecidas e crescentes de carbamatos

e organofosforados, a metodologia demonstra eficicia,
pois a inibi¢ao da atividade enzimética aumenta com o
aumento da concentragido dos residuos

De acordo com o tempo ocorrido no
desdobramento da acetilcolina, pode-se avaliar o grau
de contaminacio da amostra. Com o porcentual de
inibi¢ao da atividade enzimatica incidindo na curva de
concentracdo conhecida de carbamato ou
organofosforado, pode-se avaliar semi-
quantitativamente o teor do residuo na amostra.

Diante dos mecanismos fisiolégicos “in vivo™
e das andlises realizadas “in vitro” podemos afirmar
que a metodologia ¢é eficiente e pode contribuir na
deteccio de carbamatos e organofosforados em dgua e
viabilizar o atendimento da Portaria em vigor.

CONCLUSAO

O método “In vitre” para substéincias inibidoras
da colinesterase em dgua € satisfatério, porque os
organofosforados e carbamatos possuem o mesmo tipo
de atividade biol6gica, ndo sendo necessdrio determi-

nar o total exato de cada pesticida, pois é preferivel
determinar a inibi¢fo da colinesterase total causada pelo
pesticida.

E uma metodologia que requer cuidados espe-
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ciais, assepsia, atenco e um controle sistemdtico para
verificagdo da atividade enzimadtica “in vitro”. Por ou-
tro lado, como a técnica analitica para deteccdo de
fosforados e carbamatos é simples em comparagio a
Cromatografia Gasosa, torna-se vidvel o atendimento a
Portaria do Ministério da Satide em vigor.

As demais metas almejadas serd em acondicio-
nar as solugdes enzimdticas em ampolas ou frascos de
3ml, para fornecimento aos laboratérios das regionais,

0 mais rdpido possivel, uma vez que os fosforados e
carbamatos sofrem alteragdes quimicas, formando
metabdlitos e passando a nio ser indicativa a sua pre-
senga. Portanto, a andlise deverd ser realizada dentro
do prazo de 24 horas.

E também nossa pretensdo fornecer a outros
laboratérios ambientais de saneamento a custo razod-
vel, de modo a lhes ser itil e também servir de subsidio
para nosso laboratério.
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GRAFICO 1: CURVA PADRAO DO METIL PARATION EM
AGUA PELA INIBICAO DO ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
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CURVA DE PADRONIZA(}AO DA RESPOSTA DO ENZIMA AO METIL PARATION (FOLIDOL)
DOSADO COLORIMETRICAMENTE UTILIZANDO-SE COMO REFERENCIA UMA SOLUCAO
1mM DE p-NITROFENOL EM AGUA
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OBS.:

C = Concentragao

XT = Média de Tempo Gasto

% I.A. + Perc. Inibicao da Acetilcolinesterase (ACHE)
Utilizado na extragao pelo dicloro metano




