15/06/2011

EFEITQ.“IN VITRO” DE POLUENTES DE ORIGEM AGRICOLA SOBRE A FOSFATASE ACIDA
DE MICROCRUSTACEOS E PEIXES

Miriam Dantzger’, Darlene D. Dantzger’, Hiroshi Aoyama’, Claudio M. Jonsson?

11B/Unicamp - Instituto de Biologia - Universidade Estadual de Campinas. 2Embrapa Meio Ambiente

INTRODUGAO

O ingresso de agentes quimicos em compartimentos ambientais a partir de
atividades agricolas representam uma ameaga para a biota aquatica e seus
sistemas bioquimicos. Entre estes ultimos, as fosfatases acidas fazem parte em
processos autofagil igesti na de fosfatos orgénicos, na
sinalizagdo celular e em outras rotas metabdlicas. Os testes in vitro sdo uteis
para gerar hipdteses sobre o mecanismo de agdo de agentes toxicos, para
comparar a magnitude do efeito entre estes, e servem como uma ferramenta
promissoria para fins de analise semiquantitativa.

OBJETIVO: Estudar o efeito inibitorio de quatro agroquimicos (acefato,

i e idofés) e de trés metais sobre a fosfatase acida
extraida do microcrustdceo Daphnia similis e do figado do peixe Metynnis
argentus (pacu-prata).

Fig. 1. Daphnia similis

Fig. 2. Metynnis argenteus

MATERIAIS E METODOS

Organismos e condi¢Bes de criagdo:

D. similis: Foi cultivada em &gua reconstituida (Hosokawa et al. 1991)
adicionada de micronutrientes (Elendt e Bias 1990) e mantida a 20 + 2°C.
Foram alimentadas com suspensdo de algas cloroficeas Pseudokirchneriella
subcapitata e Chlorella pyrenoidosa.

M. argenteus: Animais pesando em media 5 g foram adquiridos de um
fornecedor local e mantidos na temperatura de 26 - 29°C . As caracteristicas
fisico-quimicas da agua foram: temperatura 26 - 29°C; pH 7.8; dureza total 36
mg L' CaCO; e condutividade 190 pS cm™

ep dos

D. similis: ~75 adultos (~100 mg peso Umido) foram homogeneizados em
tampdo acetato de sodio 1 M, pH 5,0, na propor¢do 1:4 (peso/volume). O
extrato (sobrenadante) foi obtido apés centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 min a
4°C.

M. argenteus: o figado foi homogeneizado em solugdo de sacarose 0,25M na
proporgdo 1:20 (peso/volume). O extrato (sobrenadante) foi obtido apds
centrifugagdo a 11.000 rpm por 20 min a 4°C

Andlise da atividade da fosfatase acida:

Foi determinada usando p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como substrato, e medindo
a formagdo de paranitrofenol a 405 nm em meio alcalino (coeficiente de
extinsdo molar 18.300 M-icm) ap6s incubagdo a 372C (Prazeres et al. 2004).

Anilise dos dados:

A concentragdo que promoveu 50% de alteragdo na atividade (CISO) e seu
intervalo de confianga 95% foi calculada pelo mddulo “Simple Regression”
contido no programa Statgraphics” Plus Version 2 (1995).

Os valores de CI50 foram considerados significativamente diferentes um do
outro quando seus intervalos de confianga ndo apresentaram sobreposi¢cdo
(Czuczwar et al., 2001).
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RESULTADOS

Tabela 2. Parmetros de inibigio por metais da atividade da
fosfatase acida de microcrusticeos e peixes.

Tabela 1. Efeito de poluentes agricolas sobre a fosfatase 4cida de algas,
microcrustéceos e peixes.

Poluente  CONCENtTacio  wy argenteus® D, similis® P subcapitata® Fonte da aso Intervalo de
(mM) Metal Enzima (mM) Confianga (95%)
Acefato 2,0 99,9 (2.7) 94,2 (6.2) 92,7(3.7) -
Dimetoato 20 975(28)  863(93)  1033(35) A - simill o7
Endosulfan 01 97,4(15)  909(26)  793(44) v M. argenteus 065
Metamidofés 2,0 97,8(1.9) 89,8(4.9) 102,3 (5.6) He* M. argenteus 014
AP 20 nd.© 55,1(10.8) 45,4 (5.0)
cu® 2,0 44,3 (4.7) 63,6 (7.4) 153,8(37.0)
Hg?* 2,0 129(57)  102,8(45) 50,7(1.7)

A atividade na auséncia do poluente foi considerada como controle (100%).
@ Este trabalho,  Jonsson e Aoyama (2007),
“n.d. = ndo determinado
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Fig. 3. Curva dose-resposta para a fosfatase 4cida Fig. 4. Curva dose-resposta para a fosfatase acida de
de D. similis na presenca de Al. M. argenteus na presenca de Cu.
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Fig. 5. Curva dose-resposta para a fosfatase dcida
de M. argenteus na presenga de Hg.

maior efeito na

1) Os metais foram os que pr da atividade enzimatica, sendo que este efeito variou muito conforme
a espécie.

2) Devido ao relativamente baixo valor do parametro de inibicdo para Hg, tal propriedade inibitéria poderia ser usada como uma
ferramenta na indicagdo da presenca de metais em amostras ambientais.

3) A medida da atividade da fosfatase 4cida tem potencial de uso como biomarcador do efeito de metais em ambas as espécies
estudadas.

4) A atividade da enzima foi leve ou n3o afetada por Entretanto a modulagdo da mesma em estudos

“in vivo” merece atengdo.
5) Considerando que alteragdes “in vitro” também tendem a ocorrer nos organismos expostos, D. similis e M. argenteus seriam espécies
apropriadas para avaliar os efeitos da presenca de metais “in vivo”.

6) Os dados contribuem para a elucidagdo do mecanismo de agdo téxica dos poluentes em dois niveis troficos da cadeia alimentar e para
expandir a base de dados de toxicidade de poluentes em organismos aquaticos.
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