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RESUMO

O despejo de substancias quimicas, resultantes da disposi¢do inadequada dos residuos sélidos
urbanos, € responsdvel pelas altas concentracdes de substancias toxicas ao ambiente aquatico.
A maioria das cidades de pequeno porte, nao dispde de local adequado para disposi¢do final
dos residuos, sendo utilizados vazadouros a céu aberto (lixdes). As substincias toxicas
presentes nos residuos ficam expostas no solo e percolam atingindo os lencdis fredticos e
depdsitos de 4gua. Testes enzimdticos in vitro para andlise de dguas contaminadas por
pesticidas organofosforados e metais pesados tem sido alvo de vdrias pesquisas devido a alta
sensibilidade e eficdcia. Desse modo, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar se as dguas
dos reservatorios do Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido (CDSA) recebem
contaminantes oriundas do vazadouro a céu aberto do municipio de Sumé — PB. Para isso
utilizou-se um método bioldgico, para deteccdo da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase
(AchE) utilizando amostras de dguas coletadas em dois pontos no CDSA. Neste teste in vitro
utilizando como inibidor a dgua coletada do CDSA, a diminui¢do da atividade catalitica da
enzima AchE em soro humano foi detectada. Na Represa 1 o valor de inibicdo AchE
encontrado foi de 32,73% e na Represa 2 de 19,45%. Assim, pode-se afirmar que os
reservatorios do CDSA estdo contaminados por substancias inibidoras da acetilcolinesterase
provenientes do vazadouro municipal. Além disso, a utilizacdo de um bioindicador humano

permitiu inferéncia direta de riscos a satide da populagao.

Palavras-chave: Residuos Sé6lidos, Contaminacdo Aqudtica, Bioindicador, Saiidde Humana.



ABSTRACT

The dumping of chemical substances from improper disposal of solid waste is responsible for
high concentrations of toxic substances in aquatic environment. Most small cities do not have
adequate location for waste disposal, consequently, dumps are being used. The toxic
substances in waste are exposed in the soil and percolate reaching groundwater and water
reservoirs. Enzymatic in vitro tests for analysis of water contaminated by organophosphate
pesticides and heavy metals has been the subject of numerous studies due to the high
sensitivity and efficiency. Therefore, the aim of this study was to evaluate whether the waters
of the Center for Sustainable Development in Semi-Arid (CDSA) reservoirs receive
contaminants originating from the Sumeé city’s dump. For this we used a biological method to
detect inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) using water samples at two
reservoirs in CDSA. In this in vitro test using as inhibitor of water collected at reservoirs, the
decrease of the catalytic activity of the enzyme AChE was detected in human serum. At
Reservoir 1, the value of AChE inhibition was 32.73% and 19.45% at Dam 2. Therefore, it
can be stated that the CDSA’s reservoirs are contaminated, from the municipal dump, by
substances that inhibit acetylcholinesterase. Furthermore, the use of a human bioindicator

allowed direct inference of risks to public health.

Keywords: Solid Waste, Aquatic Pollution, Bioindicator, Human Health.
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1 INTRODUCAO

O monitoramento dos recursos ambientais vem ganhando destaque e sendo utilizado
frequentemente para identificacdo dos mais diversos contaminantes, uma vez que as
atividades antrépicas acarretam danos irreversiveis ao ecossistema. Apesar de muitos paises,
inclusive o Brasil, ter desenvolvido mecanismos reguladores, a fiscalizacdo ndo € eficiente,
assim, o despejo de substincias quimicas, resultantes do uso inadequado de agrotdxicos, e a
disposicao inadequada dos residuos sélidos urbanos, sdo responsdveis pelas altas
concentracoes de substincias toxicas ao ambiente aqudtico. Os locais de disposicao de
residuos sélidos tem tido atencdo especial devido aos efeitos nocivos que acarretam ao solo,
dgua e ar. O descarte inadequado de residuos sélidos ocorre corriqueiramente e os residuos
sdo dispostos sem a observacdo das limitacOes impostas pelo ambiente e desobedecendo a
normas e técnicas de manejo adequado (CARVALHO, 2010).

No Brasil a maioria das cidades de pequeno porte, ndo dispde de local adequado para
disposi¢do final dos residuos, sendo utilizados vazadouros a céu aberto (lixdes). Substancias
consideradas perigosas como pilhas, baterias, embalagens de defensivos agricolas e outras
substancias ficam expostos e a partir do processo natural percola atingindo o lencol fredtico e
depdsitos de dgua (COSTA; ALVES, 2011).

Os biomarcadores consistem em um meio efetivo para mensurar os efeitos toxicos.
Para isso, utilizam-se métodos fisico-quimicos e bioldgicos que possibilitam determinar a
resposta ou o efeito do poluente sobre organismos expostos aos contaminantes € testes que
avaliam a toxicidade aguda e possibilitam a determinacdo da concentracdo de biomoléculas e
atividade de enzimas e proteinas (BANASSI, 2004). Os biomarcadores sdo considerados
ferramentas sensiveis que podem ser quantificados através de procedimentos simples e
padronizados. Atualmente, os indicadores biolégicos tém sido muito utilizados tanto in vivo,
quanto, in vitro, a fim de avaliar os efeitos que os xenobidticos causam nos mais diversos
organismos (VAN DER OOST et al., 2003; DORIA, 2010, RODRIGUES, 2011).

Testes enzimaticos in vitro para andlise de aguas contaminadas por pesticidas
organofosforados, agroquimicos e metais pesados tem sido alvo de muitos estudos devido a
alta sensibilidade do método, uma vez que expde as enzimas diretamente a acdo do
xenobidtico, e eficdcia, pois, analisam enzimas-alvo da acdo desses agentes t6xicos, como a
acetilcolinesterase (AchE). A AchE atua na regulacdo dos impulsos nervosos, a partir da

degradacdo da acetilcolina, um neurotransmissor que age nas sinapses colinérgicas do sistema



nervoso e sao sensiveis a presenca de contaminantes como metais pesados e agroquimicos
(GUYTON, 1993; OLIVEIRA, 2003).

A maioria das cidades brasileiras ainda destinam seus residuos em vazadouros a céu
aberto. Na regido do Cariri Paraibano ndo € diferente, os residuos s@o dispostos sem nenhum
tipo de tratamento e os mais diversos tipos de materiais alguns considerados perigosos como
pilhas, embalagens de agroquimicos, embalagens de tintas e outros contaminantes ficam
expostos ocasionando a contaminacdo das fontes de dgua a partir do processo de percolagcdo
(CARVALHO, 2010). Nesse sentido este estudo justifica-se na tentativa de avaliar a
contaminacdo dos reservatérios de dguas da Universidade Federal de Campina Grande,
Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido (UFCG-CDSA) campus Sumé, que
estd localizado nas proximidades do vazadouro a céu aberto do municipio e potencialmente
recebe contaminantes advindos do mesmo. A avaliagdo da contaminac¢ao dos reservatorios de
agua do CDSA-UFCG foi realizado utilizando um método bioldgico para detec¢cdo da inibicao
da acetilcolinesterase (AchE) uma enzima sensivel a presenca de metais pesados € compostos

organofosforados.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CONTAMINACAO AQUATICA POR RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

Atualmente, o nivel de compostos xenobidticos no ambiente aquitico vem
aumentando de forma frenética como resposta a acdo antropica sobre a biota. Esse fator faz
com que a qualidade ambiental seja comprometida, afetando a saide dos mamiferos,
vertebrados, invertebrados, plantas, algas, microrganismos e outros seres vivos que habitam
esses ambientes. Os ecossistemas aquaticos estdo suscetiveis a contaminacdes a partir de
substancias langadas no meio, oriundas das mais diversas fontes emissoras e que podem agir
de forma direta ou indireta na contaminacdo dos mananciais. Efluentes industriais e
domésticos, residuos sélidos urbanos, processos de drenagem agricola, derrames acidentais de
substancias toxicas, uso indevido de insumos agricolas, atividades mineradoras, entre outras,
contribuem para a contaminagdo de rios e mares, interferindo no ecossistema como um todo
(ARIAS et al., 2007; CARVALHO, 2010).

A contamina¢do da dgua ocorre quando nela é encontrada um ou mais componentes
que ndo existiam originalmente, ou um ou mais elementos em concentragdes acima das que
ocorriam na natureza. Em quantidades pequenas, alguns desses elementos, sdo essenciais para
o desenvolvimento dos seres vivos, porém em quantidades maiores podem ser consideradas
toxicas. Com isso, o desenvolvimento de técnicas para o diagndstico da contaminagdo das
dguas torna-se de fundamental importancia para as diversas dreas de conhecimento (ALVES,
2003).

O crescimento demasiado da populacdo e o intenso processo de urbanizacio,
associado a0 mau uso dos recursos naturais, gera uma combinacdo perfeita para o
desequilibrio no ambiente, fendmeno que atualmente caracteriza o cendrio mundial. Com o
desenvolvimento da comunicagdo, das mdquinas e da tecnologia tudo € fabricado para durar
menos, para que o consumo seja requerido mais rapidamente. Assim, o planeta vem se
tornando um grande depdsito de residuos. Nesse contexto, as mudancas comportamentais do
homem com relacdo aos recursos naturais ainda sdo pequenas, principalmente quando se trata
de problemas caudados pela md conducdo do gerenciamento dos residuos sélidos urbanos
(RSU) (FRANCA; RAURO, 2009).

Residuo sélido (RS) é considerado como toda mistura de materiais ou restos destes,
oriundos dos mais diversos tipos de atividade humana, que sdo descartados por nao

apresentarem utilidade ou valor econdomico (ABNT, 1987). A producdo e disposicdo desses



residuos t€m se constituido um dos maiores problemas ambientais de todo o mundo,
principalmente nos paises mais desenvolvidos, j& que o volume de residuos gerados é
diretamente proporcional ao grau de desenvolvimento de um povo, como resultado das
maiores atividades econdmicas e dos hédbitos de consumo decorrentes. Outra problematica é a
forma de disposi¢do desses residuos uma vez que em paises em desenvolvimento como no
Brasil, principalmente nos municipios de pequeno porte, ndo ha um destino final adequado para
os residuos solidos. Assim, nem todos esses materiais sdo depositados em aterros sanitarios de
maneira adequada, sendo uma grande quantidade destinada a vazadouros a céu aberto (lixdes)
provocando danos ao meio ambiente e as populagdes que moram em dreas circunvizinhas
(COSTA, 2011).

Segundo Faria (2012), o depdsito de residuos sélidos a céu aberto (lixdo ou vazadouros) é
uma forma de disposicdo desordenada e sem controle sobre tipo, volume ou periculosidade do que
¢ descarregado no mesmo. Neste tipo de disposi¢do, ndo hd também a compactacio ou cobertura
dos residuos, propiciando a contaminac¢io do solo, dgua e ar, além da proliferacdo de vetores de
doencas. Tal forma de disposicdo estd relacionada a liberacio de odores desagraddveis e a
poluicdo das dguas subterraneas e superficiais, devido a infiltracdo do lixiviado, liquido de
elevado potencial poluente, 4cido e com possivel presenca de outros contaminantes persistentes
como metais pesados, agrotéxicos e medicamentos. Segundo o IBGE (2008) 50,8 % dos residuos
solidos urbanos s@o dispostos em vazadouros a céu aberto e que cerca de 1600 municipios do
nordeste destinam seus residuos nesse tipo de depdsito. A Figura 1 representa os municipios

segundo a forma de disposicao final dos RSU.

Figura 1- Mapa do Brasil com representacao dos municipios segundo a forma de disposicao final dos RSU.

Aterro controlado e aterro sanitanio

B Aterro sanitdrio

B0 Aterro controlado

I vazadouro a céu aberto (lixdo) e atero sanitario

B Vazadouro a céu aberto (lixdo) e aterro controlade

B vizadours 3 odu aberto (o), atero controlade e sterre sanitério
M Vazadouro a céu aberto (lixdo)

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Populagdo e Indicadores Sociais, Pesquisa
Nacional de Saneamento Basico, 2008.



A NBR 10004 classifica os residuos solidos em trés classes: perigos (Classe I), ndo
inertes (Classe II) e inertes (Classe III) (ABNT, 1987). Os residuos sélidos perigosos sao
aqueles residuos ou misturas de residuos solidos que, em funcdo de suas caracteristicas,
podem apresentar risco a saude publica, provocando ou contribuindo para o aumento de
mortalidade ou incidéncia de doencas, podendo ainda trazer efeitos adversos ao meio
ambiente, quando manuseados ou dispostos de forma inadequada (FONSECA, 1999). O
perigo proveniente desses residuos podem ser propriedades fisicas, quimicas e infecto-
contagiosas que apresentam caracteristicas de corrosividade, reatividade, explosividade,
toxicidade, inflamabilidade, patogenicidade e radiatividade (SHIO, 2001). A tabela 1
apresenta alguns produtos de uso doméstico encontrados em vazadouros a céu aberto que
fazem parte da Classe I da NBR tidos como produtos potencialmente perigosos.

Oliveira e Pascal (2004) afirmam que muitos produtos perigosos sdo conhecidos e
utilizados no dia-a-dia, entretanto a busca por solugdes para o seu correto gerenciamento tem
sido limitada, devido a concep¢do de que o problema que representam pode ser
completamente eliminado por processos no ambiente natural, o que ndo ocorre. Dentre as
substancias classificadas como nocivas estdo as lampadas, principalmente as fluorescentes,
que fazem parte dos residuos domésticos perigosos e necessitam de controle e de descarte
adequado, uma vez que muitas delas contém merctrio e/ou chumbo na sua composicao. Outro
contaminante presente nos residuos sélidos domésticos sao as pilhas e baterias compostos por
uma série de metais e outras substincias nocivas para saide humana e do ambiente
(JARDIM, 1995; SHIO, 2001). Os metais pesados, liberados no ambiente, a partir do
armazenamento incorreto e do descarte de produtos em local ndo adequado, representam
grande risco a saide humana e ao ambiente. A tabela 2 apresenta alguns metais que podem ser
encontrados nos residuos solidos domésticos e que possuem efeitos nocivos ao organismo
humano e ao ambiente. De acordo com a ABINEE (2012) no Brasil sdo produzidos por ano
cerca de trés bilhdes e meio de pilhas e baterias para uso doméstico e cerca de 40% das pilhas
vendidas no pais sdo ilegais e ndo seguem as normas técnicas e os padrdes brasileiros,
possuindo quantidades de substincias toxicas além do permitido pela legislacdo, o que
inviabiliza o descarte em lixo comum. Pilhas e baterias apresentam, em sua composicao
metais perigosos a saide e ao ambiente, pois possuem eletrodos que sdo constituidos de uma
variedade de metais (chumbo, niquel, cddmio, mercurio, cobre, zinco, manganés),
responsaveis por possiveis danos causados ao ambiente e a satide dos seres vivos. Grimberg e
Blauth (1998) afirmam que cerca de 88% do mercirio oriundo do lixo doméstico provém das

pilhas.



Tabela 1- Produtos Domésticos Potencialmente Perigosos

Utilizag¢ao

Produtos

Propriedades

Produtos de limpeza

Produtos de uso pessoal

Produtos automotivos

Diversos

P6 abrasivo, amdnia e produtos baseados deamonia, d4gua sanitdria, desentupidores,
limpadores de vidro, limpadores defogdo e removedores de manchas, Aerosséis,
polidores de moveis, polidores de sapatos, polidores de metais, limpadores

de tapetes.

Cremes para alisamento, xampus, tinturas para cabelos, produtos para limpeza de
unhas

. Fluidos de freio e de transmissdo de gasolina, dleo diesel, 6leos usados e
querosene.

Baterias, pilhas, produtos para piscina, ldmpadas fluorescentes, produtos contendo
Amianto.

Pesticidas, herbicidas, fertilizantes e
inseticidas.

Corrosivos, Toxicos

Inflamaveis, Téxicos

Extremamente toxicos e Inflamaveis

Corrosivos e Toxicos

Extremamente To6xicos, alguns inflaméaveis

Fonte: GOMES; OGURA, 1993.



Além das pilhas e baterias a disposicao de embalagens de agrotéxicos em vazadouros
a céu aberto vem despertando atencdo crescente, devido aos efeitos adversos dessas
substancias. A contaminagdo dos recursos hidricos por agroquimicos acarreta uma série de
impactos relacionados a utilizacdo da dgua, pois, causam danos irreversiveis aos organismos
que entram em contato com a mesma. Segundo IBGE (2002) 978 dos 5.560 municipios
brasileiros descartam embalagens de agrotéxicos em vazadouros a céu aberto em todo o pais
(Figura 2), apenas 600 municipios informaram possuir posto ou central de recebimento de
embalagens de agrotéxicos. Outros 996 municipios destinam as embalagens para posto de
coleta em outro municipio. Os agrotoxicos e fertilizantes sao fatores de contaminagdo da dgua

em 16,2% dos municipios brasileiros.



Tabela 2- Efeitos nocivos dos metais a saiide humana e onde séo encontrados.

Elemento Onde estiao presentes Efeitos

Céadmio Baterias/pilhas; plésticos; ligas metdlicas; pigmentos; Carcinogénico; Dores reumdticas e midlgicas; Distirbios metabdlicos levando a
papéis; residuos de galvanoplastia osteoporose; Disfunc¢do renal, doencas cardiovasculares, em particular hipertensao.

Chumbo Tintas como as de sinalizag¢do de rua; impermeabilizantes; Perda de memdria; Dor de cabega; Tremores musculares; Lentiddo de raciocinio;
anticorrosivos; ceramicas; vidros; plasticos; inseticidas; Alucinagdo; Anemia; Depressio; doencas cérebro vasculares, distirbios digestérios e colicas
embalagens; pilhas, utensilios domésticos. abdominais, reducdo da fertilidade.

Litio Baterias de celular Irritante ao sistema nervoso central, visdo turva, ruidos nos ouvidos, vertigens,
debilidade e tremores.
Manganes Ligas com aluminio, pilhas, vidros ceramicas, tintas Desordem cronica do sistema nervoso central (manganismo ou Parkinson mangénico),
remédios, fungicidas, fertilizantes, dentre outros. bronquite,Pneumonia

Merctrio Equipamentos e aparelhos elétricos de medidas; produtos Distarbios renais; Distirbios neuroldgicos; Efeitos Mutagénicos; Alteracdes no
farmacé€uticos; lampadas de néon, fluorescentes e de arco metabolismo; Perda de memdria, Deficiéncias nos 6rgdos sensoriais. Na cavidade oral causa
de mercurio; interruptores; baterias / pilhas; tintas; gengivite, estomatite, salivacdo aumentada, Danos aos rins e ao sistema respiratorio;
amaciantes; antisépticos; inseticidas, herbicidas, irritagdes na pele e nas mucosas. E considerado o elemento mais t6xico para o homem e
fungicidas; termdmetros. grandes animais.

Niquel Utensilios de aco inoxidavel; baterias de celulares. Aumenta o risco de cincer de pulmio, na cavidade nasal, na laringe e no estomago. Irritacdo
cronica do aparelho respiratério superior, irritagdo e fibrose pulmonar (pneumoconiose),
bronquite asmdtica, aumenta a susceptibilidade a infec¢des respiratdrias e dermatites de
contato alérgico.

Zinco Produtos  farmacéuticos, tintas, pilhas, produtos Irritacdo da pele, dos olhos e das mucosas do nariz e garganta e dos bronquios, irritacdes no

galvanizados. aparelho digestdrio e respiratério, deterioragdo dentdria, perfuracdo do septo nasal, cancer

nos testiculos.

Fonte: SCHIO, 2008
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Figura 2- Disposi¢do de embalagens de agroquimicos em Vazadouros a Céu aberto, segundo gestores
municipais, 2008.
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2.2 QUALIDADE DA AGUA

A dgua € um recurso natural essencial para saide do homem, bem-estar, alimentagdo e
producdo de energia, producdo agricola e industrial, na producdo de bens e servicos, nos
valores sociais e culturais, estabilidade econdmica, protecdo e manutengdo da biodiversidade.
No entanto, € um recurso esgotavel e vulneravel a acdo humana. Além disso, com o aumento
demografico e tecnoldgico das civilizagdes na medida em que crescem, aumentam 0 consumo
e a poluicao das mananciais. De acordo andlises feitas pela Organizacdao das Nacdes Unidas
(ONU), a demanda de 4gua doce até 2050 podera ultrapassar 40% e a populagdo que reside

em regides aridas e semidridas, que sofrem com estresse hidrico podera dobrar (ONU, 2013).
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Atualmente as questdes relacionadas com o consumo e utilizagdo da dgua, deixam de
ser somente quantitativa e assume o fator qualitativo. Do ponto de vista molecular, a 4gua nao
se encontra no estado puro na natureza, a ndo ser na forma de vapor. A dgua pura (H,0O) do
ponto de vista fisico-quimico deve ser incolor, inodora e insipida, no entanto, quando se trata
de 4dgua para o consumo humano essas caracteristicas sao dispensdveis ou até indesejdveis. Na
natureza, a dgua € encontrada associada a outras substancias dissolvidas, como sais e gases
que sdo necessdrios para manter o equilibrio osmético das células. No entanto, essas
substancias devem estar presentes em pequenas quantidades, o que nem sempre ocorre devido
a contaminacdo por residuos industriais e domésticos, agricolas e indmeras agdes
antropogénicas (PEIXOTO, 2008).

A qualidade da 4dgua representa uma série de caracteristicas, que podem ser mensuradas
e, em geral, sdo de natureza bioldgica, quimica e fisica. Para minimizar os efeitos antrpicos e
proteger os corpos d’agua, a legislacdo estabeleceu padrdes, niveis e proporcdes que a dgua,
os sedimentos e a biota devem ter para que seja considerada adequada para o uso € consumo.
A biota aquética incorpora substancias naturais, geralmente em pequenas concentragdes, sem
nenhuma interferéncia humana, que pode interferir no comportamento quimico da dgua e seus
usos. Outras substancias submetidas ao ambiente aqudtico sob a acdo do homem, em
decorréncia da ocupagdo e mau uso do solo, utilizagdo de insumos inadequadamente, extracao
de minerais, disposicdo inadequada de residuos solidos, podem causar sérios danos ao
ambiente comprometendo a qualidade da 4gua (CONAMA, 2005).

Segundo Berti (2009), devido ao uso de quantidades elevadas de agrotoxicos a
contaminacdo dos ecossistemas terrestres para os aqudticos é constante, até nas regides
polares, onde, ndo ocorre atividade agricola, podem ser detectados presenca de agrotdxicos
em tecidos adiposo de mamiferos aquaticos. Além disso, a persisténcia de alguns agrotoxicos
os transformam em contaminantes encontrados por muito tempo no ambiente aquatico,
comprometendo toda a cadeia alimentar, influenciando no ciclo de nutrientes € como
consequéncia ocasionando eutrofizagdo dos corpos d’agua. Os agrotoxicos presentes nos
corpos d’ agua podem penetrar nos organismos aqudticos e seu grau de acumulagdo ird
depender principalmente das caracteristicas fisico-quimicas, da persisténcia do xenobidtico e

do tipo de cadeia alimentar.
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2.2.1 Substancias inibidoras da Acetilcolinesterase

2.2.1.1 Metais Pesados

Os metais sdo os elementos toxicos mais conhecidos pelo homem. H4 mais de 2000
a.C, as quantidades elevadas de chumbo eram obtidas como subproduto da prata. No entanto,
os primeiros sintomas relatados e relacionados com metais pesados foram descritos por
Hipo6crates em 370 a.C, que observou a intoxicagdo por chumbo que provocava nos
mineradores célicas abdominais. Somente, em 1815, em minérios contendo carbonato de
zinco, foi descoberto o cddmio. A toxicidade dos metais estd relacionada com a quantidade de
metal presente no meio intracelular ou no 6rgio intoxicado. Os metais estdo distribuidos em
todo organismo, e em grandes concentragdes, afeta multiplos 6rgdos, atingindo sitios alvos,
que podem ser organelas, membranas ou até mesmo processos enzimdticos. Os metais
pesados ocorrem na natureza em pequenas concentracdes e alguns sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos seres vivos. Quimicamente sdo substincias reativas e bioacumulaveis,
desse modo, os organismos ndo sdo capazes de elimind-las (DORIA, 2010).

Os metais pesados sdo classificados como: essenciais, provavelmente essenciais e
toxicos. O cobre, zinco, aluminio, ferro e manganés sdo tidos como metais essenciais, € atuam
como componentes funcionais, estruturais e regulatorios do metabolismo dos seres vivos; O
niquel, vanddio e cobalto, por exemplo, encaixam-se nos elementos provavelmente essenciais;
e o cadmio, mercurio, chumbo e arsénio sao classificados como toxicos (OLIVEIRA, 2011).

O aluminio e seus sais sdo componentes essenciais, sendo, utilizados no tratamento da
dgua. Na industria, esse metal é utilizado como matéria prima para producdo telhas, papel
aluminio, embalagens de bebidas, latas, dentre outros. Na dgua potdvel, as concentracdes de
metal variam de acordo com a fonte e com o tratamento a base de aluminio que recebe, onde,
esses valores podem variar entre 0,01 a 1,3 mg/L, e a concentragao média deve ficar em torno
de 0,16 mg/L. Para ser considerada apropriada para consumo o valor médximo de aluminio ndo
pode ultrapassar 0,2 mg/L, altas concentracdes podem causar constipacdo intestinal, colica,
osteoporose, raquitismo, mal de Alzheimer e doenga de Parkinson (LINS, 2010).

O bario ocorre naturalmente em algumas fontes na forma de carbonatos. No entanto,
ndo considerada elemento essencial aos seres vivos e em grandes concentracdes pode
ocasionar problemas no sistema nervoso central, danos ao coragdo e as artérias, podendo
ainda levar a elevacdo da pressdo arterial; a Ministério da Saude na Portaria n® 518/2004,

estabelece o limite maximo de 0,7 mg/L (CETESB, 2014).
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O Cadmio € utilizado na industria de pléasticos e ago, além disso, esse metal é
componente de baterias e estd presente em alguns agroquimicos. Os niveis de cddmio para
dgua potavel devem ser inferiores a 0,005 mg/L. Concentragdes superiores podem causar
problemas estomacais, renais, no figado e pancreas, vomito, diarréia e fragilidade Ossea
(HELLER, PADUA, 2006).

O chumbo ¢ utilizado para fabricacdo de baterias, inseticidas, vidros, ligas metdlicas,
e outros, sendo, um componente persistente no ambiente que contamina dgua a partir da
lixiviacdo do solo. E uma substincia altamente téxica, podendo comprometer quase todos 0s
orgio, e sistemas do corpo. A exposi¢do aguda pode provocar danos gastrintestinais, vomitos
e diarréias e quando se trata de exposicOes longas pode causar danos nos 0ssos, € nos
musculos. O limite maximo estabelecido para dgua potdvel € de 0,1 mg/L (LINS, 2010).

O cromo € um elemento fundamental na sua forma trivalente, pois, participa
ativamente no metabolismo dos seres humanos, no entanto, o cromo hexavalente € toxico e
pode comprometer o sistema renal e respiratério, podendo ocasionar dermatites alérgicas,
além disso, é potencialmente carcinogénico. E utilizado na produgio de fertilizantes, tintas,
ligas metalicas. A portaria 2914 de 2011 emitida pelo Ministério da Saude, estabelece valor
superior em dgua potavel de 0,05 mg/L de cromo trivalente (CETESB, 2014)

Os compostos de arsénio sdo muito utilizados na produgdo de eletroeletronicos. A
contaminac¢do das 4guas com arsé€nio por interven¢ao humana estd relacionada com a industria
de semicondutores, agrotoxicos e aditivos de suplementacdo animal. A presenca dessa
substancia em dgua para consumo resulta em um problema grave, devido seu efeito t6xico;
que pode levar a problemas graves de pele, no sistema circulatério, podendo ainda aumentar o
risco de cancer de pele e pulmao (HELLER, PADUA, 2006).

O mercirio € um metal altamente toxico ao homem, sendo letal em doses superiores a
3 g. Mesmo em pequenas concentragdes o mercurio pode provocar danos irreversiveis no
sistema nervoso central. Pode ainda ocasionar vOmitos, nduseas, dores abdominais, diarréia e
problema nos ossos. Para ser considerada potavel o Ministério da saide indica concentragdes
inferiores a 0,001 mg/L (CETESB, 2014; OLIVEIRA, 2011).

Os metais pesados sdo alvos de avaliacbes como potenciais inibidores enzimaticos
através das ligacOes com grupamentos tidis protéicos (MARQUES; YAMANAKA, 2008). A
atividade enzimdtica € inibida irreversivelmente, uma vez que o0s metais ligam-se
covalentemente ao sitio ativo da enzima acetilcolinesterase impedindo a hidrdlise do substrato
(MOTTA, 2000). Oliveira (2011) avaliou o efeito de metais pesados (Ba?*, Ca®*, K*, Li*,

Mg**, As**, Cd**, Cu®*, Hg**, Pb** e Zn®) sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase em
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Oreochromis niloticus (Tildpia do Nilo); Oliveira (2003) avaliou a atividade da
acetilcolinesterase em Colossoma macropomum (Tambaqui) expostos a cobre e chumbo,
metais presentes na dgua de formacao derivada da extracdo de petréleo em Manaus; Oliveira
(2012) verificou o efeito do FeCl’ e CuCl® na atividade da acetilcolinesterase cerebral de
Oreochromis niloticus (Tildpia do Nilo); Bocquené e colaboradores (1990) relataram uma

inibicdo de 100% em duas espécies marinhas (Scomberscomber e Pleuronectesplatessa) sob

exposicao de cobre a 1 mM.

2.2.1.2 Agrotéxicos do grupo dos organofosforados

Os agrotéxicos consistem em um grupo de substincias quimicas utilizadas no controle
de pragas e doencas de plantas. A necessidade de aumentar a producdo de alimentos o
homem impulsionou o desenvolvimento dessas substincias, pois, os campos cultivados
tornaram-se fonte de alimento para insetos, roedores, fungos e bactérias. Devido a grande
quantidade de alimento essas espécies se multiplicaram rapidamente, passando a deteriorar as
lavouras, e prejudicar o bem-estar das pessoas, sendo consideradas pragas. A partir disso,
buscaram-se maneiras de combaté-las, utilizando desde rituais religiosos ao longo da histéria
até o desenvolvimento dos agrotéxicos (BRAIBANT, ZAPPE, 2012).

. No inicio do século XX foram desenvolvidos os primeiros inseticidas organicos
sintéticos foram desenvolvidos. Em 1828 o quimico alemdo Friedrich Wohler conseguiu
sintetizar a uréia, composto organico, a partir do cianato de am6nio um composto inorganico,
fato esse que deu inicio a sintese organica. Durante a Segunda Guerra mundial, com a
necessidade de proteger os soldados de doencas causadas por insetos e outras pragas,
pesquisas foram desenvolvidas o que resultou no desenvolvimento de varios agrotoxicos,
como o inseticida do 1,1,1-tricloro-2,2-di(p-clorofenil) etano (DDT), desenvolvido para o
combate de piolhos (Pediculus humanus) vetores de uma doenca bacteriana chamada de tifo
exantemdtico, que infestaram tropas americanas (ZAPPE, 2011). Além do DDT outros
inseticidas pertencentes ao grupo quimico dos organoclorados foram desenvolvidos,
entretanto, estudos mostraram que essas substincias eram insoltuveis em dgua; e soliveis em
liquidos apolares como éter, cloroférmio, 6leos e gorduras vegetais; alta estabilidade,

tornando-se substancias recalcitrantes no meio ambiente (JARDIM, ANDRADE, 2009).

Atualmente, uma grande preocupagcdo da populacdo, dos Orgidos competentes e da
comunidade cientifica sdo os efeitos adversos dos praguicidas sobre a satide € o meio

ambiente. Essa problemdtica tem levado ao desenvolvimento de moléculas com maior
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seletividade a organismos nao alvos e, com efeito, menos persistente o ambiente. Além disso,
o uso indiscriminado de substancias levou a um quadro de resisténcia de pragas o que tornou
necessdria a busca por novos sitios de acdo dessas substancias. Assim, além do sistema
nervoso, outro alvo para acdo inseticida vem sendo estudados como regulagdo do
crescimento, inibi¢ao da respiragdo celular, inibi¢do do transporte de elétrons, da sintese de
ATP, entre outras vias (GALLO et al., 2002).

Os compostos organofosforados sdo ésteres do acido fosférico (H3POs), ou édcidos
derivados destes: tionofosforico, ditiofosférico, fosfomico, entre outros. Quando comparado
aos organoclorados, a toxidade aguda do organofosforado € maior, porém, sua persisténcia no
ambiente ¢ menor, requerendo um maior nimero de aplica¢des na lavoura (GALLO et al.,
2002). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) entre os trés
agrotoxicos mais utilizados no Brasil em 2010, dois fazem parte do grupo dos
organofosforados, Parationa Metilica e Metaminfds, ambos da Classe I considerados como
extremamente toxicos (IBGE, 2010). No entanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
proibiu a venda e a utilizacio do Metaminfés, a partir de 2011, por possuir caracteristicas
neurotoxicas, imunotoxicas e causa toxicidade sobre os sistemas enddcrino e reprodutor de
mamiferos. O grupo dos organofosforados sdo compostos anti-colinesterasicos, ou seja, o
principal mecanismo de acido em insetos e mamiferos consiste na diminui¢do da atividade da
enzima acetilconesterase (AChE), que degrada o neurotransmissor acetilcolina e desempenha
mecanismo importante na transmissao normal de impulsos nervosos. Além disso, provocam
efeito nocivo aos seres vivos expostos a essas substincias, seja por via oral, respiratdria ou
cutdnea (ANVISA, 2010).

Estudos mostram o efeito nocivo dos organofosforado: Ecobichon e Jay (1991) apud
Thomaz (2008) observaram salivacao, sudorese, tremores € distirbios cardio-respiratério em
mamiferos intoxicados por organoforados; Loser (1970) apud Anvisa (2010), analisou o
efeito do Metaminfés em caes beagles, onde, observou reducdo da atividade da colinesterase
no plasma e eritrécitos; Olle (2007) verificou em peixes expostos ao metil paration reducao da
frequéncia cardiaca; Phandrasekara e Pathiratine (2005) apud Thomaz (2008), detectou
reduc¢do da taxa sanguinea de linfdcitos (linfocitopenia) e de leucdcito (leucopatia) em espécie
de carpa expostas ao triclorfon; a Anvisa (2010) em andlise genotdxica e carcinogénica in
vitro e in vivo em humanos observou efeitos decorrentes de mutagdes génicas, cromossdmicas
e de lesdes na estrutura bioquimica do DNA, detectando assim o potencial mutagénico e/ou

carcinogénico dos OPs; Linhares (2005) avaliou 60 agricultores expostos a agrotoxicos, onde,
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100% deles apresentaram reducdo da atividade da acetilcolinesterase e diminui¢do da
colinesterase.

Gallo e colaboradores (2002) classificam os inseticidas de acordo com o mecanismo de
acdo, que podem ser:fisicos; protopldsmicos; inibidores metabdlicos; neurotxicos; agonistas
de hormonios; e estomacais. No entanto, os agrotéxicos mais utilizados no Brasil sdo os do
grupo dos organofosforados que atuam na transmiss@o sinaptica e pode ser classificado como
neurotoxicos. Os compostos organofosforados sdo potentes inibidores da atividade da enzima
acetilcolinesterase, responsdvel pela degradacdo da acetilcolina um neurotransmissor, uma
vez que ligam-se covalentemente formando um complexo enzima-substrato muito estdvel que
resulta na inibi¢do da enzima. Essas moléculas apresentam estrutura que permite o encaixe no
sitio estedrico da enzima acetilcolinesterase, a partir do grupamento fosfato. Ao contrario da
acetilcolina que sofre hidrdlise rdpida a partir da acetilacdo, a hidrdlise da enzima
fosforiladaocorre mais lentamente, levando assim, ao acumulo de acetilcolina na sinapse,
podendo, ocasionar uma sindrome colinérgica ou hiperexcitacdo do sistema nervoso

(OLIVEIRA, 2011; THOMAS, 2008).

2.3 BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AQUATICA

A avaliacdo de toxicidade de substancias no meio aquatico, utilizando estudos de
populacdes e comunidades € complexo devido aos longos periodos de exposicdo necessario
para que os efeitos comecem a aparecer. Assim, os efeitos observados sdo disturbios
ecologicos graves e praticamente irreversiveis, como perda diversidade, declinio
populacional, e distirbios ecolégicos (DORIA, 2010). Além disso, os programas de
monitoramento da contaminagdo aquética buscam quantificar os niveis e tipos de poluentes
presentes na dgua, no sedimento e em alguns organismos de interesse econdmico. Esse tipo de
informacdo do ponto de vista econOmico e social € importante, no entanto, as andlises
quimicas sdo onerosas e niao fornecem informac¢ao da toxicidade provocada pelos xenobidtico
(VAN DER OOST et al., 2003; BENASSI, 2004).

Assim, surgem os biomarcadores que consistem em um meio efetivo para mensurar os
efeitos toxicos. Para isso, utilizam-se métodos fisico-quimicos e bioldgicos que possibilitam
determinar a resposta ou o efeito do poluente sobre organismos expostos aos contaminantes,
testes que avaliam a toxicidade aguda, e possibilitam a determinacdo da concentragdo de
biomoléculas e atividade de enzimas e proteinas (BANASSI, 2004). Os biomarcadores sao

considerados ferramentas sensiveis, podendo ser quantificados através de procedimentos
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simples e padronizados. Atualmente, os indicadores bioldgicos tém sido muito utilizados tanto
in vivo, quanto in vitro, a fim de avaliar os efeitos que os xenobidticos causam nos mais
diversos organismos (VAN DER OOST et al., 2003; DORIA, 2010, RODRIGUES, 2011).
Os biomarcadores podem ser divididos em trés classes: de exposi¢do, de efeito e de
suscetibilidade. Os biomarcadores de exposi¢do possibilitam a deteccdo e quantificagao dos
contaminantes, dos seus metabdlitos ou das interagdes entre as moléculas alvo, medidas no
organismo. Nos biomarcadores de efeito a andlise € realizada a partir de alteragdes
bioquimicas e fisioldgicas, que podem ser mensuradas nos tecidos e/ou fluidos corporais e
pode estd associado a desequilibrios. E os biomarcadores de suscetibilidade, que indicam a
capacidade inata ou adquirida de um organismo ser suscetivel a uma exposicdo, que pode

envolver fatores genéticos (RODRIGUES, 2011; MELA, 2004; DORIA, 2010).

2.4 BIOMARCADORES DE NEUROTOXIDADE- COLINESTERASES.

As enzimas usadas como biomarcadores de neurotoxidade sdo as colinesterases. Essas
enzimas em vertebrados ocorrem de duas formas: Acetilcolinesterase (AchE) e
butirilcolinesterase (BchE). A AchE também conhecida colinesterase verdadeira, especifica
ou eritrocitdria, € encontrada no tecido nervoso, na jun¢dao neuromuscular, nos eritrécitos, no
soro e plasma, e possui afinidade especifica com acetilcolina. Pertence a classe das serinas
hidrolases e catalisa a hidrdlise da substancia neurotransmissora acetilcolina nas sinapses
colinérgicas e jungdes neuromusculares. A AchE possui dois sitios cataliticos um estedrico
que situa-se dentro da cavidade estreita, € composto por trés residuos de aminodcidos serina,
histidina, e glutamato; e um anidnico, situado as bordas da cavidade, que serve como pontos
para ligacdo da acetilcolina. O mecanismo de hidrdlise envolve o ataque nucleofilico da serina
ao carbono carbonilico da acetilcolina. Esse mecanismo gera um intermedidrio tetraédrico
estabilizado por pontes de hidrogénio, o qual por fim ird dar origem a uma serina acetilada,
que recupera o sitio da enzima no fim da hidrolise € uma colina livre (THOMAS, 2008). A
BchE também citada como pseudocolinesterase, esterase ndo especifica, colinesterase
inespecifica, sérica ou plasmdtica, que pode ser encontrada no figado, intestino e
principalmente no plasma sanguineo. Essa enzima sintetiza vdrios ésteres entre eles a
acetilcolina. (DORIA, 2010; MELA, 2004).

As colinesterases (ChEs) atualmente, tém sido utilizadas como potenciais
biomarcadores para avaliacdo e monitoramento da contamina¢do do ambiente por véarios

compostos,  principalmente  pesticidas  organofosforados (OP) (ARIAS, 2007,
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GOLOMBIESKI et al., 2008; GRIZA et al., 2008; COPATTI, 2009; OLIVEIRA et al., 2009;
AZEVEDO, 2013; LIMA, 2013), metais pesados (ROCHA, 1985; CAVALCANTE, 2009;
DORIA, 2010; OLIVEIRA, et al. 2011; SILVA et. al., 2011), efluentes de minas (CASTRO
et al., 2004) e dguas de formacao derivada de extracdo de petréleo (OLIVEIRA, 2003).

A AchE ¢ fundamental na neurotransmissdo colinérgica. Quando a acetilcolina ¢é
degradada pela acetilcolinesterase, gera colina, dcido acético e um préton. Com a diminui¢do
da acetilcolina, ocorre a simultaneamente a reducdo do potencial pds-sindptico, prevenindo a
passagem continua de impulsos nervosos. A ligacdo acetilcolina com receptor nicotinico da
membrana pds-sindptica desencadeia a abertura dos canais de fons Na*. Posteriormente ocorre
a despolarizacdo da membrana, gerando um potencial de a¢do, que permitird a propagacao de
impulso. Quando a enzima € inibida, ocorre o bloqueio da transmissdo de impulsos nervosos,
devido a sobreposi¢do de impulsos causados pela permanéncia dos canais de sddio abertos,
gerando a interrupcdo dessa funcdo indispensdvel para os organismos (DORIA, 2010;
STEPHENSEN, 2000; ALVES, 2003). A inibicdo da colinesterase foi proposta como
biomarcador especifico para organofosforados, que sdo inibidores do sitio de ligacdo da
acetilcolinesterase (WEISS, 1958). Em 1961, Ellman e colaboradores desenvolveram uma
metodologia baseada em um método fotométrico para determinacdo da atividade da
acetilcolinesterase em tecidos, que € utilizada até hoje, para determinacdo de amostras
contaminadas por organofosforados e outros poluentes que inibem esta enzima, como 0s
metais pesados. O método baseia-se na hidrdlise da acetilcolina, pela enzima
acetilcolinesterase, produzindo a tiocolina. Essa tiocolina em reagdo com DNTB origina o
composto 5-tio-2-nitro-benzoato, de coloragdo amarela que € lido em espectofotometro a 405
nm (MELA et al., 2004; DORIA, 2010). Essa ¢ uma metodologia simples € menos onerosa
que vem sendo utilizada para deteccdo de diversos contaminantes (metais, agroquimicos,

aguas residuais de industrias quimicas, entre outras).



19

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se as dguas dos reservatdrios do Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do
Semidrido (CDSA) recebem contaminantes oriundas do vazadouro a céu aberto de residuos
urbanos do municipio de Sumé - PB, por meio de um método bioldgico, relacionando com o

risco a saude humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar um método bioldgico para detec¢do de inibidores da acetilcolinesterase presente
nas amostras de dguas coletadas no CDSA;
Avaliar quantitativamente o nivel de inibi¢do da acetilcolinesterase sérica humana in vitro

quando exposto a dgua analisada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUAS

As amostras de dgua utilizadas para realizacdo do experimento foram coletadas na
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Centro de Desenvolvimento Sustentavel
do Semidrido (CDSA) Cidade de Sumé, Paraiba, Brasil (Figura 3). As dguas foram recolhidas
em dois pontos (Figura 4) Represa 1 localizada a 350 metros do vazadouro municipal
(7°39'32.78”S, 36°53'41.31” O) e Represa 2 localizada a 1000 metros do vazadouro a céu
aberto (7°39'54.34”S, 36°53'33.91” O). O material foi coletado com auxilio de pipeta Pasteur,
filtrado para retirada de particulas suspensas e armazenando em tubos de polipropileno com
fundo conico de 50 ml, sob refrigeracdo. A Figura 5 demonstra o vazadouro e os locais de
coleta das de dgua para andlise.

Figura 3- Mapa do Brasil, Estado da Paraiba, Municipio de Sumé e Localizacdo do Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Semidrido. (1) Mapa do Brasil com destaque no Estado da Paraiba; (2) Mapa da Paraiba com foco

no municipio de Sumé, (3) Mapa de Sumé com localizagdo do Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do
Semidrido (CDSA).
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Fonte: Google Maps.
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Figura 4- Imagem de satélite mostrando Local do Vazadouro d residuos sélidos e os pontos de coleta de dgua
(Represa 1 e Represa 2) para andlise de contaminacio

4
REPRESA 2

Googlcearth

Fonte: Google Earth.

Figura 5- Pontos de coleta de 4gua para andlise de contaminagao. (1) Vazadouro a céu aberto do municipio de
Sumé- PB; (2) Primeiro ponto de coleta (represa 1); (3) Segundo ponto de coleta (represa 2).
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4.2 PREPARO DAS SOLUCOES

Dois padroes analiticos foram testados. O primeiro padrdo utilizado para detec¢do do
inibidor da acetilcolinesterase foi o Malathion Ul produzido pela Cheminova Brasil Ltda.
Nome quimico: fosforoditioato de O,0-dimetil S-[1,2 bis- etoxicarbonil- etila] O,O-dimetil-
ditiofosfato de dietil- mercaptosuccinato. Nome comum: Malathion. Férmula molecular:
CioHy9 O¢ PS;. Preparou-se uma solucao de defensivo na proporcao de 1 ml de Malathion para
200 ml de dgua destilada como indicado no rétulo (Diluicao Usual) e foi acondicionada em
frasco ambar a fim de evitar a fotodegradacdo. Posteriormente a dilui¢do usual de Malathion
(1: 200 ou 100%) foi utilizada para diluicdo em série: 100; 50; 25; 12,50; 6,25; 3,12; 1,56;
0,78% de defensivo. O segundo padrdo analitico utilizou os componentes internos da Pilha
AA 777® importada por Sihui Huachang Battery Ltda. A pilha foi cuidadosamente aberta
dentro da capela de exaustdo utilizando procedimento padrdo e os componentes internos
foram retirados e depositados em um becker contendo 25 ml de Tris-HCL, pH 8, overnight.
Ap0s esse periodo a solucdo foi filtrada, armazenada em tubos de polipropileno com fundo
conico de 50 ml e uma aliquota de 500 pL utilizada para uma dilui¢do em série: 100; 50; 25;
12,505 6,25; 3,12; 1,56; 0,78% da solucdo de pilha.

O soro utilizado como fonte de acetilcolinesterase foi obtido a partir do sangue
humano. A coleta do sangue foi realizada no Laboratério de Biotecnologia utilizando
procedimento padrdo. O sangue colhido foi armazenado em tubos de polipropileno com fundo
conico de 50 ml esterilizados, posteriormente, as amostras foram centrifugadas em Centrifuga
SL-703 por 12 minutos a 1500 RPM. O émbolo (codgulo) formado no processo de
centrifugacao foi deslocado das paredes do tubo com auxilio de pipeta e repetiu-se o processo.
O sobrenadante (soro) foi retirado com auxilio de uma pipeta Pasteur € armazenado em tubos

de fundo conico de 1,5 ml em freezer (-4°C).

4.3 DETERMINACAO IN VITRO DA ATIVIDADE DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

A atividade acetilcolinesterdsica foi determinada segundo o método descrito por
Ellman e colaboradores (1961). O teste enzimético foi realizado transferindo-se para tubos de
fundo conico de 1,5 ml, 46 uL de soro humano, 450 uL. de DNTB (0,1M) e 450 uL das
amostras de dgua previamente coletadas. Apos a homogeneizagdo, os tubos foram incubados

por 40 minutos. Em seguida, foram acrescentados 46 uL de cloreto de acetilcolina (Sigma


http://portuguese.alibaba.com/supplier_hcbattery_200547226
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Aldrich), a 62 mM e aguardou-se trés minutos. A leitura da absorbancia foi feita em 405 nm,
em um espectrofotometro UV-1000 A.

Uma reagdo controle, utilizando dgua destilada ao invés da solu¢do de Malathion, foi
considerada como 100% da atividade enzimdtica de AChE. O ensaio foi realizado nas
concentracoes (100; 50; 25; 12,50; 6,25, 3,12; 1,56; 0,78%) de defensivo e em triplicata para
cada uma das concentracdes. Na incubacdo e leitura das amostras o fator temperatura foi
controlado (23- 25° C), uma vez que o cromatogénico (DNTB) é instdvel em altas
temperaturas. As porcentagens de inibi¢do enzimdtica para diferentes concentracdes de
Malathion foram calculadas de acordo Santos (2009) e Marques; Yamanaka. (2008),

utilizando a Equacdo (1).

%1 =100 — jmﬂxmo 1)

controle

% I = Porcentagem de Inibi¢do
Agmostra = Absorbancia média da amostra

Acontrole = Absorbancia média do controle

A atividade colinesterdsica € um importante biomarcador de exposi¢do e foi utilizada
neste trabalho para verificar o efeito dos residuos de metais pesados e substincias
organofosforadas advindos do vazadouro a céu aberto municipal nas dguas do CDSA. O
método adotado para este estudo foi um teste enzimético in vitro desenvolvido por Ellman e
colaboradores (1961) que baseia-se na atividade na hidrolise da acetilcolina, pela enzima
acetilcolinesterase, produzindo a tiocolina (Figura 6). O método foi escolhido devido a sua
sensibilidade e rapidez de deteccdo de contaminantes anticolinesterasicos que sdo foco desse

estudo (ELLMAN et al.,1961).
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Figura 6- Reacdo descrita no Método de Ellman e Colaboradores (1961) para deteccdo da atividade
colinesterasica.
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Fonte: SILVA, 2012.

4.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As concentracdes foram analisadas em triplicata e os resultados foram apresentados
em forma de média, com os respectivos erro, tendo sido utilizado o software Origin Pro 8.
Adicionalmente foi analisada a correlacdo entre a absorbancia e a atividade enzimatica

utilizando a correlacdo de Pearson. E os dados foram performados para melhor visualizacdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A curva padrdo utilizou o Malathion, inseticida do grupo dos organofosforados que
possui acdo anticolinesterdsica ja estudada e os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 3, em forma de média acompanhada dos respectivos erros padrdo. Uma curva padrao
utilizando os componentes internos de pilha foi testada, entretanto, ndo foi obtida uma
padronizacdo do mesmo uma vez que nao havia informacdo das concentragdes de cada
substancia presente na pilha impossibilitando a utilizagdo da mesma. Assim, utilizou uma
diluicdo em série do Malathion inibidor irreversivel da colinesterase para padronizagcdo dos

niveis de inibic¢ao.

Tabela 3- Valores de absorbancia, porcentagem de inibicéo e erro.

Concentragdo de Absorbancia % Inibi¢ao
Malathion (ul/ml) média AchE
0 0,298 0,0
3,90 0,223+0,005 25,16 +2,26
7,81 0,164+0,001 44,97 £2.85
15,60 0,132+0,004 55,70 £ 1,14
31,25 0,106£0,016 64,42 + 6,02
62,5 0,043+0,061 85,57 £24,53
125,00 0,024+0,063 91,94 +24,92
250,00 0,012+0,039 95,97 £13,06
500,00 0,007+0,013 100

Como esperado, ocorreu uma relag@o diretamente proporcional entre a absorbéncia e a
atividade enzimdtica (Grafico 1) como consta na lei de Lambert-Beer. A relagdo entre a
concentracdo do inibidor ¢é inversamente proporcional a atividade enzimdtica da
acetilcolinesterase do soro humano, desse modo, quanto maior for a concentra¢io do inibidor
menor serd a atividade enzimdtica € como consequéncia, menor serd a absorbancia. O
Coeficiente de Pearson foi calculado para obter o grau de relacdo linear entre concentracdo de
inibidor enzimatico e absorbincia. O valor de -0,70 obtido demonstraram uma forte
correlagdo linear inversa, entre a concentracdo de Malathion e a absorbancia (FIGUEIREDO-
FILHO;SILVA-JUNIOR, 2010). Pode-se dizer, que a relagdo entre a concentracdo do
contaminante (inibidor) € inversamente proporcional a atividade enzimédtica da
acetilcolinesterase do soro humano. Desse modo, quando foi utilizada a concentracdo méxima

de inibidor (500 pl/ml de Malathion) a atividade a enzima chegou a 0 %. E a absorbancia

maxima foi obtida quando a atividade enzimatica € igual a 100%, uma vez, a absorbancia lida
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corresponde a um composto 5-tio-2-nitro-benzoato de coloragdo amarela, formado pela reacdo

de hidrélise da tiocolina pela acetilcolinesterase que reage com o cromatogénco DNTB e

absorve luz em 405 nm (SILVA; MIDIO; GARCIA, 1994, CONCEICAO FILHO, 2002).

Grafico 1- Relagfo entre a absorbincia e a atividade enzimatica, e relagao entre a concentracdo de inibidor e
porcentagem de atividade da acetilcolinesterase.
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O Griéfico 2 relaciona a concentracdo de inibidor com a porcentagem de inibi¢ao.
Assim, a inibicdo de 100% da atividade enzimdtica foi obtida in vitro quando o soro
sanguineo humano foi exposto a 500 pl/ml de Malathion. A inibicdo foi igual a zero no
controle, quando o inibidor foi substituido por 4gua destilada. A Tabela 4 apresenta os valores
obtidos no teste in vitro utilizando como inibidor a 4gua coletada do CDSA, onde se observa a
diminui¢do da atividade catalitica in vitro da enzima AchE em soro humano. Na Represa 1 o
valor médio de inibi¢do obtido foi de 32,73% e na Represa 2, de 19,45%. Como esperado,
devido a proximidade da Represa 1 ao vazadouro municipal o nivel de inibi¢do enzimatica foi
maior do que obtido na Represa 2. O coeficiente de determinacdo linear (R?) foi de 98%
demonstrando um elevado grau de ajuste do modelo estatistico com o experimental (Grafico
3).

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram verificados por outros autores,
dentre eles, Oliveira (2011), verificou a inibicao in vitro da acetilcolinesterase em cérebro de
tilipia do Nilo expostas a cddmio, cobre e chumbo de respectivamente 35%, 18% e 18%.

Arias (2007) pode verificar in vivo a inibi¢ao de 17,85% da atividade da AchE em tilapias e
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60,4% em Aracds na Regido de Barra Mansa- Rio de Janeiro, um pélo industrial que traz
evidencias dos efeitos dos metais pesados e outros inibidores enzimaticos; verificou ainda
inibicao de 35,71% da atividade de AchE em tildpias e de 37,5% em Aracds expostos as dguas
de Paty de Alferes-Rio de Janeiro, regido tipicamente agricola evidenciando os efeitos de
inibi¢do por organosforados e carbonatos. Stroparo e Braguini (2011) analisou fumicultores
expostos a agrotéxicos e verificou a inibicdo de 59,3% para homens e 32,2% para mulheres
do grupo amostral e ainda afirmou que a inibi¢cdo da AchE sérica pode ndo ser provavelmente
0 Unico mecanismo pelo qual os compostos organofosforados provocam a intoxicacao,
entretanto, esse mecanismo de acdo pode estd associado a quadros de intoxicacdo. Mela
(2004) verificou diminui¢do da atividade catalitica da colinesterase in vivo da traira exposta a

baixas doses de metilmercurio.

Grafico 2-Relagdo entre a concentragio do inibidor (Malathion) e a porcentagem de inibi¢2o enzimdtica da
acetilcolinesterase do soro humano da curva padrio com respectivo erro.
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Tabela 4- Valores de absorbancia e porcentagem de inibicdo das amostras de dgua obtidas no Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido (CDSA).

Amostras Absorbancia % de inibigdo
Média Enzimatica
Represa 1 0,042+0,02475 32,73+ 6,08

Represa 2 0,071+ 0,014 19,455+ 2,30
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Grifico 3-Relacio entre a concentracio do inibidor e a porcentagem de inibi¢ao enzimatica da AchE do soro
humano.
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De acordo com o IBGE (2002) entre as causas mais apontadas de contaminagdo dos
recursos hidricos estdo: a disposi¢ao inadequada de residuos sélidos e a utilizacdo e descarte
inadequado de embalagens de agroquimicos. No Nordeste, 44% das causas de contaminacao
aqudtica estdo relacionadas com a disposi¢cdo inadequada dos residuos e 38% das causas de
contaminac¢do dos recursos hidricos estdo relacionados com o uso e descarte inadequado de
embalagens de agrotoxicos e fertilizantes. Devido a proximidade entre as represas € o
vazadouro a céu aberto pode-se dizer que a inibi¢do pode estd relacionada com contaminantes
vindo do “lixdo0”, em especial os metais pesados por serem substincias recalcitrantes.

A ligacdo dos metais a enzima AchE, ocorre geralmente de maneira irreversivel e, na
maioria das vezes, tende a reduzir a atividade enzimatica (MARQUES; YAMANAKA, 2008)
como observado nesse experimento. Costa (2005) relata a persisténcia dos metais (Al, Ba, Fe,
Mn, Ni e Pb) e a potencialidade de contaminagcdo de &dguas por metais presentes nos
vazadouros a céu aberto, uma vez que, conseguiu observar apos 30 anos de desativacdo do
“lixao” em Belo Horizonte elevadas concentragdes do contaminante nas dguas subterraneas.

Metais s@o contaminantes presentes nas mais diferentes atividades antrépicas. Alguns
metais sdo capazes de apresentar espécies quimicas estdveis em solucdo, o que pode resultar,
em acumulo na coluna d’4gua, atingindo concentragdes relativamente elevadas e mesmo

téxico. Dentre esses metais destacam-se o mercurio (Hg) componente indispensdvel para
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fabricacdo de diferentes produtos utilizados no dia-a-dia e que em geral ndo recebem
disposicdo final adequada como equipamentos e aparelhos elétricos de medidas; produtos
farmaceéuticos, lampadas de néon, fluorescentes e de arco de mercturio, interruptores, baterias /
pilhas; tintas inseticidas, herbicidas, fungicidas, termdmetros entre outros. O mercurio é,
dentre os metais contaminantes, aquele que apresenta maior toxicidade, além de ser o unico
metal capaz de sofrer biomagnificacdo em quase todas as cadeias alimentares, isto €, sua
concentracdo aumenta conforme aumenta o nivel tréfico da espécie (LACERDA; MALM,
2008). Grimberg e Blauth (1998) afirmam que 88% do mercurio encontrado nos RSU sdo
oriundos das pilhas.

Os metais ligam-se a grupos especificos da enzima alterando seu sitio (SIMKISS e?
al., 1993). A formagdo do complexo enzima-substrato (Acetilcolina- AchE) € o
estabelecimento de uma ligacdo eletrostética entre a carga positiva da acetilcolina e o sitio
anionico da AchE. Assim, quando o sitio anidnico da enzima € substituido por um metal a
acetilcolina ndo serd capaz de ligar-se adequadamente a AchE e esta ndo poderd ser
degradada. Diante disso, o potencial de inibicdo da AchE entre metais dependerd das
propriedades dos mesmos como: tamanho i0nico, capacidade de formacdo do
composto,eletronegatividade e potencial de redu¢do (GUILHERMINO et al., 1998; GRIPPO;
HEATH, 2003; MELA, 2004).

Outra fonte de inibicdo que pode ser levantada é a presenca de residuos de
agroquimicos, principalmente substincias do grupo dos organofosforados. Com a instalacao
da UFCG-CDSA e com os principios de sustentabilidade adotado pelo campus esses insumos
deixaram de ser utilizados a aproximadamente cinco anos no campus, onde as dguas foram
coletadas. Entretanto, a hipétese de contaminacdo dessas dguas por organofosforados ndo
pode ser descartada uma vez que segundo o IBGE (2002) Sumé ndo dispde de pontos de
coleta de embalagens de agroquimicos, assim, essas embalagens possivelmente sdo
descartadas no vazadouro municipal a céu aberto podendo, devido a proximidade, alcancar as
fontes de dgua do CDSA. Os compostos organofosforados sdo potentes inibidores da
atividade catalitica da enzima AchE. Esses compostos ligam-se covalentemente formando um
complexo enzima-substrato muito estdvel que resulta na inibi¢do da enzima. Essas moléculas
apresentam estrutura que permite o encaixe no sitio estedrico da enzima acetilcolinesterase, a
partir do grupamento fosfato. Ao contrario da acetilcolina que sofre hidrdlise rdpida a partir
da acetilacdo, a hidrdlise da enzima fosforilada ocorre mais lentamente, levando assim, ao

acumulo de acetilcolina na sinapse (OLIVEIRA, 2011; THOMAS, 2008; SILVA, 2012).
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A utilizagdo do soro humano para determinagdo in vitro da atividade enzimatica é
importante uma vez que alerta para a ndo utilizacdo da 4gua do CDSA para qualquer fim de
consumo humano, uma vez que o consumo dessa dgua causard efeitos nocivos ao mesmo. Os
inibidores da colinesterase, promovem a elevacdo dos niveis de acetilcolina, levando a
sindrome colinérgica aguda, como o surgimento de sinais e sintomas muscarinicos,
nicotinicos € no sistema nervoso central, sendo esses sintomas dependentes do nivel de
inibicdo da AchE. A inibi¢do da colinesterase em mamiferos é caracterizada principalmente
por sintomas como: lacrimejamento, salivacdo, sudorese, diarréia, tremores e distirbios
cardiorrespiratorios, cefaléia e agitagdo, bem como depressdo do sistema nervoso central. Em
inibicdes mais severas, acima de 70% da reducdo da atividade catalitica, observa-se
insuficiéncia respiratéria, devido a disfunc¢do do sistema nervoso autonomo (FENICHEL et
al., 1972; ARIENS et al., 1972; GUPTA; PETTERSON; DETTBARN, 1986; OLIVEIRA;
BURIOLA, 2009; CIT/RS, 2013). Cavaliere et al.,(1996), observou uma inibicao da AchE
plasmética de 67,8% em ratos albinos (Wistar) e avaliou que esse nivel de inibicdo da AchE
causa intoxica¢do intensa apresentando sintomas severos de salivacdo, lagrimejamento,
exoftalmia, tremores, dispnéia, fasciculacdo muscular, ataxia, prostacdo e diarréia.

Os valores de inibicao da atividade catalitica da enzima AchE obtidos neste trabalho,
demonstra a contaminacdo das dguas do CDSA por substancias inibidoras da
acetilcolinesterase e deixa evidente a necessidade de conscientizagdo para ndo utilizacdo da
mesma, uma vez, que substancias inibidoras da colinesterase, como 0s metais, sao
bioacumulativos, o que poderd gerar efeito de inibicdo da enzima gradativamente. Estes
resultados, entretanto, apenas pressupdem uma situacdo que poderd ser melhor analisada a
partir da caracterizacdio e determinacdo das concentracdes dessas substincias
anticolinesterdsica, uma vez que tratam-se de componentes altamente nocivos a satde do
ambiente e todos os seres vivos. Além disso, deve-se realizar uma avaliagdo da geomorfologia
e estudos dos compartimentos biogeoquimicos do local. A partir dessas avaliacdes serd
possivel compreender melhor os processos em ocorréncia da contaminagao do local, e o nivel
da pluma de contaminacdo, uma vez que, o lencol fredtico e micro-bacia do Rio Sucuru
podera também estar recebendo contaminantes advindos do vazadouro.

O estudo dos niveis de contaminacdo das dguas por substancias provenientes do
vazadouro a céu aberto e sua consequente acdo sobre a saide do ambiente e da populagdo é
apenas um dos enfoques a ser dado a uma questdo que envolve problemas de ordem social,
ambiental, sanitdria, politica e econOmica. Assim, este estudo serve de alerta para que as

questdes relacionadas com os residuos sélidos tenham maior ateng¢do por parte do poder
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publico, autoridades responsaveis e da propria populacdo, uma vez que os recursos hidricos
sd0 recursos essenciais para sobrevivéncia dos seres vivos e trata-se de um bem ndo

renovavel, devendo ser utilizado conscientemente e conservado.
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6 CONCLUSOES
- Os dois reservatdrios de dgua (Represa 1 e Represa 2) do CDSA estdo contaminados,
oferecendo risco a saide humana.
- A contaminag¢do dos reservatdrios sdao provenientes do vazadouro municipal.

- A utilizag¢do de um bioindicador humano permitiu fazer a inferéncia direta ao risco de saide
publica.
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