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RESUMO

A atividade de acetilcolinesterase (AChE) tem sido empregada como um biomarcador de contaminacdo ambiental. Contudo,
em relacdo aos invertebrados, sdo necessarios estudos adicionais para determinar o papel desta resposta no monitoramento
biol6gico. Sendo assim, foram realizados experimentos para avaiar ainterferéncia de fatores ambientais e de desenvolvimento
na atividade de AChE em D. magna e D. similis. Foram também investigadas as relactes entre atividade de AChE, toxicidade
aguda e efeitos em nivel de populacdo em D. magna. Uma relacdo inversa ente o comprimento do corpo e a atividade
de AChE foi verificada para D. magna. Neonatas de D. similis (= 72 h) mantidas em agua mineral diluidativeram atividade
mais baixa de AChE do que as mantidas em meio ASTM. Os resultados obtidos indicaram ainda que as associagoes entre
atividade de AChE e efeitos em niveis mais alto de organizacdo biolégica em D. magna nem sempre sdo diretas. As razbes
entre EC50 e IC50 ap6s exposicéo aos inseticidas propoxur, paration, malation, clorpirifés e acefato variaram de 0,31
a 0,90. Em organismos previamente expostos ao acefato foram verificadas ainda interferéncia do genétipo com a conexéo
entre efeitos sob a atividade de AChE e alteragcdes na taxa de crescimento populacional. Os resultados obtidos permitem
concluir que a utilizagéo da atividade de AChE em dafinideos como um biomarcador em programas de analise ambiental
deve ser feita com cautela. Por um lado, esta é uma ferramenta sensivel que sob condigdes padronizadas pode dar uma
boaindicacéo de exposic¢do a organofosfatos e carbamatos. Por outro, a utilizagdo desta ferramenta para antecipar efeitos
em niveis mais altos de organizacdo bioldgica € limitada e deve ser feita somente em conjungdo com andlises complementares.
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ABSTRACT

Acetylcholinesterase activity in Daphnia: isit a good biomarker of environmental contamination?

Acetylcholinesterase (AChE) activity has been employed as a biomarker of environmental contamination. However, for
invertebrates, additional studies are required to determine the role of AChE activity in biological monitoring. Thus, a series
of experiments was performed to evaluate the interference of developmental and environmental factors on AChE activ-
ity in D. magna and D. similis. In addition, the relationships between AChE activity, acute toxicity and population level
effects were evaluated for D. magna. An inverse relationship between body length and AChE activity has been demon-
strated for D. magna. Also, juveniles of D. similis (= 72 h) kept in diluted mineral water had lower AChE activity than
those kept in ASTM water. Our findings have as well indicated that the associations between AChE activity and higher
level effectsin D. magna are not always straightforward. Exposure to parathion, propoxur, malathion, chlorpyrifos, and
acephate resulted in the ratio between EC50 and 1C50 varying from 0.31 to 0.90. Furthermore, we found that genotypic
variation will interfere with the link between AChE activity and population growth rate in D. magna pos-exposed to acephate.
Therefore, the use of this biomarker in environmental assessment programmes should be made with caution. On one hand,
it isvery sensitive, and keeping strict standard conditions it can give a good indication of exposure to organophosphates
and carbamates. On the other hand, its use as a predictive tool is limited, and should only be made in association with
complementary measurements.
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INTRODUCAO

A medic&o da atividade de acetilcolinesterase (AChE)
tem sido empregada com sucesso para monitorar exposiao
a pesticidas anticolinesterase (organofosfatos e carbamatos).
Para organismos vertebrados, existe correlacdo direta entre
o grau de inibic&o de acetilcolinesterase e a manifestacéo de
efeitostoxicos letais e subletais (Walker et al., 2001). Entretanto,
avaliagdes com invertebrados tém demonstrado que relacéo
direta entre mudancas na atividade de AChE e toxicidade nem
sempre é verificada (Day & Scott, 1990; Sturm & Hansen,
1999). Estudos envolvendo o microcrustaceo Daphnia magna
mostram resultados controvertidos e que investigactes adi-
cionais sd0 necessarias (Sturm & Hansen, 1999). Definir aex-
tensdo em que a inibicdo de AChE e a toxicidade estdo
relacionadas em invertebrados é de caréter essencial para
estabelecer o papel deste biomarcador como ferramenta de
avaliagdo ambiental (Lagadic et al., 1994).

Desta forma, este estudo teve por objetivo investigar a
influéncia de fatores ambientais e de desenvolvimento na ex-
pressdo da atividade de AChE, assim como as relagdes en-
tre este biomarcador e os efeitos em nivel individual e
populacional em organismos do género Daphnia.

MATERIAL E METODOS

Ensaio de acetilcolinesterase

O procedimento para a medicao da atividade de acetilco-
linesterase foi baseado no ensaio genérico proposto por Ellman
et al. (1961) adaptado para uso em microplacas (Fisher et al.,
2000). Os homogenados foram preparados com grupos de 10
a 20 individuos adultos e jovens, respectivamente (Printes,
2003).

Relacdo entre atividade de acetilcolinesterase e
comprimento do corpo em D. magna

Neonatas (< 24 h) de D. magna (IRCHA, clonetipo 5)
foram cultivadasem meio ASTM (ASTM, 1980) até seis classes
de tamanho predeterminadas: 1; 1,5; 2; 2,5, 3; € 3,5 mm. Os
organismos foram mantidos individualmente em 50 ml de &gua
de cultivo e alimentados diariamente com Chlorella vulgaris
€ uma suspensdo de agua destilada contendo fermento bio-
I6gico Fleishman®. Ao atingirem o tamanho estabelecido, os
organismos foram congelados em nitrogénio liquido e preser-
vados a—70°C para posterior avaliagdo da atividade de AChE.

Influéncia do meio de cultivo sobre a atividade de AChE
em D. similis

Neonatas de D. similis (< 24 h) foram mantidas sem ali-
mento por 48 h (5: 150 ml) em dois meios de cultura: (1) ASTM
e (2) agua minera diluida (DMW) (USEPA, 1991). Os or-
ganismos foram entéo congel ados e preservados a—70°C para
avaliacdo da atividade de AChE.
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AChE x imobilidade em 48 h

Neonatas de D. magna (< 24 h) foram expostas a5 in-
seticidas (paration, propoxur, clorpirifés, malation e acefato).
As concentragdes utilizadas variaram de 2 a 17 pM, 120 a 860
pM, 0,7 a7 pM, 4a24 pM e55uM al mM para paration,
propoxur, clorpirifés, malation e acefato, respectivamente. Apés
48 h, foi verificadaamobilidade dos organismos e 0s organismos
moveis foram congelados para analises de AChE. O efeito na
atividade enzimética foi correlacionado com valores de EC50
previamente obtidos em testes de toxicidade convencionais.

Relacdo entre atividade de AChE e efeito populacional

Dois clones de D. magna foram selecionados: (1) IRCHA,
clonetipo 5 ou “ Standard”, e (2) Clone “Ruth” (Universidade
de Sheffield, Inglaterra). Os organismos (15: 1000 ml) foram
expostos por 7 dias a concentrac@es subletais de acefato (5
e 10 mg/L). Ap6s 48 h, parte dos organismos foi congelada
para a andlise da atividade de AChE. No final dos 7 dias de
exposi¢cao os individuos remanescentes foram transferidos para
meio ASTM. N&o foi oferecido alimento nas primeiras 48 h,
e apos esse periodo os organismos foram mantidos com C.
vulgaris e suspensao de agua destilada com fermento biol égico.
A taxa de crescimento populacional (PGR) foi calculada ao
término de 21 dias (Sibly, 1999), e arelacéo entre AChE e
PGR foi avaliada para os dois clones.

Anélises estatisticas

Para a comparacéo dos tratamentos no experimento com
D. similis em diferentes meios de culturafoi utilizado o teste
“t” com nivel de significancia de 0,05. Os valores de 1C50
foram estimados por andlises de regressdo nao linear (SAS,
versao 8.2, Instituo SAS, NC, USA), e os dados obtidos foram
comparados utilizando-se teste “t” com nivel de significancia
de 0,05. A relacdo entre PGR e AChE foi calculada através
de andlise de regressdo multipla utilizando-se S-Plus 6.1
(Insightful Corp. 2002) (Printes, 2003).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A atividade de AChE em D. magna apresentou rel acéo
inversa.com o tamanho dos organismos (F, , = 24,93; r> = 0,827,
p = 0,008) (Figura 1). De maneirasimilar, relacdo inversaentre
o comprimento do corpo e a atividade de AChE tem sido de-
monstrada para peixes (Sturm et al., 1999). A relacdo do ta-
manho dos organismos com a atividade de AChE n&o deve
ser ignorada. Se diferentes situagdes sdo comparadas, deve-
se considerar os fatores que podem afetar o crescimento e,
consequientemente, gerar um falso efeito na atividade de AChE.

O experimento realizado com D. similis de dois meios
de culturas apontou para variag&o significativa na atividade
deAChE (t,= 4,24, p=0,013). Osvalores obtidos foram 7,15 +
0,60 e4,18 + 0,35 uM/L/min/g proteina paraASTM e DMW,
respectivamente.
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Figura 1 — Relag&o entre atividade de AChE e comprimento do corpo em D. magna.

Outros estudos tém demonstrado que a utilizacgo de meios
diferentes para o cultivo e testes de toxicidade com dafinideos
pode causar variabilidade nas respostas desses organismos a
poluentes (Guilhermino et al., 1997).

Os valores de | C50 para clorpirifés e malation foram
estatisticamente diferentes (t,, = 6,01). N&o houve diferenca
significativa entre paration e clorpirifds (t,, = 0,57) e paration
emalation (t,, = 1,39). Considerando-se arelagdo entre IC50
e ECH0, arazdo entre estes dois valores oscilou entre 0,31
€ 0,90 (Tabela 1), o que sugere variabilidade nos niveis de
AChE associados a toxicidade aguda para os diferentes
pesticidas. Sturm & Hansen (1999) também encontraram
variacdo nas relacdes entre inibicdo de AChE e imobilidade
em D. magna e Chironomus riparius expostos aos
organofosfatos paration e diclorvos.

Essa inconsisténcia entre as razdes | C50/EC50 pode
estar refletindo efeitos tOxicos que ndo estdo diretamente re-

lacionados com ainibicdo de AChE. Os resultados obtidos
indicam que o valor de utilizar AChE como um biomarcador
de efeito em D. magna ira depender do quimico avaliado.

A inibicdo de AChE ap6s 48 h foi associada com um de-
créscimo em PGR para o clone “ Standard”. De maneirain-
versa, ainibicdo de AChE foi associada com um aumento em
PGR parao clone“Ruth” (Figura 2). Esses resultados sugerem
a presenca de interacdo entre gendtipo (clone) e ambiente (con-
centracdo de acefato) para crescimento populacional em D.
magna. Esses resultados talvez ndo sjam surpreendentes, uma
vez que variacles significativas entre clones de D. magna em
relacdo a fecundidade e PGR ja foram observadas previamente
em organismas expostos a 3,4 dicloroanilina e bromato de sddio
(Soares et al., 1992). Vérios fatores podem contribuir para
estas variacles, entre eles diferencas nos mecanismos de defesa
utilizados para evitar exposi¢ao e variabilidade nos mecanismos
de detoxificacéo (Baird & Barata, 1998).

Tabela 1 — Toxicidade aguda (EC50, 48 h) de diferentes inseticidas para D. magna e efeito sobre a atividade de
acetilcolinesterase (AChE) (I1C50, 48 h). Todas as concentragdes em pM exceto para acefato (UM).

Inseticidas EC50 (48 h)* 1C50 (48 h)** | C50/EC50
Paration 7,03 (6,38-7,72) 4,19+ 2,46 0,60
Propoxur 449,90 (370,84-572,43) 256,98 + 51,00 0,57

Clorpirifés 3,17 (2,62-3,71) 1,40 0,06 0,44
Malation 10,56 (9,99-11,47) 9,48+ 1,30 0,90
Acefato 309,82 (262,17-370,30) 94,98+ 5,13 0,31

* EC50 (48 h) = concentragdo efetiva média de testes de toxicidade padréo (limites de confianca superior e inferior de
95%); ** IC50 = concentragdo estimada em que a atividade de AChE é inibida em 50% (média para trés réplicas +

desvio-padréo).



92 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 1, 2006

Printes & Callaghan

\
— 3 o
g  5- \
2 Vo e
5 \
a \
) \ °
= | \
£ 4 .
3 \
= \
: \
\
g3
g \©
(0] ® [ ) d
© o o \
[ \ O
o 2 o\
) °
2 ¢ \
brg \
\
1 T T
1,15 1,20 1,25

1,30 1,35 1,40 1,45

Taxa de crescimento populacional

Figura 2 — Relacé&o entre atividade de AChE e taxa de crescimento populacional para D. magna; e clone Standard; o clone Ruth.

Além disso, é possivel que efeitos secundérios associados
atoxicidade de organofosfatos também possam contribuir para
as diferencas nas respostas individuais e populacionais ob-
servadas para os dois clones. Desta forma, a variagdo gené-
tica parece influenciar arelagdo entre a atividade de AChE
e efeitos toxicos em nivel de populagéo para D. magna.

Os resultados do presente estudo sugerem que, levan-
do-se em consideracdo a possibilidade de variaces devido
afatores ambientais e de desenvolvimento, a atividade de AChE
em Daphnia pode ser considerada um bom biomarcador de
exposicdo. Contudo, o uso desse biomarcador como critério
para avaliacéo de efeitos tOxicos em niveis mais altos de or-
ganizacdo bioldgica deve ser feito com cautela. Medidas de
analises complementares devem também ser utilizadas.
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