5° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica - CIIC 2011
9 alldeagosto de 2011 — Campinas, SP

EFEITO DE INSETICIDAS USADOS NA AQUICULTURA SOBRE A
ATIVIDADE ENZIMATICA DE ORGANISMOS AQUATICOS
BIOINDICADORES
MARINA D. B. PELEGRINI*; MARJORIE GUIMARAES? VERONICA, J. DE PAULA?
VERA L. CASTRO* CLAUDIO M. JONSSON*; CAMILA DAMIANE?®
11418

RESUMO

O presente estudo objetiva analisar alteragdes na atividade enzimatica de nauplios de
Artemia salina, um microcrustaceo de aguas salgadas amplamente utilizado em testes
de ecotoxicologia, quando expostas a dois pesticidas, Diflubenzuron e Parationa
metilica e a mistura 50% + 50% de ambos os produtos. Os produtos foram testados
em trés concentracdes, sendo que a maior concentracdo de cada produto corresponde
a sua CL50 (PAULA, 2010). Foram feitos ensaios espectrofotométricos de atividade
enzimatica de catalase e acetilcolinesterase, sendo esses dados relacionados atraves
da concentracdo de proteinas de cada amostra, obtendo-se assim a atividade
especifica das enzimas. Nossos resultados mostraram que a atividade da catalase foi
inibida nas amostras feitas a partir de artemias expostas a mistura dos inseticidas em
relacdo ao controle, mostrando que a ag¢do conjunta dos dois produtos potencializa
seu efeito inibitorio sobre a enzima. Ja a acetilcolinesterase foi inibida nas amostras de
artemias expostas ao Diflubenzuron e a Parationa metilica separadamente, ndo sendo
observada inibigdo nas amostras sob efeito da mistura, o que indica que no caso desta
enzima os inseticidas podem ter efeitos que se anulem quando aplicados
conjuntamente. Este trabalho mostra que os inseticidas tém efeito direto e diferenciado
sobre a atividade das diversas enzimas que atuam no organismo, ressaltando a
importancia de se desenvolver mais estudos que visem mensurar e desvendar a agao
destes produtos nos seres vivos, dado que sdo amplamente utilizados na aquicultura e
na agricultura. Estes possuem potencial de contaminar 0s ecossistemas,

especialmente 0s aquaticos, atingindo todas as teias alimentares.
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ABSTRACT

The present study aims to examine changes in the enzyme activity of Artemia salina
nauplius, a saltwater microcrustacean widely used in ecotoxicology testing, when
exposed to two pesticides, Diflubenzuron and Metil Paration and the mixture 50% +
50% of the both products. The products were tested in three concentrations, with the
highest concentration of each product corresponds to its CL50 (PAULA, 2010).
Spectrophotometric assays were made of enzyme activity of catalase and
acetylcholinesterase, and the data were related to the protein concentration of each
sample, thus obtaining the specific activity of enzymes. Our results showed that the
catalase activity was inhibited in artemias exposed to insecticides compared to the
controls, showing that the joint action of the two products enhances its inhibitory effect
on the enzyme. On the other hand, acetylcholinesterase was inhibited in the samples
of artemias exposed to Diflubenzuron and to Metil Parathion separately, and it was not
observed inhibition in the samples under the effect of the mixture, indicating that in the
case of this enzyme the insecticides may have effects which cancel each other when
applied together. This work shows that the pesticides have a direct and differential
effect on the activity of several enzymes, highlighting the importance of developing
further studies that aim at measuring and uncovering the action of these products in
living organisms. These products are used in aquaculture and agriculture and are

increasingly spreading in the ecosystems, especially in water, covering all food webs.

INTRODUCAO

Com a demanda cada vez maior por alimentos, vem crescendo continuamente
a utilizacdo de defensivos e pesticidas nas lavouras e na piscicultura, buscando
aumentar o rendimento das &reas utilizadas e diminuir as perdas da producao. Porém,
esses produtos ndo afetam apenas 0s ambientes e 0s organismos a que sao
destinados, afetam também outros ambientes, principalmente os corpos d’agua,
levados pelas aguas das chuvas ou pela infiltracdo no solo, atingindo os seres
aquéticos e espalhando-se pelos ecossistemas. Dois dos pesticidas mais utilizados
atualmente na agricultura e na aquicultura sdo o Diflubenzuron e o Parationa metilica,
chamados comercialmente de Dimilin e Folisuper, respectivamente (PAULA, 2010).
Esses produtos atuam de formas diferentes sobre os organismos alvos, sendo que o
Diflubenzuron interfere na deposi¢cdo de quitina, um dos principais componentes da
cuticula dos insetos, fazendo com as larvas tenham dificuldade na ecdise e nao

consigam dar suficiente suporte aos mauasculos envolvidos, levando a morte
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(SECRETARIA DO ESTADO DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO — PARANA,
2011). Ja a Parationa metilica € um inibidor das colinesterases (ALMEIDA, 2005;
SECRETARIA DO ESTADO DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO — PARANA,
2011).

Numerosos trabalhos vém tentando quantificar e qualificar os efeitos destes
produtos nos ambientes, sendo muito utilizados para isso microcrustaceos aquaticos,
devido a sua grande sensibilidade a esses tipos de compostos. Um dos organismos
mais usados para estes testes é a Artemia salina, um microcrustaceo que integra o
zooplancton de aguas salgadas, tendo distribuicdo cosmopolita ao redor do mundo
(VENKATESWARA RAO, 2007). Seu facil cultivo em laboratério e a disponibilidade de
compra de seus cistos fazem com que ela seja um bom modelo em testes com
organismos marinhos (PAULA, 2010), sendo ha décadas usada em analises de
toxicidade de quimicos, extratos de plantas com potencial medicinal, exposi¢cdo a
metais pesados e pesticidas (LHULLIER, 2006).

Neste trabalho buscou-se analisar a atividade de enzimas envolvidas no
estresse causado por contato com produtos téxicos em extrato de nauplios de Artemia
salina expostos a Diflubenzuron, Parationa metilica e a mistura de 50% + 50% de

ambos, correlacionando-as ao efeito dos pesticidas no organismo do microcrustaceo.

MATERIAL E METODOS
Cultivo das artemias e preparo das amostras

Para a avaliagdo dos efeitos dos inseticidas sobre a atividade enzimatica de
artemias, foram preparados trés erlenmeyers com um litro de &agua do mar
reconstituida (32,5g de Sera Premium Sea Salt Heinberg/litro de agua declorinizada)
sob aeracdo e em cada um foi colocado 1,25g de cistos de artemia, cultivados em
temperatura 20+2°C e luminosidade aproximada de.1000 lux. Ap6s 48 horas, os
nauplios de artemias eclodidos destes cistos foram recolhidos e distribuidos
igualmente entre béquers com 40ml de agua salina.

Foram testadas trés solugBes de pesticidas, Diflubenzuron, Parationa metilica e
a mistura de ambos, sendo que para cada pesticida foram testadas trés concentracdes
e um controle, tudo feito em triplicata.O Diflubenzuron foi testado nas concentragdes
de 0,08mg/L, 0,008mg/L e 0,0008mg/L, a Parationa metilica nas concentracdes
5,1mg/L, 0,51mg/L e 0,051 mg/L, e a mistura 50% + 50% destes dois produtos nas
concentracdes 0,13 mg/L, 0,013 mg/L e 0,0013 mg/L, sendo que a maior concentracao
de cada solugéo corresponde a sua CL50 (PAULA, 2010).


https://springerlink3.metapress.com/content/?Author=J.+Venkateswara+Rao
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As artemias foram expostas as solu¢bes por 48 horas, sendo entéo recolhidas
lavadas em tampéo fosfato 0,05M pH 6,5, ressuspendidas em 2ml deste mesmo
tampao, homogeneizadas e armazenadas a -20°C. Para os testes, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos e mantidas em banho de gelo.

Teste da atividade de catalase

Para o teste da atividade da catalase, foi preparado tampéao fosfato pH 7, a
partir da mistura 50% + 50% da solucéo 1 (68,1g de fosfato de potassio para 1 litro de
agua destilada), e da solucdo 2 (89g de fosfato de sddio diluido em 1 litro de agua
destilada). Também foi preparado perdxido de hidrogénio pela diluigdo de 0,5ml de
peroxido de hidrogénio estoque em 10ml do tampé&o fosfato preparado. Para a reacao,
adiciona-se 100ul de amostra, 570ul de tampéao fosfato e 330ul de H,O, em cubeta de

quartzo por 120 segundos a 240nm de comprimento de onda.

Teste da atividade de Acetilcolinesterase

Para o teste de acetilcolinesterase, é utilizado tampao fosfato 0,1M pH 7,5,
solucdo de iodeto de acetilcolina obtido por 0,0058g de iodeto de acetilcolina diluido
em 50ml do tampéo fosfato, e solucdo de DTNB feita pela diluicdo de 0,0064g de
DTNB em 20ml do tampéo fosfato. Na cubeta do teste adicionar 500ul de solugao de
iodeto de acetilcolina, 500ul de solucdo de DTNB e 250ul da amostra contendo a
enzima. A reacdo ¢€ lida por 120 segundos em comprimento de onda de 412nm.

Quantificacédo de proteinas totais — Método de Lowry

Para este método de quantificacdo de proteinas foram preparadas no dia do
teste as solucbes A e B, sendo que para a A é necessario diluir 2g de carbonato de
sédio e 0,4g de hidréxido de sédio em 100 ml de agua, e para a B dilui-se 0,05g de
sulfato de cobre pentahidratado e 0,1g de citrato de sédio em 10 ml de agua
(armazenar ambos em geladeira). A partir destas duas solu¢cbes preparou-se a
solugdo C pela mistura de 49ml da solucdo A e 1ml da B (preparar apenas no dia do
teste). Também foi usado Reativo Folin — Ciocalteau diluido 1:1 em agua destilada.

O ensaio foi preparado em tubos de ensaio e lido em cubeta de 1,5ml, sendo
que para cada amostra foi feito seguinte procedimento: 200ul de amostra, 1900ul de
reagente C, incuba-se por 10 minutos, adiciona-se 100ul de Reativo Folin diluido,
agita-se os tubos, incuba-se por 30 minutos a temperatura ambiente, transfere-se para

cubetas de plastico e |é-se a absorbancia a 750nm (LOWRY, 1951).
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Inicialmente foi feita uma curva-padrdo com as concentracoes 0, 200, 275, 350,
425, 500, 1250 e 2000 pyg/ml de BSA em &gua destilada e entdo foram lidas as
amostras de artemia. Os resultados foram colocados na curva-padrdo gerada pelo
BSA, calculando-se a concentracdo de proteinas nas amostras.

Os dados foram analisados pelo programa Statgraphics Plus Version 5.1 ano
2001, utilizando-se o0 médulo “One-way ANOVA”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados de absorbéancia e atividades obtidos, foram calculadas as
atividades  especificas de cada amostra (atividade enziméatica da
amostra/concentracdo de proteinas totais) e foram construidos os seguintes graficos
(Figura 1 e 2), em que se comparam as atividades especificas médias de cada

concentracao de inseticida em relacdo aos controles (auséncia de inseticida).
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FIGURA 1. Atividade especifica da catalase nas concentragfes dos inseticidas Diflubenzuron
(0,0008mg/L, 0,008mg/L e 0,08mg/L), Parationa metilica (0,051mg/L, 0,51mg/L e 5,1mg/L) e
a mistura 50% + 50% de ambos (0,0013mg/L, 0,013mg/L e 0,13mg/L), comparando-se com
os controles (auséncia de inseticida). A. Amostras tratadas com Diflubenzuron. B. Amostras
tratadas com Parationa metilica. C. Amostras tratadas com a mistura 50% + 50% dos dois

inseticidas. *Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacao ao controle.
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FIGURA 2. Atividade especifica da acetilcolinesterase nas concentragfes dos inseticidas
Diflubenzuron (0,0008mg/L, 0,008mg/L e 0,08mg/L), Parationa metilica (0,051mg/L,
0,51mg/L e 5,Amg/L) e a mistura 50% + 50% de ambos (0,0013mg/L, 0,013mg/L e
0,13mg/L), comparando-se com o0s controles (auséncia de inseticida). A. Amostras tratadas
com Diflubenzuron. B. Amostras tratadas com Parationa metilica. C. Amostras tratadas com
a mistura 50% + 50% dos dois inseticidas. *Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)

em relacao ao controle.

A andlise destes dados nos permite observar que a atividade da catalase foi
intensamente inibida nos extratos feitos a partir de artemias expostas a mistura 50% +
50%, fato que ndo ocorreu nos extratos de artemias expostas a eles separadamente,
sendo possivel considerar que o efeito inibitério dos pesticidas sobre a catalase foi
potencializado quando estes foram administrados conjuntamente.

Com relacdo a acetilcolinesterase, nota-se que ocorreu O inverso, pois Nos
extratos em que os organismos foram expostos a mistura dos inseticidas ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as concentracdes dos produtos e o
controle, ou seja, ndo ocorreu inibicdo da acetilcolinesterase. J& nas amostras com
Diflubenzuron obteve-se diferenca estatisticamente significativa entre as atividades
especificas registradas nas concentracfes 0,008mg/L e 0,08mg/L e o controle, sendo

gue nessas duas concentracdes houve inibicdo da atividade da enzima.



5° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica - CIIC 2011
9 alldeagosto de 2011 — Campinas, SP

Observa-se também efeito inibitério da acetilcolinesterase nas amostras de
0,51mg/L de Parationa metilica, porém na concentracdo de 5,1mg/L ndo € observado
isso. A acetilcolinesterase é um biomarcador amplamente utilizado em estudos de
ecotoxicologia devido a sua grande sensibilidade a organofosforados, mesmo que
estejam presentes em concentracdes muito baixas (ALMEIDA, 2005). A Parationa
metilica, por ser um organofosforado, possui essa propriedade de inibir a
acetilcolinesterase, como foi constatado na concentra¢éo 0,51mg/L, porém esse efeito
ndo foi obtido na concentracdo 5,1mg/L, diferente do que seria esperado para uma
concentracdo mais alta. Isso certamente tem relacdo com o fato das artemias terem
morrido poucas horas depois da aplicagcdo do produto, nas trés réplicas feitas
separadamente. Ap6s 24 horas, quando foi constatado que a imensa maioria dos
organismos havia morrido nessas condi¢cdes, estes foram recolhidos, lavados,
homogeneizados e congelados imediatamente. As atividades enzimaticas desta
concentracdo foram entdo analisadas no extrato feito a partir de artemias mortas,
portanto esse fato pode justificar a falta de inibicAo da acetilcolinesterase nesta
concentracdo de Parationa metilica. Em organismos mortos, a ligagdo da Parationa
metilica a enzima pode ser impedida jA que hd auséncia de atividade metabdlica
nestas situacdes e as condi¢des de células e tecidos mortos séo diferentes de células
e tecidos vivos. Pode também ocorrer a interferéncia de outras substancias liberadas

por organismos mortos, que modifiguem as reacdes de inibicdo esperadas.

CONCLUSAO

Buscando analisar a acdo dos pesticidas sobre a atividade da catalase e da
acetilcolinesterase, duas enzimas envolvidas em situaces de exposicdo a poluentes,
este trabalho mostrou que de fato estes inseticidas agem sobre a inibicdo das duas
enzimas estudadas, dependendo da concentracdo em que se encontram e da
combinagcdo ou ndo de um com o outro, podendo alterar o organismo de forma
extremamente prejudicial. Também foi constatado que a mistura 50% + 50% dos
pesticidas pode atuar de diferentes formas sobre as diferentes enzimas, tendo efeito
potencializador da inibicAo sobre a catalase e efeito anulador da inibicdo sobre a
acetilcolinesterase. Com relacdo a primeira enzima, tal efeito poderia fazer com que a
catalase seja considerada um bom biomarcador até mesmo para concentragdes muito
baixas da mistura dos inseticidas. O mesmo pode ser observado no caso da

acetilcolinesterase na presenca de Diflubenzuron ou Parationa metilica.
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Com base nestes resultados, fazem-se necessarios novos estudos a respeito
dos mecanismos envolvidos nestes processos para se ter uma melhor compreensdo
da dimensdo dos efeitos que estes inseticidas causam quando entram nos

ecossistemas, atingindo os seres vivo, especialmente os aquaticos.
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