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RESUMO

Apesar do aumento na produtividade agricola proporcionado pelos pesticidas, 0 uso
inadequado dessas substancias traz impactos negativos & salude humana e ambiental.
Estimativas de eficiéncia de aplicacdo relatam que apenas cerca de 0,1% dos pesticidas
aplicados atingem as pragas-alvo, enquanto o restante se espalha pelo ambiente. Além
disso, os recursos financeiros economizados ao se evitar o ataque de pragas terminam
sendo gastos na recuperacdo dos danos a saude publica e ao meio ambiente causados
pelos préprios pesticidas. Diversas metodologias vém sendo desenvolvidas utilizando as
enzimas colinesterases como biomarcadores de pesticidas organofosforados e
carbamatos, tendo em vista sua alta especificidade em relacdo a esses compostos. Para
utilizacdo dessas biomoléculas como biomarcadores de pesticidas, estudos preliminares
sdo realizados analisando-se as alteracGes provenientes de sua interacdo. O presente
trabalho teve como objetivo desenvolver um método para extracdo e determinacdo da
atividade da AChE eritrocitaria humana e avaliar a precisdo do método na detecgédo de
pesticidas, comparando os resultados de inibicdo com a legislagdo nacional e
internacional vigente. Dessa forma, membranas de eritrécitos livres de hemoglobina
foram extraidas e utilizadas na analise da atividade da acetilcolinesterase (AChE)
ancorada nessas células. A evidéncia da atividade da enzima foi comprovada através da
inibicdo seletiva utilizando dibrometo de 1,5-bis (4-alil-dimetilamonio-fenil) pentan-3-
ona (BW284c51), tetraisopropil pirofosforamidato (Iso-OMPA) e brometo de
neostigmina. As amostras de sangue foram expostas a treze concentragdes de trés
pesticidas organofosforados (diclorvods, clorpirifés e diazinon) e dois carbamatos
(carbaril e carbofuran). As concentracdes dos pesticidas capazes de inibir a atividade da
enzima em 50% (Clso) foram 10,66 uM (diclorvos), 21,42 uM (clorpirifés), 109,98 uM
(carbaril) e 5,44 uM (carbofuran). O diazinon ndo atingiu 50% de inibi¢do da atividade
enzimatica na faixa de concentracdo utilizada. Os resultados relativos a 20% de inibicédo
da atividade enzimatica (Cly - nivel utilizado na estimativa dos limites minimos de
residuos de compostos anticolinesterasicos) foram inferiores aos valores de ingestdo
diaria aceitavel (IDA) para cada pesticida recomendados pela ANVISA, OMS, FAO,
ATSDR, EFSA e USEPA com excecdo do organofosforado diazinon. Sendo assim, o
cut-off de 20% de inibicdo da atividade da AChE eritrocitéria foi escolhido para avaliar
a sensibilidade e a especificidade, parametros de confiabilidade do método, capazes de
minimizar a influéncia de falsos positivos e falsos negativos na analise. Os valores de
sensibilidade para os pesticidas investigados situaram-se acima de 80%, exceto para o
diazinon, enquanto que os valores de especificidade para todos os pesticidas estiveram
acima de 60%. Estes resultados sugerem que os métodos de extragdo da AChE
eritrocitaria e de determinacdo de sua atividade propostos podem ser ferramentas
adequadas para o monitoramento da exposi¢do ocupacional aos agrotoxicos.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Eritrocito. Biomarcador. Organofosforados.
Carbamatos.
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ABSTRACT

Regardless the increase in agricultural productivity supported by pesticides, improper
use of these substances brings negative impacts to human health and the environment.
Application efficiency estimates report that only about 0.1 % of the applied pesticides
reach the target pest while remaining material spreads in the environment. Moreover,
financial resources saved through avoiding pest attack end up being spent on the
recovery of damage to public health and the environment caused by such pesticides.
Several methodologies have been developed using the enzymes cholinesterases as
biomarkers of organophosphate and carbamate pesticides due to its high specificity
towards these compounds. The present work aimed to develop a method for the
extraction and assay of human erythrocyte AChE activity and to evaluate the accuracy
of the method for detection of pesticides besides comparing the inhibition results to
national and international regulations. Thus, free-hemoglobin erythrocyte membranes
were extracted and used in the analysis of the activity of acetylcholinesterase (AChE)
bound to these cells. Evidence of this enzyme activity was confirmed by selective
inhibition using 1,5-bis(4-allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one dibromide
(BW284c51), tetraisopropyl pyrophosphoramide (Iso-OMPA) and neostigmine
bromide. Blood samples were exposed to thirteen concentrations of three
organophosphorus (dichlorvos, diazinon and chlorpyrifos) and two carbamate pesticides
(carbaryl and carbofuran). The concentrations of pesticides that can inhibit the enzyme
activity by 50% (ICsp) were 10.66 puM (dichlorvos), 21.42 uM (chlorpyrifos), 109.98
UM (carbaryl) and 5.44 uM (carbofuran). Diazinon did not reach 50% inhibition of
AChE activity in the concentration ranged used. The results for 20 % inhibition of
enzyme activity (Clyy - level used in the estimation of thresholds limits for
anticholinesterase compounds) were lower than the acceptable daily intake (ADI) for
each pesticide recommended by ANVISA, WHO, FAO, ATSDR, EFSA and USEPA
excepting the organophosphate diazinon. Thus, the cut-off of 20 % inhibition of
erythrocyte AChE activity was chosen to evaluate the sensitivity and specificity,
parameters capable of minimizing the influence of false positives and false negatives in
the analysis. Sensitivity values for pesticides investigated were above 80 %, except for
diazinon, whereas specificity values for all pesticides were above 60 %. These results
suggest that the proposed methods for extraction and assay of erythrocyte AChE
activity may be adequate tools for monitoring occupational exposure to pesticides.

Keywords: Acetylcholinesterase.  Erithrocyte. Biomarker. Organophosphorus.
Carbamate pesticides.
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1. INTRODUCAO

As politicas de crédito agricola implementadas na década de 70 impulsionaram a
utilizacdo e producéo de agrotoxicos, alterando o padrdo de consumo dessas substancias
ao oferecer subsidios a sua aquisicdo. Embora a utilizacdo dos agrotdxicos tenha
proporcionado o aumento da produtividade agricola, possibilitando a producdo de
alimentos a um custo menor, o uso indiscriminado desses produtos pode trazer prejuizos
a saude humana e animal e ao meio ambiente (DOMINGUES et al., 2004).

Os trabalhadores agricolas estdo expostos a grandes riscos de intoxicacéo,
devido ao contato intenso com agrotoxicos. Esses compostos sdo potencialmente
toxicos aos humanos, podendo causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e
periférico, ter acdo imunodepressora ou ser cancerigenos, entre outros efeitos.

Em geral, as consequéncias do uso indiscriminado de agrotoxicos sdo
condicionadas por fatores intrinsecamente relacionados, tais como 0 uso inadequado
dessas substancias, a alta toxicidade de certos produtos, a falta de utilizacdo de
equipamentos de protecdo e a precariedade dos mecanismos de vigilancia. Esse quadro
¢ agravado pelo baixo nivel socioeconémico e cultural da grande maioria desses
trabalhadores (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Entre os pesticidas mais utilizados e causadores de intoxicagcdes ocupacionais
estdo os organofosforados e os carbamatos, pertencentes a classe dos inibidores das
enzimas colinesterases (ChEs). Seu mecanismo de acdo se da através da fosforilacdo do
sitio ativo dessas enzimas, no caso dos organofosforados e carbamilacdo, no caso dos
carbamatos, causando a inibi¢do da atividade enzimética (Fukuto, 1990).

As enzimas colinesterases sdo hidrolases do grupo das serino-esterases, com
afinidade por ésteres de colina. Existem dois tipos de colinesterases: acetilcolinesterase
(AChE; EC 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BChE; EC 3.1.1.8). A primeira ocorre no
cérebro, ganglios do sistema nervoso autbnomo e placas motoras onde sua funcéo é
modular os impulsos nervosos na fenda sinaptica através da hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina. Ela também pode ser encontrada na membrana dos
eritrocitos (onde sua fungdo ainda ndo foi elucidada) sendo sintetizada durante a
hematopoiese, com meia-vida de aproximadamente 120 dias. A BChE é sintetizada no
figado e predomina no plasma, células gliais, pancreas e na parede do trato digestivo,

apresentando meia-vida de 7 a 14 dias. E apontada como uma enzima
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detoxificadora/ativadora de compostos xenobidticos (CHATONNET E LOCKRIDGE,
1989; COKUGRAS, 2003).

Os organofosforados e carbamatos sdo absorvidos por via oral, respiratéria e
cutanea, sendo esta ultima a causa mais comum de intoxicacbes ocupacionais.
Dependendo da quantidade da substancia toxica absorvida, do tempo de exposicdo e de
outros fatores, a exemplo da idade e das condi¢BGes de salde, essa intoxicacdo pode
acarretar danos irreversiveis, como infertilidade (ou problemas relacionados a
fertilidade), inducdo de efeitos teratogénicos e genéticos e cancer conforme revisto por
Matos e colaboradores (1988). Também sdo relatados efeitos deletérios sobre os
sistemas nervoso, respiratorio, cardiovascular, genito-urinério, gastro-intestinal, pele,
olhos, além de alteracBes hematoldgicas e reacOes alérgicas a estas substancias. Essa
condicdo encontrada no meio rural representa a necessidade do monitoramento e da
prevencdo da exposicdo ocupacional.

O monitoramento de pesticidas através de métodos baseados na inibicdo de
colinesterases geralmente requer amostras de sangue frescas, para evitar a hemdlise e
devido & baixa estabilidade térmica das enzimas mesmo sob resfriamento. Tais técnicas
apresentam outras desvantagens, como: 1) a ndo diferenciacdo entre as atividades da
ACNhE eritrocitéaria e da BChE plasmatica (a inibicdo da AChE eritrocitaria correlaciona-
se melhor com a inibicdo da AChE no SNC), quando se utiliza a atividade das
colinesterases totais; 2) a baixa precisdo causada pela interferéncia da hemoglobina,
guando se utiliza somente a atividade da AChE eritrocitaria sem a completa lise e
lavagem da hemoglobina por centrifugagéo.

Assim, o trabalho teve por objetivo desenvolver um método para a extracdo e
analise da AChE eritrocitaria humana no qual, ndo apenas fosse utilizada somente a
atividade dessa enzima, como também fosse permitido o congelamento de amostras para
analises em laboratérios distantes dos locais de coleta e sem interacGes colorimétricas
indesejaveis como ocorre com a hemoglobina. Também foi objetivo avaliar a
sensibilidade e especificidade do método para mensurar a exposi¢do aos pesticidas,
comparando os resultados de inibicdo com os regulamentos nacionais e internacionais

vigentes.
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2. CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de agrotdxicos e problemas de salde publica

No Brasil, os agrotdxicos foram primeiramente utilizados em programas de salde
publica, no combate aos vetores de doencgas e controle de parasitas (Fig. 1), passando a
ser utilizados mais intensivamente na agricultura a partir da década de 1960. A
utilizacdo em larga escala deu-se quando os pesticidas foram incluidos,
compulsoriamente, nos financiamentos agricolas, assim como os adubos e fertilizantes
quimicos. Em 1975, com o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), responsével
pela abertura do Brasil ao comércio de agrotoxicos (TRAPE, 1993), o produtor rural
brasileiro passou a ter acesso ao crédito agricola, decorrente do movimento globalizante
conhecido como “Revolu¢do verde”, que instituiu a obrigatoriedade do uso de
agrotoxicos para todos os financiamentos sob o discurso tecnoldgico de garantir a
producdo livre de pragas ¢ como simbolo da “agricultura moderna” mais produtiva
(SOBREIRA, 2004). Essa obrigatoriedade, somada a propaganda dos fabricantes,
determinou um enorme incremento e disseminacdo da utilizacdo dos agrotoxicos,
conseqlientemente, a industria de agrotoxicos tem registrado lucros crescentes e 0s
paises latino-americanos, principalmente o Brasil, foram se situando entre 0os maiores
consumidores mundiais.

Nos ultimos dez anos, o0 mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93% enquanto o
mercado brasileiro cresceu 190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e
assumiu o posto de maior mercado mundial de agrotoxicos. Na safra que envolveu o
segundo semestre de 2010 e o primeiro semestre de 2011, o mercado nacional de venda
de agrotoxicos movimentou 936 mil toneladas de produtos, sendo 833 mil toneladas
produzidas no Pais, e 246 mil toneladas importadas (ANVISA/UFPR, 2012). Em 2010,
o0 mercado nacional movimentou cerca de US$ 7,3 bilhdes e representou 19% do
mercado global de agrotoxicos. Em 2011 houve um aumento de 16,3% das vendas,
alcancando US$ 8,5 bilhdes, sendo que as lavouras de soja, milho, algoddo e cana-de-
acucar representam 80% do total das vendas do setor. Existe uma concentracdo do
mercado de agrotoxicos em determinadas categorias de produtos. Os herbicidas, por
exemplo, representaram 45% do total de agrotoxicos comercializados. Os fungicidas
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respondem por 14% do mercado nacional, os inseticidas 12% e as demais categorias de
agrotoxicos 29% (ANVISA/UFPR, 2012; CARNEIRO et al., 2012).

Na safra de 2011 no Brasil, foram plantados 71 milhdes de hectares de lavoura
temporaria (soja, milho, cana, algodao) e permanente (café, citricos, frutas, eucaliptos),
0 que corresponde a cerca de 853 milhdes de litros (produtos formulados) de
agrotoxicos pulverizados nessas lavouras, principalmente de herbicidas, fungicidas e
inseticidas, representando média de uso de 12 litros/hectare e exposicdo média
ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotdxicos por habitante (CARNEIRO
etal., 2012).

Figura 1 — Antigo uso do inseticida
organoclorado DDT no combate ao
piolho, na década de 1950. Foto do
Museu noruegués da infancia Norsk
Barnemuseum, Stavanger, Noruega
(WHO, 2008).

O uso de pesticidas é ainda atualmente a principal estratégia na agricultura para o
combate e a prevencdo de pragas agricolas. Todavia, em conseqliéncia a disseminagao
de seu uso no mundo atual, principalmente nos paises em desenvolvimento, é observado
um grande numero de ocorréncias de intoxicacbes humanas, quer intoxicacfes agudas
(principalmente ingestdo acidental, em criancas, e tentativa de suicidio, em adultos),
quer intoxicacdes cronicas ocupacionais (WHO, 1990; KOH e JEYARATNAM, 1996;
KONRADSEN et al., 2003).

No Brasil, que é o maior consumidor de agrotoxicos do mundo, 0s casos de
intoxicacdo aguda e cronica sdo pouco registrados (FARIA et al., 2007; CARNEIRO et

al., 2012). Apesar disso, o Censo Agropecuario, divulgado no ano de 2009, conseguiu
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identificar, pelo menos, 25.008 casos de intoxicacdo, numero que é 300% superior ao
das notificagdes oficiais. Em 2006, ano de inicio da coleta de dados do Censo, o
Sistema Nacional de InformagGes ToOxico- Farmacoldgicas (SINITOX), da Fundagédo
Oswaldo Cruz, registrou 6.297 notificagdes. Em 2007, ano final da coleta de dados,
foram 6.260, a maioria ligada ao trabalho. Em 2007, 209 pessoas morreram intoxicadas
por agrotoxicos. Os herbicidas, fungicidas e inseticidas foram usados em cerca de 1,4
milhdes de estabelecimentos agricolas - valor 53% superior ao de 1996, quando foi
realizado o Censo Agropecuario anterior (O GLOBO, 2009). Portanto, 0 uso
indiscriminado de agrotoxicos constitui um sério problema de satude publica, no que diz
respeito a salde das populagdes, a seguranca alimentar e, também, a sustentabilidade
ambiental (FLORES et al., 2002; PERES et al., 2003a; MANSOUR, 2004). No nordeste
brasileiro, em decorréncia das condi¢cdes socio-econbémicas e ambientais adversas, essa
situacdo é mais grave (AUGUSTO, 2003). Paises desenvolvidos tém proibido o uso de
alguns grupos quimicos de agrotdxicos, pelos efeitos negativos observados sobre a
salde e 0 meio ambiente (PERES et al, 2003b).

Os agrotdxicos podem ser absorvidos pela pele, por ingestdo e inalacdo. As
intoxicacOes agudas por agrotoxicos tém sido estudadas encontrando-se na literatura
como manifestagbes mais frequentes convulsdes, nduseas, vOomitos e dificuldade
respiratéria. Contudo, os efeitos das intoxicacGes crénicas que surgem apOs um
intervalo de tempo varidvel podem estar associados a alteracbes cromossdmicas, a
teratogénese, infertilidade masculina, carcinogénese, neurotoxicidade, doencas
hepaticas, respiratorias, renais e dermatolégicas (PERES et al, 2003a). Entretanto, ainda
requerem aprofundamentos considerando-se grupos humanos e ecossistemas diversos
(FRANCO NETTO, 1998; KOIFMAN et al, 1998; PERES et al, 2003b; MANSOUR,
2004).

2.2 Pesticidas

De acordo com a Lei Federal n°® 7.802 de 11/07/89 os agrotdxicos, genericamente
denominados de pesticidas, podem ser definidos como: os produtos e 0os componentes
de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos setores de producéo,
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecédo de
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes

urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e da
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fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores do crescimento. O termo “Agrotoxico”, ao invés de
“Defensivo Agricola”, passou a ser utilizado, no Brasil, para denominar os venenos
agricolas, ap6s grande mobilizacdo da sociedade civil organizada. Mais do que uma
simples mudanga da terminologia, esse termo coloca em evidéncia a toxicidade desses
produtos ao meio ambiente e a salde humana (LARINI, 1999). De acordo com a
espécie que se pretende eliminar, esses compostos séo classificados como inseticidas,
fungicidas, herbicidas, rodenticidas, moluscicidas e outros (ANWAR, 1997). Um
parametro de classificacdo, recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO/UNEP/ILO/IPCS, 2006), considera o grau de toxicidade exibido por esses
compostos e sdo baseados na toxicidade aguda oral e dérmica verificada em algumas
espéecies. De acordo com essa classificacdo os pesticidas podem ser descritos como
extremamente toxicos (classe la), altamente toxicos (classe Ib), moderadamente toxicos
(classe 1I) e discretamente toxicos (classe Ill). Outra forma de classificagdo seria a
classe quimica desses compostos, sendo 0s mesmos agrupados por classe quimica
como, por exemplo, organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides (HE,
1993).

- Organofosforados e carbamatos

Organofosforados (OP) e carbamatos (CB) estdo entre as classes de inseticidas
mais utilizadas em todo mundo. Até 1987, juntos respondiam por mais de 71% do que
era comercializado. Em 1999, essa participacdo havia caido para 52% e até os ultimos
relatos de 2008 (com divergéncias entre autores) estava entre 24,4 e 33% (Tabela 1).
Todavia, em 2007, somente os organofosforados responderam por 35% de todos os
inseticidas utilizados nos EUA (NAUEN E BRETENSCHNEIDER, 2002; ATSDR,
2005; USEPA, 2011; JESCHKE et al., 2011; UNIVERSITY of YORK, 2013). Séo
largamente utilizados nos paises em desenvolvimento, de economia predominantemente
agricola, para o controle de pragas e em campanhas de combate a vetores de doencas
(WHO, 1986a; 1989; USDA, 1997). Entretanto, alguns representantes da classe dos
organofosforados constituem o principio ativo de armas quimicas como 0S gases
neurotoxicos tabun, sarin, soman e VX (RILEY, 2003; KELLAR, 2006).

Esses pesticidas sdo inibidores tipicos das enzimas colinesterases (ALDRIDGE,
1950; ALDRIDGE e DAVIDSON, 1952; WHO, 1986a; 1986b). Alguns sdo utilizados
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como medicamento no tratamento de doencas como miastenia gravis, glaucoma e mal
de Alzheimer (FRANCIS et al., 1999; VIEGAS Jr. et al, 2004; CASIDA e QUISTAD,
2005; POPE et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006). Seu mecanismo de acdo se da
através da ligacdo com o sitio ativo da acetilcolinesterase, com fosforilagdo para
organofosforados e carbamilacdo no caso dos carbamatos, produzindo a inibicdo da
enzima (QUINN, 1987). A inibicdo por carbamatos é reversivel e a regeneracdo da
enzima pode levar de alguns minutos a horas. J& a inibi¢do por organofosforados tende a
irreversibilidade se ndo houver tratamento. Contudo, existe uma taxa de regeneracao da
enzima, gque varia de composto para composto, enquanto a fracdo restante da enzima
sofre o processo chamado de “envelhecimento” e ndao mais se regenera, podendo
resultar em um efeito cumulativo ante exposi¢cdes seguidas a esses compostos. A
diferenciacédo entre as inibi¢cGes promovidas por diferentes compostos se da ndo apenas
pela intensidade de inibicdo, mas também pela taxa de regeneracdo (WHO, 19864a;
1986b).

Esses pesticidas tiveram seu uso intensificado depois da proibicdo de utilizacéo
da maioria dos compostos organoclorados (ECOBICHON, 1996; USDA, 2002;
MUKHERJEE e GOPAL, 2002), os quais sd0 menos toxicos, porém com maior
bioacumulacdo no meio ambiente, entrando por isso na lista dos poluentes orgéanicos
persistentes (POPs) (NUNES e TAJARA, 1998; USDA, 2002; FLORES et al., 2004).

Tabela 1 — Classes de inseticidas mais vendidos no mundo e sua participacdo no mercado
mundial (Nauen e Bretschneider, 2002; Jeschke et al., 2011% University of York, 2013b).

1999 2008 Mudanca
Classe % % %
Organofosforados 43 13,6%a 22° -23a-294
Carbamatos 16 10,8*a11° -52a5
Piretréides 18 16> -2
Neonicotindides 12 15° a 24° +3a+12
Organoclorados 8,3 <3 ~-53
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Figura 2 — Formula estrutural geral dos organofosforados.

Os OPs sdo ésteres, amidas ou derivados tiois dos &cidos fosforico, fosfonico,
fosforotidico ou fosfonotidico (Fig. 2). Apresentam baixa solubilidade em agua e sao,
em geral, facilmente hidrolizaveis em ambientes alcalinos. Na figura 2, R1 e R2 sdo
usualmente radicais alquil ou aril e ambos podem estar ligados diretamente ao fosforo
(nos fosfinatos) ou ligados via O- ou S- (nos fosfatos) ou ainda R1 pode estar ligado
diretamente e R2 ligado por meio de um dos grupos acima (fosfonatos). Nos
fosforamidatos, o carbono esta ligado ao fosforo atraves de um grupamento —-NH. O
grupo X pode ser qualquer grupamento alifatico (ramificado ou ndo), aromético ou
heterociclico ligado ao fésforo de forma labil (através de O- ou S-substituicdo) sendo o
grupo de partida. Em relagdo ao a4tomo em ligacdo dupla com o fésforo, os OPs
dividem-se em dois grupos: os fosfatos (forma oxon; P=0) e os fosforotioatos (forma
tion; P=S) (VALE, 1998). Os primeiros sdao mais toxicos devido a maior
eletronegatividade do oxigénio em relagdo ao enxofre ao interagir com o sitio ativo da
enzima acetilcolinesterase, seu alvo primario nos organismos. O segundo grupo é menos
reativo, porém sua meia-vida no ambiente € mais longa proporcionando maior poder
residual ao inseticida. Por essa razéo, a maior parte dos OPs é comercializada na forma
tion (WHO, 1986a; FUKUTO, 1990; VALE, 1998). Além disso, os OPs apresentam
outras duas caracteristicas que acentuam ou atenuam sua acao toxica: 1) radicais ligados
ao atomo de fosforo e 2) lipofilicidade da molécula. Na primeira, R1 e R2 podem ser
uma dupla de radicais metila, etila ou ainda isopropila, segundo sejam dimetil, dietil ou
diisopropil-OPs, respectivamente (Tabela 2). Os diisopropil-OPs sdo os mais toxicos
devido a maior interacdo com os residuos do sitio ativo da enzima dada a sua maior
ramificacdo (SHAFFERMAN et al., 1996; VALE, 1998; PAUDYAL, 2008). Na

segunda caracteristica, 0s OPs classificados como fosfatos sdo os menos lipofilicos ao
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passo que os fosforotioatos sdo os mais lipofilicos. Na tabela 3, sdo apresentados alguns

exemplos de maior e menor lipofilicidade.

Tabela 2 - Exemplos de inseticidas organofosforados de acordo com 0s grupamentos éster
ligados ao atomo de fésforo (Paudyal, 2008; Assis et al., 2011).

Dimetil-OP Dietil-OP Diisopropil-OP

diclorvads diazinon diisopropil fluorofosfato (DFP)
temefos clorpirifds diisopropil metilfosfonato (DIMP)
metil-paration tetraetil pirofosfato (TEPP)

malation paration

fention cumafos

dimetoato sulfotepp

metamidofés gtion

Tabela 3 - Exemplos de inseticidas organofosforados de acordo com a lipofilicidade (Assis et

al., 2011).

Mais lipofilicos

Menos lipofilicos

clorpirifés, diazinon, temefds, malation, paration,

metil-paration, fention, cumafés, dimetoato, etion,

tetraetil pirofosfato (TEPP), triclorfon,

diclorvés, metamidofés, fenamifos,

sulfotepp fosfamidon, monocrotofos

Em geral, os OPs necessitam de biotransformacédo (dessulfuracdo por acdo de
isoformas do complexo citocromo P450, N-oxidacdo, S-oxidacdo e enzimas
monoxigenases que contém flavina, além de fatores fisicos como luz, pH e temperatura)
para se tornarem toxicologicamente ativos, passando da forma tion para a forma oxon
(DAUTERMAN, 1971; WHO, 1986a). Tais biotransformacdes ndo ocorrem apenas no
figado (Figs. 3), mas também nos rins, pulmdes e cérebro (MESNIL et al., 1984;
CUNHA BASTOS et al., 1999; SARASQUETE e SEGNER, 2000; KAPPERS et al.,
2001; MONSERRAT, 2007). Além disso, algumas isoformas presentes no complexo
P450 ndo apenas bioativam os OPs, mas também detoxificam esses pesticidas
juntamente com as enzimas oxonases (também conhecidos por fosfotriesterases; EC
3.1.1.2) e séo responsaveis pelos metabolitos excretados na urina, como o dietilfosfato,
pirimidinol, tricloropiridinol e derivados que aparecem nas Figuras 3 e 4 (LI et al.,
1993; LI 1995; KAPPERS et al, 2001; WESSELS et al., 2003;
MANTHRIPRAGADA et al., 2010).

et al.,
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Figura 3 — Metabolismo e ativacdo do OP diazinon em figado humano adaptado de Kappers et al. (2001)
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Figura 4 — Metabolismo e ativacdo do OP clorpirifos em figado humano adaptado de Wessels et al. (2003).
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Figura 5 — Férmula estrutural geral dos carbamatos.

Os carbamatos séo ésteres ou derivados N-substituidos do &cido carbamico. Na
figura 5, R2 pode conter radicais alquil ou aril. Os carbamatos inseticidas possuem um
grupamento metil em R1 enquanto os herbicidas possuem um radical aromatico. J& os
CBs fungicidas contém um grupamento benzimidazol em R1. Dentre esses, apenas 0S
CBs inseticidas apresentam atividade anticolinesterasica (WHO, 1986b). Os CBs sdo
inseticidas efetivos em virtude de inibirem a acetilcolinesterase no sistema nervoso, sem
necessitar de biotransfomacédo. O motivo que torna os CBs menos perigosos que os OPs
é o fato de que a diferenca entre a dose requerida para produzir efeitos minimos e a dose
letal é substancialmente maior nos CBs. Os CBs sdo instaveis e prontamente
hidrolisdveis em ambiente alcalino, assim como os OPs, porém sdo mais solGveis em
agua (WHO, 1986b).

Os organofosforados e carbamatos sdo absorvidos pelo organismo por via oral,
respiratoria e cutanea levando a um conjunto de sintomas caracteristicos (Tabela 4). A
via oral é a maior causa de internacdes hospitalares de emergéncia e a cutanea, a causa
mais comum nas intoxicac@es ocupacionais (UFF/CCIn, 2000).

Diversos pesticidas organofosforados e alguns carbamatos, incluindo alguns de
seus metabdlitos, sdo capazes de provocar malformacGes congénitas, afetar a fertilidade
e produzir efeitos genéticos tdxicos, inclusive cancer (WHO, 1986a; 1986b). Casos de
cancer foram evidenciados em 1992, em adultos jovens indigenas na Amazénia. Nestes
jovens foram encontrados niveis elevados de organofosforados no sangue (MATOS et
al., 1988; KOIFMAN et al., 1998). Os efeitos teratogénicos dos agrotoxicos podem
resultar da exposicdo intra-uterina do individuo em formacdo e mediante a acgdo
mutagénica nos gametas dos progenitores nas primeiras etapas da gestacdo. Das
malformacdes congénitas de facil diagnostico clinico, as que se destacaram pela
influéncia de agrotoxicos em estudo realizado no Chile foram a sindrome de down,
espinha bifida e hidrocefalia (ROJAS et al., 2000).

11
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Tabela 4 - Sinais e sintomas das intoxica¢6es por inseticidas organofosforados (Larini, 1999)

Local Sinais e sintomas

Disturbios  do  sono, dificuldades de  concentragéo,
Sistema Nervoso Central | comprometimento da memoria, ansiedade, agitacdo, convulsdes,

tremores, depressao respiratoria, coma.

No aparelho digestivo: perda de apetite, nduseas, vomitos, dores

abdominais, diarréia, defecacdo involuntéria.

Sistema Nervoso No aparelho respiratério: secrecdo bronguiolar, edema pulmonar.
Autbnomo (efeitos No sistema circulatério: bradicardia, bloqueio auriculo-ventricular.
muscarinicos) No sistema ocular: visdo enfraquecida, pupilas puntiformes.

No aparelho urinario: diurese frequiente e involuntaria.

Glandulas exdcrinas: transpiragdo excessiva.

Sistema somatico Contracdo involuntaria dos musculos, cdibras, enfragquecimento

(efeitos nicotinicos) muscular generalizado.

Com relacdo aos alvos principais dos organofosforados, trés sindromes séo
descritas na literatura. Para os carbamatos em geral, apenas a primeira € descrita (WHO,
1986b). Todavia, a terceira sindrome ja foi descrita para os carbamatos carbaril e
carbofuran (UFF/CClIn, 2000):

a) Sindrome colinérgica aguda
Sintomatologia multipla, efeito da superestimulagdo colinérgica
- fibras nervosas pds-ganglionares parassimpaticas (muscarinicos)
- fibras pré-ganglionares simpaticas e parassimpaticas (nicotinicos I)
- nervos motores somaticos (nicotinicos 1)
- receptores de acetilcolina
b) Sindrome intermediaria
Efeito da hiperestimulacdo de longo periodo — 24 a 96 h ap6s a sindrome
aguda
- diminuicg&o da forca dos musculos proximais
¢) Sindrome da neuropatia tardia
Atinge a NTE, ‘esterase-alvo’, antiga ‘esterase neurotoxica’ causando
degeneragdo dos neurbnios do sistema nervoso central - 4 semanas apés

exposicao.

12
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2.3 Enzimas colinesterases

As colinesterases (ChEs) sdo enzimas hidrolases pertencentes ao grupo das serino-
esterases, com especificidade por ésteres de colina, mas sdo de uma familia que difere
das serino-proteases, apresentando mais identidade com outras esterases como as
carboxilesterases, esterase microssomal de coelhos, esterase-6 da Drosophyla e
proteinas com propriedades de adesédo, entre outras propriedades, que provavelmente
perderam a funcéo catalitica ao longo da evolucdo como as neuroliguinas, neurotactinas,
gliotactinas e tiroglobulina (CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989; PEZZEMENTI e
CHATONNET, 2010). As ChEs sao classificadas como proteinas globulares (G) ou
assimétricas (A) (Fig. 6). As formas globulares apresentam-se como mondmeros,
dimeros e tetrameros (G1, G2 e G4, respectivamente) que podem estar soltveis (formas
hidrofilicas) no plasma, linfa e outros tecidos aos quais chegam através da circulacéo.
Podem estar também ancoradas a membrana celular (formas anfifilicas) por meio de
glicofosfolipideos, lipideos ou proteina transmembranar de ancoragem rica em prolina
(PRIMA) no coracdo, eritrocitos e linfocitos, no figado e érgédo elétrico de arraias do
género Torpedo ou as membranas dos neurbnios nas sinapses cerebrais (no caso da
PRIMA) (CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989; TAYLOR, 1991; ZHANG e
McCAMMON, 2005). As formas assimétricas sdo associadas a uma cauda de colageno
Q (ColQ) podendo conter 1, 2 ou 3 tetrdmeros (A4, A8 e Al2, respectivamente) em sua
extremidade. Fixam-se & lamina basal por meio de dois dominios de liga¢éo a heparina
que interagem com o heparan sulfato presente nas juncGes neuro-musculares. S&o
encontradas também no 6rgdo elétrico de peixes Gymnotidae, como o poraqué
(CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989; DEPREZ et al., 2000).

13
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Figura 6 — Formas das colinesterases encontradas em vertebrados. Splicing alternativo do RNA mensageiro

pode originar isoformas hidrofilicas e anfifilicas da enzima (adaptado de Chatonnet e Lockridge, 1989).

Existe ainda uma forma monomérica (G1) associada a albumina (similarmente ao
que ocorre com a paraoxonase associada a HDL), fazendo com que alguns trabalhos
atribuissem atividade esterasica a albumina (FURLONG et al., 1988; LI et al., 2005;
SALLES et al., 2006; MASSON e ROCHU, 2009). As ChEs sdo consideradas enzimas
alostéricas, possuindo além do sitio ativo (o sitio catalitico propriamente dito), varios
sitios periféricos que influem em sua conformacdo e atividade (ROUFOGALIS e
QUIST, 1972; TOMLINSON et al., 1980; OLSON et al., 1990; RADIC et al., 1995;
JOHNSON e MOORE, 2006).

Atualmente, sdo aceitos dois tipos de colinesterases, a acetilcolinesterase ou
colinesterase  verdadeira (AChE; EC 3.1.1.7) e a butirilcolinesterase,
pseudocolinesterase ou colinesterase inespecifica (BChE; EC 3.1.1.8). A primeira,
sintetizada no tecido nervoso e durante a eritropoiese, é encontrada nas fibras pre-

ganglionares do SNA, fibras parassimpaticas poOs-ganglionares e parte das fibras
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simpaticas pos-ganglionares e das sinapses interneurais do SNC, além do mdsculo
esquelético e membrana dos eritrocitos, linfocitos e plaquetas, hidrolisa
preferencialmente acetilcolina, enquanto a segunda € sintetizada pelo tecido hepético,
continuamente exportada para a corrente sanguinea e, além de estar presente no figado e
plasma, é encontrada também no musculo liso, pancreas, adipécitos, pele, coracdo e
substantia alba do cérebro. Hidrolisa butirilcolina com mais eficiéncia do que
acetilcolina (WESCOE et al., 1947; ROSENBERRY, 1975; MASSOULIE et al., 1993;
UFF/CCin, 2000; COUSIN et al., 2005; AL-JAFARI, 2011; MARTINS et al., 2012).

A principal e classica funcdo da AChE é a modulacdo dos impulsos nervosos
responsaveis pela comunicacdo neuronal através da hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina, enquanto que as provaveis funcbes da BChE sdo a detoxificacdo
(succinildicolina, pesticidas organofosforados e carbamatos, cocaina, aspirina,
benactizina e drofenina) e a bioativacdo (bambuterol, heroina, irinotecan) de compostos
exdgenos (QUINN, 1987; CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989; TOUGU, 2001;
COKUGRAS, 2003). Eventualmente, a BChE pode substituir a AChE na hidrélise da
acetilcolina, conforme foi observado em camundongos nulizigotos para AChE os quais
apresentaram atividade BChE nas sinapses colinérgicas no cérebro e que nao houve
danos estruturais ao sistema nervoso (MESULAM et al., 2002).

Evidéncias também apontam para um possivel papel dessas enzimas em atividades
ndo colinérgicas, como no crescimento e diferenciacdo neuronal, modulacdo da adesao
celular e tumorigénese, abertura do canal de potassio na substantia nigra, as quais sdo
funcionalidades ndo dependentes da atividade catalitica normal, porém dependentes do
sitio anibnico periférico da enzima e de um residuo de 14 peptideos préximos de sua
extremidade C-terminal (CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989; TAYLOR, 1991;
WEBB e GREENFIELD, 1992; STERNFELD et al., 1998; BIGBEE et al., 1999;
BRIMIJOIN e KOENIGSBERGER, 1999; JOHNSON e MOORE, 2000; EMMET e
GREENFIELD, 2004; BRIMIJOIN, 2005; SILMAN e SUSSMAN, 2005).

As ChEs sdo também glicoproteinas apresentando, em algumas formas, carboidratos
em cerca de 10 a 15% de sua estrutura, os quais podem diferir quanto ao tipo e
quantidade nos diferentes tecidos. A auséncia de tais cadeias, induzida por mutacao,
afetou fortemente a secrecdo da enzima e um dos mutantes teve sua termoestabilidade
prejudicada, mas a atividade esterasica das moléculas secretadas e as propriedades do
sitio anidnico periférico ndo foram alteradas (CHATONNET e LOCKRIDGE, 1989;
MASSOULIE et al., 1993; VELAN et al., 1993).
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- Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (Fig. 7) age na desativagdo do principal neurotransmissor do
sistema nervoso, na maioria das espécies: a acetilcolina. A AChE hidrolisa rapidamente
esse neurotransmissor, nas sinapses colinérgicas e juncdes neuromusculares, encerrando
sua acédo e garantindo a intermiténcia dos impulsos nervosos (Fig. 8) (QUINN, 1987;
FUKUTO, 1990; TOUGU, 2001; SILMAN e SUSSMAN, 2005). A AChE é
freqlientemente descrita como uma ‘enzima perfeita’ porque suas propriedades
cataliticas se combinam para aproximar sua atividade do limite maximo de velocidade
permitido pela propria difusdo do substrato (QUINN, 1987; TOUGU, 2001; MILLER e
WOLFENDEN, 2002; SILMAN e SUSSMAN, 2005; RAMOS e TECHERT, 2005).

Figura 7 — Estrutura tridimensional da AChE da
arraia elétrica Torpedo californica. A estrutura é
apresentada como um diagrama de fitas, com o
N-terminal abaixo & esquerda e o C-terminal
acima a direita. A entrada da cavidade do sitio
ativo situa-se no topo e a superficie da cavidade
é delineada em rosa. Triptofano 84, o residuo-
chave no sub-sitio anidnico do sitio ativo, esta
representado em roxo enquanto o triptofano 279,
o residuo-chave do sitio ani6nico periférico estd,
em azul, na entrada da cavidade. O residuo-

chave do sub-sitio esterdsico do sitio ativo,

serina 200, é mostrado em vermelho enquanto

os residuos fenilalanina 288 e fenilalanina 290,

que delineam a bolsa acil, sdo mostrados em

preto (Silman e Sussman, 2005).
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Figura 8 — Desenho esquematico do ciclo da
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da acetilcolinesterase desativando o excesso
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Adaptado de: CNSforum.com

A acetilcolinesterase contem dois sub-sitios cataliticos: o sub-sitio esterasico e o
sub-sitio anidnico. O sub-sitio esterasico da acetilcolinesterase situa-se no fundo de uma
cavidade estreita (active site gorge) e é constituido de uma triade catalitica formada
pelos residuos dos aminoacidos serina 200, histidina 440 e glutamato 327 (podendo
variar ligeiramente essas posi¢oes, interespecificamente). Na catélise (representada nas
Figs. 9 e 10), o sub-sitio aniénico (também chamado de sitio de ligagdo a colina),
situado mais proximo a entrada do sitio ativo, atrai fortemente o nitrogénio quaternario,
carregado positivamente, da acetilcolina. Uma vez dentro da cavidade catalitica, a
acetilcolina sofre o ataque nucleofilico da serina (na figura 9, representada por O),
desprotonada pelo residuo histidina (representado por B), ao seu carbono carbonilico,
criando um intermediario tetraédrico estabilizado por pontes de hidrogénio e pelo
residuo glutamato (representado por A), que num primeiro momento, forma serina
acetilada e libera colina. Ao final do processo de clivagem da ligacdo éster, o grupo
acetila é desligado pelo ataque nucleofilico da agua, assistido pelo residuo histidina,
com formagdo de um segundo intermediario tetraédrico liberando acido acético e
regenerando o sitio catalitico (FUKUTO, 1990; TAYLOR et al., 1995; TOUGU, 2001;
VIEGAS Jr et al., 2004).

Na reacdo inicial mencionada acima, a ocorréncia de pontes de hidrogénio entre o
grupo carboxilato do glutamato e o N-1 do imidazol da histidina aumentam a habilidade

do N-3 da histidina de atuar como uma base e extrair o H" do grupo hidroxila da serina.
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Figura 10 - Hidrdlise de ésteres pela AChE. Acima, observa-se a acilacdo do sitio ativo da enzima e abaixo a
desacilacdo. O esquema inicia-se com a formagdo do complexo enzima-substrato reversivel e os intermediarios

tetraédricos similares ao estado de transi¢do sdo mostrados entre colchetes (Fonte: Tdugu, 2001).

Esta cooperacdo torna o oxigénio da serina um nucleofilo forte, que ataca facilmente
o0 carbono da carbonila da acetilcolina (TAYLOR e BROWN, 1994). Tudo isso ocorre
num intervalo de tempo entre 62,5 a 138 microsegundos (AUGUSTINSSON, 1971;
FUXREITER e WARSHEL, 1998).

Tentativas de explicar tal eficiéncia passaram por diversas teorias, desde a entrada

alternativa para o sitio ativo (putative back-door), passando pela orientacao eletrostatica
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dos residuos aromaticos (cerca de 14) que margeiam a cavidade do sitio e seu estado de
dessolvatacdo com dipolos pré-orientados, até uma possivel mobilidade da histidina da
triade catalitica (QUINN, 1987; WARSHEL, 1998; MILLARD et al., 1999; TOUGU,
2001). Tais caracteristicas fariam com que o substrato se ligasse a uma area superficial
da enzima e fosse guiado rapidamente ao interior do sitio ativo, onde a energia das
proprias interagdes contribuissem para se atingir o estado de transicdo, sendo a
velocidade do processo limitada pelos efeitos da viscosidade do meio (QUINN, 1987).
Além disso, Ramos e Techert (2005) observaram que uma menor quantidade de pontes
de hidrogénio presentes no meio favoreciam o encontro entre enzima e substrato através
da diminuicdo da concha de solvatagdo, aumentando a difusdo do substrato por um
aumento da mobilidade intramolecular da AChE.

A AChE apresenta inibicdo por excesso de substrato, através da ligacdo do mesmo a
um sitio periférico formado por residuos de aminoacidos que margeiam a entrada do
sitio ativo central (MASSOULIE e BONN, 1982; EASTMAN et al., 1995).

- Acetilcolinesterase eritrocitaria

Trata-se de um dimero formado por subunidades cataliticas de AChE ancoradas a
membrana eritrocitaria através do glicofosfolipideo fosfatidil-inositol (Fig. 11) e de
massa molecular aproximada de 140 a 160 kDa. Foi estimado que cada eritrécito possua
de 700 a 800 dimeros (SIHOTANG, 1974; LAWSON e BARR, 1987; CHHAJLANI et
al., 1989; RAO et al., 1993). Sua funcdo nos eritrdcitos ainda ndo foi elucidada, mas
suspeita-se de que poderia participar de interacdes célula-célula uma vez que, sendo
uma glicoproteina, transporta ndo apenas antigenos derivados de aminoacidos, mas
tambem de carboidratos, apresentando seletividade a lectinas (BON et al., 1987;
TAYLOR, 1991). Descobriu-se que a AChE eritrocitaria € o antigeno Yt do grupo
sanguineo Cartwright e que sua expressao esta vinculada a expressdo da hemoglobina
(GARRE et al., 1982; RAO et al., 1993; BARTELS et al., 1993).

A AChE eritrocitaria apresenta alto grau de homologia com a AChE das juncGes
neuromusculares e constitui-se na forma predominante encontrada no sangue humano.

Os humanos e demais primatas apresentam o0s maiores niveis de atividade enzimatica
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eritrocitaria em comparagdo com os demais mamiferos, 0s quais possuem mais AChE
no plasma, leucdcitos e plaquetas do que nos eritrocitos (FAMBROUGH et al., 1982;
LAWSON e BARR, 1987; WOREK et al., 1999; WOREK et al., 2005; THIERMANN
etal., 2007; HAJJAWI, 2012).

Figura 11 — Representacdo da AChE eritrocitaria

na qual observa-se o dimero unido por pontes
dissulfeto e ligado & membrana eritrocitaria através

de &ncoras de fosfatidil-inositol (fonte: Taylor,
1991).

2.4 Interacdo entre a AChE e os pesticidas

A interacdo entre a acetilcolinesterase e seus inibidores envolve principalmente o
sitio esterasico, formando um complexo bastante estdvel (WIENER e HOFFMAN,
2004; ATSDR, 2007). A estabilidade do complexo formado estd relacionada
fundamentalmente com a estrutura quimica do composto organofosforado causando
maior ou menor inibicdo da atividade enzimatica. Essa inibi¢do é uma reacao especifica,
considerada o principal efeito da exposicdo aos pesticidas organofosforados (TAYLOR
et al., 1995) e carbamatos (METCALF, 1971; MACHEMER e PICKEL, 1994). A
auséncia do mecanismo de atuacdo normal da enzima resulta no acimulo do
neurotransmissor nas sinapses do sistema nervoso central, nas jungdes neuromusculares,
nas terminagdes nervosas parassimpaticas e simpaticas. Alta concentragdo de
acetilcolina é entdo liberada aos seus receptores (TOUGU, 2001).

No caso dos OPs, a triade catalitica da AChE situa-se proximo a base de uma
cavidade estreita e profunda que alcanga o centro da estrutura globular da proteina.
Apesar da formacao da fosforil-enzima inativa ocorrer a partir da ligacdo com o residuo

serina, ha o envolvimento (ndo em todos o0s casos) das porcdes imidazolica e acida dos
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residuos histidina e glutamato, respectivamente, assim como na catalise normal (Figs.
12 e 13). O alinhamento aromatico nas paredes da cavidade direciona o inibidor e serve
como mecanismo guia para posicionar o dtomo de fosforo (CASIDA e QUISTAD,
2004). Uma vez bloqueada pelo pesticida, a enzima pode hidrolisa-lo em processo lento
de reativacdo espontanea. Porém, ela sofre mais frequentemente o processo de “aging”
ou envelhecimento no qual a ligagdo entre a enzima e 0 pesticida torna-se covalente
devido a perda de um radical alquila que atraia os elétrons compartilhados com o atomo
de fésforo (Fig. 14 e 15), tornando a inibic&o irreversivel (ATSDR, 2007).

O tempo de reativacdo espontanea da enzima fosforilada varia de 42 minutos para
dimetil-OPs a 31 horas para dietil-OPs enquanto o tempo a partir do qual inicia-se o
fendmeno de “aging” varia de 3 horas e 42 minutos para dimetil-OPs a 33 horas para
dietil-OPs. Ja Os complexos enzima-di-isopropil-OPs apresentam uma meia-vida ndo
mensurdvel e suspeita-se de que sofram “aging” poucos minutos ap6s o contato

(WOREK et al., 1999; FAO, 2007; PAUDYAL, 2008; ASSIS et al., 2011).
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Figura 12 - Representacdo

esquematica da interacdo entre o
inibidor (clorpirifés-oxon) e o sitio
ativo da AChE. A triade catalitica
situa-se préximo a base de uma
cavidade estreita e profunda que
alcanga o centro da estrutura globular
da proteina. O alinhamento aromatico
nas paredes da cavidade direciona a
molecula servindo como mecanismo-
guia inibidor.
Adaptado de Casida e Quistad (2004).
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Figura 13 — Estado de transi¢do na
interagdo entre enzima e
organofosforado. No detalhe, as
ligacbes envolvidas. Adaptado de
ATSDR (2007).

Figura 14 -  Representacdo
esquematica entre as duas
possibilidades de ocorréncia durante a
duracdo do complexo enzima-OP:
reativagdo espontdnea ou aging.
Adaptado de ATSDR (2007).

Figura 15 — Antes de sofrer “aging”,
R2 estava atraindo os elétrons do “P”.
Apo6s a remogdo de R2, esses elétrons
sdo compartilhados com “O”-Serina,
fortalecendo a ligacdo, que ndo pode
ser hidrolisada nem mesmo com a
presenca de oximas (ATSDR, 2007).

A inibicdo por OPs gera quadros de intoxicagdo aguda ou cronica, dependendo do

grau de exposicdo a substancia. Um individuo agudamente intoxicado por qualquer

inibidor de acetilcolinesterase pode morrer, pela superestimulacdo de seu sistema

nervoso, convulsdes e parada respiratoria (TOUGU, 2001). Segundo dados da Food and

Agriculture Organization (FAO, 2007), uma inibicdo da atividade da AChE a partir de

20% caracteriza a acdo de agentes anti-colinesterasicos, porém sinais clinicos

geralmente aparecem ap6s 50% de inibicdo e morte apos 90%.
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O tratamento mais frequente de intoxicacdes por agentes anticolinesterasicos,
sobretudo os organofosforados, é feito através do uso do alcal6ide atropina em
combinagdo com oximas (Fig. 16). O primeiro blogueia os receptores muscarinicos,
impedindo que os mesmos sejam superestimulados pelo excesso de acetilcolina na
fenda sinaptica e a segunda, aplicada o mais cedo possivel, reativa as enzimas
fosforiladas por ter maior afinidade com as moléculas do pesticida, impedindo a
irreversibilidade da inibicdo (KELLAR, 2006; ATSDR, 2007).

Ligac3do a ser

Figura 16 — Acdo de uma oxima

2-PAM //-‘ formada
Z 'o sobre a ligacdo fosfoéster entre a
| \\N o, L\ ()RZ enzima e o  organofosforado.
H c’ tigacioaser  Adaptado de ATSDR (2007).

que hr ada

/7 ’ﬁ\ ",
&/ ,
4\\/{\0‘\ Serma
?

Sitio esterasico

Acetilcolinesterase

Ja a ligacdo dos CBs com a AChE é instavel e a regeneracdo da enzima carbamilada
é relativamente rapida em relacdo a da enzima fosforilada pelos OPs uma vez que 0s
carbamatos interagem mais com o sub-sitio anidnico, assemelhando-se ao estado de
transicdo do complexo enzima-substrato e aumentando a possibilidade de hidrélise
(METCALF, 1971). A reativacao espontanea das colinesterases carbamiladas, expressas
como meia-vida a pH 7,0 e 25 °C variou entre 2 minutos e 4 horas para a AChE e entre
2 e 17 min para a BChE plasmatica, mas esse periodo até a reativacdo pode ser bem
maior para alguns compostos. Tal instabilidade da enzima carbamilada pode afetar a
determinacdo do poder inibitério de alguns carbamatos (REINER, 1971; UFF/CCIn,
2000).

Alguns trabalhos consideram contra-indicado o uso de oximas na reativacdo de
colinesterases inibidas por carbamatos, porém em publica¢do do governo americano tal
nocdo é considerada equivocada, uma vez que as oximas sO ndo contribuiram para a

regeneracdo das enzimas inibidas por um unico carbamato: o carbaril (ATSDR, 2007).
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A acdo anticolinesterasica dos compostos OPs e CBs ndo esté restrita a AChE do
tecido nervoso central e periférico, ocorrendo de forma paralela a inibicdo da BChE
plasmaética, da AChE eritrocitaria (MUTCH et al., 1992).

2.5 Monitoramento da exposi¢do ocupacional

Os programas de monitoramento para avaliacao de riscos ocupacionais de exposicao
a agentes anticolinesterasicos podem seguir duas vertentes: 0 monitoramento ambiental
e 0 monitoramento biolégico. O primeiro utiliza-se da deteccdo, da quantificacdo e, em
alguns casos, da identificagdo do agente tdxico em amostras ambientais como &gua, ar,
solo, poeira, etc, ou simplesmente por avaliacdo dos danos ambientais causados pelo
préprio composto quimico. O segundo pode detectar, quantificar e identificar o agente
toxico ou seus metabolitos em amostras bioldgicas de sangue, urina, fezes, etc. ou ainda
avaliam as alteraces fisioldgicas induzidas por esses compostos no organismo, como €é
0 caso da reducdo da atividade colinesterasica do sangue. Neste caso em particular,
considerada como indicador bioldgico de efeito nos casos de exposi¢des por pesticidas
OPs e CBs (LEWALTER e KORALLUS, 1986).

Pelo fato do uso de agrotoxicos na agricultura ser intensivo e multiquimico e por
varias pesquisas demonstrarem as intoxicacfes por agrotoxicos como um grave
problema de salde publica, o monitoramento ocupacional por meio de exames
laboratoriais é de suma importancia para evitar complica¢des futuras e para o tratamento
adequado (FARIA et al., 2004). O monitoramento tem se mostrado a forma mais
eficiente em prevenir e diagnosticar precocemente os episddios de intoxicacao causados
por agrotdxicos, em particular os provocados por compostos anticolinesterasicos. A
forma de diagndstico mais difundida e barata consiste na determinacdo da atividade
colinesterasica (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001; SOARES et al., 2003).

- AChE eritrocitaria no monitoramento da exposi¢do ocupacional

O monitoramento de pesticidas baseado na inibicdo das ChEs do sangue
recomendado pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 1967 e 1984) necessita de
amostras frescas de ChEs totais do sangue utilizando os métodos de Edson (1958),
Ellman e colaboradores (1961) (adaptado por WHO, 1984) ou AChE eritrocitaria
segundo George e Abernethy (1983). As desvantagens desses métodos sdo: a) ndo

discriminar a atividade de ambas as ChEs no caso dos que usam ChEs totais; e b) a
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menor precisdo devido a interferéncia da hemoglobina para aqueles métodos que
utilizam AChE eritrocitaria sem completa lise e centrifugacdo. O método de extracao
proposto por Oliveira-Silva e colaboradores (2000) e utilizado no presente trabalho,
com algumas modificacdes, ndo apenas utiliza unicamente a AChE eritrocitaria como
também permite o congelamento das amostras para analises posteriores em locais
apropriados e € livre de interag¢fes colorimétricas com a hemoglobina.

A atividade especifica da AChE eritrocitaria costuma ser relativamente
constante, com 90% dos valores oscilando entre 500 e 700 mU/umol Hb(Fe),
contrastando com a BChE plasmaética que apresenta variagcdo inter e intra-individual
muito maior (NIGG e KNAAK, 2000; WOREK et al., 1999; WOREK et al., 2005;
LEFKOWITZ et al., 2007). Além disso, a atividade da enzima eritrocitéria apresenta
maior correlacdo com a AChE do sistema nervoso do que as demais colinesterases
periféricas (AChE linfocitaria, plaquetaria e BChE plasmaética), o que a torna mais
adequada para utilizacdo na avaliacdo de exposicdo a agentes anticolinesterésicos
(TINOCO-OJANGUREN e HALPERIN, 1998; THIERMANN et al., 2007). Segundo
estudo de Oliveira-Silva e colaboradores (2000), a atividade da AChE eritrocitaria em
amostras congeladas se mantém estavel até 7 dias enquanto a BChE se mantém estavel
por apenas 3 dias. Além disso, a regeneracdo espontanea da BChE frente a agentes
anticolinesterasicos ocorre de forma mais rapida (de alguns dias a semanas) do que a
regeneracdo da AChE (1 a 3 meses), reduzindo as chances de se detectar tais compostos
apos um intervalo de tempo maior das exposi¢cfes (REIGART e ROBERTS, 1999;
NIGG e KNAAK, 2000).

Para a execucdo de um programa de monitoramento bem-sucedido, deve-se levar
em conta que algumas condicGes além da exposicdo aos pesticidas podem alterar a
atividade das ChEs, prejudicando a avaliacéo e interpretacdo dos resultados dos estudos.
A atividade BChE pode ser alterada em razdo de doencas do figado, desnutricdo,
alcoolismo, sindrome nefritica, gravidez, pilulas contraceptivas, metoclopramida e
outros fatores (Tabela 5). Enquanto a atividade da AChE eritrocitaria é alterada pela
gravidez, anemia, eventos hemorragicos e reticulocitose. Outros fatores que podem
resultar em interpretacdo errdnea dos niveis de atividade ChE séo coleta, processamento
e transporte improprios assim como erros nas andlises laboratoriais (BOIKO et al.,
2004; DEL PRADO-LU, 2007). Além disso, podem ser tomadas medidas para
minimizar a variagdo intra-individual considerando cada pessoa como seu proprio

controle, coletando amostras antes e depois dos periodos aplicacdo dos pesticidas.
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Tabela 5 — Fatores causadores de variacdo da atividade das colinesterases do sangue (ATSDR,

2007).

AChE eritrocitaria

BChE plasmética

Baixos niveis

- drogas anti-malaria
- contraceptivos orais
- anemias

- desnutricdo

- gravidez

- infeccdes agudas

- contraceptivos orais

- alcoolismo

- anemias

- cocaina

- codeina

- doenca debilitante cronica

- dissulfeto de carbono

- ciguatoxinas

- sais de benzalcdnio

- dermatomiosite

- deficiéncia genética

- doenca parenquimal hepatica
- morfina

- compostos organomercuricos
- solaninas

- succinilcolina

- tubo de coleta de sangue tampa cinza

(fluoreto de sddio + EDTA)

Altos niveis

- sindrome nefritica
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Abstract

A method to extract membranes from red blood cells (RBC) is described, which were in
turn used to assay acetylcholinesterase (AChE) activity. The evidence for the enzyme
activity was established by selective inhibition using BW284c51, Iso-OMPA and
neostigmine. Blood samples were exposed to three organophosphorus (dichlorvos,
chlorpyrifos, diazinon) and two carbamate (carbaryl and carbofuran) pesticides.
Afterwards AChE activities in RBC membranes were determined. The concentrations
capable to inhibit the enzyme activity by 50% (ICsp) for the pesticides were 10.66 uM
(dichlorvos), 21.42 puM (chlorpyrifos), 109.98 uM (carbaryl) and 5.44 uM (carbofuran).
The results related to 20% enzyme inhibition (level used in estimation of threshold
limits for anticholinesterasic compounds) were below those Acceptable Daily Intakes
(ADIs) values enacted by relevant national and international regulations. These results
suggest that the proposed AChE extraction from RBC and assay could be a suitable
method for monitoring occupational exposure to pesticides.

Key words: acetylcholinesterase, organophosphorus, carbamate, erythrocyte, biomarker
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Introduction

Although the pesticides have provided an increase in agricultural productivity
enabling high quality food at lower costs, the improper use of these chemicals can bring
harm to human health and negative impact to environment’. It is estimated that only
0.1% of the applied pesticides in fact reach the target animals, whereas the rest spreads
throughout the environment. The financial costs saved by pest control are partially
wasted through the environmental and public health problems caused by pesticides?.
Agricultural workers are exposed to high risks of poisoning due to intense contact with
pesticides. Such compounds can cause adverse effects on central and peripheral nervous
system, immune system and are carcinogenic. The most used classes of insecticides and
source of occupational poisoning are the organophosphates (OPs) and carbamates
(CBs). In 2007, organophosphates accounted for 35% of all insecticides used in the
United States®.

OPs and CBs are typical inhibitors of the cholinesterases (ChEs), and there are
two accepted types of these enzymes. First, the enzyme acetylcholinesterase (AChE; EC
3.1.1.7), that occurs in brain, ganglia of the autonomic nervous system and motor
endplates, is produced by the neurons and it plays the primary function in the nerve
impulse modulation at the synaptic clefts. Another form of AChE is observed in the
plasma membrane of red blood cells (RBC), which is synthesized during the process of
bone marrow haematopoiesis and has a half-life of approximately 120 days, the same as
that of RBCs. Second, the butyrylcholinesterase (BChE; EC 3.1.1.8) is synthesized in
liver and predominates in plasma, glial cells, pancreas and the walls of digestive tract
and presents an in vivo half-life of 7 days*®.

OPs and CBs are widely used in developing countries, predominantly in
agriculture, for pest control and public health campaigns to eradicate disease vectors’™.
In the developing world, the negative consequences of pesticide usage are conditioned
by factors closely related, such as the mishandling of these substances, the high toxicity
of some products, the lack of protective equipment and the poor surveillance. This
situation is aggravated by low cultural and socioeconomic status for most of these
workers. Markedly in these countries, the monitoring of occupational exposure to such
compounds presents problems in rural locations, especially the distance of testing

laboratories where there is no appropriate infrastructure for the analysis'®*2 Here, we
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developed a method for the extraction and assay of human RBC AChE and evaluated
the sensitivity and the specificity of the method to measure the exposure to pesticides,
comparing the results of inhibition with relevant national and international regulations

in force.

Material and Methods

Reagents and Material

Acetylthiocholine iodide, tetraisopropyl pyrophosphoramide (Iso-OMPA), 1,5-
bis(4-allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one  dibromide (BW284c51),
neostigmine bromide, bovine serum albumin, 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic) acid
(DTNB), tris (hydroxymethyl) aminomethane and dimethyl sulfoxide (DMSQO) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Disodium ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA) was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Analytical
grade dichlorvos (98.8%), diazinon (99.0%), chlorpyrifos (99.5%), carbofuran (99.9%)
and carbaryl (99.8%) were obtained from Riedel-de-Haén, Pestanal® (Seelze,
Germany). A Bio-Rad xMark (Hercules Ca, USA) microplate spectrophotometer was

used.

Methods

Blood samples

The blood samples were collected (9 mL) from healthy students (n = 22), who
were not exposed to pesticides by venepuncture and gentle hand shaking and the blood
samples were homogenized with 10% EDTA (100 pL). These individuals were
previously interviewed regarding the occurrence of diseases that could interfere with the
activity of the enzyme: pregnancy, anemia, haemorrhagic events and reticulocytosis.
Furthermore they previously agreed to participate in this research approved by the
Ethical Committee of The Health Science Centre of the Federal University of
Pernambuco, Brazil (protocol number 0158.0.172.000-09).
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Sample processing and enzyme extraction

Aliquots (1.8 mL) of whole blood were incubated for 60 min with 200 uL
solutions of each pesticide prepared with 0.01 M Tris-HCI buffer, pH 7.6, containing
0.15 M sodium chloride (Tris-buffered saline (TBS) buffer). The pesticides used
included the OPs (dichlorvos, diazinon and chlorpyrifos) and the CB (carbaryl and
carbofuran). The pesticides were first dissolved in DMSO and diluted with distilled
water to attain 13 solutions at final concentrations ranging from 0.01 to 100 pg/mL in
2% (v/v) DMSO.

Modifying Oliveira-Silva et al.™* method, the whole blood samples were also
incubated with 200 pL of TBS only and TBS + 2% DMSO instead the pesticides as
controls. The samples were then centrifuged at 2,000g for 4 min to obtain plasma and
erythrocyte fractions. They were separated and the aliquots of 500 uL of RBC were
resuspended in 4.5 ml of lysis buffer (0.01 M Tris-HCI pH 7.6 without salt). The
samples were kept at -20°C for 24 hours for RBC lysis. After lysis, the RBC samples
were centrifuged three times at 4,000g for 15 min, discarding the supernatant after each
centrifugation. Afterwards the pellet (RBC membranes or "ghost" suspension) was
resuspended in 500 pL of enzymatic assay buffer (0.5 M Tris-HCI pH 7.4). Aliquots of
the RBC membranes controls were also used to characterize RBC AChE selective
inhibition.

Enzyme activity for selective inhibition

Samples of the RBC membranes from controls were exposed to selective
inhibitors: BW284c51 for AChE, 1so-OMPA for BChE and neostigmine bromide as
total ChEs inhibitor. The samples (10 pL) were kept inside of microplate wells and
exposed to each inhibitor (10 pL) at five different concentrations ranging from 0.001 to
10 mM during 60 min. After incubation, enzyme activity was determined using Ellman
method*® with modification by Assis.* Briefly, 0.25 mM DTNB (200 uL) prepared in
0.5 M Tris-HCI buffer, pH 7.4 was added to the incubated mixture and the reaction was
started by the addition of 62 mM acetylthiocholine iodide (20 pL). Enzyme activity was
determined by reading the absorbance increase at 405 nm during 180 s. A unit of
activity (U) was defined as the amount of enzyme capable of converting 1 uM of
substrate per minute. A blank was prepared with the assay buffer instead of ghost

suspension sample. All these assays were carried out in quadruplicates
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Enzyme activity in blood samples exposed to pesticides.

The activity of membrane RBC AChE extracted from whole blood samples
incubated with pesticides and controls were determined by mixing 200 pL of DTNB
with 20 pL of ghost samples and finally adding 20 pL of the substrate acetylthiocholine
iodide. The reaction was carried out and followed spectrophotometrically, similarly as
described in the section on selective inhibition. All these assays were carried out in

quadruplicates.

Protein determination
Protein content in the RBC membrane preparations was estimated according to
Sedmak and Grossberg™, using bovine serum albumin as a standard. All tests were

performed at room temperature (25°C) in triplicates.

Estimation of 1Cy, I1Cs and Ki

The enzymatic activity values obtained from selective inhibitors and pesticide
exposition were plotted against selective inhibitor or insecticide concentration. From the
curves generated by nonlinear regression fitting (using MicroCal™ Origin® Version
8.0), the ICsq and 1Cy (concentrations capable of inhibiting the enzyme activity by 50%
and 20%, respectively) were estimated for each selective inhibitor or pesticide. Their
respective inhibition constants (Ki) were calculated using the Cheng and Prusoff

equation.®

Comparative study of enzyme inhibition in accordance with current regulations
The ICy found for the pesticides was converted from microgram per milliliter to
milligram per kilogram body weight per day (acceptable daily intake (ADI) unit) for

comparison with the results reported by specialized agencies.

Sensitivity and specificity of the method
The ability to correctly detect whether samples were exposed to each pesticide
was analyzed by measuring the sensitivity and specificity of the test according to

Glaser'” and using 20% of enzymatic inhibition as a cutoff.®
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Results

AChE present in the RBC membrane preparation was strongly inhibited (about
50%) by its specific inhibitor BW284c51 at 0.001 mM (Fig. 1A), whereas under Iso-
OMPA exposure (BChE specific inhibitor) its activity was only 19% reduced at 1 mM
(Fig. 1B).

On the other hand, neostigmine, a very potent inhibitor of total ChEs, abolished
the enzyme activity even at 0.001 mM (Fig. 1(c)). These results show the ability of the
enzyme extraction method in getting just the fraction of AChE from RBC. The ICs, and
Ki values for BW284c51 and neostigmine were 0.92 uM; 0.0054 pM; 0.30 uM and
0.0018 uM, respectively. It was not possible to estimate these parameters for Iso-
OMPA.

The effects of dichlorvos, diazinon and chlorpyrifos (OPs) as well as carbaryl
and carbofuran (CBs) on RBC membrane AChE are displayed in Figures 2 and 3,
respectively. The results showed that diazinon is a less effective inhibitor among the
five investigated pesticides, whereas dichlorvos and carbofuran were the most powerful
inhibitors. These findings are corroborated by their 1Cy, ICsy and Ki (Table 1)
estimated from the curves. The parameter 1Cy converted to milligram per Kg body
weight per day was confronted with the values of ADI found in national and
international specific legislation in Table 1.

The results of sensitivity and specificity for each pesticide are listed in Table 2.
Sensitivity ranged from 75 % (diazinon) to 100% (chlorpyrifos and carbaryl), and
specificity from 63.6% (carbofuran) to 83.3% (dichlorvos).
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Figure 1 — Effect of (A) BW284c51, (B) 1so-OMPA and (C) neostigmine bromide from 0.001 to
10 mM on frozen blood samples of human RBC AChE activity. RBC: red blood cell; AChE:
acetylcholinesterase; 1so-OMPA: tetraisopropyl pyrophosphoramide; BW284c51: 1,5-bis(4-

allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one dibromide.
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Figure 2 — Effect of (A) dichlorvos, (B) diazinon and (C) chlorpyrifos from 0.01 to 100 pg/mL
on frozen blood samples of human RBC AChE activity. RBC: red blood cell; AChE:

acetylcholinesterase.
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Figure 3 - Effect of (A) carbaryl and (B) carbofuran from 0.01 to 100 pug/mL on frozen blood

samples of human RBC AChE activity. RBC: red blood cell; AChE: acetylcholinesterase.
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Discussion

The mechanism of action of OPs and CBs occurs through binding to the esteratic
site of enzymes with phosphorylation and carbamoylation, respectively.**?° Inhibition
by the organophosphorus compounds tends to be irreversible if untreated.” The
inhibition by CBs is reversible and the recovery of the enzyme may take several
minutes to hours.?

The monitoring of pesticides based on blood ChE inhibition recommended by
World Health Organization (WHO)?? requires fresh blood samples of total ChE using
the methods of Edson® and Ellman*® (adapted by WHO)? or RBC AChE by George
and Abernethy®*. The disadvantages of these methods are the nondiscriminating use of
both blood enzyme activities in case of using total ChE samples and the less accuracy
by hemoglobin interference in the case of those which use RBC AChE samples without
complete red cell lysis and centrifugation. The method proposed by Oliveira-Silva and
co-workers™ not only uses RBC AChE but also allows the freezing of samples for
further analysis in an appropriate place without colorimetric interactions with
hemoglobin.

Several works chose RBC AChE instead of BChE for many reasons, as follows:
(1) determination of inter- and intraindividual variation in both ChE activities, which
was considered critical for a blood esterase monitoring program. The class of AChEs is
more homogeneous in terms of their primary structure than the class of BChEs,” and
RBC AChE activity was pointed to be less variable than BChE?®*?"; (2) the first one is
more closely correlated with the AChE activity from nervous system®; (3) more
stability in frozen blood samples: 7days against 3 days for BChE'; (4) BChE
spontaneous recovery of inhibited forms are faster than AChE®. In order to perform a
successful monitoring program, it should be taken into account that some conditions
other than pesticide exposure can change blood ChEs activities, hindering the
evaluation and interpretation of results from studies. BChE activity can be decreased by
liver diseases, malnutrition, alcoholism, nephritic syndrome, pregnancy, contraceptive
pills and metoclopramide, whereas RBC AChE activity is altered by pregnancy, anemia,
hemorrhagic events and reticulocytosis. Other factors that may result in
misinterpretation of ChE levels are collection, improper processing and transportation
of samples and laboratory errors.”**° In addition, considering each person as his or her
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own control, measures should be taken to minimize intra-individual variation by
collecting samples in periods of growing seasons before and after pesticide applications.

The efficiency of the proposed method to extract the membrane RBC AChE was
shown by selective inhibition by BW284c51, whereas 1so-OMPA (BChE specific
inhibitor) did not impair significantly the activity at low concentrations. Also, regarding
the inhibition effect of BW284c51 and neostigmine on membrane RBC AChE is
worthwhile to register that the dissociation rate (Ki) of neostigmine was threefold
slower than that of BW284c51. One of the more remarkable differences between AChE
and BChE is the smaller cavity of AChE active site, lined by six aromatic amino acid
residues that prevent the entrance of the selective BChE inhibitors and substrates®".

Once established that membrane RBC AChE was properly extracted the whole
blood was exposed to pesticides, simulating intoxication by them in order to evaluate
the enzyme activity reduction as measure of this contact. The results showed the
highest inhibitory action on the enzyme by dichlorvos compared to diazinon and
chlorpyrifos. Dichlorvos is already bioactive as an oxon, whereas the thion form
(diazinon and chlorpyrifos form) needs biotransformation to enhance its toxic action’*2.
However, another feature that interferes in the toxicokinetic of OP pesticides and that
was decisive in the results is their specific lipophilicity. The most lipophilic compounds
are rapidly absorbed and accumulated in fat and this contributes to the reduction of the
primary effects of these pesticides (ChEs inhibition) while increasing secondary effects
in other biomolecules. Phosphorothioates (diazinon and chlorpyrifos) are more
lipophilic than phosphates (dichlorvos)®?. In addition, serum oxonases seems to be more
effective in the hydrolysis of diazinon and chlorpyrifos®**®. Moreover, according to
Rosenberry,®® AChE is more sensitive to small acylchain size condition fulfilled by
dichlorvos compared to diazinon and chlorpyrifos.

Between the investigated CBs, carbofuran showed to be more toxic to
membrane RBC AChE than carbaryl. This difference may be attributed to the 2,2-
dimethylbenzofuranyl ring (carbofuran) that is more reactive than the naphthyl ring
(carbaryl) when interacting with residues in the AChE active center®®. The controls with
and without DMSO did not present significant difference.

The ICy is the threshold limit to consider the presence of an anticholinesterasic
compound while the ICso represents the point at which clinical signs and symptoms
appear and death occurs after 90% inhibition®®. Here, the 1C,o values were converted
into ADI unit that stands for the highest concentration causing no effect (no-observed-
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adverse-effect-level) on the most susceptible species of mammal in long-term studies
(chronic exposure).

To verify the possibility of using membrane RBC AChE extracted by the
method proposed here as a biomarker for pesticides exposure, the 1C,q values of each
one (Table 1) should be below their respective ADIs. Thus, the values of 1Cy, for all
studied pesticides were lower than those recommended by WHO**, Food and

Agriculture  Organization®®“**®°,  Agency for Toxic Substances and Disease

9,43,47

Registry®***’ European Food Safety Agency*****»** United States Environmental

Protection  Agency®®>®, and ANVISA (Brazilian Sanitary  Surveillance

Agency)37,41,45,49,52

except diazinon. It is noteworthy to mention that carbofuran
presented low ICy value and has been outlawed nowadays in the United States for use
in food farming™.

The cutoff of 20% inhibition of AChE activity was chosen to evaluate the
sensitivity and specificity, according to several institution recommendations as
mentioned above. Sensitivity values for the five investigated pesticides were above
80%, except for diazinon, whereas all the specificity values were above 60% (Table 2).

Higher values would be found if the used cutoff was 50% inhibition but at this
point clinical signs of poisoning by anti-ChE agents appear® and the present proposed

procedure would lose its usefulness.
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Table 1 — ADI, ICy and ICsq for human RBC AChE referring to pesticides under study.

ADI (ref.) Cz0 ICx0 ICs0 Ki

ma/k
(mglkg bw/day)Ref tfw,%aﬁ) ©M) M) (um)

Pesticide

0.004%
0.004%
dichlorvos 0.00%* 0.0019 0.135 10.66 0.131
0.0005%
0.0008%°

o 0.002*
diazinon 0.002% 0.0076 0.394 -2 -

0.0007%
0.0002*

_ 0.01®
chlorpyrifos 0.01% 0.002 0.085 21.42 0.262

0.001%
0.01%

0.003*
carbaryl 0.008% 0.0033 4.96 109.98 1.35

0.008*
0.0075*

0.002%
Carbofuran® 0.002% 0.0019 0.135 5.44 0.066

0.005%
0.001%

RBC: red blood cell; AChE: acetylcholinesterase; 1C, and I1Csy: concentrations capable to inhibit the
enzyme activity by 20% and 50%,

respectively; ADI: acceptable daily intake.

#The maximum concentration used in the assays did not inhibit beyond 50%.

®In the process of cancelation of all licenses for use in food production in the United States.
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Table 2 — Sensitivity and Specificity® of the human erythrocyte AChE and pesticide
inhibition method in relation to pesticides under study.

Pesticide Sensitivity (%0) Specificity (%0)
dichlorvos 90.9 83.3
diazinon 75.0 80.0
chlorpyrifos 100.0 66.7
carbaryl 100.0 75.0
carbofuran 88.89 63.6

AChE: acetylcholinesterase
&_ According to Glaser (2001)

Conclusions

The results of the extraction method can be ascribed to RBC AChE according to
selective inhibition. The used enzymatic assay allowed relevant levels of inhibition to
be achieved, and they were at pesticide concentrations below the majority of ADIs
adopted for the analyzed OPs and CB insecticides in foods by national and international
regulations. Regarding this, the method showed sufficient in vitro accuracy to be a
promising tool in human monitoring programs for occupational exposure of such

pesticides and can be useful for sample collections in locations far from the laboratories.
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5. CONCLUSAO

De acordo com a analise da inibicdo seletiva, a atividade nos extratos de membranas

eritrocitarias, obtidos pela metodologia desenvolvida, pode ser atribuida & AChE;

A determinacdo da sua atividade a partir de amostras congeladas ndo compromete
sua sensibilidade aos pesticidas estudados e proporciona 0 armazenamento das amostras
para andlise em laboratérios distantes dos locais de coleta. Além disso, 0 ensaio
utilizado permitiu que niveis relevantes de inibicdo enzimatica fossem detectados em
concentracdes de pesticidas abaixo da maioria das Ingestdes Diarias Aceitaveis (IDAS)

adotadas para os mesmos em legislages nacionais e internacionais;

Tendo em vista esses resultados, a acetilcolinesterase eritrocitaria humana extraida
e determinada pelo método ora proposto constitui-se em ferramenta promissora para
utilizagdo em programas de monitoramento ambiental e ocupacional de pesticidas

organofosforados e carbamatos.
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Development of a method for
extraction and assay of human
erythrocyte acetylcholinesterase
and pesticide inhibition
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Abstract

A method of extracting membranes from red blood cells (RBCs) is described, which were in turn used to assay
acetylcholinesterase (AChE) activity. The evidence for the enzyme activity was established by selective inhibi-
tion using |,5-bis(4-allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one dibromide, tetraisopropyl pyrophosphora-
mide and neostigmine. Blood samples were exposed to three organophosphorus (dichlorvos, chlorpyrifos
and diazinon) and two carbamate (carbaryl and carbofuran) pesticides. Afterwards AChE activities in RBC
membranes were determined. The concentrations capable to inhibit the enzyme activity by 50% (ICs0) for the
pesticides were 10.66 UM (dichlorvos), 21.42 M (chlorpyrifos), 109.98 uM (carbaryl) and 5.44 uM (carbo-
furan). The results related to 20% enzyme inhibition (level used in the estimation of threshold limits for antic-
holinesterase compounds) were below those acceptable daily intake values enacted by relevant national and
international regulations. These results suggest that the proposed AChE extraction from RBC and assay could

be a suitable method for monitoring occupational exposure to pesticides.

Keywords

Acetylcholinesterase; organophosphorus; carbamate; erythrocyte; biomarker

Introduction

Although pesticides have provided an increase in
agricultural productivity, enabling high-quality food
at lower costs, the improper use of these chemicals
can bring harm to human health and negative impact
to environment." It is estimated that only 0.1% of the
applied pesticides in fact reach the target animals,
whereas the rest spreads throughout the environment.
The financial costs saved by pest control are partially
wasted through the environmental and public health
problems caused by pesticides.” Agricultural workers
are exposed to high risks of poisoning due to intense
contact with pesticides. Such compounds can cause
adverse effects on central and peripheral nervous sys-
tem, immune system and are carcinogenic. The most
used classes of insecticides and source of occupa-
tional poisoning are the organophosphates (OPs) and
carbamates (CBs). In 2007, OPs accounted for 35%
of all insecticides used in the United States.’

OPs and CBs are typical inhibitors of the cholines-
terases (ChEs), and there are two accepted types of
these enzymes. First, the enzyme acetylcholinesterase
(AChE; EC 3.1.1.7), that occurs in brain, ganglia of
the autonomic nervous system and motor end plates,
is produced by the neurons and it plays the primary
function in the nerve impulse modulation at the
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synaptic clefts. Another form of AChE is observed in
the plasma membrane of red blood cells (RBCs),
which is synthesized during the process of bone mar-
row hematopoiesis and has a half-life of approxi-
mately 120 days, the same as that of RBCs.
Second, the enzyme butyrylcholinesterase (BChE;
EC 3.1.1.8) is synthesized in liver and predominates
in plasma, glial cells, pancreas and the walls of
digestive tract and presents an in vivo half-life of
7 days.4f6

OPs and CBs are widely used in developing coun-
tries, predominantly in agriculture, for pest control
and public health campaigns to eradicate disease vec-
tors.” ® In the developing world, the negative conse-
quences of pesticide usage are conditioned by
factors closely related, such as the mishandling of
these substances, the high toxicity of some products,
the lack of protective equipment and the poor surveil-
lance. This situation is aggravated by low cultural and
socioeconomic status for most of these workers.
Markedly in these countries, the monitoring of occu-
pational exposure to such compounds presents prob-
lems in rural locations, especially the distance of
testing laboratories where there is no appropriate
infrastructure for the analysis.'®'? Here, we devel-
oped a method for the extraction and assay of human
RBC AChE and evaluated the sensitivity and the
specificity of the method to measure the exposure to
pesticides, comparing the results of inhibition with
relevant national and international regulations in
force.

Materials and methods

Reagents and materials

Acetylthiocholine iodide, tetraisopropyl pyrophosphor-
amide (Iso-OMPA), 1,5-bis(4-allyldimethylammo-
niumphenyl) pentan-3-one dibromide (BW284c51),
neostigmine bromide, bovine serum albumin, 5,5'-
dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB), tris (hydroxy-
methyl) aminomethane and dimethyl sulfoxide
(DMSO) were purchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, Missouri, USA). Disodium ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA) was obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). Analytical grade dichlorvos
(98.8%), diazinon (99.0%), chlorpyrifos (99.5%),
carbofuran (99.9%) and carbaryl (99.8%) were
obtained from Riedel-de-Haén, Pestanal®™ (Seelze,
Germany). A Bio-Rad xMark (Hercules, California,
USA) microplate spectrophotometer was used.

Methods

Blood samples. The blood samples were collected
(9 mL) from healthy students (n = 22), who were not
exposed to pesticides by venepuncture and gentle
hand shaking and the blood samples were homoge-
nized with 10% EDTA (100 pL). These individuals
were previously interviewed regarding the occurrence
of diseases that could interfere with the activity of the
enzyme: pregnancy, anemia, hemorrhagic events and
reticulocytosis. Furthermore, they previously agreed
to participate in this research approved by the Ethical
Committee of The Health Science Centre of the Fed-
eral University of Pernambuco, Brazil (protocol num-
ber 0158.0.172.000-09).

Sample processing and enzyme extraction. Aliquots
(1.8 mL) of whole blood were incubated for 60 min
with 200 pL solutions of each pesticide prepared with
0.01 M Tris-HCI bufter, pH 7.6, containing 0.15 M
sodium chloride (Tris-buffered saline (TBS) buffer).
The pesticides used included the OPs (dichlorvos,
diazinon and chlorpyrifos) and the CB (carbaryl and
carbofuran). The pesticides were first dissolved in
DMSO and diluted with distilled water to attain 13
solutions at final concentrations ranging from 0.01
to 100 pg/mL in 2% (v/v) DMSO.

Modifying Oliveira-Silva et al.'' method, the
whole blood samples were also incubated with
200 pL of TBS only and TBS + 2% DMSO instead
of the pesticides as controls. The samples were then
centrifuged at 2,000g for 4 min to obtain plasma and
erythrocyte fractions. They were separated and the
aliquots of 500 pL of RBC were resuspended in
4.5 mL of lysis buffer (0.01 m Tris-HCI pH 7.6 with-
out salt). The samples were kept at —20°C for 24 h for
RBC lysis. After lysis, the RBC samples were centri-
fuged three times at 4,000g for 15 min, discarding the
supernatant after each centrifugation. Afterwards the
pellet (RBC membranes or ‘ghost’ suspension) was
resuspended in 500 plL of enzymatic assay buffer
(0.5 M Tris-HCI1 pH 7.4). Aliquots of the RBC mem-
brane controls were also used to characterize RBC
AChE selective inhibition.

Enzyme activity for selective inhibition. Samples of the
RBC membranes from controls were exposed to selec-
tive inhibitors: BW284c¢51 for AChE, Iso-OMPA for
BChE and neostigmine bromide as total ChEs inhibi-
tor. The samples (10 pL) were kept inside the micro-
plate wells and exposed to each inhibitor (10 pL) at
five different concentrations ranging from 0.001 to
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Figure |. Effect of (a) BW284c51, (b) Iso-OMPA and (c) neostigmine bromide from 0.001 to 10 mM in frozen blood
samples of human RBC AChE activity. RBC: red blood cell; AChE: acetylcholinesterase; Iso-OMPA: tetraisopropyl pyro-
phosphoramide; BW284c5I: |,5-bis(4-allyldimethylammoniumphenyl) pentan-3-one dibromide.

10 mM for 60 min. After incubation, the enzyme activ-
ity was determined using Ellman method"® with mod-
ification by Assis.'* Briefly, 0.25 mM DTNB (200 puL)
prepared in 0.5 M Tris-HCI buffer, pH 7.4 was added
to the incubated mixture and the reaction was started
by the addition of 62 mM acetylthiocholine iodide
(20 pL). Enzyme activity was determined by reading
the absorbance increase at 405 nm for 180s. A unit
of activity (U) was defined as the amount of enzyme
capable of converting 1 pM of substrate per minute.
A blank was prepared with the assay buffer instead
of ghost suspension sample. All these assays were car-
ried out in quadruplicates.

Enzyme activity in blood samples exposed to pesticides.
The activity of membrane RBC AChE extracted from
whole blood samples incubated with pesticides and

controls were determined by mixing 200 pL of DTNB
with 20 pL of ghost samples and finally adding 20 pL
of the substrate acetylthiocholine iodide. The reac-
tion was carried out and followed spectrophotome-
trically, similarly as described in the section on
selective inhibition. All these assays were carried
out in quadruplicates.

Protein determination. Protein content in the RBC
membrane preparations was estimated according to
Sedmak and Grossberg,'® using bovine serum albu-
min as a standard. All tests were performed at room
temperature (25°C) in triplicates.

Estimation of IC,¢, ICsp and K;. The enzymatic activ-

ity values obtained from selective inhibitors and pes-
ticide exposition were plotted against selective
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Figure 2. Effect of (a) dichlorvos, (b) diazinon and (c) chlorpyrifos from 0.0 to 100 pig/mL on frozen blood samples of
human RBC AChE activity. RBC: red blood cell; AChE: acetylcholinesterase.

inhibitor or insecticide concentration. From the
curves generated by nonlinear regression fitting
(using MicroCal™ Origin™ Version 8.0), the ICs, and
1C5( (concentrations capable of inhibiting the enzyme
activity by 50% and 20%, respectively) were esti-
mated for each selective inhibitor or pesticide. Their
respective inhibition constants (K;) were calculated
using the Cheng and Prusoff equation.'®

Comparative study of enzyme inhibition in accordance
with current regulations. The 1C,, found for the pesti-
cides was converted from microgram per milliliter
to milligram per kilogram body weight per day
(acceptable daily intake (ADI) unit) for comparison
with the results reported by specialized agencies.

Sensitivity and specificity of the method. The ability to
correctly detect whether the samples were exposed to
each pesticide was analyzed by measuring the

sensitivity and specificity of the test according to Gla-
ser'” and using 20% of enzymatic inhibition as a
cutoff.'®

Results

AChE present in the RBC membrane preparation was
strongly inhibited (about 50%) by its specific inhibitor
BW284c51 at 0.001 mM (Figure 1(a)), whereas under
Iso-OMPA exposure (BChE specific inhibitor) its
activity was only 19% reduced at 1 mM (Figure
1(b)). On the other hand, neostigmine, a very potent
inhibitor of total ChEs, abolished the enzyme activity
even at 0.001 mM (Figure 1(c)). These results show
the ability of the enzyme extraction method in getting
just the fraction of AChE from RBC. The ICs, and K;
values for BW284c¢51 and neostigmine were 0.92 uM
and 0.0054 uM; and 0.30 uM and 0.0018 pM, respec-
tively. It was not possible to estimate these parameters
for Iso-OMPA.
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Figure 3. Effect of (a) carbaryl and (b) carbofuran from 0.01
to 100 pg/mL on frozen blood samples of human RBC AChE
activity. RBC: red blood cell; AChE: acetylcholinesterase.

The effects of dichlorvos, diazinon and chlorpyri-
fos (OPs) as well as carbaryl and carbofuran (CBs)
on RBC membrane AChE are displayed in Figures 2
and 3, respectively. The results show that diazinon
is a less effective inhibitor among the five investi-
gated pesticides, whereas dichlorvos and carbofuran
were the most powerful inhibitors. These findings are
corroborated by their 1C,, 1Csy and K; (Table 1) esti-
mated from the curves. The parameter IC20 converted
to milligram per Kg body weight per day was con-
fronted with the values of ADI found in national and
international specific legislation in Table 1.

The results of sensitivity and specificity for each pes-
ticide are listed in Table 2. Sensitivity ranged from 75%
(diazinon) to 100% (chlorpyrifos and carbaryl), and spe-
cificity from 63.6% (carbofuran) to 83.3% (dichlorvos).

Discussion

The mechanism of action of OPs and CBs occurs
through binding to the esteratic site of enzymes with

phosphorylation and carbamoylation, respectively.'*°

Inhibition by the organophosphorus compounds tends
to be irreversible if untreated.” The inhibition by CBs
is reversible and the recovery of the enzyme may take
several minutes to hours.®

The monitoring of pesticides based on blood ChE
inhibition recommended by World Health Organiza-
tion (WHO)?"*? requires fresh blood samples of total
ChE using the methods of Edson®® and Ellman'?
(adapted by WHO)** or RBC AChE by George and
Abernethy.”* The disadvantages of these methods are
the nondiscriminating use of both blood enzyme
activities in case of using total ChE samples and the
less accuracy by hemoglobin interference in the case
of those which use RBC AChE samples without com-
plete red cell lysis and centrifugation. The method
proposed by Oliveira-Silva et al.'' not only uses RBC
ACHhE but also allows the freezing of samples for fur-
ther analysis in an appropriate place without colori-
metric interactions with hemoglobin.

Several works chose RBC AChE instead of BChE
for many reasons, as follows: (1) determination of
inter- and intraindividual variation in both ChE activ-
ities, which was considered critical for a blood ester-
ase monitoring program. The class of AChEs is more
homogeneous in terms of their primary structure than
the class of BChEs,” and RBC AChE activity was
pointed to be less variable than BChE>**7; (2) the first
one is more closely correlated with the AChE activity
from nervous system®"; (3) more stability in frozen
blood samples: 7 days against 3 days for BChE'';
(4) BChE spontaneous recovery of inhibited forms are
faster than AChE.?® In order to perform a successful
monitoring program, it should be taken into account
that some conditions other than pesticide exposure can
change blood ChEs activities, hindering the evaluation
and interpretation of results from studies. BChE activ-
ity can be decreased by liver diseases, malnutrition,
alcoholism, nephritic syndrome, pregnancy, contracep-
tive pills and metoclopramide, whereas RBC AChE
activity is altered by pregnancy, anemia, hemorrhagic
events and reticulocytosis. Other factors that may result
in misinterpretation of ChE levels are collection,
improper processing and transportation of samples and
laboratory errors.*>® In addition, considering each
person as his or her own control, measures should be
taken to minimize intraindividual variation by collect-
ing samples in periods of growing seasons before and
after pesticide applications.

The efficiency of the proposed method to extract
the membrane RBC AChE was shown by selective
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Table I. ADI, ICy and ICsq for human RBC AChE referring to pesticides under study.

Pesticide ADI (mg/kg bw/day)

ICy0 (mg/kg bw/day)

ICy0 (M) 1Cs0 (LM) K (uLM)

0.0047
0.004°8
0.003?
0.0005%
0.0008*°
0.002*
0.002%
0.0007*
0.0002*
0.01%
0.01%
0.001%
0.01%
0.003%
0.008°°
0.008%
0.0075°'
0.002%2
0.002*+
0.005°*
0.001%*

Dichlorvos

Diazinon

Chlorpyrifos

Carbaryl

Carbofuran®

0.0019

0.0076

0.002

0.0033

0.0019

0.135 10.66 0.131

0.394 - -

0.085 21.42 0.262

4.96 109.98 1.35

0.135 5.44 0.066

RBC: red blood cell; AChE: acetylcholinesterase; 1Cyg and I1Csq: concentrations capable to inhibit the enzyme activity by 20% and 50%,

respectively; ADI: acceptable daily intake.

“The maximum concentration used in the assays did not inhibit beyond 50%.
PIn the process of cancelation of all licenses for use in food production in the United States.

Table 2. Sensitivity and specificity® of the human ery-
throcyte AChE and pesticide inhibition method in relation
to pesticides under study.

Pesticide Sensitivity (%) Specificity (%)
Dichlorvos 90.9 83.3
Diazinon 75.0 80.0
Chlorpyrifos 100.0 66.7
Carbaryl 100.0 75.0
Carbofuran 88.89 63.6

AChE: acetylcholinesterase.
*According to Glaser.'”

inhibition by BW284c51, whereas Iso-OMPA (BChE
specific inhibitor) did not impair significantly the
activity at low concentrations. Also, regarding the inhi-
bition effect of BW284c51 and neostigmine on mem-
brane RBC AChE is worthwhile to register that the
dissociation rate (K;) of neostigmine was threefold
slower than that of BW284c51. One of the more
remarkable differences between AChE and BChE is
the smaller cavity of AChE active site, lined by six
aromatic amino acid residues that prevent the entrance
of the selective BChE inhibitors and substrates.”'

Once established that membrane RBC AChE was
properly extracted the whole blood was exposed to
pesticides, simulating intoxication by them in order
to evaluate the enzyme activity reduction as measure
of this contact. The results showed the highest inhibi-
tory action on the enzyme by dichlorvos compared
with diazinon and chlorpyrifos. Dichlorvos is already
bioactive as an oxon, whereas the thion form (diazi-
non and chlorpyrifos form) needs biotransformation
to enhance its toxic action.”*> However, another fea-
ture that interferes in the toxicokinetic of OP pesti-
cides and that was decisive in the results is their
specific lipophilicity. The most lipophilic compounds
are rapidly absorbed and accumulated in fat and this
contributes to the reduction in the primary effects of
these pesticides (ChEs inhibition) while increasing sec-
ondary effects in other biomolecules. Phosphorothio-
ates (diazinon and chlorpyrifos) are more lipophilic
than phosphates (dichlorvos).*? In addition, serum oxo-
nases seem to be more effective in the hydrolysis of
diazinon and chlorpyrifos. > Moreover, according
to Rosenberry,”> AChE is more sensitive to small acyl-
chain size condition fulfilled by dichlorvos compared
with diazinon and chlorpyrifos.
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Between the investigated CBs, carbofuran showed
to be more toxic to membrane RBC AChE than
carbaryl. This difference may be attributed to the
2,2-dimethylbenzofuranyl ring (carbofuran) that is
more reactive than the naphthyl ring (carbaryl) when
interacting with residues in the AChE active center.>®
The controls with and without DMSO did not present
significant difference.

The 1C» is the threshold limit to consider the pres-
ence of an anticholinesterasic compound, whereas the
1C5, represents the point at which clinical signs and
symptoms appear and death occurs after 90% inhibi-
tion.'® Here, the IC,, values were converted into ADI
unit that stands for the highest concentration causing
no effect (no-observed-adverse-effect-level) on the
most susceptible species of mammal in long-term
studies (chronic exposure).

To verify the possibility of using membrane RBC
AChE extracted by the method proposed here as a bio-
marker for pesticides exposure, the 1C,, values of each
one (Table 1) should be below their respective ADIs.
Thus, the values of 1C, for all the studied pesticides
were lower than those recommended by WHO,***
Food and Agriculture Organization,”™**" Agency for
Toxic Substances and Discase Registry.”***’ European
Food Safety Agency,****'** United States Environ-
mental Protection Agency”*>* and ANVISA (Brazilian
Sanitary Surveillance Agency)® #4932 except diazi-
non. It is noteworthy to mention that carbofuran pre-
sented low IC,, value and has been outlawed
nowadays in the United States for use in food farming.55

The cutoff of 20% inhibition of AChE activity was
chosen to evaluate the sensitivity and specificity,
according to several institution recommendations as
mentioned above. Sensitivity values for the five
investigated pesticides were above 80%, except for
diazinon, whereas all the specificity values were
above 60% (Table 2). Higher values would be found
if the used cutoff was 50% inhibition but at this point
clinical signs of poisoning by anti-ChE agents
appear'® and the present proposed procedure would
lose its usefulness.

Conclusions

The results of the extraction method can be ascribed
to RBC AChE according to selective inhibition. The
used enzymatic assay allowed relevant levels of
inhibition to be achieved, and they were at pesticide
concentrations below the majority of ADIs adopted
for the analyzed OPs and CB insecticides in foods

by national and international regulations. Regarding
this, the method showed sufficient in vitro accuracy
to be a promising tool in human monitoring programs
for occupational exposure to such pesticides and can
be useful for sample collections in locations far from
the laboratories.
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ANEXO B - Formulario de investigacdo de doencas e fatores capazes de interferir na

atividade da AChE eritrocitaria.

Pagina: 1 de 2

Projeto: ACETILCOLINESTERASE ERITROCITARIA HUMANA COMO BIOMARCADOR NA AVALIACAO DA EXPOSICAO A
PESTICIDAS.

FORMULARIO DE INVESTIGAGAO DE DOENCAS

Formulario N°
Data: / /
Entrevistador
Nome do voluntario Data de Nascimento
/ /

RG Orgéo emissor Sexo

Masculino [ Feminino []
Endereco
Municipio UF
Utiliza ou utilizou pesticidas domésticos? sim [ NAO [
Utilizou algum EPI durante as aplicagdes do pesticida? siM [ NAO []
Quando foi a ultima vez que utilizou pesticidas?
Quais pesticidas utilizou nesse periodo?
Quantas vezes utilizou?
Vocé foi o(a) responséavel pela preparacéo dos pesticidas? siM [ NAO []
Onde armazena os pesticidas? Casa [ Local especifico [
Como vocé descarta as embalagens?
Bebe ou fuma?
Utiliza alguma medicacdo? Qual é a dosagem.
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Doencas ou estados fisiolégicos que interferem na atividade colinesterasica "29ina: 2de2
Doencgas/condicgdao fisiolégica Estados
fisiolégicos
Leucemia AIDS Cirrose Hepatite virética Anemias Desnutricdo Gravidez
A A A A A
P P P P P

Casos na familia

A = atual; P = passado

Doencgas ou estados fisioldgicos que interferem na atividade colinesterasica (continuac¢éo)

Doencas/condigéao fisiolégica Estados fisiol6gicos/eventuais
. Necrose . . . - ; ;
Talassemia amebiana Figado cardiaco Neoplasma maligno metastatico - Contraceptivos orais

- Drogas anti-malaria

A A A A A

Casos na familia

A = atual; P = passado

Resultado de atividade enzimatica

Enzima Inib % Inib % Inib % Média

Acetilcolinesterase

Observacgdes gerais

Data e local

, de de

Nome e assinatura do Técnico responsavel
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ANEXO C - D13 - Diclorvés

[
=y L Agéncia Nacional
_| i_ de Vigilancia Sanitaria

INDICE MONOGRAFICO NOME
D13 DICLORVOS

D13 - Diclorvés

a) Ingrediente ativo ou nome comum: DICLORVOS (dichlorvos)
b) Sinonimia: SD 1750; OKO; OMS 14; UDVF; DDVP

c) N° CAS: 62-73-7

d) Nome quimico: 2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate

e) Formula bruta: C4H;Cl.04P

f) Férmula estrutural:

0
C1,C = CHOP(OCH,),

g) Grupo quimico: Organofosforado

h) Classe: Inseticida

i) Classificagao toxicoldgica: Classe |l

j) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado.

- Liquidos premidos ou nao:

Venda livre. ... 1% p/p
Entidades especializadas.............ccooeeeeeeeeeeiiii 2% plp
IS A . e 2 % plp
Posegranulados. ... 5% plp
Volatilizantes................... nao permitido

- Jardinagem amadora:
LiqUIdO. e 0,1 % p/p
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ANEXO D - D10 — Diazinon

_!. - Agéncia Nacional
—| i_ de Vigilancia Sanitaria

iNDICE MONOGRAFICO

NOME

D10

DIAZINONA

D10 - Diazinona

a) Ingrediente ativo ou nome comum: DIAZINONA (diazinon)

b) Sinonimia: AG-500; G 24 480

c) N° CAS: 333-41-5

ANexos

d) Nome quimico: O,0-diethyl O-2-isopropyl-6-methylpyrimidin-4-yl phosphorothioate

e) Formula bruta: Ci2H21N203PS

f) Férmula estrutural:

(CH,),CH

\ Il
OP(OCH,CH,),

S

»=N

g) Grupo quimico: Organofosforado

h) Classe: Inseticida e acaricida

i) Classificacao toxicolégica: Classe Il

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacao foliar nas culturas de citros e maca.

Modalidade de Emprego Intervalo de
Culturas (Aplicacio) LMR (mg/kg) Seguranca
Citros Foliar 0 14 dias
Maca Foliar 0,5 14 dias
Residuo nao intencional(*) LMR (mg/kg)
Carne (na gordura) 0,7
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(*) Intervalo de seguranga nao determinado por tratar-se de residuo estranho.
[) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,002 mg/kg p.c.
m) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado.

- Liguidos premidos ou nao:

VeNda lIVIC. .....ooeeeeee e 1% plp
Entidades especializadas..........................coccooo 2 % p/p
Posegranulados...............ooovviiiiiiieieeeee 1% p/p
Fumigantes.........ooooooiiiiii e nao permitido
VolatiliZante......eueee nao permitido

Jardinagem amadora:
[T 1o o TSRS 0,1 % p/p
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ANEXO E - C20 - Clorpirifos

l
— - Agéncia Nacional
_| i_ de Vigilancia Sanitaria

iNDICE MONOGRAFICO NOME ]
c20 CLORPIRIFOS

C20 - Clorpirifos (Ingrediente ativo em reavalia¢ao técnica)

a) Ingrediente ativo ou nome comum: CLORFIRIFOS (chlorpyrifos)

b) Sinonimia: Chlorpyriphos; Chlorpyrifos-ethyl

c) N° CAS: 2021-88-2

d) Nome quimico: O,0-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate
e) Férmula bruta: C4H11ClsNOsPS

f) Formula estrutural:

S
Il
Cl__N._OP(OCH,CH,),

~

cl” N ¢

g) Grupo quimico: Organofosforado

h) Classe: Inseticida, formicida e acaricida

i) Classificacao toxicologica: Classe Il

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacao foliar nas culturas de algodao, batata, café, cevada, citros,
feijao, maca, milho, pastagens, soja, sorgo, tomate(*) e trigo.

Aplicacao localizada na cultura da banana (saco para protecéo do cacho).
Aplicacao no solo nas culturas de batata e milho.

Aplicacao no controle de formigas, apenas na forma de isca granulada, conforme aprovagao em
rétulo e bula.

Modalidade de Emprego Intervalo de

Culturas (Aplicagao) LMR (mg/kg) Seguranca
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Algodao Foliar 0,5 21 dias
Banana Localizada 0,01 7 dias
Batata Foliar 1,0 21 dias
Batata Solo 1,0 (1)
Café Foliar 0,05 21 dias
Cevada Foliar 0,1 14 dias
Citros Foliar 2,0 21 dias
Feijao Foliar 01 25 dias
Maga Foliar 1,0 14 dias
Milho Foliar 0,1 21 dias
Milho Solo 0,1 (1)
Pastagens Foliar 2,0 13 dias
Soja Foliar 0,01 21 dias
Sorgo Foliar 0,01 21 dias
Tomate (*) Foliar 0,5 21 dias
Trigo Foliar 0,2 21 dias
Residuo ndo intencional (*) LMR (mg’kg)

Gordura de carne bovina 2,0

Gordura de carneiro e aves  [0,2

Leite (na gordura) 0,01

(1) Intervalo de seguranca ndo determinado devido a modalidade de emprego.

(*) Uso autorizado somente para tomate rasteiro, com fins industriais.

(**) Intervalo de seguranc¢a ndo determinado por tratar-se de residuo estranho.

OBS: LMR e o intervalo de seguranca nao estabelecidos para o controle de formigas.
I) Uso nao agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacdo no controle de formigas, apenas na forma de isca granulada,
conforme aprovacao em rétulo e bula.

m) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,01 mg/kg p.c.

n) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado
Destinagao de uso:

Venda livre Concentragdo maxima permitida
Iscas acondicionadas em porta-iscas 1% p/p

0) Uso como Preservante de Madeira - Uso exclusivo para tratamento de madeiras destinadas para
dormentes, postes, cruzetas, mourdes para cercas rurais, esteios e vigas, com a finalidade de
registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA.

p) Na reavaliacdo do ingrediente ativo clorpirifés, estabelecida pela Resolucdo-RDC n°® 135 de
17/05/02, DOU de 22/05/2002, determinou-se a manutengdo apenas das modalidades de
aplicagdo tratorizada, pivot central e aplicacio aérea com GPS e sem o uso de
“bandeirinhas”.
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q) De acordo com a Resolu¢do-RDC n® 206 de 23/08/04, DOU de 24/08/04, determinou-se a
suspensdo do registro, bem como a ndo-concessdo de novos registros, de produtos saneantes
domissanitarios a base do ingrediente ativo Clorpirifés, excluindo-se desta determinacdo somente
aqueles registros destinados ao uso em iscas para combate de baratas, em embalagens porta-
iscas dotadas de dispositivo de seguranc¢a para evitar a exposicao de criancas.
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ANEXO F - C03 - Carbaril
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INDICE MONOGRAFICO NOME
Cco3 CARBARIL
CO03 - Carbaril

a) Ingrediente ativo ou nome comum: CARBARIL (carbaryl)
b) Sincnimia: NAC

c) N° CAS: 63-25-2

d) Nome quimico: 1-naphthyl methylcarbamate

e) Formula bruta: C2H{NO>

f) Férmula estrutural:

OCONHCH,

@) Grupo quimico: Metilcarbamato de naftila
h) Classe: Inseticida
i) Classificacao toxicolégica: Classe Il

J) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

ANexos

Modalidade de emprego: aplicacao foliar nas culturas de abacaxi, abdbora, algodao, alho, banana,
batata, cebola, couve-flor, feijao, maca, pastagens, pepino, repolho e tomate.

Modalidade de Emprego Intervalo de
Culturas (Aplicacdo] preg LMR (mg/kg) Sequrana
Abacaxi Foliar 0,5 7 dias
Abobora Foliar 0,1 3 dias
Algodéao Foliar 0,05 15 dias
Alho Foliar 0,2 14 dias
Banana Foliar 0,2 14 dias
Batata Foliar 0,1 30 dias
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Cebola Foliar 0,1 14 dias
Couve-flor Floiar 0,02 14 dias
Feijdao Foliar 0,5 3 dias
Maca Foliar 2.0 7 dias
Pastagens Foliar 100,0 5 dias
Pepino Foliar 0,02 3 dias
Repolho Foliar 0,2 14 dias
Tomate Foliar 0,1 3 dias

Produtos de origem animal (*)  [LMR (mg/kg)
Aves (parte comestivel) 0,5
Aves (pele) 5,0
Carnes 1,0
Ovos (sem casca) 0,5

(*) Intervalo de seguranca nao determinado por tratar-se de residuo estranho
I) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,003 mg/kg p.c.

m) Emprego domissanitario: autorizado conforme indicado.

Entidades especializadas 2.5 % plp
Pos e granulados 5,0 % p/p
Volatilizantes nao permitido
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ANEXO G - C06 — Carbofuran
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iNDICE MONOGRAFICO

NOME

coeé

CARBOFURANO

C06 — Carbofurano

a) Ingrediente ativo ou nome comum: CARBOFURANO (carbofuran)

b) Sinonimia: -

c) N° CAS: 1563-66-2

d) Nome quimico: 2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-ylmethylcarbamate

e) Formula bruta: Ci2HsNO+

f) Formula estrutural:

OCONHCH,
O CH

CH

3

3

g) Grupo quimico: Metilcarbamato de benzofuranila

h) Classe: Inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida

i) Classificacao toxicologica: Classe |

J) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

ANexos

Modalidade de emprego: aplicacdo no solo nas culturas de algoddo, amendoim, arroz, banana,
batata, café, cana-de-actcar, cenoura, feijdo, fumo, milho, repolho, tomate e trigo.

Aplicagdo em sementes de algodao, arroz, feijao, milho e trigo.

Modalidade de Emprego Intervalo de
Culturas (Aplicagdo) Prego’ | MR (mgikg) Seguranca
Algodao Sementes 0,1 (1)
Algodéo Solo 0.1 45 dias
Amendoim Solo 0,1 14 dias
Arroz Sementes 0,2 (1)
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Arroz Solo 0,2 30 dias
Banana Solo 01 30 dias
Batata Solo 0,5 60 dias
Café Solo 0.1 90 dias
Cana-de-agucar Solo 0,1 90 dias
Cenoura Solo 0,5 60 dias
Feijao Sementes 0.1 (1)
Feijao Solo 0,1 75 dias
Fumo Solo UNA
Milho Sementes 01 (1)
Milho Solo 0,1 30 dias
Repolho Solo 1,0 90 dias
Tomate Solo 0,1 60 dias
Trigo Sementes 0.1 (1)
Trigo Solo 0,1 30 dias
Residuo nao intencional (*) LMR (mg/kg)

Leite, carne, gordura e sub-produtos de bovinos, caprinos,ovinos e suinos |0,05

U.N.A. = Uso Nao Alimentar

(1) Intervalo de seguranca nao estabelecido devido & modalidade de emprego.

(*) Intervalo de segurancga nao especificado por tratar-se de residuo estranho

OBS 1: O tratamento de sementes devera ser feito na época do plantio por entidades oficiais ou
particulares, devidamente registradas e credenciadas pelos orgdos competentes do Ministério da

Agricultura, mediante o emprego de equipamentos apropriados.

OBS 2: os LMRs referem-se a soma de carbofurano e de 3-hidroxi-carbofuran, expressos como

carbofurano.

I) Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,002 mg/kg p.c.
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