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SUMARIO: O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia do descarte inadequado de
efluentes laboratoriais no riacho Cavouco, utilizando a espéecie Oreochromis niloticus
(tildpia do Nilo) como bioindicador, a partir do perfil da acetilcolinesterases. Foram
realizados experimentos para verificar a presenca desta enzima e sua avaliacdo fisico-
quimica. As analises foram descritivas do tipo caso-controle utilizando espécimes
coletados no riacho Cavouco e como controle coletados na Base de Piscicultura Johei
Koike, (UFRPE). Foi possivel verificar que a atividade enzimatica da acetilcolinesterase
foi afetada consideravelmente nos espécimes do Cavouco, comparado ao controle. Na
inibicdo por ions observou-se que, todos os ions apresentaram atividade inibitoria em todas
as concentracOes utilizadas em ambos os grupos. O pH 6timo, foi de 8 e a temperatura
6tima de 35°C para ambos os grupos ndo havendo diferencas quanto as propriedades
fisico-quimicas. Os resultados demonstram que essa enzima pode ser um biomarcador
enzimatico para auxiliar no monitoramento do impacto ambiental causado nesse riacho.
Contudo, pode-se afirmar que o ecossistema do Cavouco encontra-se impactado em nivel
bioguimico e com conseqiiéncias ainda desconhecidas para as espécies que o habitam. Um
Programa de Gerenciamento de Residuos (PGR) é essencial para a destinacdo correta dos
residuos que atualmente sdo lancados nesse ambiente.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da sociedade e a expansdo tecnoldgica, aliados a falta de fiscalizacao
pelos érgdos responsaveis, geram o descarte inadequado de rejeitos quimicos altamente
diversificados no meio ambiente. Em funcdo de a &gua ter a capacidade de dissolver
diversas substancias, os ambientes aquaticos tém sido utilizados como meio de descarte
para varios produtos, resultando em uma diminuicdo ou perda da biodiversidade aquética,
além de desequilibrios a fauna, flora e aos ciclos biogeoquimicos (FREITAS, et al., 2011).

Atualmente, uma urgéncia maior tem sido dada ao desenvolvimento de técnicas
diagnosticas e progndsticas que sejam economicamente viaveis, bem como informativas e
efetivas. As substancias conhecidas como biomarcadores surgem como uma alternativa
(COIMBRA et al., 2013). As enzimas representam papel importante, pelo alto grau de
especificidade e rapidez na resposta as alteracdes pertinentes as substancias-alvo. O uso de
enzimas como biomarcadores baseia-se na interferéncia inibitdria ou indutora, causada
pelas substancias-alvo, em sua atividade catalitica (ASSIS et al., 2011).

Nesse contexto, o grupo NuBIOMA (Nucleo de Biosseguranca e Meio Ambiente) da
UFPE, realizou anteriormente um levantamento quantitativo e qualitativo dos residuos
quimicos gerados no Campus da UFPE, e constatou que mais de 80% dos laboratérios
descartam seus residuos quimicos no riacho Cavouco.

Sendo assim 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influencia dos residuos quimicos
descartados inadequadamente nesse ambiente utilizando como bioindicador a espécie
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Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Foi dado énfase a enzima acetilcolinesterase
cerebral, uma vez que corresponde a uma categoria enzimatica amplamente utilizada como
biomarcador. A presenca destas enzimas, bem como seu comportamento mediante
diferentes condi¢des, como variacdo de temperatura e pH, além da sua comparagdo com o
grupo controle, fornecerd subsidios para um melhor conhecimento das alteracdes
fisiologicas no perfil enzimatico desta espécie quando submetida a um ambiente
supostamente impactado.

MATERIAIS E METODOS

Exemplares juvenis foram coletados na nascente do riacho Cavouco e 0s espéecimes
considerados como controle, foram coletados na Base de Piscicultura da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, pesados, medidos e dissecados para separa¢do dos 6rgaos de
interesse. Os extratos foram obtidos segundo a metodologia de Bocquene et al., 2009. A
concentracdo da proteina do extrato bruto foi determinada segundo metodologia de
Bradford (1976). A determinacdo da acetilcolinesterase foi realizada de acordo como a
metodologia de Ellman et al., 1961. Posteriormente foram avaliados o efeito dos ions
ZnCly, CuCly, CdCly, Arsénio, AICl3, MgSO,4 e MnCl,, nas concentracfes de 0,001; 0,01;
0,1; 1 e 10mM. O pH 6timo e a temperatura 6tima foram em uma faixa de pH que variou de
4,0 - 9,0 utilizando os tampdes: citrato-fosfato (4,0 - 7,5) e Tris-HCI (7,2 - 9,0) e temperaturas
de 25 a 80°C. A estabilidade térmica foi determinada submetendo a enzima as mesmas
temperaturas durante 30 min e, depois de 15 min a 25°C.

RESULTADOS
Figura 1 Atividade especifica de acetilcolinesterase utilizando-se o substrato acetilcolina.
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Tabela 1 Efeito de fons sobre a atividade enzimatica da acetilcolinesterase

Atividade Residual (%0)

Concentragdo Controle AICI3 MgSo, MnCl, 2ZnCl, CuCl, CdCl, Arsénio

10Mm

Cavouco 100,00 86,5 68,5 82,7 75,7 491 276 7,3
Controle 100,00 88,2 90,0 80,5 76,2 40,2 250 8,7
1mM

Cavouco 100,00 859 86,5 93,2 771 683 438 184
Controle 100,00 946 95,7 81,1 80,0 56,7 609 326
0,1ImM

Cavouco 100,0 96,7 86,2 95,8 73,3 852 682 231
Controle 100,0 102,8 93,0 78,6 86,4 628 67,6 34,7
0,01 mM

Cavouco 100,0 91,7 92,2 94,9 919 838 943 443
Controle 100,0 104,4 92,0 98,0 81,7 816 835 430
0,001 mM

Cavouco 100,0 105,3 91,7 96,3 94,7 876 832 427
Controle 100,0 929 912 94,2 82,7 890 855 71,9
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Figura 2 Verificacdo da atividade enzimatica em diferentes condigGes provenientes do riacho Cavouco e
Controle: pH (A) Temperatura 6tima (B) e Estabilidade Térmica (C).
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DISCUSSAO

A presenca de agentes anticolinesterasicos (como organofosforados, carbamatos ou metais
pesados) nas aguas do riacho do Cavouco ficou evidenciada com o uso de substrato
especifico como se pode observar na figura 1. Na qual a atividade especifica da AChE, nas
amostras de cérebro de tilapias provenientes do riacho Cavouco (150,20 mU.mg de
proteina™), apresentou decréscimo significativo em relacdo as amostras controle (281,64
mU.mg de proteina™): diminuicdo de 46,66%. Estes resultados indicam contaminacio no
riacho Cavouco por agentes anticolinesterasicos, demonstrados pela reducdo significativa.
Dos sete ions avaliados no presente trabalho, todos apresentaram efeito inibitério na
concentracdo de 1mM, uma concentracdo considerada elevada para amostras ambientais
ndo associadas a mineragdo ou empresas industriais (ASSIS et al, 2011). A
acetilcoliesterase apresentou sensibilidade relativamente baixa ao ion CuCl, (Inibi¢dao >
50% em 1mM), em relacdo a outras espécies como a Aeapaima giga (23%), Colossoma
macropomum (35%), Rachycentron canadu (23%), Electrophorus electricus (78%) e
Cichla ocellaris (53%) (ASSIS, 2011; OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2013).

O pH 6timo e a temperatura 6tima encontrados foram de 8,0 e 35°C para ambas as
populacdes. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores em outras
espécies de peixes como o Pleuronectes platessa (8,5 e 33°C), Cichla ocellaris, Colossoma
macropomum (8,0 e 45°C) (SILVA et al., 2013; ASSIS et al., 2010; BOCQNE et al.,
1990). Em relagdo a termoestabilidade a enzima se manteve estavel até a temperatura de
40°C, apresentando menos de 40% de atividade residual na temperatura de 50°C em ambas
as espécimes.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam contaminagdo no riacho Cavouco por agentes
anticolinesterasicos, uma vez a atividade desta enzima dos peixes coletados neste riacho
apresentou uma reducdo significativa em relacdo ao controle. As investigacbes sao
preliminares, mas indicam a necessidade da continuidade nos experimentos planejados e o
envolvimento de outras espécies. Ademais, conclui-se que os dados obtidos, apesar de saer
em um baixo nivel de organizacdo biologica tem o potencial de antecipar efeitos em niveis
superiores (populagdes, comunidades e ecossistemas), servindo como um alerta de
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contaminacdo quimica neste ecossistema. Dessa forma, torna-se essencial um programa de
Gerenciamento de Residuos (PGR), para a destinacdo correta dos efluentes e residuos que
atualmente sdo lancados no riacho. A continuacdo do monitoramento, juntamente com a
investigacdo e neutralizacdo das causas da poluicdo, pode fornecer elementos para a gestao
do controle ambiental neste ecossistema.

AGRADECIMENTOS
Ao Conselho Nacional de Pesquisa - CNPq (bolsa e auxilio financeiro); a professora Maria
Betania Melo de Oliveira por sua dedicacéo e pelos sabios conhecimentos transmitidos; a
co-orientadora Marlyete Chagas de Araljo pela paciéncia e atencdo; a UFPE e ao
Laboratorio de Enzimologia (LABENZ) pela infraestrutura adequada para a realizacdo dos
trabalhos.

REFERENCIAS
Assis, C.R.D., Castro, P.F., Amaral, I.P.G., Maciel Carvalho, E.VV.M., Carvalho Jr., L.B.,
Bezerra, R.S., 2010. Characterization of acetylcholinesterase from the brain of the
Amazonian tambaqui (Colossoma macropomum) and in vitro effect of
organophosphorus and carbamate pesticides. Environmental Toxicology and
Chemistry 29, 2243-2248.
Assis, C.R.D., Bezerra, R.S., Carvalho Jr., L.B., 2011. Fish cholinesterases as
biomarkers of organophosphorus and carbamate pesticides. In: Stoytcheva, M. (Ed.),
Pesticides in Modern World — Book 5. Intech, Rijeka, Croatia.
BOCQUENE G. , GALGANI F. , TRUQUET P. 1990. Characterization and assay
conditions for use of AChE activity from several marine species in pollution
monitoring. Mar Environ Res 30:75-89.
BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein binding. Anal. Biochem., 1976,
72, 248-254.
Bocquené, G., Galgani, F., Truquet, P., 1990. Characterization and assay conditions for
use of AChE activity from several marine species in pollution monitoring. Marine
Environmental Research 30, 75-89.
Coimbra, R.S.C.; Santos, C.R.S.; Saraiva, V.B.; Oliveira, M.M. 2013. Biomarcadores
como ferramentas na avaliacdo da qualidade do pescado contaminado com metais
traco. Boletim do Observatério Ambiental Alberto Ribeiro Lamego, Campos dos
Goytacazes/RJ, v. 7 n. 1, p. 153-172.
ELLMAN GL, COURTNEY KD, ANDRES J, FEATHERSTONE RM, 1961. A new and
rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity. Biochem Pharmacol
7:88-90.40
Oliveira, V. M.; Assis, C. R. D.; Silva, R. P. F.; Bezerra, R. S. Efeitos do FeCl2 e CuCI2
na atividade da acetilcolinesterase cerebral de Oreochromis niloticus. Natural
Resources, Aquidabd, v.2, n.2, p.27-36, 2012.
Silva, K.C.C.; Assis, C. R. D.; Oliveira, V. M.; Carvalho JR, L. B.; Bezerra, R. S. Kinetic
and physicochemical properties of brain acetylcholinesterase from the peacock bass
(Cichla ocellaris) and in vitro effect of pesticides and metal ions. Aquatic Toxicology,
Amsterda, v. 126, p. 191-197, jan. 2013.



