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RESUMO

O género Macrobrachium Bate, 1868, pertence a familia Palaemonidae, a qual é amplamente
distribuida pelas regiGes tropicais e subtropicais, apresentando grande importancia nos
ecossistemas que habitam. As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam,
preferencialmente, os ésteres de acidos carboxilicos. Diferentes tipos de esterases tém sido
caracterizadas em iniUmeros organismos, fato este que comprova sua importancia fisiologica.
Os organofosforados (OP) e carbamatos (CM) compdem um grupo importante de praguicidas
que agem inibindo um vasto grupo de enzimas, dentre elas, as esterases. A avaliacdo da
atividade de acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE) tem sido empregada com
sucesso para monitorar a presenca destes praguicidas no ambiente. O presente trabalho teve
como objetivo geral estudar a variabilidade genética de duas espécies pertencentes ao género
Macrobrachium (M. jelskii e M. amazonicum), a partir da caracterizacdo bioquimica das
esterases do hepatopancreas de machos e fémeas adultos, e avaliar o comportamento das
mesmas perante a exposicdo ao Diazinon e Clorpifos (OPs) e Carbaril (CM). No presente
trabalho, esse sistema enzimatico foi analisado nas duas espécies de camardes citadas acima.
Foram visualizadas 12 bandas esterdsicas em ambas as espécies, compreendendo quatro
classes diferentes das mesmas (acetilesterase, arilesterase, carboxilesterase e colinesterase).
Nenhuma diferenca qualitativa na presenca de bandas interespecificas, e nem gquanto ao sexo,
essas diferencas existem apenas nas frequéncias das mesmas. Em M. amazonicum o diazinon
inibiu parcialmente a AChEs, in vitro, e apresentou pequena inibicdo em CbE. Por outro lado
este composto ndo atuou efetivamente em nenhuma das enzimas testadas em M. jelskii. O
clorpirifos induziu uma grande inibicdo tanto em AChE quanto em CbE para ambas as
espécies testadas, sendo este efeito inibitorio mais pronunciado em CbE de M. amazonicum.
O carbaril inibiu parcialmente AChE de M. amazonicum e fortemente CbE. Por outro lado, M.
jelskii apresentou grande sensibilidade em ambas as enzimas, expostas a este mesmo
pesticida. A enzima AChE de machos de M. amazonicum, expostos in vivo ao diazinon, nao
apresentaram inibicdo significante, ao passo que as fémeas esta enzima apresentou inibi¢do na
concentracdo de 50ug/L em dois dias de exposicdo e nas concentracdes de 10 e 50ug/L em
sete dias de exposicdo. No que diz respeito a CbE, tanto de machos quanto de fémeas,
apresentou inibicdo quando expostos a 50ug/L deste mesmo composto por dois dias, ao passo
que com sete dias de exposicdo esta inibicdo ndo foi observada. Por outro lado, machos de M.
amazonicum expostos a concentracdo de 50ug/L do carbaril por dois dias, apresentaram
inibicdo significante de AChE, enquanto que com sete dias de exposi¢do ndo ha inibicdo, a
AChE de fémeas desta espécie ndo apresentou sensibilidade por este pesticida. Quanto as CbE
ndo observou-se inibicdo em nenhuma das enzimas testadas para esta espécie, quando exposta
ao carbaril. Ao observar os padrdes de inibicdo apresentadas por M. jelskii, observa-se que
quando esta espécie é exposta ao diazinon apenas AChE de fémeas apresentaram inibicéo, na
concentracdo de 50ug/L com dois dias de exposicdo, com sete dias ndo houve inibi¢do. Por
outro lado, este composto inibiu CbEs apenas de machos desta especie, com 50ug/L de
concentracdo em ambos 0s tempos de exposi¢do. O carbaril ndo inibiu nenhuma das enzimas
testadas para esta espécie. Desta forma podemos concluir que a semelhanca nas frequéncias
das bandas esterasicas podem estar relacionadas a importancia fisiolégica dessas enzimas e do
hepatopancreas, e a alta proximidade filogenética entre as duas espécies. Diferencas no
padrdo de inibicdo entre machos e fémeas podem estar relacionadas a diferencas fisiologicas
ligadas a processos reprodutivos e, apesar da proximidade filogenética entre as duas espécies,
observou-se varia¢es no padrédo de resposta inibitoria.

Palavras-chave: Macrobrachium, esterase, organofosforado, carbamato



ABSTRACT

The genus Macrobrachium Bate, 1868, belongs to the Palaemonidae family, which is
widely distributed throughout tropical and subtropical regions, with great importance in their
habitat. Esterases belong to a group of enzymes which hydrolyze rather carboxylic acids
esters. Different kind of esterases have been characterized in numerous organisms, this fact
proves their physiologic importance. Organophosphate and carbamate compose an important
group of pesticide which acts inhibiting a large group of enzymes, including esterases. The
activity evaluation of acetylcholinesterase (AChE) and carboxilesterase (CbE) have been
successfully employed to monitor this pesticides presence in environment. The present study
has as general aim studying the genetic variability of two species from Macrobrachium genus
(M. jelskii e M. amazonicum) from the esterases biochemistry characterization in
hepatopancreas of adult male and female, and evaluates the behavior of these enzymes before
the exposure to Diazinon and Clorpifos (OPs) and Carbaril (CM), important pesticides widely
used in our region. In this work, this enzymatic system was analyzed in two prawns species
mentioned above. Twelve esterasic bands were observed in both species, comprising four
different classes of them (acetilesterase, arilesterase, carboxilesterase e colinesterase). No
qualitative difference in the presence of interespecific bands, neither about the sexes was
observed. These differences are only in their frequencies. In M. amazonicum, diazinon
inhibited partially AChE and showed small inhibition of CbE. On the other hand this chemical
did not operate in none of the enzymes tested for M. jelskii. Chlorpirifos induced a great
inhibition as in AChE as in CbE to the tested species, but this inhibitory effect was more
pronounced in M. amazonicum CbE. Carbaril inhibited partially M. amazonicum AChE and
strongly CbE. On the other hand M. jelskii showed great sensitivity to both tested enzymes,
exposed to this chemical. The enzyme AChE of M. amazonicum males exposed in vivo
to diazinon, showed no significant inhibition, whereas in females this enzyme
showed inhibitionat a concentration of 50ug/L over two daysof exposure and the
concentrations of 10 and 50ug/L in seven days of exposure. As regards to the CbE both males
and females showed inhibition when exposed to 50ug/L of the same compound for two
days, whereas with seven days of exposure this inhibition was not observed. With regards to
CbE, both males and females suffered inhibition when exposed to 50ug/L of this same
compound for two days, whereas with seven days of exposure this inhibition was
not observed. On the other hand, M. amazonicum male exposed to the concentration
of 50ug/L of carbaryl for two days showed significant inhibition of AChE whereas seven
days of  exposure showed no inhibition, AChE of this species females showed no
sensitivity to this pesticide. According to the CbE no inhibition was observed in any of the
tested enzymes for this species when exposed to carbaryl. Observing the patterns of
inhibition in M. jelskii when exposed to diazinon only females showed inhibition of AChE in
a concentration of 50ug/L intwo days of exposure, with seven days no inhibition was
observed. Moreover, this compound inhibited only this species CbE males with 50ug/L of
concentration at both exposure times. Carbaryl did not inhibit any of the enzymes tested for
this species. Thus we can conclude that the similarity in the frequency of esterasic bands may
be related to the physiological importance of these enzymes and the hepatopancreas, and the
high phylogenetic  proximity between the two species. Differences in the pattern of
inhibition between males and females may be related to physiological differences related
to reproductive processes and although the close phylogenetic relationship between the two
species we observed variations in the pattern of inhibitory response.

Key-words: Macrobrachium, esterase, organophosphate, carbamate.
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1. INTRODUCAO
1.1. O género Macrobrachium

Os camarbes do género Macrobrachium Bate, 1868, pertencem a familia
Palaemonidae. Seus representantes habitam as proximidades do litoral e, tambem,
ambientes de agua doce, 0 que desperta a curiosidade daqueles que acreditam serem
estes animais exclusivamente marinhos (TADDEI, 2006).

A familia Palaemonidae abriga mais de cem espécies amplamente distribuidas
pelas regibes tropicais e subtropicais do mundo. Apresentam habitos cripticos e
noturnos, permanecendo no periodo diurno em abrigos formados por fendas, buracos ou
raizes e folhas submersas (MAGALHAES, 2000; MOSSOLIN; BUENO, 2003).

Particularmente, na regido noroeste de Sdo Paulo, podemos encontrar duas
espécies tipicas de ambientes de represa pertencentes ao género Macrobrachium: M.
jelskii (Figura 1A) e M. amazonicum (Figura 1B).

Figura 1. Foto de fémeas ovadas de M. jelskii (A) e M. amazonicum (B).

Vérias espécies deste género possuem um potencial valor econémico, pois
constituem fontes de proteina para a dieta humana e animal. Devido a qualidade de sua
carne (VALENTI, 1984). Valenti (1998) destaca que o cultivo de espécies do género
Macrobrachium ocupa 5% da produgdo camaroeira mundial. A espécie mais utilizada
em cultivos, Macrobrachium rosenbergii, ja atingiu a producéo de 5 t/ha/ano.

Outra utilizacdo comercial destes organismos € a pesca esportiva, onde sdo
utilizados como iscas vivas. Contudo, essa pratica pode interferir em questdes
ambientais, como a introducdo das espécies cultivadas em ambientes naturais, uma vez
que os pescadores soltam, na natureza, os animais ndo utilizados como isca
(MAGALHAES et al., 2005).
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Além dos fatores econémicos, esses crustaceos apresentam grande importancia
nos ecossistemas aquaticos, atuando como predadores de peixes e outros invertebrados
ou como presas de alguns insetos, peixes, aves, répteis e mamiferos (PORTO, 1998).

Segundo Magalhdes (2000), espécies que habitam diferentes ambientes, como as
do género Macrobrachium, apresentam interessantes particularidades adaptativas
quanto aos seus aspectos morfoldgicos, fisiolégicos e de padrdes comportamentais que
podem torna-los objetos de muitos estudos. Entretanto, pouco se sabe a respeito da
biologia desses organismos, uma vez que os trabalhos encontrados na literatura
abordam, principalmente, aspectos ecologicos e do manejo de espécies com potencial
comercial.

Ainda segundo Magalh&es (2000) e Guerra et al., (2010), o esforco de coleta da
fauna de decapodes dulcicolas, ao contrario dos marinhos, € esporadico e o
conhecimento nesta area ainda apresenta caréncia de informagdes. As coletas e
pesquisas concentraram-se na regido leste do Estado de S&o Paulo e pouco se conhece a
respeito das bacias das demais regides. E imprescindivel a realizagio de estudos nestas
areas geogréficas, tendo em vista as modificacbes ambientais j& verificadas em varias
bacias e sub-bacias, e seus eventuais impactos causados por diversos fatores, tais como:
os problemas de poluicdo e deterioracdo de ecossistemas aquaticos decorrentes da
influéncia antropogénica, a presenca de espécies exoticas em populacdes naturais, e 0s
desequilibrios ecoldgicos e ambientais como conseqiiéncia direta desses fatores
(LORENZON; PASCUAL; FERRERO, 2002; ZOU et al., 2003).

Em uma revisdo sobre a fauna de decdpodes de agua doce no Brasil, Melo
(2003) também afirma que o conhecimento destes organismos encontra-se em estagio
inicial e ainda incompleto, destacando as provaveis causas para esta situacdo como
sendo a grande extensdo territorial do pais e o pequeno numero de trabalhos
relacionados a estes invertebrados de agua doce.

O Brasil possui a maior rede hidrografica do mundo, assim como uma das
maiores diversidades de representantes da fauna de decapodes. Porém, o clima tropical
favorece a colonizacgdo e a proliferacdo de pragas agricolas e, como conseqiiéncia, 0 uso
indiscriminado de praguicidas pode comprometer drasticamente a vida nos ambientes
aquaticos.

Particularmente na regido Noroeste do Estado de Sdo Paulo, onde a atividade
agricola é intensa, 0 uso indiscriminado destes compostos que atinge rios e lagos, tendo
perturbado o ambiente de forma severa. Tais perturbagdes, por sua vez, podem causar
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sérios danos fisiologicos nas especies que habitam esses ambientes aquaticos, dentre
elas podemos destacar os camardes do género Macrobrachium.

Um fato importante que deve ser salientado diz respeito a introducdo das
espécies M. jelskii e M. amazonicum no Estado de S&o Paulo. Machado (1966) e Torloni
et al., (1993) confirmaram que entre 1966 e 1973, M. jelskii e M. amazonicum foram
introduzidos na estacdo de piscicultura da CESP (Companhia Energética de Sao Paulo),
como consequéncia do processo de cultivo do peixe Plagioscion squamosissimus
(corvina), oriundo dos reservatorios do Nordeste brasileiro. Por volta de 1970,
provavelmente por causa acidental, essas espécies atingiram o ambiente natural,
inicialmente no Rio Pardo, alcancando, em seguida, o Rio Grande e 0s reservatorios de
Jupia e Ilha Solteira, no alto do Rio Parand. Outra possibilidade apontada por esses
autores € a prética esportiva dos “Pesque e Pague”, que utilizam esses camardes como
iscas vivas, e muitas vezes acabam liberando no ambiente os espécimes néo utilizados.
Por fim, formas larvais, juvenis ou imaturas desses decapodes podem ter sido
transportadas inadvertidamente, associadas as raizes de plantas aquaticas utilizadas para
abrigar e proteger 0s peixes nos reservatorios.

Conforme mencionado, as bacias hidrograficas do Estado de S&o Paulo tém
sofrido severas intervencfes antropogénicas que estdo modificando drasticamente a
biota aquéatica. A introducdo de espécies exoticas em ambientes colonizados, o0s
represamentos, a remocao da vegetacdo, as praticas agricolas inapropriadas, 0 uso
indiscriminado de praguicidas, e a liberacdo de poluentes tém provocado alteraces nos
parametros fisicos e quimicos da agua. Estes, por sua vez, comprometem a saude dos
seres vivos que habitam nesses ecossistemas (CAJARAVILLE et al., 2000).

Contudo, mesmo conhecendo essa problematica, trabalhos que relatem os
impactos ambientais, econdmicos, ecoldgicos, ou mesmo genéticos e fisioldgicos nesses
organismos, como consequéncia de sua introdugdo em um novo habitat e a
contaminacdo ambiental resultante da acdo antropogénica na literatura, ainda s&o

€SCassos.

1.2. Avaliacgdo dos niveis de contaminac¢do do ambiente aquatico
Atualmente, diferentes estratégias podem ser adotadas para se avaliar o nivel de
contaminacdo do ambiente aquético. Este pode ser medido a partir da identificacdo e
quantificacdo dos poluentes presentes na dgua, nos sedimentos ou, ainda, diretamente

nos organismos, principalmente peixes e crustaceos, os quais tém oferecido um campo
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eficiente para obtencdo de biomarcadores preditivos acerca da qualidade da agua
ambiental (AMORIM, 2003; BARBOSA et al., 2010).

Uma estratégia para analise da qualidade da agua é a obtencdo de biomarcadores
de contaminacéo, que consiste no estudo das alteracdes bioldgicas em niveis molecular,
celular ou fisiolégico, avaliados diretamente no organismo ou em determinados 6rgaos,
em espécimes que residem em areas com suspeita de contaminacdo, e que expressam a
exposicdo e os efeitos toxicos causados pelos poluentes presentes no ambiente
(LORENZON; FRANCESE; FERRERO, 2000; VIOQUE-FERNADEZ et al., 2007,
TRIDICO et al., 2010; BITENCOURT et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2011).

O termo biomarcador foi definido em 1987 pelo Committee on Biological
Markers of the National Research Council (NRC) como indicador que sinaliza eventos
em sistemas biologicos ou amostras, submetidos a exposicdo quimica (WALKER,
1996; SCHLENK, 1999). Este termo € utilizado de forma ampla, incluindo quase
qualquer medida que possa refletir a interacdo entre o sistema biolégico e um agente
ambiental, que pode ser quimico, fisico ou biolégico (AZEVEDO; CHASIN, 2003). A
resposta biol6gica a mudancas causadas no ambiente, sejam elas de origem antrdpica ou
natural, pode ser evidenciada em qualquer nivel de organizagéo, desde ecossistemas até
compartimentos subcelulares ou reagdes bioquimicas intracelulares (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).

Um biomarcador eficiente deve apresentar grande susceptibilidade de resposta a
contaminantes, boa sensibilidade a compostos exdgenos, relativa especificidade e baixo
custo de analise (STEGEMAN et al.,, 1995). Sdo varias as vantagens do uso de
biomarcadores nos estudos de monitoramento ambiental, como alto potencial de
diagnose das respostas bioldgicas a contaminante, sinalizagdo dos efeitos das
contaminagdes a longo prazo e até nos mais altos niveis de organizacdo bioldgica. Os
biomarcadores detectam as primeiras alteracdes nas respostas biologicas e com isso,
medidas paliativas podem ser instauradas, evitando que os efeitos da intoxicacdo nos
organismos cheguem a um ponto irreversivel (VAN DER OOST et al., 2003).

Assim, no presente estudo, foram utilizadas duas espécies de camarbes
palemonideos, M. jelskii e M. amazonicum, visando obter biomarcadores de
contaminagdo ambiental. Essas espécies, como ja foi mencionado, apresentam
caracteristicas biolégicas e ecoldgicas favoraveis, as quais sdo importantes para a
finalidade pretendida e, ainda, sdo espécies exdticas na regido amostrada, e que tém
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sofrido severas influéncias antropicas. Como o¢rgao de estudo, foi utilizado o

hepatopancreas, por apresentar um papel fisiolégico importante nesses organismos.

1.3. Papel fisiologico do hepatopancreas nos crustaceos

Nos decapodes, o hepatopancreas consiste em um Orgdo relativamente
desenvolvido, que ocupa a maior parte da cavidade cefalotoréacica e esta conectado ao
estdbmago pildrico através de dois ductos primarios como mostra a Figura 2 (BARNES;
RUPPER, 2005).

Segundo Franceschini-Vicentini et al. (2009), suas funcdes estdo relacionadas a
digestdo e absorcdo de nutrientes, ao estoque de reservas energéticas necessarias para 0s
periodos de jejum, muda e processos reprodutivos (producdo de ovos), a excrecdo dos
metabolitos resultantes do processo digestivo e, ainda, a metabolizacdo de compostos
endogenos (hormonios, por exemplo) e componentes oriundos do ambiente, tais como
0s praguicidas organicos (JOHNSTON et al., 1998; SOUSA; PETRIELLA, 2000).

/

Figura 2. Localizacdo anatémica do hepatopéancreas. (Modificado de Barnes et al.,
2005).

Neste contexto, o hepatopancreas apresenta-se como 0 principal 6rgdo de
desintoxicacdo em crustaceos, uma vez que ele acumula substancias toxicas durante
esse processo. Esta importante fungdo torna-o um bom biomarcador para poluicdo
(ARUN; RAJENDRAN; SUBRAMANIAN, 2006; WU et al., 2008).
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1.4. Atividade das enzimas esterasicas na metabolizacdo de compostos
xenobioticos
De modo geral, diferentes organismos podem metabolizar compostos
xenobidticos a partir da atividade de sistemas enzimaticos diferentes. Entre estes
sistemas, podemos destacar as esterases (WHEELOCK et al., 2008).

As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam, preferencialmente,
0s ésteres de &cidos carboxilicos. Segundo Oakeshott (1993), elas sdo capazes de
hidrolisar uma ampla gama de substratos, tais como amidas e peptideos.

Diferentes tipos de esterases tém sido caracterizados em inimeros organismos,
desde bactérias, insetos, aves, répteis e mamiferos, fato este que comprova sua
importancia fisioldgica (CASTIGLIONI-RUIZ; CERON; BICUDO, 1997; LAPENTA
et al.,, 1998, NASCIMENTO; BICUDO, 2002; SOUSA-POLEZZI; BICUDO, 2005;
FRASCO et al., 2006; FRASCO et al., 2010).

Amplamente estudadas em insetos, entre as suas funcGes fisioldgicas nesses
organismos, podemos destacar: degradacdo de horménios (por exemplo, o hormdnio
juvenil); participacdo em processos digestivos, reprodutivos e, ainda, a degradacao e
aquisicdo de resisténcia a diferentes tipos de praguicidas pertencentes a classe dos
organofosforados (OPs) e carbamatos (CMs) (SHANMUGAVELU et al., 2000;
WEILL; LUTFALLA; MOGENSEN, 2004; WHEELOCK et al., 2008).

Segundo Oakeshott et al., (1993), com base na utilizacdo de inibidores quimicos,
ainda nos insetos, podemos classificar as enzimas esterasicas em quatro grupos: a)
carboxilesterases, que sdo enzimas envolvidas com a desintoxicagdo do organismo e,
em varias espécies, estdo relacionadas com a degradacdo do horménio juvenil e a
aquisicdo de resisténcia a inseticidas; b) arilesterases, envolvidas na degradagdo de
substancias toxicas e na protecao contra estresse oxidativo causado por varios fatores; c)
colinesterases, presentes em grandes quantidades no tecido nervoso, estdo envolvidas
em diversas atividades fisiologicas, dentre elas, a degradacao da acetilcolina, importante
neurotransmissor; d) acetilestarases, enzimas envolvidas na degradacao de feromdnios e
processos reprodutivos e, ainda, processos digestivos e subdivididas em
acetilcolinesterases (AChEs) e pseudocolinesterases (SHANMUGAVELU et al., 2000;
NASCIMENTO; BICUDO, 2006; MERLIN et al., 2007).

Até o presente, poucos estudos para a caracterizacdo de enzimas esterasicas
foram realizados em crustaceos, mesmo sabendo-se de sua importancia fisioldgica
(BARATA et al., 2007). Veldsema-Currie (1973) estudou as propriedades bioquimicas
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e eletroforéticas das esterases do camardo Palaemonetes varians. A partir da analise de
varios 6érgaos, foram encontradas altas taxas de atividade esterasica, principalmente de
AChEs, dentre outras colinesterases, as quais produziram oito bandas distribuidas em
varios orgaos (olhos, cerebro, ganglio subesofagico e musculos abdominais), que
parecem estar relacionadas com a atividade neural, pois devem funcionar como
neurotransmissores e estdo associadas as fibras nervosas sensoriais, fundamentais para a
sobrevivéncia dos crustaceos.

Outros trabalhos compararam a atividade das acetilcolinesterases (AChEs) e
carboxilesterases (CbEs) de algumas espécies de camardes na presenca de inseticidas
OPs e CMs. A partir da mensuracdo da atividade dessas enzimas foi observada uma
rapida queda na taxa de atividade das mesmas e, algumas vezes, inibicdes irreversiveis.
Segundo estes trabalhos, tal fato explica as sérias alteracGes metabolicas e fisiologicas
causadas pela presenca destes inseticidas na agua podendo, inclusive, serem letais
(Macrobrachium lamarrei: OMKAR, 1985; Metapenaeus monoceros: REDDY;
JAYAPRADA:; RAO, 1990; Palaemon serratus: BOCQUENE; GALGANI, 1991;
FRASCO et al., 2006; Macrobrachium malcolmsonii: BHAVAN; GERALDINE, 2002).

As CbEs formam uma familia de enzimas que hidrolisam ésteres carboxilicos.
Estdo presentes em varios tecidos e 6rgdos, de invertebrados e vertebrados, mas
segundo Wheelock et al. (2008), sdo amplamente encontradas no figado e cada uma
delas apresenta um substrato especifico, endégeno ou xenobiotico, contendo um grupo
éster. Envolvidas com a desintoxicacdo do organismo, em varias espécies de insetos,
estdo relacionadas também com a degradacdo do horménio juvenil, o qual controla a
metamorfose, a 0ogénese, a vitelogénese e a producdo de feromdnios (OAKESHOTT et
al., 1993; CASTIGLIONI-RUIZ; CERON; BICUDO, 1997; LIMA-CATELANI;
CERON; BICUDO, 2004; GUNNING, 2006; NASCIMENTO; BICUDO, 2006).

As colinesterases também sdo enzimas importantes fisiologicamente, envolvidas
com a degradacdo de neurotransmissores e a conducdo neural. Conforme ja
mencionado, esse grupo de enzimas pode ser subdividido em acetilcolinesterase e
pseudocolinesterase. Estas Ultimas sdo inibidas pelo NaF (fluoreto de sodio). As
acetilcolinesterases estdo localizadas nas membranas de diversos tipos celulares e
controlam as correntes idnicas nas membranas excitaveis, possuindo um importante
papel nos processos de conducdo nervosa e nas juncdes neuromusculares. Ja as

pseudocolinesterases, apesar de bastante freqlientes, ainda sd&o pouco estudadas
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(WHITTAKER,1984; OAKESHOTT et al., 1993; CASTIGLIONI-RUIZ; CERON;
BICUDO, 1997; LIMA-CATELANI; CERON; BICUDO, 2004; GUNNING, 2006).

De acordo com Frasco et al. (2010), a caracterizacdo de enzimas esterasicas, em
especial as AChEs e CbEs, pode fornecer importantes subsidios utilizados em
programas de monitoramento ambiental e auxiliar na obtencdo de biomarcadores
preditivos que sejam capazes de atestar a qualidade da agua ambiental, indicando a
presenca de CMs e OPs. Uma vez que seu baixo custo de analise e a facilidade nos
ensaios de quantificacdo, boa reprodutibilidade e sua relevancia ecoldgica, tornam os
estudos de inibi¢do de esterases cada vez mais comuns entre a bateria de biomarcadores
mais utilizados na avaliacdo ecotoxicologica (NUNES, 2011).

Até o inicio da década de 40, o desenvolvimento e utilizacdo de pesticidas
organicos ainda era limitado, predominando o uso de compostos inorganicos a base de
cobre e arsénio (TOMITA; BEYRUTH, 2005).

Com a descoberta da propriedade inseticida do DDT (dicloro-difenil-
tricloroetano) instalou-se uma cultura agricola baseada no uso de agrotoxicos (SILVA;
SANTOS, 2007).

E importante ressaltar que o uso destes produtos aumentou substancialmente a
produtividade agricola, além de auxiliar no combate a varios vetores ligados a diversas
doencas, mas desencadeou inimeros problemas ambientais como contaminagdo
aquatica, incluindo os lencGis freaticos, e problemas relacionados a salde, como
intoxicacdo de trabalhadores expostos a estes compostos e aumento da incidéncia de
cancer ligado a utilizacdo de pesticidas organoclorados (TOMITA; BEYRUTH, 2005;
SILVA; SANTOS, 2007).

O alto indice de contaminacdo em populacdes naturais em decorréncia da
utilizacdo de agrotoxicos revelou a necessidade de um aperfeigoamento dos mecanismos
de monitoramento, controle do uso, manuseio e descarte destes produtos (RODRIGUES
et al., 2005).

Estes compostos podem alcancar os ambientes aquaticos através da aplicacdo
intencional, deriva ou escoamento superficial a partir de &areas onde ocorreram
aplicacbes regulares. Sua lixiviagdo através do perfil dos solos pode ocasionar a
contaminacdo de lencdis freaticos (TOMITA; BEYRUTH, 2005).

Os OPs e CMs compdem um grupo importante de praguicidas que agem
inibindo um vasto grupo de enzimas, dentre elas, as esterases (TRAPE, 2003;
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RODRIGUES et al., 2005; VIOQUE-FERNANDEZ; ALVES DE ALMEIDA; LOPEZ-
BAREA, 2007).

Segundo Printes e Callaghan (2006) e Sarkar et al., (2006) a avaliacdo da
atividade de AChE e CbE, tem sido empregada com sucesso para monitorar a exposicao
a pesticidas (OPs e CMs), e detectar a presenca destes compostos no ambiente.

Algumas alteragbes moleculares, tais como: modificagdes covalentes ou
inativacdo protéica por fosforilagdo podem induzir a perda na atividade enzimética
proporcionada por estes pesticidas (STRINGUETTI; GUILHERMINO; SILVA, 2008).

Tanto as substancias OPs como os CMs apresentam alto nivel de inibicdo das
esterases, porém diversos autores demonstraram variacbes no padrdo de inibicdo
decorrentes da concentracdo, do tempo de exposicdo e do 6rgdo analisado. Algumas
destas enzimas, como por exemplo, as CbEs, sofrem inibicdo em alguns tecidos
(glandulas digestivas), ao passo que ndo sao afetadas em outros (tecido nervoso e
muscular) (VIOQUE-FERNANDEZ; ALVES DE ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2007).

Observacdes feitas por Bhavan e Geraldine (2001) mostram que a atividade de
AChE no hepatopancreas de M. malcolmsonii diminui significativamente in vivo,
quando exposto a praguicidas, resultando em disturbios comportamentais e fisioldgicos.

Além de alteragdes moleculares e conseqiientemente fisioldgicas, a
histoarquitetura do hepatopancreas apresenta-se igualmente comprometida quando este
é exposto a estes compostos. Alteracdes significativas nos tubulos hepatopancreaticos,
nas células epiteliais e formacdo de tubulos necréticos sdo freqlientemente observadas
neste 6rgdo, em tal situacdo (BHAVAN; GERALDINE, 2000).

O Diazinon e o Clorpirifos (OP) e o Carbaril (CM) sdo praguicidas
mundialmente utilizados, tanto na agricultura quanto para controle de pragas
domésticas. Desta forma torna-se muito comum que estes compostos sejam encontrados
na natureza, resultado da deriva, aplicagdo intencional ou descarte inapropriado
(TOMITA; BEYRUTH, 2005; TRAPE, 2003; ANVISA, 2010).

O Diazinon é um agrotoxico classificado como sendo de alto risco, ou seja,
apresenta uma alta toxidade em seres vivos. Esta classificado na familia quimica dos
organofosforados, cuja formula geral ¢é dietil-2-isopropil-4-metil-6-pirimidil
tionofosfato (C12 H21 N2 O3 PS). Sua férmula estrutural esta representada na Figura 3
(CETESB, 2010).
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Figura 3. Férmula estrutural do Diazinon (Modificado de Kamrin, 1997).

Em contato com a &gua este composto sofre uma reacdo dependente de sua
concentracdo, a qual forma monotiopirofosfato de tetraetila, um composto altamente
toxico. O diazinon atua inibindo a AChE, que é responsavel pela degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina, importante para a transmissé@o do impulso nervoso em
fibras colinérgicas e em juncdes neuromusculares (FUKUTO, 1990).

O clorpirifos € um pesticida cuja classificacdo se enquadra em alto risco de
toxicidade. Pertence a familia quimica dos organofosforados, de nome quimico: O,0-
dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridilfosforo tioato (C9 H11 CI3 NO3 P S). Sua formula
estrutural esta representada na Figura 4 (ANVISA, 2010).
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Figura 4. Férmula estrutural do clorpirifos (Modificado de ANVISA, 2010).

Quando em contato com organismos vivos é metabolizado em oxon-clorpirifos
(clorpirifos-oxon), potencializando, assim, seu efeito toxico, uma vez que adquire
reatividade frente as enzimas, principalmente esterases.

O Carbaril é um pesticida classificado em um patamar de risco entre alto e
moderado, ou seja, sua toxidade pode variar de acordo com sua concentragao.
Enquadra-se na familia quimica dos carbamatos, cujo nome quimico é 1-naftil
metilcarbamato ou metilcarbamato de naftila (C12H11NO2). Sua formula estrutural esta
representada na Figura 5 (ANVISA, 2010).



25

OCONHCH,

Figura 5. Férmula Estrutural do Carbaril (Modificado de Kamrin, 1997).

Ao contrério do Diazinon, o Carbaril promove uma ligacdo quimica reversivel
com as enzimas esterasicas (AChE e CbE), possibilitando, assim, que estas retornem a
sua forma nativa espontaneamente ap0s a carbamilacdo, por processos de oxidagdo do
xenobiotico (FUKUTO, 1990).

Assim, os fatos de M. jelskii e M. amazonicum terem sido introduzidos
recentemente em nossa regiao, a atividade do hepatopancreas e suas enzimas esterasicas
(AChEs e CbEs), tornam estas espécies importantes modelos experimentais. Estudos
genéticos e bioquimicos poderdo detectar provaveis adaptacdes fisiologicas na
expressao e atividade das enzimas esterasicas, inerentes a ocupacdo destes novos
habitats e, ainda, fornecer importantes biomarcadores de contaminacdo aquaética,

capazes de predizer a qualidade da agua ambiental.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar a variabilidade genética de
duas espécies de camardes de agua doce, pertencentes ao género Macrobrachium (M.
jelskii e M. amazonicum), a partir da caracterizacdo bioquimica das esterases do
hepatopancreas de machos e fémeas adultos, e avaliar o comportamento das mesmas
perante a exposicdo ao Diazinon e Clorpifos (OPs) e Carbaril (CM), importantes
praguicidas amplamente utilizados em nossa regiéo.

Como objetivos especificos, pretendeu-se:

-caracterizar, eletroforeticamente, o sistema aloenzimatico EST (enzimas
esterasicas), do hepatopancreas em machos e fémeas adultos de M. jelskii e M.
amazonicum, a partir da anélise dos zimogramas obtidos.

-verificar a existéncia de diferentes respostas bioquimicas metabdlicas das
acetilcolinesterases e carboxilesterases do hepatopancreas das duas espécies em questéo,
em ambos 0s sexos, frente & acdo dos praguicidas diazinon e clorpirifos (OPs) e carbaril
(CM) in vitro; e ap6s exposicdo controlada in vivo (diazinon e carbaril), em

concentragdes subletais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtencéo das amostras
As amostras de M. jelskii e M. amazonicum utilizadas no presente estudo, foram
coletadas na Represa Barra Mansa, Mendonga, SP (21°14' 27" S e 49°56' 28" W) (Figura
6, Ae B).

Figura 6. Mapa indicando o local de coleta (A) e foto da represa Barra Mansa (B).

Nas coletas foi utilizada uma peneira (2mm de malha), passada sob a vegetacéo
subaquética e entre formacdes rochosas e plantas que margeiam o leito do rio. Os
animais coletados foram armazenados em caixa de plastico e, entdo transportados para o
Laboratdrio de Biologia Molecular da UNIRP. Durante o translado, a dgua da caixa foi
permanentemente oxigenada com compressores de ar. No laboratorio, 0s espéecimes
coletados foram identificados e sexados segundo Melo (2003). Ap6s a identificacdo e a
separacgdo por sexo, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Biomarcadores
de Contaminacdo Aquatica na UNESP, para dissecacdo e remogdo do hepatopancreas.
Apos este procedimento, as amostras foram congeladas a -80° C. 72 espécimes, para
cada experimento, foram mantidos vivos para a realizagdo de testes de exposicao in

Vivo.

3.2. Obtencéo do padréao de esterases
Para a obtencdo do perfil isoenzimatico esterdsico do hepatopéancreas, foram
analisados individualmente 45 machos e 705 fémeas adultos de M. jelskii e 30 machos e
620 fémeas adultos de M. amazonicum, totalizando 1400 individuos. O hepatopancreas
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foi homogeneizado, em 150ul de tampdo de amostra (Tris-HCI 0,1M, pH 8,8), a 0°C e
centrifugado a 2750 x g, por 3 minutos.

De cada amostra foram utilizados 10ul do sobrenadante, que foram aplicados em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 10%, preparado segundo o protocolo
desenvolvido por Ceron (1988): em 8 ml de solucdo acrilamida/bisacrilamida (2,6%)
foram acrescentados 6,25 ml de Tampdo Tris-HCI 1,5M, pH 8,8, 25 ml de &agua
destilada, 0,40 ml de solugdo de persulfato de amonia a 2% e 25ul de TEMED (N, N, N,
N, tetrametilenodiamina). Em seguida, a solugéo foi transferida para as placas de vidro.

Apos a polimerizacdo do gel, as placas foram presas em cuba de acrilico para
eletroforese vertical (posteriormente o tampédo foi adicionado) para a aplicacdo das
amostras. Os géis foram submetidos a eletroforese por aproximadamente cinco horas,
com voltagem constante (200V), utilizando-se, para isto, 3,5 litros de Tampao de
Corrida Tris-Glicina 0,1M, pH 8,3.

Apobs a corrida, os géis foram submetidos a deteccdo das esterases seguindo o
método descrito por Ceron (1988): onde os mesmos foram pré-incubados por 60
minutos em 50 ml de tampé&o fosfato 0,1M pH 6,2, a temperatura ambiente. Em seguida,
0 tampé&o foi retirado e acrescentou-se a solugdo de coloragdo contendo 30 mg de a-
naftilacetato, 30 mg de B-naftilacetato, 60 mg de Fast Blue RR em 50 ml de Tampao
Fosfato 0,1M pH 6,2. Os géis permaneceram incubados com agitacdo por 1 hora, na
auséncia de luz. Por fim, os mesmos foram tratados por 24 horas com solucéo
descorante (etanol-acido acético) e mantidos em recipientes plasticos contendo solugédo
conservante (glicerina-acido-acético), até sua fotodocumentacdo (CERON; SANTOS;
BICUDO, 1992).

Foram realizados procedimentos de coloragéo das esterases, em diferentes pHs, a
fim de se detectar possiveis bandas que ndo estivessem sendo coradas nos testes usuais
em pH 6,2. As mesmas amostras foram pré-incubadas em 100 ml de Tampéo Fosfato,
por duas horas e, posteriormente, incubadas com a solugdo de coloracéo para esterases
descrita no item anterior. Os tampdes utilizados foram o acetato de sodio 0,1M para 0s
pHs 4,0 e 5,0 e fosfato de sédio 0,1M para os pHs 6,2 (usual) e 8,0 (CASTIGLIONI-
RUIZ et al., 1997).

Também foram utilizados testes com substancias que atuam como inibidores de
enzimas esterasicas, facilitando a classificagdo das mesmas com base no

comportamento das enzimas na presenca destes compostos. No presente estudo, foram
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utilizados os seguintes inibidores: NaF 1,0 mM; Malathion 0,4 mM; pOHMB (para-
hidroximercuribenzoato) 1,0 mM e sulfato de eserina 1,0 mM (OAKESHOTT et al.,
1993; CASTIGLIONI-RUIZ; CERON; BICUDO, 1997; CERON, 1988). Os mesmos
foram acrescentados, separadamente, na etapa de pré-incubacdo com tampdo fosfato
descrita anteriormente e, em seguida, 0s geis foram submetidos aos processos normais
de coloracgéo, descoloracéo, conservacao e fotodocumentacao rotineiros. Este processo
foi realizado no Laboratdrio de Biologia Molecular da UNIRP (Centro Universitario de
Rio Preto).

3.3. Quantificacdo de proteinas totais

As proteinas totais do hepatopancreas foram quantificadas de acordo com o
método descrito por Bradford (1976). O reagente de Bradford contém o corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 em solucgdo acida. Este ao se ligar as proteinas forma
um complexo anibnico estavel, causando uma visivel mudanca na coloragdo de castanho
para tons de azul, de acordo com a concentracdo da proteina. Esse complexo tem sua
absorbancia alterada de 465 nm para 595 nm. O valor de absorbancia é determinado por
espectrofotometria em 595 nm e a comparacdo dos resultados a curva padrdo, com
valores de concentracdo conhecidos (extrato de albumina bovina), fornecem a

concentracdo da proteina em estudo.

3.4. Exposic¢ao controlada aos diferentes praguicidas in vivo e in vitro

Para a obtencdo das respostas metabdlicas dos animais aos diferentes compostos
foram constituidos quatro grupos de animais (M. jelskii - macho e fémea e M.
amazonicum - macho e fémea) os quais foram expostos ao diazinon, clorpirifos e
carbaril.

Para andlise das respostas in vitro foi utilizado um pool contendo dez
hepatopancreas de espécimes nao pré-expostas. Os quais foram homogeneizados e
posteriormente armazenados em freezer -80°C. No ato da mensuragdo da atividade
esterasica foram adicionadas solucdes dos pesticidas (Diazinon ou Clorpirifos (OP), ou
Carbaril (CM) em concentracdes crescentes (0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10mM), sendo a
mistura posteriormente submetida a incubacdo a 30 °C por 15 minutos e analisados por
espectrofotometria segundo Ellman et al. (1961). lodeto de acetiltiocolina e
feniltioacetato foram utilizados como substrato para a atividade da AChE e CbE,

respectivamente, medindo-se, em espectrofotdometro, a formagéo do produto derivado da
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reacao entre o composto tidlico produzido pela agdo da enzima sobre o substrato, sendo
este corado de amarelo pelo ditionitrobenzeno (DTNB), esta reacdo pode ser medida em
um comprimento de onda de 412 nm no espectrofotometro. Foram ainda padronizados
0s volumes de 60 uL de amostra para AChE e 5 uL de amostra para CbE, os quais
corresponderam aos melhores volumes para a analise espectrofotometrica nas espécies

em questao.

Figura 7. Esquema da montagem dos experimentos in vivo.

Para analise in vivo os espécimes foram confinados em nove tanques contendo
1,5L de &gua potével livre de cloro. Trés dos tanques receberam uma concentracdo de
10 pg/L de Diazinon ou de carbaril, e outros trés receberam 50 pg/L dos mesmos
compostos. Os trés tanques restantes correspondem ao grupo controle; estes receberam
37,6 uL de alcool, concentracdo esta correspondente a necessaria para diluicdo dos
pesticidas aplicados (Figura 7). Os animais permaneceram confinados a estes tanques
por dois e sete dias. Apos este periodo de exposicao, os espécimes foram mortos e seus
hepatopancreas retirados. Um pool contendo tecido hepatopancreatico de dois animais
por amostra foi obtido, sendo posteriormente homogeneizado, e congelado a -80°C, para
posterior analise espectrofotométrica.
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3.5. Analise espectrofotométrica dos biomarcadores ap0s exposicdo aos
pesticidas
Para a analise de AChE e CbE foram obtidas amostras do hepatopéancreas,
homogeneizadas e diluidas 1:4 m/v, em tampéo Tris-HCI 0,1M, pH 8,0, centrifugados
por 30 minutos a 9168 x g a 4 °C. A fracdo sobrenadante foi entdo coletada e congelada
a-80 °C.
A atividade da AChE e da CbE no hepatopancreas foi medida e caracterizada seguindo
a metodologia descrita por Ellman et al. (1961), conforme detalhado no item 3.4.

3.6. Concentracéo da amostra para inibi¢des in vitro

Para o0 desenvolvimento de experimentos bioquimicos através de
espectrofotometria, as amostras foram submetidas a testes de concentragdo a fim de
verificar qual o melhor volume de amostra a ser utilizado, levando-se em conta tanto a
linearidade de absorbancia apresentada pelo aparelho quanto a cinética de inibicdo de
ambas as enzimas propostas.

Para a analise espectrofotométrica das esterases foi aplicado 10mM de iodeto de
acetiltiocolina, 50mM de DTNB e tampédo Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0), variando seu
volume de acordo com a quantidade de amostra aplicada. Foi utilizado um volume de
20 a 80uL de amostra para AChE. Esta apresentou uma absorbancia ideal para o
procedimento em 60uL da amostra para ambas as espécies. No que diz respeito a
carboxilesterase, 0 mesmo processo foi realizado, porém variando a concentracéo de 5 a
20uL, aplicados a mistura de 4,5mM de feniltioacetato e 50mM de DTNB, juntamente
com o tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0), variando de acordo com a quantidade de
amostra aplicada. Esta apresentou a melhor absorbancia a 5uL de amostra, para ambas

as espécies.

3.7. Analise dos dados

Os dados obtidos permitiram a comparacéo das frequiéncias das bandas esterasicas
entre fémeas e machos das espécies analisadas e, também para as comparacdes
interespecificas. Para tanto, foi utilizado o teste de Qui-quadrado (X?), com nivel de
significancia de P < 0,05.

Para a realizacdo dos célculos de X? foram consideradas todas as bandas
analisadas. Nas comparagdes interespecificas foram utilizadas as médias das frequiéncias
das respectivas bandas esterasicas no hepatopancreas.
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Para analise estatistica dos experimentos de exposi¢cdo in vivo, entre 0 grupo
controle e as concentracdes utilizadas, nos diferentes tempos de exposicdo testados
foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk’s W e Cochran, para avaliar a distribuicdo
dos dados ao longo da curva de normalidade e variancia, respectivamente. Resultados
com p > 0,05, em ambos os testes realizados, foram considerados de distribuigdo normal
e variancia homogénea, respectivamente, sendo assim considerados dados paramétricos.
Para identificar possiveis diferencas estatisticas entre os grupos controle e expostos, foi
utilizado o teste estatistico ANOVA One-Way para dados paramétricos, complementado
por Tukey como teste posterior para indicar quais grupos apresentaram diferenca, e
Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos. Os testes que apresentaram valor de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Padréao de esterases obtido por eletroforese

As técnicas de separacdo de proteinas, amplamente utilizadas até hoje, tém
permitido descobrir numerosos polimorfismos protéicos em uma grande variedade de
organismos. Diferentes formas moleculares de uma enzima (isoenzimas) tém sido
descritas como especificas de um tecido, 6rgdo, de uma fase do desenvolvimento ou de
uma espécie (BECKMAN e JOHNSON, 1964; FUTUYMA, 1992).

Entre as enzimas altamente polimdrficas incluem-se as esterases, cujas variagdes
tém sido estudadas em diferentes organismos, desde bactérias até o homem (FRASCO
et al.., 2006; GUNNING, 2006).

No presente trabalho, esse sistema enzimatico foi analisado em duas espécies de
camardes palemonideos (M. amazonicum e M. jelskii), objetivando contribuir para o
conhecimento da biologia destes organismos, ainda desconhecida quanto a este aspecto.

Com relacdo ao padréo obtido no hepatopancreas, foram visualizadas 12 bandas
esterasicas nas duas espécies (Figura 8). A partir da extremidade mais anddica do gel
estas bandas foram denominadas EST1 a EST12, e suas frequéncias constam da Tabela
1.

As bandas que apresentaram maior frequéncia foram a EST2, EST3, EST6,
EST7 e ESTY, nas duas espécies, com variacdo de 80,00% a 99,50%. As bandas EST1,
EST4, EST5 e EST8 apresentaram frequéncias um pouco menores, variando de 33,33%
a 53,33%. Ja as bandas EST10 e EST11 apresentaram as frequéncias mais baixas, com
variacao de 6,66% a 26,66%.

A banda EST12 foi encontrada em 100,00% dos individuos, para as duas
espécies. Também com alta freqliéncia, a banda EST6 apresentou uma variacdo de
99,00 a 100,00%.

Né&o foram observadas diferencas qualitativas com relacdo a presenca de bandas
interespecificas, e nem quanto ao sexo. Essas diferencas existem apenas nas frequéncias
das mesmas. Provavelmente este achado esteja relacionado a importancia fisiolégica das
esterases e do hepatopancreas nos crustdceos (JOHNSTON et al.., 1998; SOUSA;
PETRIELLA, 2000), a alta proximidade filogenética entre as duas espécies (GUERRA
et al., 2010), e o fato de tratarem-se de enzimas altamente conservadas evolutivamente
(FRASCO et al., 2006; GUNNING, 2006).
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Quanto a afinidade pelos substratos o e B naftil acetatos, as bandas encontradas
nas duas espécies, em machos e fémeas, coraram-se preferencialmente pelo o naftil
acetato, tratando-se, portanto, de bandas alfa esterases, as quais coraram-se em preto. A
excecdo foi a banda EST 9, a qual corou-se pelo B naftil acetato, em tom de magenta,
sendo, portanto, denominada banda beta esterase.

Com relacdo aos experimentos de variacdo de pH, é sabido que variagbes do
mesmo no tampdo de pré-incubacdo e coloracdo podem interferir qualitativa e
quantitativamente na expressdo das bandas esterasicas, provavelmente devido a
hidrolise ndo-enzimatica dos substratos (BECKMAN e JOHNSON, 1964; BITONDI e
MESTRINER, 1983; CASTIGLIONI-RUIZ et al., 1997). Conforme o esperado, a partir
de nossa experiéncia anterior em outros organismos, corroboram dados da literatura
(OAKESHOTT et al., 1993, CASTIGLIONI-RUIZ et al., 1997; LAPENTA et al.,1998;
NASCIMENTO; BICUDO, 2006), as enzimas esterdsicas das espécies de
Macrobrachium coraram-se preferencialmente e de forma mais intensa em pH 6,2.

Para complementar a analise dos padrdes esterasicos do 6rgao analisado, em
cada espécie, também foram realizados experimentos utilizando-se inibidores. De
acordo com Oakeshott et al., (1993) e Nascimento e Bicudo (2002), a utilizacdo destas
substancias permite a classificacdo das esterases em: carboxilesterases (inibidas pelo
inseticida Malathion); colinesterases (inibidas por alguns organofosforados e sulfato de
eserina); arilesterases (inibidas por reagentes sulfidrilicos como por exemplo o
pOHMB) e as acetilesterases (ndo sdo afetadas por nenhum destes inibidores).

A classificagdo das esterases perante sua sensibilidade aos inibidores citados
acima é de grande importancia, pois permitiu inferéncia dos provaveis papéis
fisiolégicos das mesmas. Os dados referentes ao padrdo de inibicdo das esterases
obtidos no hepatopancreas constam na Tabela 2.
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Figura 8. Gel de poliacrilamida a 10% mostrando as 12 bandas esterasicas encontradas
no hepatopancreas. Amostras de 1 a 4: M. amazonicum (1 e 2 fémea, 3 e 4
macho). Amostras de 5 a 8: M. jelskii(5 e 6 fémea, 7 e 8 macho).




Tabela 1. Analise individual das fémeas e machos de cada espécie analisada e as frequéncias de suas respectivas bandas esterasicas.
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N° de
Espécies Sexo individuos Frequéncia de bandas (%)
amostrados

EST1 EST2 EST3 EST4 EST5 EST6 EST7 EST8 EST9 ESTI0 EST11 ESTI2
M. jelskii F 705 53,33 90,00 100,00 40,00 53,33 100,00 90,00 50,00 93,33 20,00 13,33 100,00
45 33,33 80,00 100,00 33,33 33,33 100,00 80,00 40,00 90,00 13,33 10,00 100,00
T 750 43,33 8500 100,00 36,66 43,33 100,00 85,00 45,00 91,66 16,66 11,66 100,00
M. amazonicum F 620 50,00 90,00 93,33 50,00 50,00 99,00 93,33 50,00 90,00 13,33 10,00 100,00
30 30,00 80,00 90,00 40,00 30,00 100,00 93,33 33,33 90,00 13,33 6,66 100,00
T 650 40,00 8500 91,66 45,00 40,00 99,50 93,33 41,66 90,00 13,33 8,33 100,00

TOTAL 1400
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Os dados relacionados ao uso de inibidores mostraram que as bandas ESTIL,
EST2, EST4, EST5, EST6, EST8 e EST10 podem ser classificadas como
acetilesterases, uma vez nao foram inibidas por nenhum dos inibidores utilizados no
presente estudo. A alta frequéncia de algumas destas bandas associadas a estes achados
indicam papéis fisiologicos importantes para estas enzimas, provavelmente associados a
degradacdo de feromdnios, desintoxicacdo do organismo, em processos digestivos e,
ainda, a producdo e armazenamento de energia para a utilizacdo em processos
reprodutivos, uma vez que, conforme discutido anteriormente, sdo fungfes importantes
deste 6rgdo (WHEELER et al., 2009; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009).

A banda EST9, presente em alta frequéncia em ambos os sexos, foi levemente
inibida pelo pPOHMB, indicando tratar-se de uma arilesterase. Dados da literatura
relacionam as arilesterases a fungdes importantes, tais como a degradacdo de hormdnios
e substancias toxicas (entre elas inseticidas organofosforados), e protecdo contra
estresse oxidativo causado por vérios fatores (OAKESHOTT et al.,, 1993). Isto
corrobora nosso resultado, uma vez que o hepatopancreas também apresenta a funcao de
metabolizacdo de compostos enddgenos (hormbénios, por exemplo) e oriundos do
ambiente (metabolismo de agroquimicos; WHEELOCK et al., 2005).

O papel das arilesterases na degradacdo de inseticidas organofosforados esta
relacionado com alguns compostos especificos, tais como o paraoxon, 0 malaoxon e 0
clorpirifos-oxon (MACKNESS, 1989).

A paraoxonase € uma arilesterase, assim denominada por possuir alta afinidade
pelo paraoxon. Com alta atividade no tecido hepatico, ja foi identificada em diversas
espécies animais (MACKNESS, 1989). Contudo, em crustaceos estas enzimas nunca
foram antes analisadas. Uma vez que, no presente trabalho, a EST9 apresentou alta
frequéncia nas duas espécies analisadas (variando de 80,00% a 93,33%), e foi
classificada como arilestarase, estudos posteriores que associem a presenca e o grau de
atividade desta enzima podem ser importantes na identificacdo de marcadores
bioldgicos preditivos a cerca da qualidade da agua ambiental, principalmente com
relacdo a sua contaminacdo com estes tipos de inseticidas, amplamente utilizados pelo
homem.

As bandas EST3 e EST7, presentes em altas frequéncias em ambos 0S Sexos,
foram moderadamente inibidas pelo malathion, indicando serem carboxilesterases. Estas

enzimas estdo envolvidas com a desintoxicacdo do organismo e, em Varias espécies,
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Tabela 2. Padrdo de inibicdo e classificacdo das bandas esterdsicas no
hepatopancreas nas espécies de Macrobrachium analisadas (-:
auséncia de inibicdo; +, ++, +++, ++++: graus de inibicdo em ordem
crescente; Mth: malathion; Eser: sulfato de eserina; pPOHMB: para-
hidroximercuribenzoato; ND: banda ndo detectada).

ESPECIES

BANDAS M. jelskii M. amazonicum
ESTERASICAS Mth Eser pOHMB  Mth Eser pOHMB  classificacdo
EST1 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST2 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST3 +++ _ _ +++ _ _ carboxilesterase
EST4 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST5 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST6 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST7 ++++ _ ++++ _ _ carboxilesterase
EST8 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST9 _ _ ++ _ _ ++ arilesterase
EST10 _ _ _ _ _ _ acetilesterase
EST11 ND ND ND ND ND ND ND
EST12 ++ ++ ++ ++ colinesterase
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estdo relacionadas com a degradacdo do horménio juvenil, o qual controla a
metamorfose, a o0ogénese, a vitelogénese e a producdo de feromdnios
(WHITTAKER,1984; OAKESHOTT et al., 1993; CASTIGLIONI-RUIZ et al., 1997;
LIMA-CATELANI et al., 2004; GUNNING, 2006). Todos estes importantes papéis
fisiologicos das carboxilesterases podem fazer parte das funcbes desenvolvidas pelo
hepatopancreas, corroborando nossos resultados.

A banda EST12 foi inibida levemente pelo malathion e pelo sulfato de eserina,
sendo classificada como colinesterase. A alta frequéncia desta banda (presente em
100,00% dos individuos analisados) indica um papel fisiolégico importante,
provavelmente associado a atividade de conducdo neural e degradacdo de
neurotransmissores, conforme discutido anteriormente.

A banda EST11 ndo pode ser classificada uma vez que ndo foi visualizada nestes
experimentos, devido a sua baixa frequéncia.

Diferentes organismos possuem este sistema enzimatico amplamente estudado
geneticamente. Conforme descrito anteriormente, as esterases constituem um sistema
enzimatico conservado evolutivamente, com enzimas que apresentam importantes
papeis fisioldgicos. Entretanto, como o presente trabalho é pioneiro para estas espécies,
e este sistema enzimatico é pouco conhecido em crustaceos, dados da literatura
comparativos, mais proximos baseiam-se em estudos de diversos insetos (Drosophila
melanogaster: HEALY et al., 1991; D. virilis, D. americana e D. novamexicana:
MCREYNOLDS, 1967; D. mulleri e D. arizonensis : LAPENTA et al., 1998; D.
saltans: NASCIMENTO e BICUDO, 2002; Haematobia irritans: CASTIGLIONI-
RUIZ et al., 1997).

Estudos de longa data, em Drosophila melanogaster identificaram 22 esterases,
atraves da combinacéo de eletroforese em gel de poliacrilamida e focalizacdo isoelétrica
(HEALY et al., 1991). Em trés espécies de Drosophila do grupo virilis (D. virilis, D.
americana e D. novamexicana), McReynolds (1967) detectou 12 bandas esterasicas em
oito populagdes naturais e duas linhagens mutantes mantidas em laboratorio. Lapenta et
al, (1998) detectou 17 bandas esterasicas em fémeas e 20 em machos de D. mulleri e 13
em fémeas e 17 em machos de D. arizonensis.

Nascimento e Bicudo, (2002), analisaram o padrdo de esterases em 16 linhagens
de quatro espécies de Drosophila pertencentes ao subgrupo saltans. A partir da alta
variabilidade genética encontrada (34 bandas esterasicas), o padrdo de mobilidade

eletroforética e a utilizacdo de inibidores (que permitiu a classificacdo das mesmas em
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colinesterases, carboxilesterasese acetilesterases), foram inferidos 9 loci geneticos e
tracada a provavel relacdo filogenética entre essas espécies. Os dados encontrados
corroboraram outros achados anteriores e auxiliaram no esclarecimento de dados
conflitantes, baseados em polimorfismos cromossémicos e moleculares.

Em Haematobia irritans, Castiglioni-Ruiz et al. (1997) estudaram o padrdo de
esterases em quatro populacBes naturais deste importante parasita bovino, hemat6fago
obrigatorio na fase adulta, causador se sérios prejuizos a pecuaria mundial. Nesta
mosca, foram detectadas apenas oito bandas esterasicas. Segundo o0s autores, 0 niUmero
reduzido de variantes esterasicas estaria relacionado ao habitat e alimentacao restritos
desse organismo e, também, devido a auséncia de barreiras que impegcam o fluxo
génico, uma vez que os rebanhos (hospedeiros) sdéo numerosos e méveis.

Particularmente, o baixo grau de polimorfimo esterasico evidenciado no presente

trabalho, entre as duas espécies analisadas, requer novos estudos capazes de
aprofundar o conhecimento a cerca dos aspectos bioquimicos, genéticos e evolutivos
que controlam a expressdo dos genes pertencentes a familia das esterases nestas
espécies.
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4.2. Testes de inibigao in vitro
Estudos de inibicdo in vitro foram realizados com o intuito de observar o efeito
dos diferentes pesticidas diretamente sobre a enzima. Extratos protéicos obtidos a partir
do hepatopancreas dos camarfes foram expostos a concentracdes crescentes de cada
xenobiotico (diazinon, clorpirifos e carbaril). Posteriormente, a cinética de inibigéo foi
analisada em espectrofotometro. Os resultados destes testes estdo ilustrados nas Figuras

9 e 10 e serdo descritos a seguir.

4.3. Padrdes de inibicéo in vitro observados em M. amazonicum

4.3.1. Exposic¢ao ao Diazinon

A exposicdo ao Diazinon, realizada nas fémeas de M. amazonicum, apresentou
uma leve inibicdo de AChE, em relacdo ao controle, na concentracdo de 0,001mM do
pesticida, mantendo 94% de sua atividade. Conforme esta concentracdo aumentou, a
atividade desta enzima declinou, atingindo 33,41% em 10mM de concentracdo (Figura
9). Conforme observado na figura, ndo houve inibicéo total da atividade desta enzima.

Com relagdo aos machos, a mesma situacdo foi verificada, mas o processo de
inibicio da AChE ocorreu a partir da concentracdo de 0,01mM. As concentracdes
seguintes apresentam uma taxa de inibi¢do crescente, sendo a menor atividade esterasica
registrada a 10mM (25% em relacdo ao controle), como demonstrado na Figura 9.

E conhecido que as AChEs sdo sensiveis a acio de compostos OPs, como o0
Diazinon (FUKUTO, 1990; YEHIA, 2007). Contudo, no presente trabalho, ndo foi
possivel observar a inibicdo total da atividade da AChE nas espécies analisadas, uma
vez que houve manutencdo de atividade esterasica na maior concentracdo testada
(10mmM).

Solé et al. (2006), estudando a atividade das AChEs no crustaceo Nephrops
norvegicus, também observaram uma maior atividade da enzima em fémeas do que em
machos, frente a exposi¢do in vitro ao diazinon, nas mesmas concentracdes que as
testadas neste trabalhos. Segundo Solé e colaboradores, este fato ocorre devido a uma
maior producédo dessas enzimas nas fémeas do que nos machos, o que poderia explicar o

observado no presente estudo.



Figura 9. Cinética de inibicdo de AChE e CbE em fémeas e machos de M. amazonicum expostos ao diazinon, clorpirifos e carbaril.
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No que diz respeito a CbE, ndo se observa perda acentuada na atividade destas
enzimas em fémeas tratadas quando se compara com o controle, a qual manteve-se
constante ao longo do gradiente de concentracbes. Uma perda de atividade de
aproximadamente 17% foi observada apenas na maior concentragdo (10mM) (Figura 9).

Quanto aos machos, estes apresentaram maior sensibilidade a este pesticida.
Contudo, esta inibicdo também foi baixa e limitou-se a concentragdo mais elevada,
mantendo 60% da atividade enzimatica (Figura 9).

Estes resultados corroboram os dados obtidos por Solé et al. (2006), no
crustaceo N. norvegicus, onde ndo foi observada inibicdo significativa nas CbEs
expostas ao diazinon. Entretanto, em peixes (Merluccius merluccius, Micromesistius
poutassou e Phycis blennoides), os mesmos autores verificaram inibicdo destas enzimas
frente a este composto. Segundo Solé e colaboradores, a concentracdo das CbhEs em
crustaceos € maior do que em peixes, 0 que explicaria a falta de inibicdo das mesmas
nos primeiros.

Além disso, como sera melhor abordado posteriormente, o diazinon necessita ser
convertido em diazoxon antes de exercer seu efeito toxico no organismo (KEIZER et
al., 1995), assim a resisténcia da CbE destes individuos pode ser atribuida também a

auséncia de mecanismos para a metabolizacdo do composto em diazoxon in vitro.

4.3.2. Exposic¢éo ao Clorpirifos

O mesmo procedimento foi aplicado para analisar os efeitos do Clorpirifos em
fémeas de M. amazonicum. Os resultados obtidos mostraram uma leve inibicdo de
aproximadamente 11% na atividade da AChE na menor concentragdo (0,001mM) em
relacdo ao controle. Até a concentracdo de 1mM, nenhuma perda brusca de atividade foi
observada, com manutencdo de 80% da atividade. Apds esta concentracdo, houve
declinio na taxa de atividade enzimatica, atingindo apenas 20% em relagdo ao controle
(Figura 9).

Da mesma forma, nos machos o padrdo de inibicdo também foi gradual,
apresentando a maior taxa inibitoria entre 0,1 e 1 mM, declinando de 70 para 45% da
atividade enzimatica. Na concentragdo de 10mM, foi possivel observar 20% de
atividade catalitica enzimética em relac&o ao controle (Figura 9).

Dados da literatura, utilizando outros organismos expostos as mesmas
concentracdes (VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2007) e concentrages mais elevadas do
Clorpirifos (até 1000mM) (CALLAGHAN et al., 2001; OWEN et al., 2002;
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GALLOWAY et al., 2002; COOPER e BIDWELL, 2006; GAGNAIRE et al., 2008;
TONGBAI e DAMRONGPHOL, 2011), obtiveram inibicdo total da atividade das
AChEs, o que corrobora os dados obtidos acerca da sensibilidade desta enzima ao
clorpirifos em M. amazonicum. Contudo, o grau de sensibilidade das AChEs frente aos
OPs pode variar de acordo com varios fatores, tais como o tipo de composto, a espécie
em questdo, entre outros.

E conhecido que os OPs atuam sobre as AChEs e diferentes mecanismos
genéticos envolvendo a sintese destas enzimas podem ser responsaveis pela aquisicao
de resisténcia a estes compostos (SHANMUGAVELU et al., 2000; WEILL;
LUTFALLA; MOGENSEN, 2004; WHEELOCK et al., 2008).

Uma vez que a espécie em questdo encontra-se inserida em um ambiente que
tem sofrido severas alteragcdes antropicas, entre elas a contaminacdo da agua por tais
compostos, essa sensibilidade pode ser um fator preocupante a sobrevivéncia da mesma.

Outro fato que deve ser destacado diz respeito ao 6rgdo utilizado. Ghedira et al.
(2009), também observaram inibicéo significativa, mas ndo total, da atividade de AChE
no hepatopancreas do caranguejo Carcinus maenas quando exposto ao chlorpyrifos-
ethyl, um organofosforado de acdo semelhante ao clorpirifos, 0 que estaria relacionado a
particularidades fisiolégicas deste 6rgao, uma vez que a atividade esterasica medida no
hepatopacreas foi maior do que nos demais Orgdos analisados (as branquias, por
exemplo). Nos crustdceos, o hepatopancreas apresenta importancia fisioldgica
consideravel e, inclusive, esta relacionado a desintoxicagdo de compostos xenobidticos,
conforme ja mencionado (JOHNSTON et al., 1998; SOUSA; PETRIELLA, 2000).
Assim sendo, a manutencdo da atividade das AChEs nas amostras de M. amazonicum
analisadas, mesmo que baixa, pode refletir provaveis adaptacbes fisiologicas ao
ambiente no qual as mesmas estdo inseridas. Em adicdo, podemos sugerir este érgdo
como um potencial bioindicador da contaminagéo por clorpirifos.

Por outro lado, o clorpirifos ndo causou inibicdo das CbEs em concentragdes de
0,1mM. Contudo, apds essa concentracao, foi possivel observar uma perda de 70% de
sua atividade catalitica, chegando praticamente a inibicdo enzimatica total na
concentracdo de 10mM (Figura 9). Esse padrdo de inibicdo foi praticamente 0 mesmo
para 0s dois sexos.

Outra observacéo interessante é o fato das CbEs de M. amazonicum possuirem
uma maior sensibilidade ao clorpirifos em relagdo ao diazinon, conforme observado

comparando-se os graficos da Figura 9, principalmente nas maiores concentragdes
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testadas (acima de 0,1mM), mas isso pode ser devido ao fato do diazinon necessitar ser
convertido em diazoxon antes de exercer um efeito toxico no organismo, como sugerem
alguns autores (KEIZER et al., 1995; JAMEC et al., 2007; KRETSCHMANN et al.,
2011).

Wheelock et al., (2005) sugerem a existéncia de um mecanismo protetor de acéo
das CbEs em relacdo a atividade das AChEs. Com relacdo ao papel das esterases na
desintoxicacdo de OPs, as CbEs seriam as primeiras enzimas a serem inibidas e, em
seguida, as AChEs. Portanto, as CbEs teriam uma maior afinidade a estes compostos.
Contudo, no presente trabalho, este fato apresentou um comportamento inverso. Ao
analisarmos os graficos das figuras 6, podemos notar claramente que a inibicdo das
AChEs ocorreu primariamente, ja& nas menores concentracdes (a partir de 0,001mM)
enquanto que as CbEs apresentaram um declinio de atividade catalitica enzimatica
somente apos a concentracao de 0,1mM. A explicacdo para este fato poderia ser baseada
em duas hipoteses: a) a maior atividade de CbEs no hepatopancreas, em relacdo as
AChEs; b) as CbEs teriam uma maior afinidade pelos OPs do que as AChEs, atuando,
assim, como um sistema protetor a estas enzimas, 0 que manteria a integridade do

impulso nervoso.

4.3.3. Exposicédo ao Carbaril

Analisando a cinética de inibicdo apresentada pelo Carbaril em fémeas, podemos
observar um padréo bastante diferenciado dos expostos anteriormente, uma vez que
trata-se de um composto carbamato, ou seja, de acdo quimica diferente, pois
estabelecem uma ligacdo quimica reversivel com as CbEs e inibem AChEs por
carbamilacéo.

Ja nas menores concentracdes foi possivel observar uma inibicdo acentuada na
atividade esterdsica da AChE. Na concentracdo de 0,00lmM houve perda de
aproximadamente 34% da atividade desta enzima. Na concentragéo de 0,01mM houve
novo declinio e atividade, chegando a 40% em relacdo ao controle. No intervalo de
concentracdes de 0,01 a 0,1mM houve estabilizacdo na atividade desta enzima, que
declina novamente na concentragdo de 1 mM (aproximadamente 30% da atividade foi
mantida). No intervalo de concentracdes de 1 até 10mM houve nova estabilizacdo,
mantendo constante o valor de aproximadamente 30% da atividade enzimatica (Figura
9).
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Nos machos a cinética de inibicdo para este composto foi semelhante ao das
fémeas para as AChEs. Contudo, houve um leve declinio de atividade entre 0,01 e
10mM, mantendo aproximadamente 40% da atividade total em relacdo ao controle
(Figura 9).

A estrutura quimica dos carbamatos é um fator determinante para sua reatividade
com AChE (HEATH, 1961 apud PRINTES; GALLAGHAN, 2004). A configuracao
molecular, assim como a composicdo quimica destes pesticidas influenciam
caracteristicas como eletrofilicidade e hidrofobicidade, as quais estdo diretamente
relacionadas a taxa de inibicdo destas enzimas, e facilitam a interagdo destes compostos
as enzimas (HEATH, 1961).

Em estudos realizados em D. magna, Printes e Callaghan (2004) observaram
uma leve inibicdo na AChE quando expostos a baixas concentragfes (200pM) do
carbamato propoxur. Entretanto, esta perda de atividade enzimatica ja foi suficiente para
promover alteracdes comportamentais e perda de mobilidade.

Bhavan e Geraldine (2002; 2009) também observaram um declinio de atividade
de AChEs no hepatopancreas de camarbes M. malcolmsonii expostos ao Carbaril
associado a alteracfes no metabolismo basal destes crustaceos, ocasionando uma crise
no estoque e producdo de energia destes espécimes. Ainda segundo estes autores, as
alteracbes metabodlicas sdo acompanhadas de alteracdes patoldgicas na microestrutura
deste 6rgdo, tais como: ruptura da ldmina basal, agregacdo e infiltracdo de hemadcitos
nos seios intersticiais e formacao de tubulos necréticos.

Desta forma, os danos causados por este pesticida ndo se limitam apenas a
atividade enzimatica, mas também a alterac6es metabdlicas e morfoldgicas irreversiveis
nos organismos.

Com relacéo a cinética de inibicdo do Carbaril nas fémeas de M. amazonicum, a
CDbE sofre uma inibicdo constante ao longo do gradiente de concentracgdes, perdendo por
volta de 36% de sua atividade ja na menor concentracdo do pesticida. Este processo
inibitério continua em todas as concentragdes testadas, até se aproximar do ponto de
saturacdo na maior concentracdo (10mM). A cinética de inibicdo pode ser observada
detalhadamente na Figura 9.

Nos machos as CbE apresentaram uma sensibilidade semelhante ao das fémeas,
onde a menor concentracao ja foi o suficiente para inibir aproximadamente 40% de sua

atividade enzimatica. O padrdo de inibicdo foi constante até atingir 15% de atividade,
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quando comparado ao controle. As maiores concentracdes apresentaram atividades
préximas do ponto de saturacdo, como pode ser observado na Figura 9.

A sensibilidade das CbEs frente ao carbaril tem sido estudada em outros
organismos. Um trabalho realizado no peixe Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris;
FERRARI et al., 2007), mostrou que a atividade das CbEs no figado é inibida por este
pesticida em concentracdes subletais. Por outro lado a total inibicdo das CbEs em tecido
hepatico a torna ineficiente quanto a protecdo do organismo contra o carbaril,
lembrando que uma de suas principais funcdes é a de desintoxicacdo e/ou protecédo
contra agressores quimicos exdgenos.

As CbEs também apresentaram severa inibicdo quando expostos ao carbaril em
um outro trabalho realizado por Vioque-Fernandez et al., (2007), com o crustaceo
Procambarus clarkii. A cinética de inibicdo observada no presente estudo (Figura 9),
mostrou-se bastante semelhante ao padrdo obtido em P. clarkii, reforcando nossos

resultados.

4.4. Padrdes de inibicéo in vitro observados em M. jelskii
Extratos proteicos do hepatopancreas de M. jelskii, foram submetidos as analises
de inibicdo in vitro, semelhantes as apresentadas para M. amazonicum. Os resultados
serdo apresentados a seguir.

4.4.1. Exposic¢ao ao Diazinon

As fémeas desta espécie, quando submetidas as analises com Diazinon néo
apresentaram grande perda na atividade enzimatica das AChE. As menores
concentragdes deste pesticida ndo inibiram esta enzima, e mesmo a maior concentragao
deste composto (10mM) apresentou apenas uma ligeira inibicdo, mantendo mais de
70% da atividade em relagéo ao controle (Figura 10).

Os machos de M. jelskii apresentaram um padréo de inibicdo semelhante. A
AChE ndo demonstrou grande inibicdo nas menores concentracfes, a0 passo que na
concentracdo de 1mM, a atividade desta enzima declinou aproximadamente 35% em
relacdo ao controle. Ja na maior concentragdo foi mantido aproximadamente 35% de sua
atividade em relagéo ao controle (Figura 10).

Conforme ja foi relatado em M. amazonicum, 0s machos parecem possuir uma
maior sensibilidade a este pesticida. O efeito desta inibicdo em machos poderia ser

explicado pela menor atividade da enzima neste 6rgéo.



48

Se compararmos a cinetica de inibi¢do obtida nesta espécie, para este composto,
aquela obtida em M. amazonicum, podemos notar um maior padrdo de inibicdo da
atividade esterasica em M. amazonicum (Figura 9) em relacdo a M. jelskii (Figura 10),
um fato interessante, uma vez que tratam-se de especies muito proximas
filogeneticamente (GUERRA et al., 2010), sintopicas, e que foram coletadas na mesma
area geografica, supostamente submetidas as mesmas condi¢fes ambientais e pressdes
seletivas. Ainda, em estudos preliminares, as enzimas esterasicas de ambas as espécies
apresentaram padrdes semelhantes, tanto quantitativa quanto qualitativamente (LIMA et
al., submetido a publicacéo).

De acordo com Keizer et al. (1995), o diazinon por si s6 ndo €é capaz de inibir a
AChE. O efeito toxico baseado na inibicdo desta enzima requer uma oxidagdo
preliminar deste pesticida em diazoxon, realizada por outros sistemas enzimaticos
(como por exemplo, o citocromo P450). Assim, é razoavel supor que a atividade de
outros sistemas enzimaticos, os quais podem ser diferentes entre as espécies em
questdo, devem estar interferindo na cinética de inibicao esterasica frente ao diazinon.

As fémeas desta espécie, quando submetidas ao Diazinon, também nao
apresentaram grande perda na atividade enzimatica das CbEs. As menores
concentragOes deste pesticida ndo inibiram esta enzima, e mesmo a maior concentragéo
deste composto (10mM) apresentou apenas uma leve inibicdo, mantendo
aproximadamente 80% da atividade em rela¢&o ao controle (Figura 10).

Os machos de M. jelskii apresentaram um padrdo de inibicdo semelhante. As
CbEs também ndo demonstraram grande inibicdo nas menores concentracdes, ao passo
que na concentracdo de 10mM, a atividade desta enzima declinou um pouco mais do
que nas fémeas (aproximadamente 70% em relacdo ao controle; Figura 10).

Conforme ja discutido anteriormente para M. amazonicum, a baixa taxa de
inibicdo das CbEs frente ao composto diazinon pode ser explicado por uma maior
quantidade destas enzimas no hepatopéancreas destas espécies (SOLE et al., 2006), 0 que
aumentaria a concentracdo necessaria para a saturacdo da atividade enzimatica. Além
disso, a falta de metabolizacdo do diazinon em diazoxon pelas enzimas monooxigenases

do citocromo P450, também poderia influenciar na resisténcia destas enzimas.



Figura 10. Cinética de inibicdo de AChE e CbE em fémeas e machos de M. jelskii

expostos ao diazinon, clorpirifos e carbaril.
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4.4.2. Exposic¢do ao Clorpirifos

Apesar de também se tratar de um organofosforado, o clorpirifos apresentou
resultados distintos se comparado ao Diazinon. Nas duas menores concentragdes (0,001
e 0,01mM) néo ha inibicdo de AChE, tanto em fémeas quanto em machos (Figura 10).
Porém, na proxima concentracdo (0,1mM) a atividade protéica diminuiu
acentuadamente, para aproximadamente 25%, mantendo esse valor até a concentragdo
final de 10mM.

A grande sensibilidade da AChE ao clorpirifos parece ser comum entre
invertebrados. Ghedira et al. (2009) observaram resultados semelhantes em Carcinus
maenas, expostos as mesmas concentracdes testadas no presente trabalho. Outros
estudos mostram resultados semelhantes em outros invertebrados, tais como: em insetos
(CALLAGHAN et al., 2001), e moluscos (GALLOWAY et al., 2002; OWEN et al.,
2002; COOPER e BIDWELL, 2006; GAGNAIRE et al., 2008).

A néo inibicdo das AChEs por este composto, em baixas concentracdes, pode ser
explicada por uma provavel defesa proporcionada pela CbE, como sera explicado
posteriormente.

Alteracdes na atividade da AChE causadas por clorpirifos foi observado em
varios 6rgdos do molusco Lamellidens marginalis conforme constatado por Amanullah
et al. (2010), entre os 6rgdos analisados 0 hepatopancreas apresenta grande importancia
na resposta inibitoria destas enzimas, além disso a AChE esta envolvida na manutengéo
da integridade estrutural e funcional da membrana celular, desta forma pode-se dizer
que o pesticida causa perturbacbes nas funcbes celulares normais, além da inibicao
desta enzima.

Tongbai e Damrongphol (2011), testaram as respostas in vitro da AChE ao
clorpirifos e sua forma metabolizada (clorpirifos-oxon) em Macrobrachium lanchesteri,
onde estas enzimas apresentaram sensibilidade a ambos, porém concentracfes maiores
do clorpirifos foram necessérias para a inibicdo enzimatica em relacdo ao clorpirifos-
oxon. Desta forma, podemos dizer que a toxicidade deste pesticida é potencializada a
partir da sua biotransformacao metabdlica.

Devido a alta sensibilidade das AChEs do hepatopancreas de M. jelskii podemos
sugerir a utilizagdo das mesmas como biomarcadores preditivos de altas concentragcdes

de clorpirifos na &gua ambiental.
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No que diz respeito a CbE de fémeas, o padréo de inibicdo apresentou-se mais
gradual, declinando constantemente a partir da menor concentracdo. A analise da
cinética de inibicdo para esta enzima mostrou uma diminuicdo de atividade entre as
concentragdes de 0,001 a 0,1mM, inibindo aproximadamente 70% da atividade
catalitica enzimatica. Ja nas maiores concentracOes esta inibicdo foi menos acentuada,
mantendo-se a aproximadamente 25% da atividade (Figura 10).

O padrdo inibitorio foi bastante parecido nos machos. Uma pequena inibicéo foi
observada nas menores concentragfes. A exposicdo a 0,AmM inibiu significativamente
estas enzimas, atingindo aproximadamente 30% de sua atividade quando comparadas ao
controle. Essa taxa de atividade enzimatica foi mantida praticamente constante, mesmo
nas maiores concentragoes (Figura 10).

As concentracbes onde ndo ocorreu inibicdo das AChEs, se sobrepbem as
concentragdes onde é possivel notar taxas mais altas de atividade das CbEs (Figura 10).
De acordo com dados da literatura, isto deve ocorrer devido ao sistema de interacdo de
defesa CbE-AChE, conforme proposto por Tongbai e Damrongphol, (2011): devido a
maior afinidade da CDbE por este pesticida, sua velocidade de interacdo e,
consequentemente, metabolizacdo é maior, protegendo, de certa forma, a atividade da
AChE, preservando-a na fenda sinaptica.

Por outro lado, quando este sistema de defesa torna-se insuficiente observa-se
um severo declinio na atividade da AChE. Estes resultados reafirmam a hipétese de um
sistema de defesa intrinsecamente relacionado entre estas duas enzimas. Além disso,
ambas as enzimas podem ser nomeadas como bons biomarcadores de contaminagdo por
clorpirifos, uma vez que o diazinon ndo exibe agdo sobre estas, mesmo se tratando de
um composto organofosforado. Dessa maneira, 0 hepatopéncreas destes crustaceos
possui grande potencial em estudos de contaminagéo por clorpirifos.

O trabalho de Tongbai e Damrongphol (2011) também reforca a idéia de um
padrdo comum de inibicdo entre 0s animais aquaticos, uma vez que resultados
semelhantes foram observados em M. jelskii, no caranguejo Carcinus maenas
(GHEDIRA et al. 2009), no salmdo Oncorhynchus tshawytscha (WHEELOCK et al.,
2005), em Daphnia magna (BARATA et al., 2004), e no anfipode Hyalella azteca
(STEEVENS e BENSON, 1999).
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4.4.3. Exposicdo ao Carbaril

O Carbaril exibiu uma inibicdo bastante singular para este grupo, tanto em
fémeas quanto em machos (Figura 10). Na menor concentracdo do pesticida houve uma
perda de mais de 70% da atividade de AChE. Nas demais concentragdes a inibi¢do foi
mais leve e as amostras expostas a maior concentragdo (10mM) mantiveram a atividade
abaixo de 20%, quando comparados ao controle.

Observacdes feitas por Viogque-Fernandez et al. (2009), mostraram que o carbaril
ndo apresentou efeito inibitorio na atividade da AChE no hepatopancreas de P. clarkii,
nas mesmas concentracées que as utilizadas no presente estudo, o que impossibilitou a
utilizacdo das mesmas como biomarcadoras para este praguicida na espécie estudada.
Entretanto, no presente estudo, o contrério pode ser inferido para M. jelskii, uma vez
que, em pequenas concentracdes, esse composto foi capaz de diminuir
consideravelmente a atividade desta enzima no hepatopancreas destes crustaceos.

Trabalhos na literatura também relataram o efeito inibitério do carbaril em
AChE em pequenas concentracfes. Frasco et al. (2006) observou a inibigdo in vitro
destas enzimas em Palaemon serratus, espécie da mesma familia que as utilizadas no
presente estudo, utilizando concentragdes de 0,001 a 0,005mM. Em 1991, Bocquene e
Galgani também observaram inibicdo de AChE por carbaril, nesta mesma espécie,
porém em testes de exposi¢do in vivo.

De acordo com Bhavan e Geraldine (2009), ndo apenas esterases sdo afetadas
pelo carbaril em Macrobrachium. malcolmsonii, proteinas sollveis também
apresentaram niveis significantemente baixos no hepatopancreas destes animais.
Segundo os autores, o carbaril pode agir nos tecidos e alterar as concentracfes idnicas
intra e extracelulares e as taxas de desnaturacao e sintese protéica.

Em outro trabalho realizado por Bhavan e Geraldine (2002), foi observado que
além da inibicdo da AChE, a acdo do carbaril se estendeu a outras macromoléculas
bioldgicas, desencadeando processos de glicogendlise, protedlise e declinio nos niveis
lipidicos, o que alterou severamente o metabolismo basal dos animais, gerando um
colapso nos niveis energéticos do hepatopancreas.

Como os danos causados por este pesticida ndao se limitam a atividade
enzimatica, uma identificacdo rapida e eficiente de contaminacdo por este pesticida é de
grande importancia para prever danos ambientais. Como foi sugerido no presente
estudo, a utilizagdo de animais aquaticos como bioindicadores no monitoramento
ambiental pode ser bastante Gtil (TRAPE, 2003).
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As CbEs apresentaram um padrdo de inibicdo bastante semelhante as AChEs,
perdendo aproximadamente 80% de sua atividade nas menores concentragoes,
comparada com o controle, para ambos 0s sexos. Nas concentracbes maiores a taxa de
atividade enzimatica manteve-se constante (aproximadamente 20% em relacdo ao
controle; Figura 10). Contudo, nos machos, na concentracdo de 0,01mM a taxa de
inibicdo esterasica foi ligeiramente mais baixa (aproximadamente 30%).

Pelo exposto, a CbE néo representa um sistema de defesa contra o carbaril, pelo
contrario, sua sensibilidade pode ser equiparada a da AChE, pois mesmo concentracdes
pequenas causaram grande declinio de atividade enzimatica. Conforme ja foi descrito
anteriormente, as CbEs interagem com OPs mais rapidamente do que as AChEs, pois a
interacdo entre estes compostos e as CbEs ocorre fora do centro fosférico do composto.
Como o sistema de inibicdo do carbaril ndo ocorre por fosforilagdo e sim por
carbamilacéo, o sistema de defesa ndo se efetiva tornando, assim, ambas as enzimas
sensiveis ao pesticida (FUKUTO, 1990).

Esta cinética de inibicdo ja& € bem descrita na literatura. Varios trabalhos
mostram o0 padrdo inibitério do carbaril nos mais diversos grupos animais. Vioque-
Fernandez et al. (2009) comparando o efeito deste pesticida em caranguejos sob
concentracdes semelhantes as testadas neste trabalho, se observam que a CbE se
apresenta pouco efetiva como biomarcador para o carbaril. Por outro lado, no presente
estudo, esta enzima apresentou a mesma efetividade da AChE como biomarcadora.

Ferrari et al. (2006) também relatou inibicdo de CbE em O. mykiss (truta arco-
iris) expostas ao carbaril, demonstrando que a mesma é dependente da concentragédo,
assim como no presente estudo. Padrdo semelhante foi observado por Barata, Solayan e
Porte (2007), porém com o carbamato carbofuran, em D. magna.

Estes resultados também estdo de acordo com Wheelock et al. (2008), que
confirmaram a capacidade dos pesticidas carbamatos em inibirem tanto AChEs quanto
CbEs. Esta afirmacdo pode ser aplicada para as duas espécies analisadas no presente
estudo, pois estas exibiram inibicdo para ambas as enzimas. Em adi¢do, como a
sensibilidade de M. jelskii foi maior quando comparada a M. amazonicum, esta espécie
pode ser considerada mais eficiente como um bioindicador de contaminacdo por

carbaril.
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4.5. Testes de exposi¢do in vivo

Estudos de exposigdo in vivo foram realizados com o intuito de verificar a
resposta metabdlica apresentada pelas enzimas esterasicas sob efeito de diferentes
pesticidas. Extratos protéicos obtidos a partir da homogeinizacdo dos hepatopéancreas de
M. amazonicum e dos camardes inteiros de M. jelskii, foram expostos as duas
concentracbes de cada praguicida, diazinon e carbaril (nas concentarcbes de 10 e
50ug/L), em dois periodos de exposicdo (dois e sete dias). Posteriormente, a cinética de
inibicdo foi analisada em espectrofotometro. Os resultados destes testes estéo ilustrados

nas Figuras 11 e 12 e serdo descritos a seguir.

4.6. Padrdes de inibicéo in vivo observados em M. amazonicum

4.6.1. Exposic¢éo ao diazinon

As fémeas de M. amazonicum expostas por dois dias ao diazinon apresentaram
inibicdo da atividade da AChE, estatisticamente significante, apenas nas comparacgdes
entre o grupo controle e a maior concentracdo do pesticida (50ug/L). As analises
envolvendo o grupo controle e a menor concentragdo do pesticida (10ug/L), e entre
ambas as concentragdes testadas, ndo apresentaram diferencas. Ja no periodo de
exposicdo por sete dias, as fémeas apresentaram inibicdo estatisticamente significante
apenas em relagdo ao controle, para ambas as concentracgdes (Figura 11).

Na Figura 11 pode-se observar que a exposicdo destes individuos, por um curto
periodo de tempo (dois dias), a baixa concentracdo do pesticida, ndo foi suficiente para
causar uma inibicdo considerdvel de AChE. Entretanto, no mesmo periodo de
exposicdo, utilizando-se uma concentragdo mais elevada do mesmo composto, foi
observada uma inibicdo mais severa da atividade da enzima.

Ainda, a exposicdo a periodos de tempo maiores, causaram um padrdo de
inibicdo da AChE semelhante, em ambas as concentragdes testadas. Assim, a toxicidade
do diazinon, para estes animais, apresentou-se dependente da concentracdo e do tempo

de exposigéo.



Figura 11. Cinética de inibi¢éo in vivo de AChE e CbE em fémeas e machos de M. amazonicum expostos ao diazinon e carbaril.
(A= fémeas, 2 dias de exposi¢do; A’= machos, 2 dias de exposi¢ao; a = fémeas, 7dias de exposi¢ao; @ = machos 7 dias de exposicao).
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Estes resultados estdo de acordo com o proposto por Yehia et al. (2007), em
estudos realizados em coelhos. Esses autores relataram a existéncia de uma variagdo no
grau de atividade da AChE em relacdo a concentracdo do pesticida utilizado e ao tempo
de exposicdo. Outros trabalhos tambem verificaram resultados semelhantes em estudos
in vivo, utilizando o diazinon em diferentes organismos (Keizer et al., 1995, em peixes;
Galindo-Reyes et al., 2000, em crustaceos; Weelock et al. 2005, em insetos).

De fato, dados da literatura reforcam a hip6tese que a concentracdo do pesticida
tem grande importancia na toxicidade exercida sob o organismo. Contudo, a correlagao
tempo de exposicdo-concentracdo ainda € pouco descrita na literatura, o que indica a
necessidade de mais estudos em diferentes espécies para uma melhor visdo dos reais
efeitos da contaminacdo ambiental por este composto.

Ja 0s machos desta mesma especie, expostos ao diazinon, ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante em todas as comparagdes analisadas (Figura 11).
Pode-se sugerir que a menor sensibilidade ao pesticida seja fisiologicamente restrita aos
machos e esteja associada as provaveis diferencas fisioldgicas e comportamentais
existentes entre 0s sexos (GARCIA-DAVILA, et al., 2000; TADDEI, 2006).

Ainda, a menor sensibilidade da AChE nos machos também poderia estar
relacionada a acdo de outros processos metabdlicos que ocorrem in vivo, uma vez que
os testes de exposicdo in vitro (Figura 9) mostraram inibicdo da AChE frente ao
diazinon, em machos de M. amazonicum. Contudo, ndo existem dados disponiveis na
literatura correlacionando um sistema enzimatico especifico de um sexo que possa
corroborar este achado.

No que se refere & CbE em fémeas de M. amazonicum, uma inibigdo
estatisticamente significante foi observada apenas na concentragdo de 50ug/L do
diazinon, em relacdo ao controle, em dois dias de exposi¢do. Resultados semelhantes
foram observados em machos desta mesma espécie (Figura 11).

Em um experimento com tilapias (Oreochromis niloticus) Tridico et al. (2010),
observaram resultados semelhantes, onde exposi¢cfes ao diazinon, no periodo de dois
dias, causaram um declinio consideravel na atividade da CbE, ao passo que na
exposi¢do por sete dias, esta inibicdo ndo foi observada.

E conhecido que os pesticidas OPs s&o inibidores da CbE e esta é capaz de
metabolizar tais compostos a partir de uma ligacdo quimica reversivel, permitindo que a
mesma retorne ao seu estado ativo (WHEELOCK et al., 2008; TRIDICO et al. (2010).
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Assim, no presente estudo, a auséncia de inibicdo da CbE no periodo de exposicdo de
sete dias, poderia ser explicado devido a sua reativagéo.

4.6.2. Exposicao ao carbaril

Com relacdo a exposicdo ao carbaril, as fémeas de M. amazonicum nao
apresentaram inibicdo estatisticamente significante na atividade de ambas as enzimas
testadas, nos dois periodos de exposicdo e para as duas concentracBes utilizados no
presente estudo.

Apesar de o carbaril ser classificado pela ANVISA como um pesticida de risco
alto a moderado para organismos vivos, no presente trabalho, sua toxicidade foi baixa
nos testes in vivo, ndo causando alteracdes significativas na atividade das enzimas
analisadas, diferentemente dos testes in vitro, onde observou-se uma inibicdo mais
efetiva destas enzimas. Esta diferenga nos padrdes de inibi¢cdo pode ser explicada pela
capacidade do carbaril em interagir com diferentes macromoléculas bioldgicas, em
diferentes tecidos, causando um colapso metabdlico nos organismos vivos (BHAVAN e
GERALDINE, 2002; 2009).

Com relagdo aos machos, os mesmos apresentaram inibicdo de AChE,
estatisticamente significante em relagéo ao controle, apenas na concentragdo de 50ug/L,
para dois dias de exposi¢édo. Este achado pode ser explicado pelo modo de interacdo dos
carbamatos com a AChE: o pesticida inibe esta enzima a partir da carbamilacdo de um
resido de serina e, como esta reacdo € instavel, logo em seguida, ocorre a
descarbamilagéo da enzima, reativando-a (SOGORB e VILANOVA, 2002).

Diferencas na atividade da AChE entre machos e fémeas, de peixes, ja foi
relatado por Solé et al. (2006), o que subsidiaria a hipétese de que especialidades
fisiolégicas ligadas ao sexo ou a biologia reprodutiva podem ser responsaveis pelas
diferencas na atividade e, consequentemente, na inibicdo enzimatica. Além disso, 0s
niveis na atividade desta enzima também podem variar de acordo com o tipo do tecido
estudado (CHANG et al., 2006). Como no presente trabalho foi utilizado apenas o
hepatopancreas, sdo necessarios estudos que testem os efeitos deste pesticida em
diferentes tecidos para a confirmacéao desta hipotese.

Em adicdo, de modo semelhante as fémeas, nos machos também ndo foi
observada inibicdo da CbE nos testes efetuados para este composto. Conforme ja
explicado, o carbaril pode atuar em diferentes macromoléculas biolégicas e tecidos in

vivo, diminuindo sua ag&o inibitdria sobre a atividade das esterases.
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4.7. Padrdes de inibicéo in vivo observados em M. jelskii

4.7.1. Exposic¢do ao diazinon

As fémeas de M. jelskii expostas ao diazinon, no periodo de dois dias,
apresentaram uma inibicdo estatisticamente significante na atividade de AChE, na
concentracdo de 50ug/L, tanto em relacdo ao controle quanto a concentracdo de 10ug/L.
Apos sete dias de exposicdo ndo houve inibicdo significante nas concentragdes testadas
(Figura 12), mesmo a atividade desta enzima ter sido menor em sete dias do que o valor
aferido em dois dias de exposicéo.

A ndo inibicdo da AChE no periodo de exposicdo maior poderia ser explicado a
partir da sua reativacdo ap6s um periodo de exposicédo inicial. De fato, Johnson et al.,
(2000) verificaram que, no homem, a reativacdo da AChE inibida pelo diazinon ocorre
apos um periodo de cerca de 30 horas ap0s sua exposi¢do ao pesticida.

E importante salientar que em M. amazonicum houve inibicdo da AChE no
periodo de sete dias, para este composto, em ambas as concentracdes testadas,
diferentemente do observado em M. jelskii. Contudo, esta diferenca no padrdo de
inibicdo da AChE ndo pode ser atribuida, no presente estudo, a diferencas
interespecificas no padrdo de atividade esterasica, uma vez que o extrato protéico obtido
a partir da homogeneizacdo de M. jelskii utilizou o animal inteiro. Sendo assim, €
razoavel supor que outros tecidos devem apresentar atividade de AChE.

Com relagdo aos machos, ndo houve inibicdo da AChE em nenhuma das
comparacOes analisadas (Figura 12), o que pode ser devido a existéncia de adaptacGes
fisiologicas ligadas ao sexo e aos processos reprodutivos (GARCIA-DAVILA, et al.,
2000; SOLE et al., 2006; TADDEI, 2006).

No que diz respeito a CbE, nas fémeas ndo houve inibicdo estatisticamente
significante nas duas concentracfes testadas, em ambos 0s periodos de exposicao. Ja 0s
machos apresentaram um padrdo de inibicdo significante entre a concentracdo de
50ug/L e o controle, tanto em dois quanto em sete dias de exposicao (Figura 12), o que
também pode ser atribuido ao sexo (GARCIA-DAVILA, et al., 2000; SOLE et al.,
2006; TADDEI, 2006).
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Figura 12. Cinética de inibi¢do in vivo de AChE e CbE em fémeas e machos de M. jelskii expostos ao diazinon e carbaril.
(A= fémeas, 2 dias de exposicao; A’= machos, 2 dias de exposi¢io; a = fémeas, 7dias de exposicdo; & = machos 7 dias de exposicdo).
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Com relacdo a ndo inibicdo da CbE nos machos, na concentracdo mais baixa
(10ug/L), pode-se sugerir que neste grupo esse fendmeno seja dependente da
concentracdo do composto utilizada nos testes, conforme sugerido por Denton et al.
(2003). Esses autores realizaram um estudo semelhante utilizando o peixe Pimephales
promelas, submetidos as concentracfes de 10 pg/L, 30 ug/L e 50ug/L de diazinon por
periodos de dois e quatro dias de exposic¢do. As taxas de inibicdo apresentadas pela CbE

foram significantes apenas nas maiores concentragdes.

4.7.2. Exposicao ao carbaril

Quanto aos individuos expostos ao carbaril, tanto machos quanto fémeas néo
apresentaram inibicao significante para ambas as enzimas analisadas, em nenhuma das
variaveis testadas (Figura 12).

Conforme ja discutido anteriormente, o carbaril € um pesticida capaz de interagir
com diversas macromoléculas de diferentes tecidos (BHAVAN e GERALDINE, 2002;
2009), o que parece diminuir sua acao sobre as enzimas analisadas nos testes in vivo.

Um outro aspecto importante a ser ressaltado diz respeito a comparacdo dos
resultados obtidos nos experimentos de exposicao in vitro (Figura 10) e in vivo (Figura
12). Observou-se que in vitro ocorreu uma inibicdo acentuada de ambas as enzimas
expostas ao carbaril, ao contrario dos experimentos in vivo.

Esta diferenca no padrdo de inibicdo pode ser explicada pela metodologia
aplicada: nos experimentos de exposicdo in vitro foi utilizado apenas tecido
hepatopancreatico, enquanto que nos experimentos de exposicao in vivo, foi utilizado o
animal inteiro, devido ao seu tamanho diminuto. Dessa forma é comum que a atividade
enzimatica seja maior em experimentos onde foram utilizados individuos inteiros, pois
diversos tecidos (nervoso e muscular, por exemplo), também apresentam alta atividade
esterasica (HILDEBRAND et al., 1974; BEHRA et al., 2002; LIMA et al., submetido a

publicacéo).
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4.8. Considerac0es Finais

De acordo com McDowell e Prakash (1976) uma das mais importantes questdes
da biologia evolutiva reside na quantidade de variacdo genética que existe nas
populacdes e espécies, do seu significado e de como ela € mantida nas mesmas. Muitos
trabalhos tém se voltado ao estudo de polimorfismos genéticos em diferentes
populacdes e espécies e as modificacbes na sequéncia de aminoécidos das proteinas e
enzimas ao longo da evolucdo, evidenciando a grande quantidade de variacdo genética
existente nos organismos.

Os dados obtidos no presente estudo sdo pioneiros nesses crustaceos e
permitiram avaliar a variabilidade genética das enzimas esterasicas dos camarfes M.
amazonicum e M. jelskii e, particularmente, o comportamento das AChEs e CbEs na
presenca de importantes compostos praguicidas amplamente utilizados em nossa regiao,
e, ainda, contribuir para o conhecimento da biologia desses crustaceos ainda pouco
estudados.

De acordo com Wheelock et al. (2008) ainda ha muito a ser definido acerca das
esterases, compreendendo, assim, uma area ainda bastante aberta a pesquisas que visem
tanto a aplicacdo da atividade destas enzimas no monitoramento ambiental, quanto a sua
importancia fisioldgica, evolutiva e adaptativa.

Atualmente vem crescendo o interesse por uma melhor compreensdo do papel
fundamental das enzimas esterasicas em processos de resposta metabdlica, a
contaminacdo e a desintoxicacdo em diferentes organismos. O padrdo de atividade
esterasico poderia ser utilizado para identificar contaminantes ambientais, estimar os
efeitos tdxicos em potencial de novos compostos, além de permitir o monitoramento
ambiental utilizando organismos biomarcadores.

Outros estudos utilizando diferentes sistemas enzimaticos envolvidos nas
respostas metabdlicas causadas, por exemplo, por estresse oxidativo, devem fornecer a
complementacdo necessaria aos dados obtidos no presente trabalho e permitir um
melhor conhecimento dos aspectos relacionados as respostas fisiologicas causadas por
estresse ambiental e que possam, ainda, serem preditivos a cerca da qualidade da agua

ambiental onde as mesmas habitam.
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5. CONCLUSOES

A andlise do padrdo da variabilidade genética das enzimas esterasicas dos
camardes M. amazonicum e M. jelskii e a atividadedas das AChEs e CbEs, in vitro e in
vivo, na presenca de compostos praguicidas OPs e CM, permitiu concluirmos que:

1) As bandas que apresentaram maior frequéncia foram a EST2, EST3, ESTS,
EST7 e EST9, nas duas espécies, com variacdo de 80,00% a 99,50%, a banda EST12 foi
encontrada em 100,00% dos individuos, para as duas espécies. As bandas EST1, EST4,
EST5 e EST8 apresentaram frequéncias um pouco menores, variando de 33,33% a
53,33%. Ja as bandas EST10 e EST11 apresentaram as frequéncias mais baixas, com
variacao de 6,66% a 26,66%.

2) as semelhancas entre as frequéncias das bandas esterasicas, nas duas espécies,
podem estar relacionadas a importéancia fisiologica das esterases e do hepatopéancreas, a
alta proximidade filogenética entre as duas espécies, e ao fato de tratarem-se de enzimas
altamente conservadas evolutivamente.

3) 0 pH 6,2 apresentou-se como 0 mais efetivo para o processo de coloragdo das
esterases para as duas espéecies de macrobrachium testadas.

4) as fémeas de M. amazonicum expostas in vitro ao diazinon apresentaram uma
maior atividade de AChE em relacdo aos machos, o que pode indicar uma maior
producéo dessas enzimas nas fémeas.

5) em M. amazonicum, a CbE ndo foi inibida, in vitro, pelo diazinon,
provavelmente, este composto necessita de mecanismos de metabolizacdo que o
convertam em diazoxon, para que assim possa inibir esta enzima.

6) com relacdo ao clorpirifos, as AChEs de M. amazonicum apresentaram
sensibilidade a este composto sem necessidade de metabolizacdo; as CDbEs
demonstraram uma maior sensibilidade pelo clorpirifos do que ao diazinon.

7) a estrutura quimica dos carbamatos pode ser a principal responsavel pela
acentuada inibicdo na atividade das AChEs e das CbEs, em fémeas e machos de M.
amazonicum expostos in vitro ao carbaril, pois esta estrutura facilitaria a interacdo deste
composto com as enzimas.

8) a maior inibicdo apresentada pela AChE em machos de M. jelskii expostos ao
diazinon, in vitro, sugere uma menor atividade desta enzima no hepatopancreas dos
machos em relacdo a fémeas, o que reflete aspectos fisioldgicos diferenciados deste

0rgdo, nos dois sexos.
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9) a pouca inibi¢do apresentada pela AChE e pela CbE, in vitro, em ambos sexos
de M. jelskii pode ser devido a necessidade de o diazinon ser metabolizado em
diazoxon, sob acdo de outros sistemas enzimaticos para exercer seu efeito toxico mais
acentuadamente.

10) as AChEs e CbEs de fémeas e machos de M. jelskii expostos in vitro ao
clorpirifos apresentaram-se acentuadamente sensiveis a altas concentracGes deste
pesticida. Além disso, estas enzimas apresentaram maior sensibilidade frente a este
composto quando comparado ao diazinon.

11) um sistema de interacdo de defesa CbE-AChE parece ocorrer em machos e
fémeas de M. jelskii quando expostos in vitro ao clorpirifos, onde a CbE protege a
AChE contra os efeitos deste composto.

12) a CbE parece ndo representar um sistema de defesa contra o carbaril, pois
estas apresentaram sensibilidade semelhante a AChE nos testes in vitro realizados com
machos e fémeas de M. jelskii.

13) testes de exposicao in vivo com fémeas de M. amazonicum mostraram que a
toxicidade do diazinon em AChE apresenta-se dependente tanto da concentracdo quanto
do tempo de exposicdo, para estas fémeas; 0os machos desta especie ndo apresentaram
sensibilidade a este composto, 0 que pode estar associado a diferencas fisioldgicas e
comportamentais existentes entre os sexos e, ainda, a acdo de outros processos
metabdlicos que ocorrem in vivo.

14) as CbEs de machos e fémeas de M. amazonicum expostos in vivo ao
diazinon apresentam reativacao por volta de sete dias apds a exposicao inicial.

15) fémeas de M. amazonicum ndo apresentaram sensibilidade ao carbaril, em
nenhuma das enzimas testadas, quando expostas in vivo. Enquanto que in vitro
apresentaram uma inibicdo muito mais efetiva. Esta diferenca nos padrdes de inibicao
sugere que o carbaril possa interagir com diferentes macromoléculas biolégicas e em
diferentes tecidos.

16) a AChE de machos de M. amazonicum, apresentam reativacdo ap6s um
periodo de dois dias da exposicao inicial, in vivo, ao carbaril.

17) a AChE de fémeas de M. jelskii expostas ao diazinon, apresentam reativacéo
ap6s um periodo de dois dias da exposicao inicial.

18) provaveis adaptacdes fisiologicas ligadas ao sexo e a processos reprodutivos
podem ter proporcionado a falta de sensibilidade da AChE nos machos de M. jelskii

expostos ao diazinon.
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19) no que diz respeito a CbE de M. jelskii in vivo, as fémeas ndo foram
sensiveis ao diazinon. Ao passo que 0s machos apresentaram um padrdo de inibicdo
dependente da concentragdo do composto, 0 que também pode ser atribuido a
adaptac0es fisioldgicas e reprodutivas ligadas ao sexo.

20) AChE e CbE, tanto de machos quanto de fémeas de M. jelskii, ndo
apresentaram sensibilidade, in vivo, ao carbaril, 0 que reforca a hipotese de que este
composto possa interagir com diferentes macromoléculas, em diferentes tecidos,
diminuindo sua acdo sobre estas enzimas.

21) diferencas na metodologia empregada em analises in vitro e in vivo podem
ser as principais responsaveis pelas diferencas observadas no padrdo de inibicdo para

ambas as enzimas expostas ao carbaril, em M. jelskii.
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