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RESUMO

Ambientes naturais proximos a areas urbanas e industrializadas sdo comumente contaminadas
com descargas de poluentes, as quais sdo muitas vezes compostas por agentes quimicos que
nio sdo removidos por sistemas de tratamento de efluentes convencionais, resultando num
grande aporte de substincias potencialmente téxicas no ambiente aqudtico. Os metais sdo
componentes naturais presentes nos ecossistemas. Estes elementos sdo indispensdveis para
processos bioquimicos e fisioldgicos nos seres vivos. No entanto, muitos desses elementos,
quando em niveis elevados, podem ter efeitos adversos na saude humana. Sabe-se que as
enzimas esterases sdao fortemente inibidas por praguicidas organofosforados (OP) e
carbamatos (CM), porém estudos recentes apontam o potencial efeito de alguns metais como
compostos interferentes na atividade das esterases. Portanto, a avaliagdo da inibi¢do de
esterases em organismos aquaticos tem sido amplamente utilizada como um indicador de
contamina¢cdo ambiental por esses compostos. O presente trabalho teve como objetivo o
estudo da interferéncia dos metais cobre, chumbo, ferro e cadmio, na atividade da
acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE), em zebrafish. A AChE foi
significantemente inibida in vitro pelo cobre, ferro, chumbo e cddmio nas maiores
concentracoes testadas (10 e 20 mmol/L), enquanto CbE foi inibida apenas na concentracao
de 20 mmol/L. In vivo somente o chumbo e o cadmio foram capazes de causar inibicdo na
AChE nas maiores concentragdes testadas, o ferro ndo causou nenhuma alteracdo e o cobre
promoveu um aumento na atividade da AChE na concentragdo de 0,06 mg/L. A CbE ndo
sofreu nenhuma alteracio em nenhum dos tempos e concentragdes testadas, exceto na
exposi¢do ao cobre, onde apresentou decréscimo em sua atividade. Além disso, de acordo
com dados cinéticos obtidos, observa-se que todos os inibidores apresentam tipo de inibi¢dao
mista. Entretando o tratamento com 1odoacetamida nao alterou a atividade da AChE e CbE, o
que ndo indicaria a presenca de cisteinas proximas ao sitio ativo das enzimas de forma a
causar uma possivel inibicao da mesma. Esses resultados indicam os metais como importantes
inibidores de esterases em zebrafish, e devem ser considerados em estudos de monitoramento
ambiental que utilizam a inibi¢do de esterases como biomarcadores de exposi¢cdo a OP e CM.

Palavras-chave: acetilcolinesterase, carboxilesterase, metais, zebrafish.



ABSTRACT

Natural environments close to urbanized and industrialized areas are commonly contaminated
by discharges of pollutants, which are often composed by chemicals that aren’t removed by
conventional wastewater treatment systems. Metals are natural components in the ecosystems,
being essential to biochemical and physiological process in living organisms. However, if
these elements are in excess, they can impose adverse effects on living organisms. Esterases
are strongly inhibited by organophosphate (OP) and carbamate (CM) pesticides, but recent
studies pointed to the potential effect of some metals as interfering compounds on the
esterases activity. The present work aimed to study the interference of the metals copper, lead,
iron and cadmium in the activity of acetylcholinesterase (AChE) and carboxylesterase (CbE)
in zebrafish. AChE was significantly inhibited in vitro by copper, iron, lead and cadmium at
higher concentrations (10 and 20 mmol/L), whereas CbE was inhibited only at a concentration
of 20 mmol/L. In vivo, only lead and cadmium were able to cause AChE inhibition at higher
concentrations, iron didn’t cause any changes and copper promoted an increase in the AChE
activity at concentration of 0.06 mg/L. CbE activity did not change in any of the times and
concentrations tested, except in the copper exposure, which showed a decrease in its activity.
Furthermore, according to kinetic data obtained, it is noted that all inhibitors showed mixed
inhibition type. Indeed, iodoacetamide treatment did not change AChE neither CbE activities,
indicating that the metal inhibiting effect is probably not due to biding to thiol groups close
the active site of the enzyme. These results indicate metals as important inhibitors of esterase
in zebrafish, and should be considered in environmental monitoring studies that uses esterase
inhibition as OP and CM exposure biomarkers.

Key-words: acetylcholinesterase, carboxylesterase, metals, zebrafish.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metais e a contaminacao ambiental

Ambientes naturais proéximos a &dreas urbanas e industrializadas sdo comumente
contaminados com descargas de poluentes, as quais sdo muitas vezes compostas por agentes
quimicos que ndo sdo removidos por sistemas de tratamento de efluentes convencionais,
resultando num grande aporte de substancias potencialmente t6xicas no ambiente aquatico
(ROMANI et al., 2003). A deteccao de agentes quimicos potencialmente perigosos nos
recursos hidricos € feita por diversos métodos analiticos. No entanto, a identificagdo dessas
substancias lancadas na natureza, assim como seus metabolitos, pode representar um grande
desafio, devido as indmeras possibilidades de compostos que podem co-ocorrer num mesmo
local de estudo, demandando um grande esforco de trabalho e muitas vezes necessitando de
equipamentos analiticos sofisticados e de algo custo (AMORIM, 2003). Além disso, a
caracterizacdo das conseqiiéncias bioldgicas da exposicdo a substincias toxicas com base
apenas em andlises quimicas € muito dificil, devido as suas limita¢gdes na predicdo de efeitos
sinérgicos e antagénicos de contaminantes, em misturas ambientais complexas. Por outro
lado, ensaios bioldgicos sdo capazes de caracterizar os efeitos de contaminantes ambientais
causados pelas exposicdes cronicas ou agudas, sem necessidade de conhecimento prévio dos
componentes quimicos presentes na dgua (BARBOSA et al., 2010).

Os metais sdao componentes naturais presentes nos ecossistemas. Alguns destes
elementos sdo indispensdveis para processos bioquimicos e fisiolégicos nos seres vivos. No
entanto, muitos desses podem causar efeitos adversos a saide humana (BARBOSA et al.,
2010). A descarga de efluentes industriais e agricolas contendo compostos potencialmente
téxicos como 0s metais sd0 uma preocupacdo crescente nas Ultimas décadas devido aos seus
efeitos adversos a longo e curto prazo na biota (HOLTH et al., 2008).

O chumbo (Pb) € considerado um contaminante ambiental devido seu amplo emprego
industrial, como na industria extrativa, petrolifera, de tintas e corantes, de ceramica e bélica.
A exposi¢do a esse contaminante é devido a constante emissdo pelas industrias, ou ainda pela
ingestdo de alimentos sélidos e liquidos contaminados (DUARTE; PASQUAL, 2000). Os
efeitos adversos que podem ser causados pelo Pb sdo bem conhecidos, incluindo sua a¢dao no

sistema nervoso. Alguns compostos de chumbo apresentam um potencial carcinogénico, o
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que classifica esse elemento como um composto potencialmente cancerigeno para os
humanos, de acordo com a Agéncia Internacional para a Pesquisa sobre Cancer (IARC)
(RICHETTT et al., 2011).

O c4ddmio (Cd) € um elemento nao essencial e sua distribui¢do € relativamente rara na
crosta terrestre. Pode entrar no ambiente como sub-produto de refinacao do zinco, combustdao
do carvao, residuos de minas, processo de galvanoplastia, producdo de ferro e agco, pigmentos,
fertilizantes e praguicidas (USEPA, 2001). Além de ndo ser um elemento ndo essencial, o Cd
¢ um elemento ndo biodegraddvel e possui alta persisténcia no ambiente e no organismo.
Devido seu baixo potencial de biodegradabilidade, possui a propriedade de se bioacumular em
sedimentos e organismos aquaticos (PRETTO et al., 2010). Os efeitos do cadmio sobre a
saide sdo indmeros e variam desde dano renal, danos aos ossos e variados tipos de cancer,
sendo também classificado pela IARC como cancerigeno para os seres humanos (RICHETTI
etal., 2011).

O ferro (Fe) € um dos elementos quimicos mais abundantes do planeta e em
determinadas concentragcdes € um elemento essencial para a grande maioria dos seres vivos. O
Fe estd envolvido em diversos processos metabdlicos como o transporte de oxigénio, o
transporte de elétrons, a sintese de DNA e atua como cofator de muitas proteinas. Porém a
sua forma livre pode ser toxica, baseada no mecanismo de Fenton, onde o Fe pode reagir com
intermedidrios reativos de oxigénio, como perdxido de hidrogénio (H,0,) e anion superdoxido
(0,") para produzir espécies altamente reativas, como o radical hidroxil ('OH). Células do
sistema nervoso possuem poucas defesas antioxidantes e podem ser alvos da toxicidade do Fe

(SANT’ANNA et al., 2010; SALVADOR; URANGA; GIUSTO, 2011).

O cobre (Cu) é um metal amplamente utilizado em materiais de construcio, em telhas
de cobre e madeira tratada, na confeccdo de autopecas, como por exemplo, pastilhas de freio,
e na formulagdo de praguicidas. Dessa forma, apesar de ser também um elemento essencial
para os organismos vivos, o cobre € um potencial contaminante do ambiente aquético em
areas agricolas e urbanas. Exposi¢des de curta duracdo a esse metal podem interferir no olfato
e no sistema sensorial de algumas espécies de peixes (BALDWIN; TATARA; SCHOLZ,
2011). Metais como o Cu, podem causar, também, anormalidades comportamentais em
animais aqudticos, manifestadas como deficiéncia de natacdo (TILTON; BAMMLER;

GALLAGHER,, 2011).

Considerando todos os efeitos que os metais podem causar em organismos nao alvo,

faz-se necessdria a busca de ferramentas eficazes para estudos de monitoramento ambiental, a
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fim de detectar e minimizar essas potenciais fontes de contaminacdo. Uma ferramenta util no
monitoramento de ambientes aquéticos, que podem ser alvo da contaminacdo por metais e

diversos outros compostos, € uso de biomarcadores de contaminagao.

1.2 Inibicao de esterases como biomarcadores de contaminac¢io aquatica

O termo biomarcador € utilizado de forma ampla, incluindo quase qualquer medida
que possa refletir a interacdo entre o sistema bioldgico e um agente ambiental, que pode ser
quimico, fisico ou biologico (AZEVEDO; CHASIN, 2003). A resposta bioldgica a mudancas
causadas no ambiente sejam elas de origem antrépicas ou naturais, pode ser evidenciada em
qualquer nivel de organizacdo, desde ecossistemas até compartimentos subcelulares ou
reacOes bioquimicas intracelulares (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Esterases representam um grupo de hidrolases que catalisam a clivagem e a formacao
de ligacdes do tipo éster (LIU et al., 2004). Sabe-se que as enzimas esterases, como a
acetilcolinesterase (AChE) e a carboxilesterase (CbE), sdo fortemente inibidas por praguicidas
organofosforados (OP) e carbamatos (CM), e também sdo afetadas por metais. Por isso a
avaliacdo da inibicdo de esterases em organismos aquaticos tem sido amplamente utilizada
como um indicador de contaminacdo ambiental por esses compostos (BAINY et al, 2006).
Fatores como a sensibilidade a diversos contaminantes ambientais, o baixo custo de analise e
a facilidade nos ensaios de quantificacdo, boa reprodutibilidade e sua relevancia ecoldgica,
tornam os estudos de inibicdo de esterases cada vez mais comum entre a bateria de
biomarcadores mais utilizados na avaliacdo ecotoxicolégica. (NUNES, 2011)

O principal papel da AChE ¢ a hidrélise da acetilcolina (Reacdo 1), um éster liberado
nas fendas sindpticas quando um impulso nervoso € transmitido de uma célula nervosa para
outra. Ela é encontrada nos eritrdcitos, sistema nervoso central e placa motora de musculos
esqueléticos. Quando a AChE ¢€ inibida ocorre um actimulo de acetilcolina na fenda sinéptica
causando hiperestimulacao dos receptores de acetilcolina, o que impede a contragdo muscular
normal (VIOQUE-FERNANDEZ; ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2007; ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006). Em mamiferos a morte é causada por asfixia, mas a acdo em
organismos aqudticos ¢ menos conhecida, uma vez que, enquanto a dgua estiver em contato
com os orgdos respiratérios ocorre transferéncia de oxigénio (BARATA; SOLAYAN;

PORTE, 2004).
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(CH3);N*CH,CH,0-CO-CH; + H,O_A“"E  (CH3);N*CH,CH,OH + CH;COOH

Acetilcolina colina acido acético

Reacio 1: Hidr6lise da acetilcolina em colina e dcido acético, pela AChE, Adaptado de Miao et al., 2010.

As CbE, outra classe de esterases, hidrolisam 4cidos graxos provenientes de
xenobidticos, e acredita-se que tenham um papel importante na metabolizacdo de diversos
praguicidas, o que aumenta a tolerancia dos organismos a estes compostos (BONACCI, 2004;
VIOQUE—FERNANDEZ; ALMEIDA; LOPEZ—BAREA, 2007). CbEs sao encontradas em
muitos tecidos, incluindo figado, pulmao, intestino delgado, coragdo, rim, musculo, cérebro,
tecidos adiposo, nasal e respiratorio, leucdcitos e sangue. No entanto, sua atividade e
expressdo sdao dependentes do tecido e do organismo (WHEELOCK, 2008). Sdo também
inibidas pelos praguicidas OP e CM.

1.3 Metais e a inibicao de esterases

Um ponto interessante a ser abordado nos estudos de inibicdo de esterases € o
comportamento dessas enzimas quando na presenca de metais. Diversos autores t€m
demonstrado que metais sdo capazes de alterar significativamente a atividade de esterases em
animais aquaticos, apesar de esta enzima ser na maioria das vezes usada como biomarcadora
para exposicdo a praguicidas OP ¢ CM (VIOQUE-FERNANDEZ; ALMEIDA; LOPEZ-
BAREA, 2007; BARATA; SOLAYAN; PORTE, 2004).

Diversos estudos reportam efeitos opostos para metais especificos na atividade de
esterases durante a exposicdo aguda de diferentes organismos. A exposicdo de organismos a
metais pode resultar em estimulacdo, ndo alteracdo, ou diminui¢do da atividade da enzima,
dependendo do tempo de exposicdo e das concentracdes testadas (BAINY et al, 2006;
RICHETTI et al, 2011; NAJIMI et al., 1997). Como exemplos, podemos citar o aumento da
atividade da AChE em musculos esqueléticos e cérebro de peixes (Barbus conchonius)
expostos a 12,6 mg/L de Cd por 48 horas (GILL; TEWARI; PANDE, 1991), sua diminui¢do
em peixes (Danio rerio), expostos a 20 ng/L. de Pb por 24 horas (RICHETTI et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais os metais alteram a atividade das esterases sdo ainda
desconhecidos. Entretanto existem algumas hipdteses para se tentar explicar por que alguns

metais afetam a atividade dessas enzimas. Uma delas € de que metais ocasionariam a



16

desnaturacdo da proteina. O metal se ligaria ou alteraria as interacdes i0nicas existentes entre
as cadeias laterais de aminodcidos da proteina, causando mudangas na conformacao estrutural
da enzima, resultando na perda da atividade catalitica (ROMANI et al., 2003; SANT’ANNA
et al., 2010).

Outra hipdtese seria que os metais se ligariam aos receptores da acetilcolina nas
membranas das células pds-sindpticas, impedindo a ligacdo da mesma ao receptor. Assim, a
acetilcolina se acumularia causando um aumento inicial na expressdo da enzima para degradar
o excesso do neutrotransmissor. Com o tempo, apds o efeito prolongado dos metais nos
receptores, menos acetilcolina é produzida, causando diminuicdo progressiva da enzima que o
degrada (BAINY et al., 2006).

Uma terceira hipétese ainda diz que os metais poderiam se unir a algum residuo de
aminodcido préximo ao sitio ativo da enzima, impossibilitando o encaixe do substrato para a
catdlise enzimatica (BAINY et al, 2006). Um forte candidato seria um residuo de cisteina,
contendo grupo sulfidrila, que tem afinidade por certos metais. A inativa¢do da enzima, como
resultado da ocupacdo de seu sitio ativo por metais toxicos foi sugerida por Shaw e Panigrahi

(1990), que investigou peixes expostos a Hg (GONCALVES et al, 2010).

1.4 Danio rerio

Atualmente, intimeros trabalhos reportam a utilizagdo de D. rerio (Figura 1) em
estudos ecotoxicoldgicos. Os principais beneficios do uso desta espécie como um modelo
toxicoldgico em relacdo a outras espécies de vertebrados relacionam-se com o seu pequeno
porte (2,54 — 3,81 cm) e facilidade de criagdo (HILL et al, 2005), além do que € uma espécie
cujo genoma ja estd seqiienciado, facilitando estudos de biologia molecular.

O D. rerio, conhecido no Brasil como paulistinha, € no resto do mundo como
zebrafish, € um peixe de pequeno porte naturalmente encontrado em rios do Sudeste asiatico.
Esta espécie ciprinicola vem sendo estudada em ecotoxicologia desde os anos trinta, devido a
sua disponibilidade, baixo custo e facilidade de cuidados em ambientes de laboratério. Além
disso, € amplamente utilizado como modelo de estudos do desenvolvimento dos vertebrados,
para ensaios neurobioldgicos e toxicoldgicos (BARRIONUEVO; FERNANDES; ROCHA,
2010).
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Figura 1 - Exemplar da espécie D. rerio utilizado nos experimentos in vitro e in vivo.

Ja foram reportadas na literatura pesquisas utilizando o zebrafish em estudos
ecotoxicolégicos na presenca de alguns metais (RICHETTI et. al, 2011;). Mas como
mencionado anteriormente, o mecanismo de inibicdo de esterases por metais ainda ndo é
conhecido. Portanto um estudo mais aprofundado sobre a resposta de diferentes esterases
nesses organismos frente a exposicdes controladas a metais, assim como em comparacao com
efeitos de praguicida carbamato e organofosforado, podem indicar a relevancia do uso destas
enzimas como biomarcadoras sensiveis a estes compostos, além de trazerem novas

informagdes a respeito dos efeitos dos metais na fisiologia do zebrafish.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo principal, estudar o efeito in vitro e in vivo dos metais
Cu, Cd, Pb e Fe na atividade da AChE e da CbE de visceras de zebrafish. De forma a

contemplar essa proposta, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

- Caracterizar e otimizar os métodos para medida da atividade AChE e CbE em

visceras de zebrafish.

- Avaliar a sensibilidade da AChE e CbE apds exposig¢des in vitro a diferentes

concentracdes dos metais Cu, Fe, Pb e Cd e dos praguicidas carbaril e clorpirifos.

- Avaliar a sensibilidade da AChE e da CbE frente a iodoacetamida, composto que
liga-se covalentemente a residuos tidlicos de proteinas, no intuito de verificar se isso interfere

na atividade da enzima.

- Avaliar se h4 reativacdo das enzimas inibidas apds a diluicdo de extratos protéicos
previamente inibidos pelos metais, em tampdo de amostra, assim avaliando o grau de

interacdo do metal com a enzima.

- Avaliar a sensibilidade da AChE e CbE dos peixes apds exposicdes controladas a

diferentes concentragdes e tempos de exposicdo aos metais cobre, ferro, chumbo e cddmio.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material biolégico

Os organismos teste utilizados para a realizacdo da pesquisa foram espécimes de D.
rerio adquiridos diretamente de lojas de aqudrio. Apds serem trazidos para o laboratério, os
animais foram anestesiados com benzocaina (100 mg/L de agua) e decapitados, sendo entdo
retiradas as visceras (somatdrio de todo trato digestivo, coragdo, rins e gonadas) para

homogeneizacao.

3.2 Reagentes

Acetato de chumbo [Pb(CH3COQO), 3H,0], cloreto de caddmio (CdCl, 5H,0), sulfato
de ferro (FeO4S 7 H,0), cloreto de cobre (CuCl,), carbaril (CAS number 63-25-2), clorpirifos
(CAS number 2921-88-2), acido iodoacético (sal sédico). Acetiltiocolina iodada,
feniltioacetato, 5,5’-ditiobis(acido 2-nitrobenzéico ) (DTNB), tris(hidroximetil)aminometano
(TRIS), albumina de soro bovino, reagente de bradford, acrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida, acetato de 1-naftil, acetato de 2-naftill, fast blue RR salt, persulfato de
amonio, N,N,N’,N’-tetrametilotilenodiamino (TEMED), etanol, n-propanol, foram todos

obtidos de Sigma-Aldrich.

3.3 Processamento das amostras, analise das esterases e quantificacao de proteinas

As visceras dos animais foram homogeneizadas na propor¢do 1:4 (m/v) de tampao
Tris 0,1 mol/L, pH 8,0 e centrifugados por 30 minutos a 9168 x g, a 4 °C. A fragdo

sobrenadante foi coletada e congelada a — 80 °C.

A atividade das esterases foi medida e caracterizada segundo a metodologia descrita

por Ellman et al. (1961), medindo-se, em espectrofotdmetro, a formagao do produto derivado
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da reacdo entre o composto tidlico produzido pela acdo da enzima sobre o substrato, e o
ditionitrobenzeno (DTNB), em 412 nm, a 25 °C. Iodeto de acetiltiocolina e feniltioacetato

foram utilizados como substrato da AChE e CbE, respectivamente.

A quantificag@o de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976). O reagente
de Bradford contém o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em solu¢do dcida, este ao se
ligar as proteinas forma um complexo anidnico estdvel, 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 concentragdo conhecidos, fornecem a concentragdo da proteina em

estudo.

3.4 Estudos in vitro

3.4.1 Padronizacao dos ensaios das esterases

As melhores condi¢des de ensaio para a AChE e CbE foram padronizadas,
primeiramente determinando-se a melhor concentracdo de substrato, acetiltiocolina e
feniltioacetato, através de experimentos em que foram testadas concentracdes crescentes de
iodeto de acetiltiocolina, 0,5 a 50,0 mmol/L (AChE) e feniltioacetato, 1,0 a 15,0 mmol/L
(CbE). Posteriormente foram realizados testes para determinar o volume de amostra mais
apropriado para os ensaios, variando-se o volume de amostra de 1,0 a 30,0 uLL para ambas as
enzimas. Um teste para se verificar a estabilidade da atividade enzimdtica ao longo do tempo
também foi realizado, onde os extratos protéicos foram incubados a 37 °C por 120 minutos. A

cada 15 minutos procedeu-se a medida, em espectrofotometro da atividade enzimatica.
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3.4.2 Inibicao das esterases de D. rerio pelos metais, iodoacetamida e praguicidas

carbamato e organofosforado

Estudos de inibicdo in vitro das esterases foram realizados incubando os extratos
protéicos com concentragdes crescentes dos sais dos metais cobre, ferro, chumbo e cadmio,

do alquilante iodoacetamida, do pesticida CM carbaril e do pesticida OP clorpirifos.

Uma solucao estoque de 100 mmol/L. de cada um dos metais e da iodoacetamida foi
preparada em dgua destilada e, a partir desta, diluida em 100 pL. de volume final de amostra
nas concentragdes de 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 e 20,00 mmol/L. A solugdo estoque dos
praguicidas foi preparada em etanol e igualmente diluida nas amostras em concentracdes

finais de 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00 mmol/L.

ApOs a adicao dos tratamentos, as amostras permaneceram incubando por 30 minutos
a temperatura ambiente, quando entdo foi efetuada a medida da atividade enzimadtica das
esterases conforme descrito no item 3.2. Os tratamentos foram realizados em trés réplicas,

sendo que a atividade das esterases foi medida em duplicata em cada uma das réplicas.

3.4.3 Estudo da reativacao das enzimas inibidas por diluicdo e determinacio do tipo de

inibicao

Inibidores reversiveis t€ém seu potencial inibitério aumentado quando presentes em
altas concentracdes, o que favorece uma alta taxa de interacdo do inibidor com a proteina.
Quando diluidos, se a interacao for fraca, pode ser desfeita devido a dispersdao do inibidor na
solugdo. Com o intuito de verificar se as inibi¢cOes observadas nas atividades das esterases sdo
reversiveis ou irreversiveis, apds incubacdo dos extratos protéicos com metais em
concentracdes que causem a inibi¢dao das enzimas, os mesmos foram diluidos em 30 volumes
de tampao de homogeneizacdo de amostra. A atividade enzimadtica foi entdo novamente
medida com volumes proporcionais a dilui¢do, para se verificar se a atividade da enzima

aumentou apo6s a diluigdo.
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Para a determinagdo do tipo de inibi¢do sofrida por cada um dos metais na enzima
AChE, os extratos foram incubados por 30 minutos na presenca dos metais nas concentragoes
de 10,0 e 20,0 mM e na auséncia dos mesmos para composi¢ao do grupo controle. A atividade
da AChE foi entdo medida utilizando concentragdes crescentes de acetiltiocolina de 0,1; 0,25;
0,50; 0,75 e 1,00 mM e esses dados utilizados para a constru¢do do grafico do duplo-
reciproco. Esses graficos, comparados com dados encontrados na literatura, podem nos

fornecer o tipo de inibicao enzimadtica causada pelos metais.

3.4.4 Estudo das esterases por eletroforese em géis de poliacrilamida nao desnaturante

Para determinar se as inibi¢des observadas ndo se deram em fun¢do da interferéncia do
excesso de metal no meio de reacdo que reagem com 0s substratos usados na metodologia,
estudos adicionais foram feitos usando-se a avaliagdo da inibi¢do da atividade enzimaética de
esterases através de géis de poliacrilamida e visualizacdo de zimogramas. Adicionalmente,
essa técnica permite também evidenciar o efeito reativador da enzima apds diluicao, visto que
uma vez presente no gel, as proteinas inibidas pelo metal sdo diluidas em 1,5 L de tampao, o
que poderia desfavorecer a interagdo dos metais com a enzima com possibilidade, portanto, de
sua reativagao.

As esterases sdo capazes de hidrolisar uma ampla variedade de substratos in vitro, o
que possibilita os estudos por meio de eletroforese em gel. Entretanto, devido a grande
variabilidade de formas, com diferentes padrdes de separacdo em eletroforese apresentada por
distintas espécies animais, faz-se necessdria uma otimiza¢cdo dos métodos de eletroforese para
visualiza¢do adequada de bandas esterdsicas em zebrafish.

Inicialmente, foram testadas condicdes ja estabelecidas para outros grupos animais em
nosso laboratério. As condicdes eletroforéticas que se apresentaram mais adequadas para
girinos, tildpias, cascudos e camardes foram utilizando 10% de ligacdes cruzadas no gel, e as
propor¢des e compostos adotados ao final das adequacdes na preparacdo dos géis encontram-
se na Tabela 1. Optou-se pela escolha de um gel ndo desnaturante para que fossem mantidas

as propriedades estruturais das proteinas evitando a perda da atividade das enzimas.
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TABELA 1 - Composicdo do gel de poliacrilamida 10%, ndo desnaturante.

Solugdo Volume
Agua bidestilada 20,00 mL
Solugdo a’ (Acrilamida/ Bisacrilamida 30g/1,6g em 100 mL) 16,50 mL
Tampao B (Tris 1,5 mol/L pH 8,8) 12,50 mL
Persulfato de Amonio a 2% 0,80 mL
TEMED 50,00 pL
Volume Total 50,00 mL

As amostras foram preparadas diluindo-se 4 pL de extrato protéico, obtido conforme
citado anteriormente na preparacdo das amostras, em 46 pL. de tampao de amostra 0,1 mol/L
pH 8,8 (contendo 0,7 mL de tampao Tris 1,5 mol/L, 1,3 mL de glicerol a 87%, 8mL de dgua
bidestilada e 0,5 mL de azul de bromofenol a 0,1%).

Apds a montagem da cuba e polimerizacido do gel o tampdo de corrida (Tris-Glicina
0,1 mol/L pH 8,3) foi adicionado, e posteriormente as amostras diluidas foram aplicadas no
gel. O tempo de corrida ficou estabelecido em cinco horas de duragdo e voltagem constante de
180 V, corrente elétrica de 600 mA e 300 W de poténcia.

Finalizada a corrida de eletroforese, o gel foi retirado das placas e transferido para um
recipiente contendo solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1 mol/L pH 6,2. Permanecendo em
pré-incubacio durante 30 minutos. Ao término desta, o gel foi submetido a coloragdo durante
uma hora numa solugdo corante para esterases contendo 60 mg de Fast Blue RR salt diluidos
em 50 mL de tampao fosfato e 5 mL de n- propanol, e 20 mg de a- naftil acetato e 15 mg de
- naftil acetato diluidos em 0,5 mL de acetona.

Os isomeros o- naftil e B- naftil funcionam como substrato para as enzimas. O Fast
Blue une-se ao produto da reacdo das esterases (o ou - naftol) formando um precipitado que
€ visualizado no caso das esterases com afinidade pelo a- naftil acetato como bandas pretas
sobre o gel, e no caso das esterases com afinidade pelo B- naftil acetato como bandas
vermelhas. O propanol adicionado melhora a visualizagdo das bandas no gel.

Ao término da coloracdo a solugdo corante foi substituida por 50 mL de solucdo
descorante conservante por 24 horas. As proporcdes dos compostos utilizados na preparacao

da solugdo descorante se encontram na Tabela 2.



TABELA 2 - Composicdo da solugdo descorante para gel de poliacrilamida.

Solugdo Volume (mL)
Agua destilada 635
Acido acético 100
Etanol comercial 250
Glicerol 15
Volume Total 1.000

3.5 Estudos in vivo
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Para os estudos de inibi¢do das esterases in vivo pelos metais, os organismos foram

expostos por dois e sete dias a duas concentragdes de Pb e Fe (0,1 e 0,5 mg/L) e a duas

concentracdoes de Cd e Cu (0,02 e 0,06 mg/L). Foram utilizados 54 peixes para cada

exposi¢ao, sendo que para cada tempo de exposicao (2 e 7 dias) foram coletados nove animais

controle e nove animais expostos a cada uma das concentracdes do metal (Figura 2).

Controle Concentracio 1 Concentracio 2 Controle Concentracio 1 Concentracio 2
Controle Concentracio 1 Concentracio 2 Controle Concentracio 1 Concentracio 2
Controle Concentraciio 1 Concentracio 2 Controle Concentracdo 1 Concentracio 2
( J
Y Y
2 dias 7 dias

Figura 2 - Esquema da montagem dos experimentos de exposi¢ao in vivo.

Os experimentos foram realizados em aqudrios de 1,5 L, com aeracdo constante e

alimento oferecido diariamente (Figura 3). A 4dgua e os tratamentos foram trocados a cada trés

dias. A 4gua contaminada foi armazenada em galdes de 20 L e posteriormente tratada em

filtro de carvao ativado, para posterior descarte na rede de esgotos.
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Figura 3 - Fotos da montagem dos experimentos de exposi¢ao in vivo aos metais.

Ap6s os referidos tempos de exposicdo, os animais foram coletados, anestesiados com
benzocaina e decapitados. As visceras foram retiradas e posteriormente processadas e
congeladas conforme descrito no item 3.2. Na tabela 3 encontram-se os dados de peso e

tamanho dos peixes utilizados em todos 0s experimentos.

TABELA 3 - Peso e tamanho dos peixes utilizados nas exposi¢des in vivo de 2 e 7 dias.

Experimento  Tamanho (cm) £ desvio Peso (g) + desvio
Chumbo 4,035 + 0,387 1,245 + 0,320
Cédmio 5,277 £ 0,510 2,615 + 0,680

Ferro 3,750 £ 0,261 0,823 £ 0,189

Cobre 3,801 £0,318 1,056 + 0,208
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3.6 Analise estatistica dos dados

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas com o programa STATISTICA 7
(StatSoft, Inc.). Foram testadas as diferencas estatisticas entre o grupo controle e as
concentracdes utilizadas, nos diferentes tempos de exposi¢do testados. Para avaliar a
distribuicdo dos dados ao longo da curva de normalidade e varidncia foram utilizados,
respectivamente, os testes de Shapiro-Wilk’s W e Cochran. Resultados com p > 0,05, em
ambos os testes realizados, foram considerados de distribuicdo normal e varidncia
homogénea, sendo assim, dados paramétricos. Para identificar possiveis diferengas estatisticas
entre os grupos controle e expostos, realizou-se um teste estatistico do tipo ANOVA One-
Way para dados paramétricos e Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos, onde os dados
que apresentaram p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Como teste
posterior foi utilizado teste de Fisher LSD, onde € apontado em entre quais grupos existe a

diferenca estatistica indicada pelo teste de ANOVA (ZAR, 1984).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos irn vitro

4.1.1 Padronizacao dos ensaios das esterases

No intuito de caracterizar a atividade das enzimas AChE e CbE, antes dos
experimentos de inibi¢do in vitro e in vivo utilizando as visceras de D. rerio, uma série de
testes foram realizados para otimizar os ensaios enzimdticos. Estes testes podem ser tteis para
o entendimento de respostas encontradas nos experimentos realizados em seguida.
Primeiramente, foram testados variagdes da concentracdo de substrato, acetiltiocolina e
feniltioacetato, para determinacdo da concentracdo em que as enzimas apresentam maior
atividade. A figura 4 mostra o grafico da variacdo da concentracdo de substrato da AChE,
onde é possivel observar que o miximo da atividade enzimdtica é obtido entre 1,0 e 10,0
mmol/L de acetiltiocolina. Em concentracdes de substrato superiores a 10 mmol/L a atividade
da enzima tem um decréscimo. Isso ocorre em determinadas espécies e pode ser atribuido ao
fato de o proprio substrato funcionar como um inibidor alostérico da enzima, em altas
concentracdes. Comportamento semelhante a este ja foi descrito anteriormente por Monserrat,
Bianchini e Bainy (2002) em branquias de Crassostrea rhizophorae, por Bonacci et al. (2008)
ao analisar branquias de Pecten jacobaeus e Galloway et al. (2002) em Mytilus edulis, onde
em concentracdes maiores que 3,7 mM, 3,0 mM e 10 mM de acetiltiocolina, respectivamente,

a atividade da AChE € inibida.

Figura 4 - Gréfico da variagdo da concentragdo de substrato para AChE.
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O mesmo teste foi realizado para a CbE, porém ndo ha representagdo grafica dos
resultados, pois com a concentracdo de 5,0 mmol/L a enzima ja atingiu a saturacdo, tornando
o composto de um amarelo muito intenso o que impediu a visualizacdo grafica.
Comportamento semelhante foi observado quando variou-se o volume da amostra, em
volumes maiores que 1 uLL de amostra a enzima atingiu a saturacdo. Assim ficou estabelecido
a concentragdo de 4,5 mmol/L de feniltioacetato e 1 uL de amostra (10 uL amostra diluidos

em 90 uL de tampao Tris 0,1 mmol/L pH 8,0) para os ensaios da CbE.

Para a AChE, o resultado da variacdo do volume de amostra no ensaio pode ser
observada na figura 5. O maximo da atividade da enzima € obtido com 10 puL. de amostra. O
decaimento na atividade da enzima em quantidades muito grandes de amostras se d4 porque a
concentracdo da enzima seria muito alta. Assim, ao se adicionar essa quantidade alta de
enzima no meio de reagcdo, o consumo de substrato e a formacao do produto se da de forma
muito ripida, ndo dando tempo de se observar a cinética de variacdo da absorbancia no

equipamento.

Figura 5 - Efeito de diferentes volumes de amostra na atividade da AChE em visceras de zebrafish (D. rerio).

Uma vez padronizados os volumes de amostras e concentracdes de substrato para cada
enzima, o proximo passo seria a incubacdo dos extratos protéicos com os metais, com O
intuito de verificar se os mesmos sdo capazes de inibir as esterases in vitro. Esse
procedimento exige que os extratos fiquem na presenca do metal adicionado por certos
periodos de tempo e numa determinada temperatura, neste trabalho fixados em 30 minutos € a
37 °C, assim possibilitando a interacdo dos mesmos com as enzimas num tempo suficiente
para causar algum efeito. Entretanto, sabe-se que muitas enzimas perdem sua atividade ao

longo do tempo, seja por processos de desnaturacdo ou ac¢do de proteases presentes no extrato.
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Muitos inibidores de proteases como o PMSF e a leupeptina inibem serina hidrolases e,
portanto, afetam a atividade da AChE. Por isso ndo sdo usados inibidores de proteases durante
o processo de preparo das amostras para medida de esterases (VIOQUE-FERNANDEZ;
ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2007; LEITE et al., 2010).

Com o intuito de saber se o tempo de incubagdo a 37 °C influencia ou nao na perda da
atividade enzimatica, foi avaliada a atividade da AChE e da CbE de 15 em 15 minutos durante
120 minutos. A figura 6 mostra que a AChE e a CbE mantém sua atividade frente a
incubagdes de até 120 minutos. Essa estabilidade possibilita inferir que, uma eventual inibigdo
da enzima frente as incubacdes realizadas com os metais, é exclusivamente causada pelos

metais e nao pela perda de atividade ao longo do tempo.

Figura 6 - Grafico de estabilidade enzimatica da AChE e CbE ao longo do tempo.

De acordo com os dados de caracterizacdes obtidos pode-se afirmar que a espécie
escolhida para o presente estudo apresenta atividade significativa das enzimas estudadas, e

que as enzimas sao bastante estdveis para os testes de inibi¢ao.
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4.1.2 Testes de inibicao in vitro das esterases de D. rerio pelos metais, iodoacetamida e

praguicidas.

Estudos de inibicdo in vitro foram realizados no intuito de observar o efeito dos
diferentes metais diretamente nas enzimas. Extratos protéicos de visceras de D. rerio foram
incubados por 30 minutos com concentragdes crescentes de sais dos metais cobre, ferro,
chumbo e cddmio. Em seguida, as atividades da AChE e da CbE foram medidas conforme
descrito no item 3.2. De acordo com as figuras 7 e 8, observamos uma ligeira inibicdo da
atividade da AChE por todos metais até a concentragdo de 10 mmol/L de cada um dos metais.
A atividade da CbE ndo se mostrou inibida em nenhuma das incubacOes realizadas, exceto
para o cobre, nessa mesma concentracdo. Somente em concentragdes muito elevadas do metal
(20,0 mmol/L) a atividade da CbE apresentou-se inibida frente aos metais, demonstrando que
essa enzima apresenta uma sensibilidade menor a inibicdes frente aos metais, quando

comparada a AChE.

Figura 7 — Efeito in vitro de diferentes concentragdes de Fe e Cu na atividade da AChE e da CbE de visceras de
zebrafish (D. rerio).
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Figura 8 — Efeito in vitro de diferentes concentracdes de Cd e Pb na atividade da AChE e da CbE de visceras de
zebrafish (D. rerio).

Em contraste com o presente trabalho, em outros estudos com zebrafish
(SANT’ANNA et al., 2010), o Fe na concentracdo de 2,6 mM promoveu um aumento in vitro
significativo da atividade da AChE ap6s 10 minutos de incubagdo, no cérebro e no figado.
Esses autores sugerem que o aumento da AChE pelo Fe € devido a uma ac¢ado direta do metal
na enzima sem a influéncia de outros sistemas bioldgicos, visto que na concentragdo utilizada
a atividade da AChE foi afetada. A diminui¢cdo de atividade da AChE observada no presente
trabalho pode estar relacionada com a concentragdo, tempo de incubacao e diferenca de tecido
que foram utilizados.

Efeito semelhante ao observado no presente trabalho foi relatado por Najimi et al.
(1997) em mexilhdes Perna perna e Mytilus galloprovincialis, onde em concentracdo de 107
e 102 M de Fe, a atividade da AChE foi inibida. Segundo esse autor a reducgdo in vitro da
atividade da enzima pode ser explicada pela ligacdo dos metais a grupos funcionais da
proteina, como imidazol, sulfidril e grupos carboxila. O metal poderia se ligar a um sitio de
desativacdo da molécula, e essa ligacdo de cdtions metdlicos as enzimas poderia alterar sua
atividade, ndo somente inibindo, mas em certos casos estimulando a funcdo catalitica dessas
enzimas.

No presente trabalho o Cd inibiu a atividade da AChE em 100% na concentragao de
20 mM. A inibic¢ao in vitro pelo Cd ja foi observada anteriormente em diferentes tecidos de

Pecten jacobaeus, onde foram utilizadas concentracdes crescentes do metal de 10 a 10° mM
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(BONACCI et al., 2008). O mesmo efeito inibitorio também foi observado por Najimi et al.,
1997 em mexilhdes Perna perna e Mytilus galloprovincialis, quando expostos a concentracao
de 107 e 10” M de Cd, apresentou significativo decréscimo na atividade da AChE. Conforme
mencionado anteriormente, a hipétese para essa inibicdo € que o metal se ligaria a grupos
funcionais da proteina, alterando sua estrutura.

Na exposi¢cdo dos peixes ao Pb também € possivel observar uma alta sensibilidade da
AChE na concentracdo de 20 mM. Em contraste Richetti et al. (2010) demonstrou que em
concentracdes menores (75 nM a 250 uM), nao foram observados efeitos nessa enzima em
cérebro de zebrafish. Mais uma vez a diferenca na resposta observada no presente estudo pode
estar relaciona a concentracdo utilizada ou o tecido analisado.

O cobre foi o metal que apresentou menor efeito inibitério na atividade da AChE,
porém foi o tnico que foi capaz de inibir consideravelmente a CbE na concentracido de 10
mM. Por outro lado, Howcroft et al. (2011), utilizando Enchytraeus albidus observou que,
quando expostos a 25 uM de Cu, a atividade da AChE foi totalmente inibida. Najimi et al.
(1997) também observou diminui¢do na atividade da AChE em mexilhdes. Nossos dados
indicam uma maior resisténcia da AChE do zebrafish frente ao Cu em comparagio a outras
espécies ja estudadas.

No intuito de compreender melhor a acdo dos metais na AChE foram realizados testes
de inibicdo com diferentes concentragdes dos metais que causaram a inibicdo da enzima,
variando-se a concentrac¢io do substrato, de forma a obtermos dados cinéticos que plotados no
grafico do duplo-reciproco podem indicar o tipo de inibi¢do causada pelos metais (Figuras 9 e

10)
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Figura 9 - Gréfico do duplo-reciproco para inibi¢do da AChE pelo Cu e Fe.

33



34

Pb 1]
0,87
0,61 °* S/
0 10mM
0,41 20 mM
- —Linear (S/1)
2 0.2 —Linear (10 mM)
—Linear (20 mM)
r T T U T T 1
-12 -7 - 3 8 13
0,2
0,4
1/[S]
¢ SA
® 10mM
20 mM
— Linear (S/1)
—Linear (10 mM)
— Linear (20 mM)
-12 13
0,21
0,4-
1/[S]

Figura 10 - Grafico do duplo-reciproco para inibi¢do da AChE pelo Pb e Cd.

De acordo com dados cinéticos plotados em graficos de duplo-reciproco para cada um
dos metais analisados, observa-se que todos os inibidores apresentam tipo de inibi¢do mista.
Um inibidor (I) misto liga-se a um sitio distinto ao sitio ativo da enzima, porém podem ligar-
se tanto a enzima livre (E), formando o complexo EI, quanto ao complexo enzima-substrato

(ES), formando um complexo inativo EST (LEHNINGER, 2005). Inibidores do tipo misto sdo
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inibidores reversiveis, o que também explicaria o fato de a AChE , apds periodos mais
prolongados de exposicdo a alguns metais apresentar uma recuperacdo de sua atividade
(BAINY et al.,, 2006; RICHETTI et al., 2011).

Além disso, os dados de incubagdo in vitro de visceras de zebrafish pelos metais
(figura 8) e praguicidas (figura 12), foram utilizados para o calculo da ICsy, que € a

concentragdo do composto necessaria para causar 50% de inibi¢do da enzima (Tabela 4).

TABELA 4 - Valores de IC5y da AChE frente a exposicdes in vitro aos metais e praguicidas.

Composto I1Cs5¢ (mM)
Carbaril 0,045
Clorpirifos 1,423
Céadmio 10,317
Cobre 55,783
Ferro 22,151
Chumbo 12,627

Quando comparamos os diferentes graficos de inibicdo da AChE e da CbE pelos
metais nas mesmas concentracdes e os valores de ICsy apresentados na tabela 4, verificamos
que todos os metais apresentaram um perfil muito similar de efeito, sem haver discrepancias
no grau de inibi¢do das enzimas, com uma ligeira excecdo talvez para o cobre, 0 que nos leva
a pensar que o mecanismo geral de inibicdo das esterases parece ser muito similar, para os
diferentes metais. Dessa forma, tem-se a impressdo de que o mecanismo de inibi¢ado possa ser
mais em fun¢do de um efeito desnaturador do metal na enzima do que propriamente a ligacao
dos metais em sitios alvo especificos da enzima, causando a perda de sua atividade. Fosse
assim, possivelmente terifamos um perfil de inibi¢ao diferente para cada metal, em funcdo das
diferentes propriedades fisico-quimicas de cada metal, gerando diferentes graus de interagdo
com as enzimas.

Além disso, observando o perfil de inibicdo das esterases pelos praguicidas OP e CM
(Figura 11), assim como seus valores de 1Csp, nota-se que ambos sdo capazes de inibir as duas
esterases em concentragcdes muito menores do que os metais, visto que ambas as enzimas sao
100% inibidas com 10 mM de qualquer um dos compostos. Este resultado fortalece a idéia de

que o efeito inibitério direto dos metais parece ser mais devido a desnaturaciao da enzima.
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Figura 11 - Efeito in vitro do clorpirifos (OP) e do carbaril (CM) na atividade da AChE e CbE em visceras de D.
rerio.

Apesar disso, alguns autores sugerem que possa haver sim um efeito inibidor dos
metais na atividade de esterases em func¢do da presenca possivel de residuos de cisteina
proximos ao sitio ativo da enzima (KEAY, CROOK, 1965; FRASCO et al., 2007; VAN
ASSCHE, CLIJSTERS, 1990). Sabe-se que metais podem se ligar a grupamento tidis de
proteinas (DICKENS, 1933), assim a ligacdo de metal a cisteinas proximas ao sitio ativo de
uma esterase poderia dificultar o encaixe do substrato na enzima, resultando assim numa
menor atividade enzimatica. Em face dessa hipotese, extratos protéicos das visceras do
zebrafish foram também incubados por 30 e 60 minutos com diferentes concentracdes de
acido iodoacético, um reagente amplamente utilizado em bioquimica para bloquear residuos
tidlicos de proteinas. A iodoacetamida é um agente alquilante que inibe irreversivelmente a
atividade catalitica de algumas enzimas por modificar cadeias laterais de cisteina e de outros
aminodcidos (STRYER, 1992). Se é verdade que os metais interagem com residuos de
cisteinas préximos ao sitio ativo das enzimas em estudo, o 4cido iodoacético deveria um
efeito similar.

E possivel observar na figura 12 que ndo h4 efeitos do 4cido iodoacético na atividade
da AChE e CbE, o que nao indicaria a presenca de cisteinas proéximas ao sitio ativo das

enzimas de forma a causar uma possivel inibicdo da mesma pela interagcdo com os metais.
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Figura 12 - Efeito in vitro de diferentes concentracdes de Acido Iodoacético na atividade da AChE e CbE em D.
rerio em incubagdo de 30 e 60 minutos.

Dessa forma reforca-se a hipétese de que o mecanismo de inibicdo das esterases pelos
metais possa ser mais em funcdo de um efeito desnaturador do metal na enzima do que sua a

ligacdo em sitios alvo especificos da enzima, causando a perda de sua atividade.

4.1.3 Estudo das esterases por eletroforese em géis de poliacrilamida nao desnaturante

Outro ponto deve ser considerado em estudos de inibi¢do in vitro de esterases por
metais, principalmente quando se utiliza o método de Ellman para determina¢do da atividade
dessas enzimas. Na reacdo de Ellman, a acetiltiocolina (ATCh) € usada como substrato para a
AChE, que a hidrolisa em acetato e tiocolina (TCh). A TCh entdo reage com o DTNB para
formar uma mistura de um dissulfeto e o croméforo amarelo, acido 5-tio-2-nitrobenzoico
(TNB), e é essa formacao de cor que € monitorada por espectrofotdmetro em 412 nm. Metais
tém alta afinidade por grupamentos tiol e podem interferir na reacdo descrita, j& que podem
reagir com grupos tiol da TCh e/ou do TNB. Essas interferéncias podem ser significativas,
uma vez que contribuem para a diminui¢do da coloragdo amarela, o que pode ser
erroneamente interpretado por uma inibicao enzimatica (FRASCO et al., 2005).

Para confirmar que as inibi¢des das esterases foram ocasionadas pelos metais e ndo
devido a interacdo do metal com os reagentes do ensaio, a atividade das esterases das visceras

de zebrafish incubadas com os metais foram também avaliadas através de zimogramas, ou
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seja, através da visualizac@o de bandas esterdsicas das amostras em géis de poliacrilamida nao
desnaturante, e posterior coloracdo com substratos das enzimas;

O estudo da inibi¢do in vitro das esterases em géis de poliacrilamida apresentou
resultado semelhante ao observado no estudo de cinética enzimética por espectrofotometria
(Figura 18). O desaparecimento de bandas, que evidenciaria a inibicdo de esterases foi mais

fortemente observado nos zimogramas dos metais Pb e Cd, corroborando os dados de inibicao

analisados por espectrofotometria.

Cu Fe

000mM 001mM 010mM 1.00mM 10.00mM 20.00mM

Figura 13 - Zimogramas mostrando bandas esterdsicas de extratos protéicos D. rerio incubados com diferentes
concentragdes de Cu, Fe, Pb e Cd.

Ao observar o desaparecimento de bandas dos extratos tratados com metais € possivel
observar que a inibicdo foi realmente causada pelo metal, visto que, no gel ndo ocorre a
interferéncia de compostos que podem reagir com os metais. Porém, novamente, somente em
concentracdes muito elevadas dos metais é possivel observar a inibicdo das esterases pelos

mesmos.
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4.1.4 Estudos de inibicao por metais e reativacio enzimatica por diluicao

O presente experimento foi feito com o intuito de verificar se o grau de interacdo do
metal com a enzima influencia na taxa de inibicio da mesma. E possivel que a inibicdo da
enzima pelos elementos testados seja devida a uma ligacao reversivel do metal a enzima, dada
a grande concentracdo de metal necessdria para inibir a enzima. Assim, em concentracdes
mais baixas, o metal poderia em tese ser menos forcado a interagir com a enzima e se
dissociaria da mesma. Caso isso ocorra, ao se diluir uma amostra previamente inibida em 30
vezes o volume do tampdo, seria de se esperar que o metal se dissociasse da enzima e
verificarfamos uma reativacdo da mesma, similar ao que acontece com muitos praguicidas
carbamatos (VIOQUE-FERNANDEZ; ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2007).

Como se pode observar (Figura 19), ndo houve efeito de reativagdo da enzima apds a
diluicdo, indicando que uma vez ocorrida a inibicao, ela é estavel. Estes dados podem ser
contraditérios com a defini¢do para um inibidor misto reversivel. Porém, apesar de ndo termos
observados reversdo da inibicdo pelos metais no teste, pode ser que isso seja devido a uma
interacao mais forte entre o metal e a enzima, o que resultaria em um tempo maior necessario

para que ocorra a reversio (VIOQUE-FERNANDEZ; ALMEIDA; LOPEZ-BAREA, 2007).

Figura 14 - Efeito da diluicdo da AChE previamente incubada com os metais, em 30 vezes o volume de tampao
de amostra.

Além disso, novamente ressaltamos nossa hipétese principal, de que € possivel que a
inibicao tenha se dado por desnaturagdo da proteina, devido a interacdes iOnicas entre o metal

e cargas de cadeias laterais de aminodcidos da enzima. Uma vez desnaturada a enzima, a
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mesma nio consegue se renaturar no teste e fica permanentemente inativa, mesmo que a

diluicdo diminua drasticamente a interacdo do metal com a proteina.

4.2 Exposicoes in vivo

Com o objetivo agora de verificar o efeito in vivo dos metais na atividade da AChE e
da CbE, foram realizadas exposi¢des controladas por dois e sete dias dos peixes aos metais.
A figura 15 mostra os valores de atividade especifica da AChE e CbE nos diferentes tempos
de exposicdo ao chumbo. A atividade da AChE foi inibida pelo chumbo na maior
concentragdo (0,5 mg/L) em ambos os tempos de exposi¢do. No entanto, a atividade da CbE
ndo apresentou diferenca em nenhum dos tratamentos e dos tempos testados.

A exposicdo controlada ao ferro nio apresentou efeito na atividade da AChE e da CbE
em nenhuma das concentragdes ou tempo de exposi¢ao testados (Figura 15). Observa-se que a
atividade da AChE apresentou uma tendéncia de aumento, mas que ndo foi estatisticamente
significante, na concentracao de 0,5 mg/L em sete dias de exposi¢ao.

Na exposicdo ao cddmio, em dois dias de exposicao a atividade da AChE apresenta
um ligeiro aumento, porém nao foi estatisticamente significativo. Ap0s sete dias de exposi¢ao,
a atividade da AChE apresentou significativo decréscimo para as duas concentracdes testadas,
em relacdo ao grupo controle (Figura 16).

O dltimo experimento realizado foi o de exposicdo ao cobre. E possivel observar que
em dois dias de exposi¢ao a concentracdo de 0,06 mg/L promoveu um efeito estimulador na
atividade da AChE, enquanto a CbE foi inibida na mesma concentragdo testada. Apds sete
dias exposicdo, somente a CbE mostrou-se inibida em ambas as concentragdes testadas

(Figura 16).
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Figura 15 - Atividade da AChE e da CbE em visceras de zebrafish (D. rerio) expostos a 0,1 e 0,5 mg/L de
chumbo e ferro por 2 e 7 dias. “B” e “b” indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo controle “A”

[79%1]

€ a

Figura 16 - Atividade da AChE e da CbE em visceras de zebrafish (D. rerio) expostos a 0,02 e 0,06 mg/L de
cddmio e cobre por 2 e 7 dias. “B” e “b” indicam diferenca estatistica (p<0,05) em relacio ao grupo controle “A”

[73%1]

€ a.
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As respostas do efeito do Pb na AChE obtidas no presente trabalho estdo de acordo
com Richetti et al. (2011), que observou em 24 horas de exposi¢do a acetato de chumbo (20
ug/L) que atividade da AChE em cérebro de zebrafish também foi inibida, porém sendo
progressivamente restaurada apds 96 horas de exposicdo e totalmente restaurada apés 30 dias
de exposic¢ao.

Em um estudo anterior, utilizando cérebro de D. rerio expostos a 1, 15 e 150 mg/L de
Fe por 24 horas, Sant’anna et al. (2010), ndo observou diferenca na atividade da AChE. Em
figado da mesma espécie, nas concentragdes de 15 e 150 mg/L. 0 mesmo autor observou um
aumento na atividade da AChE. Mais uma vez observamos diferentes respostas, em um
mesmo organismo-teste, a uma mesma exposi¢cdo. No presente trabalho testamos somente
visceras de zebrafish, e em concentracdes menores que as utilizados no trabalho citado,
talvez, por esse motivo os resultados obtidos foram diferentes. Em concordancia com o
presente trabalho, onde ndo houve efeito do Fe sobre a AChE, Bainy et al. (2006) também nao
observou nenhum efeito do Fe em glandula digestiva de Perna perna expostos por 12, 24, 72
e 120 horas na concentragdo de 500 mg/L de ferro.

A tendéncia de aumento na atividade da AChE em exposicio ao Cd ji foi
anteriormente relatada por Bainy et. al. (2006), em mexilhdes expostos a concentracdo de 200
mg/L. de Cd por 72 horas. Comportamento semelhante ao observado no presente trabalho,
onde em sete dias de exposi¢do ao Cd houve um decréscimo na atividade da AChE, também
foi observado por Pretto et al. (2009), em peixes da espécie Rhamdia quelen expostos a
concentracoes de 0,236 e 0,414 mg/L de Cd por 14 dias. No entanto, Richetti et al. (2011), em
estudo utilizando zebrafish expostos a 0,1 mg/L de acetato de cddmio, ndo observou
mudancas na atividade da AChE apds 24 horas, 96 horas e em 30 dias de exposicao.

A tendéncia de aumento na atividade da AChE em exposicdes curtas, e conseqiiente
inibicdo em tempos mais longos de exposicdo pode indicar que € verdadeira a hipdtese de
Bainy et al. (2006), de que os metais se ligariam aos receptores da acetilcolina, impedindo a
ligacdo da mesma ao receptor. Dessa forma, a acetilcolina se acumularia causando um
aumento da AChE afim de degradar o excesso do neurotransmissor. Com o tempo, apds efeito
prolongado dos metais nos receptores, menos acetilcolina é produzida, causando diminui¢ao
progressiva da AChE. Entretanto, essa hipétese ainda permanece por ser testada e
comprovada.

O mesmo comportamento foi obtido no presente trabalho apds dois dias de exposi¢ao
ao Cu, onde a atividade da AChE foi maior, porém em sete dias de exposi¢do ndo foi

observado nenhum efeito. Em contraste Romani et al. (2003), observou um aumento da AChE
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em cérebro (concentracdo de 0,5 mg/L) e misculo (concentracdo de 0,1 e 0,5 mg/L) de
Sparus auratus em 20 dias de exposi¢do e atribuiu esse aumento ao fato de que o metal
poderia promover um aumento na formac¢do do complexo enzima-substrato, aumentando a
atividade da AChE.

Os animais expostos ao Cu foram os tUnicos que apresentaram uma alteracdo na
atividade da CbE. Estudos utilizando essa enzima nao sao muito abundantes na literatura, € na
presenca de metais, praticamente inexistentes. Mais estudos sd@o necessdrios para explicar essa

toxicidade especifica do Cu para a CbE.

4.3 Discussao integrada dos resultados in vitro e in vivo.

De acordo com os dados obtidos, nas exposicdes in vitro € in vivo a diferentes metais,
¢ possivel afirmar que a inibi¢do in vivo de esterases por metais possivelmente se da devido a
alteragdes fisioldgicas nos animais, que culminam no decréscimo da atividade enzimatica, e
nio via um mecanismo direto de acdo do metal na enzima. Isto porque a inibicao direta da
enzima pelos metais necessita de concentracdes muito elevadas do metal em contato com a
enzima, concentragdes essas que dificilmente seriam encontradas em ambientes aquéticos,
muito menos nas fendas sindpticas do sistema nervoso dos animais, apds sua absor¢do pelos
peixes. Mesmo que sejam ambientes altamente contaminados, hd que se considerar uma alta
taxa de absorc¢do e distribui¢do dos metais pelos tecidos, para que cheguem ao tecido nervoso
e nas sinapses, considerando a AChE, que foi a enzima mais afetada. Chegar nesse local e em

concentragdes de 10 ou 20 mmol/L é bastante improvéavel.

No entanto, em estudos ambientais que utilizam esterases como biomarcadores de
contaminagdo especificos, principalmente por compostos OP e CM, deve-se considerar o
efeito que metais podem ter sobre essas enzimas. Observamos efeitos distintos dependendo do
metal e da concentragao utilizada, porém praticamente todos os metais causaram algum efeito

sobre as esterases analisadas.

A AChE mostrou-se mais sensivel a esse efeito dos metais, enquanto a CbE somente
foi afetada pela exposicdo ao Cu. Com base nesse resultado, podemos sugerir que
possivelmente a CbE seja uma enzima mais fiel a exposicao aos praguicidas, visto que, nos
testes realizados in vitro a esses praguicidas, ela teve sua atividade consideravelmente inibida

pelo carbaril e clorpirifos.
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Inicialmente, nesse trabalho, foram levantadas algumas hipéteses para tentar inferir
possiveis mecanismos que alteram as esterases na presenca de metais. Apesar de ndo ser
possivel ainda afirmar como ocorrem essas modificacdes, € possivel propor que, in vitro,
possivelmente os metais promovem uma desnaturacdo da proteina, mudando sua conformagao
e entdo, causando os efeitos observados no presente trabalho. Porém provavelmente esse
mecanismo ndo reflete o efeito in vivo, devido a necessidade de grandes concentracdes do
metal para causar esse efeito. In vivo, as alteracdes ocasionadas pelos metais seriam, portanto,
mais devido a efeitos na fisiologia dos animais que culminariam numa diminui¢do da
atividade enzimdtica. Também € possivel afirmar que os metais ndo alteram as esterases
através da ligacdo em residuos de aminodcidos proximos ao sitio ativo da enzima, uma vez

que o tratamento com 4cido iodoacético ndo apresentou efeito.
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5 CONCLUSOES

- Condigdes oOtimas para o ensaio da AChE e CbE, para a espécie D. rerio, foram
estabelecidas. Para a AChE, a concentragdo de 10 mmol/L de acetiltiocolina e 10 puL de
amostra. Para a CbE, a concentracdo de 4,5 mmol/L de feniltioacetato e 1 puL. de amostra,
foram as melhores condi¢des para determinar, espectrofotometricamente, a atividades das

enzimas.

- Em testes de inibi¢do in vitro, a atividade das esterases foi inibida pelos metais cobre, ferro,
chumbo e cddmio somente em concentracdes muito elevadas (10 a 20 mmol/L). Dessa forma
podemos concluir que os metais ndo afetam diretamente a atividade das esterases em
concentracoes ambientalmente relevantes, visto que somente em altas concentragdes foram

capazes de inibir essas enzimas.

- Nao h4 efeitos do Acido Iodoacético na atividade da AChE e CbE, o que ndo indicaria a
presenca de cisteinas proximas ao sitio ativo das enzimas de forma a causar uma possivel

inibi¢do da mesma pelos metais.

- Nao foi observado efeito de reativacdo da enzima apds a dilui¢do, indicando que uma vez

ocorrida a inibigdo, ela € estivel.

- Os metais Pb, Cu e Cd afetam significativamente a atividade da AChE in vivo.

- A atividade da AChE e da CbE ndo foi afetada pela exposicio ao Fe em nenhuma das

concentracdes ou tempo de exposi¢ao testados.

- Em nenhum dos tempos e concentragdes testadas nas exposi¢oes in vivo ao Pb e Cd, a
atividade da CbE foi afetada. Somente na exposi¢dao ao Cu a atividade da CbE foi inibida nos

dois tempos de exposi¢ao testados.

- A AChE foi afetada pela maioria dos metais testados, enquanto a CbE somente foi inibida

pelo Cu. Nas exposicoes in vitro aos praguicidas a CbE apresentou uma alta sensibilidade.
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Esse resultado indicaria a CbE como uma enzima mais fiel a exposi¢do do zebrafish a

praguicidas, do que a AChE.

- Esses resultados indicam que os metais alteram significativamente esterases em zebrafish, e
devem ser considerados em estudos de monitoramento ambiental que utilizam a inibi¢do de

esterases como biomarcadores de exposi¢do a OP e CM.
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