UNIVERSIDADE

LaSalle

Revista Saude e Desenvolvimento Humano - ISSN 2317-8582

http://revistas.unilasalle.edu.br/index.php/saude_desenvolvimento

Canoas, v. 9, n. 3, 2021

Artigo Original

Avaliacao da Estabilidade da Enzima Acetilcolinesterase em
Amostras de Sangue Frescas e Congeladas

Evaluation of Acetylcholinesterase Stability in Fresh and Frozen Blood Samples

 °4 http://dx.doi.org/10.18316/sdh.v9i3.7711

Patricia Stahl', Danieli Benedetti 2, Juliana Da Silva'?

RESUMO

Objetivo: avaliar a estabilidade da atividade
enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) em
amostras de sangue frescas e congeladas.
Materiais e Métodos: a amostra foi composta por
um pool de voluntarios no qual foi determinada a
atividade da AChE. A atividade foi determinada
na amostra sem contaminagdo pelo agrotdxico
Diazinon 0,07M (PO/controle) e em trés niveis de
inibicdo pelo composto: P1 (7x10-3M), P2 (5,7x10
M) e P3 (4x103M). Avaliou-se a estabilidade
das amostras frescas no dia da coleta, bem
como 24 e 72 horas apds a coleta. As amostras
congeladas foram avaliadas apds 3, 6 e 8 dias
de congelamento. Resultados: nas amostras
frescas a estabilidade do controle foi de 24 horas
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e nas amostras contaminadas com agrotoxico
apresentaram menor estabilidade e maior inibicdo
da AChE com o passar do tempo. As amostras
congeladas apresentaramboa estabilidade durante
8 dias. Nao foi observada diferenca significativa
entre a atividade da AChE em amostras frescas e
congeladas no 3° dia, porém as amostras frescas
nao foram estaveis. Conclusao: o processamento
das amostras frescas pode ser realizado até o 3°
dia e as amostras congeladas, embora necessitem
de mais testes compreendendo 24 e 48 horas de
congelamento, podem ser utilizadas até 8 dias.

Palavras-chave:Acetilcolinesterase; Estabilidade;

Agrotéxicos; Amostras  Frescas; Amostras
Congeladas; Exposigao Ocupacional.
ABSTRACT

Objective: to evaluate the stability of

acetylcholinesterase (AChE) enzymatic activity
in fresh and frozen blood samples. Materials
and Methods: the sample consisted of a pool of
volunteers in which AChE activity was determined.
Activity was determined in the sample without
contamination by the 0.07M Diazinon pesticide
(PO/control) and at three levels of compound
inhibition: P1 (7x10°M), P2 (5.7x10°M) and P3
(4x103M). The stability of fresh samples on the
day of collection, as well as 24 and 72 hours
after collection was evaluated. Frozen samples
were evaluated after 3, 6 and 8 days of freezing.
Results: in fresh samples the control stability was
24 hours and the pesticide contaminated samples
showed lower stability and greater inhibition of
AChE over time. The frozen samples showed
good stability for 8 days. There was no significant



difference between AChE activity in fresh and
frozen samples on day 3, but fresh samples were
not stable. Conclusion: and the processing of the
fresh samples can be carried out until the 3™ day
and the frozen samples, although requiring further
testing including 24 and 48 hours freezing, can be
used for up to 8 days.

Keywords: Acetylcholinesterase; Stability;
Pesticides; Fresh Samples; Frozen Samples;
Occupational Exposure.

INTRODUGAO

Atualmente, o Brasil é classificado como
um dos maiores consumidores de agrotéxicos do
mundo'. Os agrotéxicos podem ser classificados
conforme sua constituicdo quimica, destacando-
se o0s compostos organofosforados (OPs) e
carbamatos (CBs)"2. OPs e CBs estdo entre as
classes de agrotoxicos mais usadas atualmente, o
que se torna um grave problema quando se sabe
que esses compostos abrangem os agrotdxicos
responsaveis pelo maior niumero de intoxicagdes
e mortes no Brasil'**. O Diazinon é um agrotéxico
do grupo quimico dos OPs e faz parte da classe
de uso inseticida®, seu uso € amplo na agricultura
e na pecuaria®.

Compostos OPs e CBs sao conhecidos por
agirem como agentes neurotéxicos?’, inibindo a
atividade de enzimas denominadas colinesterases
(ChEs), tais como acetilcolinesterase (AChE)
e butirilcolinesterase (BChE), exercendo uma
atividade anticolinesterasica. Como outros OPs, a
principal agcao téxica do Diazinon ¢ a inibicdo da
atividade da AChE, resultando na neurotoxicidade?.
Estudos ainda demostram que o Diazinon exerce
efeitos danosos sobre o DNA e toxicos em varios
sistemas do corpo?° 1,

O mecanismo de ag¢ao dos compostos OPs e
CBs se baseia na ligagao com o sitio ativodaAChE,
com fosforilagao para OPs e carbamilagdo no caso
dos CBs, resultando na inibicdo da enzima®. O
complexo de interagdo composto tdxico-ChE pode
ser definido como reversivel ou irreversivel. OPs
geralmente formam complexos mais estaveis,
mais caracteristicos de uma inibigdo irreversivel
com as enzimas AChE e BChE, enquanto os
CBs tendem a formar complexos menos estaveis
e reversiveis®". Agentes anticolinesterasicos,
como OPs e CBs, tém a propriedade de retardar

a degradagdo da ACh, uma vez que inibem
as colinesterases, assim o neurotransmissor
permanece por mais tempo na fenda sinaptica,
intensificando a transmissdo colinérgica®. A
permanéncia de ACh na fenda sinaptica gera
um acumulo do neurotransmissor, ocasionando
um quadro de hiperestimulagcdo com sintomas
caracteristicos, tais como sudorese, nauseas,
colicas abdominais, diarreia e bradicardia,
podendo chegar a convulsdes e até coma' 2.

A forma de diagndstico mais difundida e
de baixo custo consiste na determinacdo da
atividade da AChE, pelo método desenvolvido
por Ellman et al.” utilizando espectrofotometria.
Esta determinacdo é considerada uma ferramenta
adequada para o diagnéstico de exposicbes e
intoxicagdes por OPs, a partir do uso de amostras
de sangue total frescas dos individuos expostos''4,
Uma vez que a determinagdo enzimatica da
atividade da AChE, ou colinesterase verdadeira, é
geralmente considerada método mais sensivel e
especifico, quando comparado com o da BChE",
0 que a torna mais adequada para utilizagdo
na avaliagdo de exposicdo e diagnéstico de
intoxicagbes a agentes anticolinesterasicos’®.
A AChE apresenta melhor especificidade, pois
reflete melhor a atividade da enzima no sistema
nervoso, em virtude de sua similaridade funcional
com a enzima que se encontra nas placas motoras
e nas sinapses. Além disso, apresenta maior
sensibilidade em relagado a gravidade do quadro
clinico, uma vez que sua meia vida € maior em
relacdo a BChE, corresponde a dos eritrocitos,
de cerca de 120 dias. Dessa forma, pode ser
considerado um bom biomarcador de exposigcao
cronica para os casos de monitoramento biolégico,
visto que as concentragbes eritrocitarias levam
mais tempo para diminuir quando comparadas
as concentracdes séricas de BChE, e necessitam
de mais tempo para normalizacdo apds a
exposi¢ao' 1718,

O monitoramento de agricultores expostos
de forma crénica a compostos anticolinesterasicos
e o conhecimento quanto aos riscos que tais
substancias podem causar na saude destes
individuos manifestam a necessidade de se
determinar a atividade da AChE eritrocitaria,
como forma de avaliar a exposi¢cao. Contudo, em
casos de agricultores expostos €& fundamental,
ainda, que a metodologia empregada permita a
analise de amostras congeladas, visto que, na
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maioria das vezes, as areas de monitoramento
para os individuos expostos aos agrotoxicos se
concentram em zonas rurais, sendo dificil portanto
a avaliagdo de AChE em amostras frescas. Por
isso, o uso de amostras congeladas poderia
ser viavel, sem comprometimento ou possiveis
interferéncias na determinagdo da atividade da
enzima. A técnica utilizada na rotina ndo prevé
congelamento, sendo as amostras processadas
em até 24 horas. Assim, este trabalho se justifica
pela necessidade da utilizacdo de um método
de determinagdo da atividade da AChE que
permita o congelamento prévio das amostras
para posterior analise, admitindo tempo maior
até o processamento e eliminando possiveis
interferentes adquiridos durante o transporte, o
que garante resultados de maior confiabilidade.
Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar a
estabilidade da atividade enzimatica da AChE
em amostras de sangue frescas e congeladas,
determinando desde a coleta e fase pré-analitica,
qual o periodo que estas podem ser processadas
sem comprometer a fase analitica da AChE.

MATERIAIS E METODOS
Caracterizagao da amostra

Trata-se de um estudo de carater
experimental cuja amostra foi composta
por oito voluntarios ndo expostos a agentes
anticolinesterasicos, saudaveis, nao-fumantes,
com idade maior que 18 anos e sem histdrico
de patologias crbénicas, sendo quatro homens
e quatro mulheres. Destes, obteve-se 5 mL de
sangue total, por meio de pungéo venosa, em tubo
contendo EDTA como anticoagulante. As amostras
foram coletadas na cidade de Santa Cruz do Sul
(RS) e processadas no Laboratério de Genética
Toxicoldgica e no Centro de Pesquisa em Produto
e Desenvolvimento - CEPPED da Universidade
Luterana do Brasil (ULBRA). Os voluntarios foram
informados do objetivo da pesquisa e convidados
a participar, sendo incluidos no estudo apods
assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE, Anexo 1). Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Universidade Luterana
do Brasil (ULBRA - Canoas), sob parecer n°
3.363.594, CAEE 13898619.0.0000.5349.

Preparo das amostras e principio do método

Para avaliar a estabilidade da AChE em
amostras frescas e congeladas foi utilizado um
pool de amostras de sangue total dos voluntarios.
As amostras frescas foram distribuidas em
microtubos e estes armazenados a temperatura de
2 a 8°C. As amostras antes de serem congeladas
foram centrifugadas a 3600 rpm por 30 minutos e
a fragao eritrocitaria de cada amostra foi diluida
(1:10) com tampao de lise pH 7,6 (NaH,PO,/
Na,HPO, 20 mM), sendo estocadas a -6°C.

Para o controle positivo das analises foram
adotadosniveisdeinibicdo utilizando o agrotéxico
Diazinon. Foi preparada uma solug¢ao 0,07 M de
Diazinon (comercial 40 PM; concentrado soluvel
estabilizado). A amostra (pool de amostras dos
voluntarios) foi distribuida em microtubos, e as
aliquotas acrescidas de solugdo de Diazinon
(por 3 horas antes da analise da atividade
enzimatica), obtendo-se trés concentragdes
finais: P1=7,0 x 103M; P2=5,7 x 10°M; e P3=
4,0 x 10° M. Além disso, foi considerado como
controle negativo da avaliagdo da AChE amostra
sem Diazinon (PO; controle).

Os testes para avaliar a atividade enzimatica
de AChE em amostras de sangue frescas foram
determinadas no dia da coleta (Dia 0), Dia 1 (apds
24 horas da coleta) e Dia 3 (72 h apds a coleta). Ja
os testes para avaliar a estabilidade das amostras
congeladas, as amostras foram congeladas no
Dia 0 e avaliadas ap6s descongelamento nos Dia
3, Dia 6 e Dia 8, conforme descrito por Oliveira-
Silva et al.’. A definicdo dos dias para realizagédo
dos testes com as amostras congeladas foi dada
a fim de simular uma situacao real, considerando
o tempo necessario entre a coleta da amostra em
campo, processamento e analise. A temperatura
durante as determinacdes foi definida e controlada
em 24 + 1 °C, assim como a protegdo contra a
exposicao a luz, em virtude da possibilidade de
deterioracdo dos reagentes utilizados. Todas
as analises foram realizadas em duplicata cujo
objetivo foi avaliar a inibicdo da amostra pelos
compostos anticolinesterasicos.

A metodologia tem como fundamento o
método proposto por Ellman et al.”® e modificado
por Harlin e Ross?°, que se baseia na taxa de
hidrolise do iodeto de acetiltiocolina, substrato
da reacao, pela enzima AChE dando origem a
tiocolina. A tiocolina liberada reage com o anion
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carboxilato do acido ditiobisnitrobenzoico (DTNB),
formando o 2-nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina
e um composto de coloragdo amarela, o
5-tio-2- nitrobenzoato, que é quantificado por
espectrofotometria visivel num comprimento de
onda de 412 nm. A variagao de absorbancia por
minuto € diretamente proporcional a atividade
enzimatica'>. A modificagdo proposta por Harlin
e Ross® compreende alteragdes referentes a
diluigho da amostra e concentragcdo de DTNB
adicionada ao ensaio.

Teste de estabilidade e atividade de AChE em
amostras de sangue frescas

A dosagem de AChE nas amostras de
sangue frescas foi realizada com base no método
de Ellman et al.®, modificado por Harlin e Ross?,
seguindo protocolo estabelecido e implantado no
Centro de Informagao Toxicolégica do RS (CIT
RS)?.

A atividade da AChE foi quantificada no Dia 0
(dia da coleta), no Dia 1 (24 horas ap6s a coleta) e
no Dia 3 (72 horas apds a coleta) para as amostras
de sangue PO (controle sem contaminacéo), P1, P2
e P3 (P1-3 com Diazinon). O pool correspondente
ao Dia 0 foi imediatamente diluido (1:10) com
tampé&o fosfato 0,1M pH 8,0 (NaH,PO, 0,1M e
KH,PO, 0,1M), com o objetivo de se obter uma
suspenséo estavel de células sanguineas. Como
forma de evitar interferentes com a colinesterase
plasmatica (BChE), foi empregada uma solugéao
de sulfato de quinidina. Foi adicionada a mistura
o reagente de cor DTNB, que permite a medida
colorimétrica da velocidade de hidrolise do
substrato pela colinesterase eritrocitaria.

A mistura foi homogeneizada e distribuida
em duas cubetas semi-micro para a quantificacao
espectrofotométrica e foi ajustado o zero de
absorbancia a 412 nm. Uma solucio de iodeto de
acetiltiocolina foi usada como substrato da reacao,
uma vez que é um analogo do substrato natural,
e adicionada em uma das cubetas. A leitura das
absorbancias foi realizada a cada minuto, durante
4 minutos. Foi utilizada como resultado para o
calculo final da atividade, como demonstrado
a seguir, a média dos valores resultantes das
diferencgas entre as absorbancias obtidas (AA).

Atividade da enzima (kU/L) AA x 132,35

Equivaléncia de unidades

1 U/mL=1 kU/L=1000 U/L

Onde: AA = variacdo na absorbancia/min. E,
132,35 = coeficiente de extingdo molar da enzima.

O procedimento foi repetido as 24 horas (Dia
1) e 72 horas (Dia 3) ap6ds a coleta.

Teste de estabilidade e atividade de AChE em
amostras de sangue congeladas

O método para determinagédo da atividade
da AChE em amostras de sangue congeladas
foi baseado no proposto por Ellman et al.”® e
modificado por Oliveira-Silva et al.’® e Bastos et
al.%2, com pequenas modificagdes. No momento da
analise, a aliquota foi descongelada previamente
em temperatura ambiente e homogeneizada. As
amostras foram descongeladas 3, 6 e 8 dias apds
o congelamento (Dia 3, Dia 6 e Dia 8).

Apos descongelamento, a fragdo celular
foi centrifugada a 3600 rpm por 30 minutos para
retirada do tampé&o, o sobrenadante foi desprezado
e o precipitado, constituido de membranas,
ressuspenso em tampao de lise novamente. O
processo foi repetido por mais duas vezes, como
forma de eliminar qualquer interferéncia provocada
pela hemoglobina em casos de hemolise. Apds a
terceira centrifugacao, retirou-se o sobrenadante
e foi adicionado tamp&o de analise (NaH,PO,/
Na,HPO, 120 mM, pH 7.6) ao precipitado. A
dosagem de AChE em amostras congeladas
foi realizada como descrito anteriormente para
amostras frescas, com alteragao a partir da etapa
onde é adicionado DTNB, onde é adicionado
etanol 10% (C,H,O), a fim de estabilizar a solug&o.
O mesmo procedimento foi realizado no Dia 6 e no
Dia 8 apos a coleta, para determinagao de AChE
em amostras congeladas.

Analise estatistica

Os resultados dos testes foram expressos
como média + desvio padrdo. As diferengas
estatisticas entre os periodos diferentes de
execugao dos testes e as diferentes concentragbes
do Diazinon utilizado no teste de estabilidade,
foram determinadas pela Analise de Variancia One-
Way (ANOVA). Ja a diferenca entre a atividade
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da AChE em amostras frescas e congeladas foi
realizada por meio do Teste t-Student, podendo ser
corrigidos por Welch. Valores de p < 0,05 foram
considerados  estatisticamente  significativos.
Todas as analises foram realizadas utilizando o
software estatistico Graphpad PRISM 5.0.

RESULTADOS
Testes de estabilidade: amostras frescas

No Dia 0 (dia da coleta), a atividade da
AChE avaliada na amostra controle, PO (n&o
contaminada com Diazinon), mostrou diferenca
significativa quando comparada com a atividade
enzimatica nas trés amostras contaminadas: P1,
P2 e P3, com inibicbes de 71,7%; 61,6% e 61,2%,
respectivamente. Assim, nota-se uma redugao
significativa da atividade enzimatica quando a
amostra é contaminada por um composto OP
nas diferentes concentragbes, como observado
na Figura 1. No Dia 0 ainda, a amostra P1,
variou significativamente (p< 0,05) em relagéo as
amostras P2 e P3 (Figura 1).

Em relacdo a estabilidade da AChE,
podemos observar na Figura 1 ao comparar a
atividade da enzima nas diferentes amostras
ao longo dos dias, que a amostra PO (controle)
apresentou uma reducéo significativa (p<0,05) em
sua atividade no Dia 3, representando 22,2% de
inibicdo. Perda da na atividade da AChE também
pode ser observada na figura para as amostras
P1e P3.

Em relagdo a avaliagdo da atividade
enzimatica do Dia 1, a Figura 1 mostra apés 24
horas da coleta, a atividade enzimatica da AChE
nas amostras P1, P2 e P3 continuou apresentando
uma inibicao significativa induzida pelo Diazinon:
88,2%; 73,7% e 68,7%, respectivamente, quando
comparada com a amostra P0. Ainda com base
nesta figura, observa-se que no 3° dia a atividade
da AChE permaneceu inibida de forma significativa
nas amostras P1, P2 e P3: com 76,1%; 71,0% e
70,6% de inibicao, respectivamente, comparando-
se com a sua atividade na amostra P0. Além disso,
nao foram observadas diferencas significativas
entre as amostras P1, P2 e P3 para os dias 1 e 3.

Figura 1. Atividade enzimatica da AChE (kU/L) nas amostras frescas PO e contaminadas com diferentes con-
centragdes de Diazinon (P1, P2 e P3) nos Dias 0, 1 e 3 (média * erro padrao). Teste ANOVA/Tukey:**p<0,01 e
***p<0,001 quando comparado ao PO (controle; amostra sem Diazinon do respectivo dia); 2 p<0,05 quando com-
parado ao P1 do respectivo dia de tratamento; ® p<0,05 quando comparado com a mesma concentragéo do Dia
0; ¢ p<0,05 quando comparado com a mesma concentragéo do Dia 1.
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Testes de estabilidade: amostras congeladas

Resultados referentes as  amostras
descongeladas no 3° dia do congelamento para
PO, P1, P2 e P3 podem ser observados na Figura
2. Diferenga significativa da atividade da AChE
em PO quando comparada com os niveis de
inibicdo em P1 e P3, nos quais verifica-se 81,6%
e 65,0% de reducao da enzima, respectivamente.
Também pode ser observado, que apos 6 dias
estando em congelamento, a atividade da enzima
na amostra PO demonstrou diferenca significativa
quando comparada com a atividade dos controles
P1, P2 e P3, apontando uma inibicdo em todas
as concentracdes de agrotéxico: 74,6%; 64,6% e
58,6%, respectivamente. Emrelacio a estabilidade
da AChE apés 8 dias da coleta observamos que
a atividade enzimatica nas amostras P1, P2 e P3
congeladas continuou apresentando uma inibicdo
significativa pelo composto anticolinesterasico:
69,4%; 59,2% e 33,4%.

Atividade de AChE em amostras frescas e
congeladas

A atividade da enzima AChE foi avaliada
concomitantemente em amostras frescas e
congeladas no 3° dia (72 horas apds a coleta). Na
Figura 3 observa-se que a atividade da enzima n&o
variou significativamente entre as amostras PO,
P1, P2 e P3, frescas e congeladas, verificando a
estabilidade da enzima apesar de ter sido mantida
sob congelamento durante 3 dias. E importante
lembrar que a amostra fresca PO do Dia 3 ja
apresentava reducao na atividade da AChE, em
comparagao com a amostra fresca do Dia O (linha
tracejada da Figura 3; comparagao estatistica na
Figura 1). As diferencas significativas entre P1,
P2 e P3 em relagdo a PO para o Dia 3 (fresca e
congelada) podem ser observadas nas Figuras 1
e 2 (p<0,05).

Figura 2. Atividade enzimatica da AChE (kU/L) nos Dias 3, 6 e 8 apds congelamento das amostras (PO, sem con-
taminagdo com Diazinon) e contaminadas (P1, P2 e P3) com diferentes concentragées de Diazinon 0,07M (2%).
Valores apresentados: média + erro padrao. Teste ANOVA/Tukey: *p<0,05 e **p< 0,01 quando comparado com
a atividade da amostra PO do respectivo dia; 2p< 0,05 quando comparado com a amostra P1 do respectivo dia.
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Figura 3. Atividade enzimatica da AChE (kU/L) nas amostras frescas e contaminadas (Dia 3) com diferentes
concentragdes de Diazinon em relagao a atividade da enzima nas amostras congeladas sem contaminagao (PO)
e contaminadas com diferentes concentragdes de Diazinon (P1, P2 e P3).
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Sabe-se que atualmente os trabalhadores
agricolas estdo expostos a elevados riscos de
intoxicagdo em virtude do contato direto com
agrotoxicos. O risco ocupacional da exposicao,
principalmente de OPs e CBs reside no fato de
que esses compostos podem causar efeitos
adversos principalmente no Sistema Nervoso
Central (SNC)’. Tais compostos sdo conhecidos
por inibirem colinesterases (AChE, BChE),
responsaveis em modular o impulso nervoso nas
fendas sinapticas, desencadeando o quadro de
intoxicagao” 12151, Avaliar o risco ocupacional &
uma necessidade principalmente porque, grande
parte dos individuos s&o expostos desde ainfancia
de forma continua e frequente a doses baixas e de
maneira crénica?.

PO

DISCUSSAO

No Brasil, as normas NR7 e NR31
estabelecem que trabalhadores agricolas, devem
realizar exames médicos periédicos, com o
objetivo de avaliar a exposi¢gdo ocupacional aos
OPs e CBs? 25, A avaliagdo da exposicdo se
baseia, geralmente, na avaliagéo da atividade das
enzimas AChE e BChE no sangue, por meio da
dosagem de AChE eritrocitaria e da determinagéo
da atividade sérica da BChE™. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) recomenda que o
monitoramento da exposi¢gdo ocupacional por
compostos OPs e CBs, seja realizado por meio

il m

da determinacgdo da atividade da enzimas e que
tenham como base a inibicao da AChE no sangue,
em amostras de sangue total frescas, utilizando
o método de Ellman et al.’® '® 26. 27 Entretanto,
deve ser considerado que ocorrem distancias
consideraveis entre as areas de exposicdo em
zonas rurais e os laboratérios especializados o
que torna cada vez mais necessaria a utilizagcao
de um método que permita o congelamento das
amostras, de forma a minimizar interferentes
adquiridos durante o transporte e a fase pré-
analitica do teste’. Neste estudo comparamos
amostras coletadas e analisadas no mesmo dia,
e até 3 dias apdés mantidas refrigeradas, bem
como congelamos as amostras por até 8 dias para
realizar as comparagdes, buscando um maior
periodo entre a coleta e a analise, e as condigbes
que resultassem em uma analise confiavel.

A amostra PO fresca (sem contaminagao
por OP) apresentou uma estabilidade da atividade
de AChE, no periodo desde o dia 0 até 24 horas
sob armazenamento a temperatura de 2° a 8°C.
Observa-se que apos 72 horas ja se observa uma
redugdo da enzima de forma significativa. Como
ja relatado anteriormente, as recomendagdes séo
realmente para amostras frestas visto a perda da
atividade da enzima's. Apesar disto, este estudo
foi capaz de demonstrar que a diferenca entre
amostras contaminadas e nao contaminadas
permaneceu, o que demonstrou que mesmo nao
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sendo o ideal, as analises podem ser realizadas
e podem auxiliar na detecgdo de intoxicagoes.
Todas as amostras continham Diazinon nas
diferentes concentracdes permaneceram
demonstrando reducdo da enzima no decorrer
dos dias. Somente a menor concentracdao do
Dia 1 e Dia 3 demonstraram uma reducao da
atividade enzimatica em relagdo ao Dia 0, mas
sem deixar de ser significativa a diferengca em
relacdo ao PO do respectivo dia. Muitos autores
relacionam o efeito de inseticidas sobre a AChE
em agricultores, o que caracteriza a exposigcao
cronica desses trabalhadores aos compostos?
1528, 29 Cabe ressaltar ainda a importancia na
calibragdo dos equipamentos, para que a atividade
da enzima seja reproduzida fielmente, tais como
temperatura, pH, estabilidade dos reagentes
utilizados e tempo de contato entre a enzima
e o substrato®® ¥, Estudos anteriores relatam
ainda que a exposicdo a diferentes classes de
agrotoxicos pode induzir o processo de estresse
oxidativo em agricultores®. Esse fato favorece o
acumulo de radicais livres que sdo gerados no
interior do eritrécito, resultando em peroxidagao
lipidica nas membranas eritrocitarias®34, assim
levando a reducao indireta da atividade da enzima.

No presente trabalho também se observou a
estabilidade das amostras congeladas (PO, P1, P2
e P3) até 0 6° dia apds a coleta e o armazenamento
a -6°C. O 8° dia apresenta uma reducdo na
atividade da enzima em todos os grupos, apesar
desta reducdo nao ser significativa. Nossos
achados estdo de acordo com Oliveira-Silva et
al.’®, que realizaram um teste de estabilidade
enzimatica para AChE em amostras de sangue
congeladas durante 28 dias e encontraram
uma boa estabilidade para a enzima durante
os primeiros 7 dias. A principal interferéncia
ocasionada durante o transporte e armazenamento
das amostras diz respeito a presenca de hemdlise.
A ruptura das células vermelhas do sangue leva
ao extravasamento de diversos constituintes,
incluindo a hemoglobina. A hemoglobina possui
a absorbancia no mesmo comprimento de onda
(410 nm) que o DTNB, composto responsavel por
quantificar a atividade enzimatica da AChE no
método de Ellman et al.’®. Dessa forma, utilizamos
o método de Oliveira-Silva et al.?*, onde realizamos
o congelamento das amostras apds as lavagens
sucessivas com tampé&o que remove grande parte
dos possiveis resquicios de hemoglobina, que
poderiam gerar interferéncias colorimétricas’%.

A utilizacdo de um método sem a completa lise
e posterior centrifugagédo das hemacias poderia
levar a resultados falso-positivos’.

Ndo foram encontrados achados na
literatura que estabelecessem uma comparagao
entre a atividade da enzima em amostras frescas
e congeladas, entretanto, Oliveira-Silva et al.’®,
avaliou a atividade da enzima numa populagio
rural do sudeste do Brasil em amostras de
sangue congeladas e identificou que 41,8% dos
trabalhadores encontravam-se intoxicados por
agrotoxicos, demonstrando a eficacia do método
mesmo apds o congelamento da amostra. Em
nosso estudo, é possivel observar que a atividade
da AChE se manteve estavel em amostras
congeladas ao ser avaliada ao longo dos dias
testados. No entanto, € importante destacar que
a amostra fresca no 3° dia ja havia apresentado
uma redugio na atividade quando comparada ao
dia da coleta (Dia 0). Assim, ndo se pode afirmar
de forma clara que o método de congelamento
foi eficaz em manter a estabilidade da enzima.
Desse modo, é necessario que sejam realizados
testes adicionais que compreendam os dias que
antecedem o 3° dia de congelamento de tais
amostras (24 e 48 horas).

Outro achado importante deste estudo
foi o fato de que o composto OP Diazinon inibiu
significativamente a atividade da enzima AChE in
vitro, simulando um quadro de intoxicag&o por tais
substancias, como ja comprovado por diferentes
estudos, que determinaram a atividade da
enzima em trabalhadores agricolas expostos aos
agrotéxicos e em individuos ndo expostos' 142,
Podendo ser utilizada esta contaminagéo ex vivo
como um controle externo das analises, quando
se opte por um congelamento ou por mais dias
apo6s a coleta das amostras.

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho
confirmam que o processamento de amostras de
sangue frescas seja realizado preferencialmente
em um prazo de até 24 horas. Além disto, se a
opgao for por amostras congeladas, devido a
distancia do local de amostragem e laboratério,
recomenda-se a remog¢ao de interferentes
provindos da hemdlise resultante do transporte
das amostras, e processamento até 6 dias apds
congelamento. Conclui-se que o método, tanto
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em amostras congeladas quanto em amostras
frescas, foi capaz de refletir inibicado significativa
quando a amostra foi contaminada por composto
anticolinesterasico nos diferentes niveis testados.
Desta forma, sugere-se o uso do Diazinon
(contaminacgao ex vivo) como controle externo na
avaliagdo de amostras congeladas. Novos estudo
sao necessarios, buscando confirmar a eficacia da
metodologia de congelamento das amostras em
campo, ou seja, utilizar como populagao de estudo
trabalhadores expostos aos agrotéxicos capazes
de inibir a atividade da enzima a fim de observar
sua funcionalidade.
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