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Resumo

A cipermetrina é um inseticida piretroide, que g&iro ambiente aquético apos aplicacdes na

agricultura, no controle domissanitario, em campante salude publica e, pela forma direta,
na aplicacdo ndo regulamentada em piscicultura&algotri’ € um inseticida comercial
cujo principio ativo é a cipermetrina. A ciperme#rié uma das moléculas com maior
representatividade em formulacdes comerciais neilBseegundo o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento. A contaminacao de angsi@ufuaticos por inseticidas piretroides,
os efeitos adversos causados por esta ocorrérfeiléa @e legislacdo nacional especifica para
piretroides na agua e a importancia da criacdo aeinra Brycon amazonicuso Brasil,
justificam o estudo das respostas bioquimico-figjmas deB. amazonicusexposto a
cipermetrina, na formulagio GalgoffirO objetivo deste estudo foi investigar biomarcado
bioquimicos, genotdxicos, fisioldgicos e histol@gialeB. amazonicugxposto ao Galgotrfh
por 96 horas. Trés experimentos foram realizadasxIcidade aguda, Il) exposi¢céao subletal
a 20% CL50;96h por 96 horas e lll) exposicao sablet20, 40 e 60% da CL50;96 por 96
horas. No experimento |, foi estimada a concentrdetal de cipermetrina, na formulacao
Galgotrirt!, para 50% da populacdo & amazonicusNo experimento Il, 0 metabolismo
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, a peapdd lipidica, o balanco ibnico, as
variaveis hematoldgicas, a histopatologia de briaasge a neurotoxicidade foram acessadas
em diferentes tecidos d& amazonicugxposto a 20% da CL50;96h. No experimento 1ll, a
genotoxicidade foi acessada pelo teste do cometaétutas vermelhas e hepatocitosRie
amazonicuexposto a 20, 40 e 60% da CL50;96h. Os resultddexperimento | indicaram

o Galgotri? é extremamente téxica d@. amazonicugCL50;96h foi de 36 pg . Os
resultados do experimento Il indicaram que houvesse oxidativo em figado e branquias
de B. amazonicuystendo em vista o0 aumento de LPO nestes tecidém Aisso, observou-se
aumento de sodio e cloreto plasmaticos e da enkiaw -ATPase branquial. No sangue,
constatou-se aumento de células vermelhas, de ety total e do hematdcrito. Nas
branquias, verificou-se aumento do indice de ajfea histopatoldgicas, tais como
hiperplasia e hipertrofia de células cloreto, aiseuas, dilatacdo dos vasos sanguineos e
hemorragias com ruptura do epitélio. As alteracéssiorregulatérias, hematologicas e

histol6gicas estdo intimamente relacionadas. Bamote, estes ajustes ocorreram para



aumentar a captacdo de oxigénio e de ions pelmisrga. No entanto, algumas patologias,
evidenciadas pelos aneurismas e hemorragias, deeeras danos que o inseticida provocou
nas branquias, tendo em vista a natureza lipoftl@anoléculaln vitro, o Galgotrii foi
neurotéxico adB. amazonicyspois se observou reducao da atividade da adetidsterase
(AChE) cerebral em até 65% vivo, observou aumento da atividade da AChE muscukar. O
resultados do experimento Il indicaram que a arina, na formulacdo Galgotriné
genotoxica as células vermelhas e aos hepatoditestes tecidos, observou-se danos ao
DNA, evidenciados pelo teste do cometa, sendo @secélulas vermelhas os danos foram
concentragdo-dependentes. A genotoxicidade do Gialggode estar relacionada ao efeito

direto do inseticida no DNA e/ou ao estresse okidat

Palavras-chaves: Biomarcadores. Estresse oxidati@@notoxicidade. Metabolismo.

Toxicidade. Peixe. Piretroide.



Abstract

Cypermethrin is a pyrethroid insecticide that remchquatic environments over the control of

pests in crops and house insects, in urban coofrolectors, or directly in fish farms.
Galgotrirt is a cypermethrin commercial formulation, namelythis study as cypermethrin-
based insecticide (CBI). According to the “Ministérda Agricultura Pecuaria e
Abastecimento”, cypermethrin is the most tradeceatiside in Brazil. The environmental
aguatic contamination by pyrethroids, the adveffects of such contamination, the lack of
national rules to define pyrethroids concentratromwater and the commercial importance of
matrinxaBrycon amazonicum Brazil, the study of biochemical and physiotmjiresponses
of this speciesexposed to CBI (Galgotril) is justified. The goal of this study was to
investigate the biochemical, genotoxic, physiolagiand histothological biomarkers B
amazonicusexposed to CBI Galgotrinfor 96 hours. Three experiments were conducted: )
acute toxicity, 1) sublethal exposure to 20% LCZHN of CBI for 96 hours and 1ll) sublethal
exposure to 20, 40 and 60% LC50;96h of CBI for 86ra. On the experiment |, the lethal
concentration of CBI (Galgotrit) to 50% ofB. amazonicugopulation was estimated. On the
experiment I, the antioxidant metabolism, thediperoxidation (LPO), the ionic balance, the
hematological profile, the histopathology of gillmd the neurotoxicity were accessedin
amazonicusexposed to 20% of LC50;96h. On the experiment the genotoxicity was
accessed by the comet assay in red blood cellhepatocytes oB. amazonicugxposed to
20, 40 and 60% of LC50;96h. Results of the expentrhendicated that LC50;96h of CBI was
36 pg L, extremely toxic tdB. amazonicusResults of the experiment Il indicated that the
antioxidant metabolism was not enough to countdieetradical oxygen species (ROS) and
an oxidative stress occurred in liver and gillsBof amazonicusConsequently, LPO was
observed in these tissues. The plasma sodium daddehconcentrations and the gill Mi&™*-
ATPase activity were increased. The red blood ceiint (RBCC), the total hemoglobin
concentration (total Hb) and the hematocrit (Htyevancreased in the exposed fish. In the
gills, the index of histopathological alterationsasvraised in exposed fish, and some
alterations were observed such as hyperplasia,rtngpay of chloride cell (CC), aneurisms
and hemorrhage. The osmoregulatory, hematologiwhlhéstopathological disorders seemed
connected; these adjustments occurred to increasexiygen and ion uptake. However, some

morphological alterations in the gills were duadtonages resulted from direct effect of CBlI,



which is lipophilic. In vitro, CBI was neurotoxic toB. amazonicus the brain
acetylcholinesterase (AChE) activity was decreagetb 65%.In vivo, muscle AChE activity
was increased. The results from the experimenndlicated that CBI was genotoxic to red
blood cells and hepatocytes Bf amazonicusThe damages on DNA were observed through
the comet assay, and the red blood cell preserdetages to DNA in a concentration-
dependent way. The genotoxicity of CBI (Galgdtiimould be related to direct effect of the
insecticide to DNA and/or to oxidative stress.

Key words: Biomarkers. Oxidative stress. GenotayiciMetabolism. Toxicity. Fish.
Pyrethroid.
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Introducao

A crescente utilizacdo de agrotoxicos na aquicaljtna producdo animal e agricola e
no combate a insetos domésticos expde 0s organisagogticos a uma série de
contaminantes ambientais. Embora os prejuizos d&ptasicdo nem sempre sejam agudos ou
perceptiveis, os danos ambientais podem se estemdefongo prazo até tornarem-se
irreversiveis.

O estudo das respostas iniciais de animais expastositaminantes ambientais pode
ajudar a compreender e prevenir os efeitos noajes poderiam ocorrer em alto nivel de
organizacao bioldgica (OOST et al., 2003). Estapastas sdo chamadas de biomarcadores e
podem ser avaliadas em organismos néo alvos, femdec assim subsidios para a
regulamentacgdo do uso de produtos quimicos em atebiaquaticos.

Um dos contaminantes ambientais em evidéncia nb®ad anos é a classe de
inseticidas piretroides. A utilizacdo de insetisidaretroides estd em ascensdao no mundo
todo, pois esta classe de inseticidas é potent&piga acdo e toxicidade relativamente baixa
para os mamiferos (ELLIOTT, 1976; SODERLUND et 2002). Os inseticidas piretroides
sdo regulamentados para o combate de ectoparasitopeixes em alguns paises, como
Noruega, Irlanda e Escécia (HART et al., 1997; SEP298; EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2003; HAYA, 2005). Por isso, os piretroidpedem atingir o ambiente e os
organismos aquaticos através da aplicacdo diretaa@o a isto, tem-se a aplicagdo indireta
de piretroides no ambiente aquatico, que se dénpar de areas agricolas e em campanhas de
saude publica, carreando assim, o inseticida apesa’agua por lixiviagdo e escoamento.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), naseolugdo 357/2005
(BRASIL, 2005a), ndo determina o limites de pirietes em agua doce. O Ministério da
Salde estabeleceu a concentracdo maxima de p&eneai agua potavel em 20 pg L
(BRASIL, 2005b). No entanto, a utilizacdo dos poEles no pais ndo esta restrita a
permetrina. Outros piretroides estdo sendo ampleEmditizados e registrados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo miBtério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Marino e Ronco (2005) e Balluet al. (2010) relatam
concentracdes de cipermetrina no ambiente aquascguais podem atingir até 194 e 111 ug
L, respectivamente.

A cipermetrina € um inseticida piretroide utilizada producdo agricola, no controle
de vetores, no combate a insetos domésticos (Bamtscas, pernilongos e mosquitos) e no
controle de ectoparasitos em animais, incluindopexes (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2007, EUROPEAN MEDICINES AGENY, 2003; UNITED
STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2008, HARE&t al., 1997). No
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Brasil, a cipermetrina € um dos principios ativostpides com maior nimero de registros
em produtos comerciais (BRASIL, 2013). Embora astmides ndo sejam muito toxicos
para aves e mamiferos, eles sdo altamente toxae@sgs peixes (COATS, 2008, JONES,
1995; UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENGY008), mesmo em
baixas concentracoes.

Os piretroides podem provocam efeitos danosos detai em peixes, como
alteracBes hematoldgicas (ADHIKARI et al., 2004yIPAO et al., 2007; AL-GHANBOUSI
et al., 2012); nos padrbes de comportamento (JAENESt al., 2007; BORGES et al.,
2007); no desenvolvimento embrionario (MONTANHA at, 2012); genotoxicidade
(ANSARI et al., 2011; JIN et al., 2011); estresgalativo (ANSARI et al., 2011; JIN et al.,
2011; CORTELLA, 2010); e hepatotoxicidade (CORTEL2810).

Os mecanismos da toxicidade dos piretroides enepeiinda estdo sendo estudados,
mas sabe-se que a sensibilidade do sistema neevosomecanismos de metabolizacdo de
piretroides sdo pontos-chave desta questdo (CORUGZ). A enzima acetilcolinesterase
(AChE), presente nas células nervosa e na placarayq@ode indicar se o sistema nervoso do
animal & susceptivel a contaminacdo ambiental. &stéma € responsiva a uma série de
inseticidas, inclusive aos piretroides (MUSHIGEBAVID, 2005; KUMAR et al., 2009).

Os peixes retém os piretroides por mais tempo ganismo e parecem ser deficientes
em carboxilesterases que hidrolisam piretroidesMDBTE, 1989; BRADBURY; COATS,
1989; HAYA, 1989). Dessa forma, durante o procedsodesintoxicacdo de piretroides,
muitas espécies reativas de oxigénio (ERO) podemgseeadas no organismo. E bem
documentado que o desequilibrio entre os oxidamtes antioxidantes, com prevaléncia dos
oxidantes, ocasiona o estresse oxidativo (GUTTERD®395; KELLY et al., 1998). O
aumento das ERO pode ser toxico as biomoléculadyimdo os lipidios, que quando
oxidados pelas ERO d&o origem aos hidroperoxid&ZEK; HLAVATA, 2005). Os
hidroperoxidos de lipidios podem desestabilizaorgsinelas, promover o extravasamento de
enzimas lisossomais no citosol, aumentar a periicde da membrana celular, diminuir a
sua fluidez e inibir enzimas ligadas a ela (DI GIOLMEYER, 2008). O DNA é outro
componente celular sensivel as ERO (LESSER, 2@&ERO podem causar muitos danos
ao DNA, como oxidacao de bases nitrogenadas, quibiga simples e dupla, e ligagbes
cruzadas do DNA com proteinas. As alteracbes nededecorrentes da exposicdo a
xenobidticos podem ser evidenciadas por muitasdg&gncomo a avaliagdo de micronucleos

e pelo teste do cometa. O teste do cometa é skrmivglamente utilizado em organismos
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aquéticos e permite detectar danos até mesmo ewrshaincentracdes de xenobidticos (JHA,
2008; FRENZILLI et al, 2009), inclusive com pirattes (KAN et al., 2012).

Além disso, os piretroides podem afetar as caligtitads hematoldgicas, a
concentracdo de ions plasmaticos, os canais de,c@dcenzimas calcio/magnésio ATPases e
as Na/K*-ATPases (COATS, 2008; SUVETHA et al.,, 2010). Coestas enzimas estao
envolvidas na osmorregulagéo em peixes, esta fuvepd@ee ser outro alvo da toxicidade dos
piretroides (COATS, 2008).

Somado as ferramentas bioquimico-fisiologicas, $em-os biomarcadores
histopatolégicos, que sao responsivos a contanmonagépiretroides (KAN et al., 2012). As
alteracdes histopatologicas resultam de uma vateedde mudancas bioquimicas e
fisioldégicas no organismo, que podem levar a fodnade lesdes nos tecidos e nos o6rgaos. A
histopatologia pode complementar os resultadosrengies as respostas bioquimicas em
peixes expostos aos estressores ambientais, @im&pte em concentracées subletais
(SCHWAIGER, 1997; BERNET et al., 1999).

Dessa forma, a contaminacdo de ambientes aqudtaomseticidas piretroides, os
efeitos adversos causados por esta ocorréncidtaadfa legislacdo nacional especifica para
piretroides na agua e a importancia da criacdo aeinra Brycon amazonicuso Brasil,
justificam o estudo das respostas bioquimico-figjimlas e histopatolégicas Be amazonicus
exposto a cipermetrina, na formulacdo Galg8tri@ objetivo deste estudo foi investigar
biomarcadores bioquimicos, fisiologicos e patoldgicde B. amazonicusexposto ao
Galgotrir® por 96 horas, em duas condi¢cdes experimentaisisegdn aguda e subletal. Estas
informacgdes contribuirdo para o melhor entendimeliattoxicidade dos piretroides em peixes

e poderao subsidiar programas de monitoramentoegmahi

23



2.Revisao de Literatura




Revisao de Literatura

2.1 Agrotoxicos no Brasil

O aumento da producdo de alimento de forma suswné&um desafio do setor
agricola e os agrotoxicos estdo entre os principaisumentos para o desenvolvimento da
agricultura brasileira (INSTITUTO BRASILEIRO DE GHERAFIA E ESTATISTICA,
2004).

Entendem-se agrotdxicos como 0s produtos e os emyei# processos fisicos,
quimicos ou biologicos, destinados ao uso no sEqroducdo, nas pastagens, na protecao
de florestas e de outros ecossistemas, na protecambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a flora e fauna, adempreserva-las da agdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (BRASIL, 1989). Conforme aoalgilogica do agrotoxico pode-se
classifica-lo em acaricida, herbicida, fungicidaplascida, rodenticida, reguladores de
crescimento e inseticidas. No Brasil, os agrotéxiomis utilizados sdo os herbicidas, os
acaricidas, os fungicidas e os inseticidas (INSTTODUBRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2010).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sam@téANVISA), o Brasil € o maior
consumidor de agrotoxicos do mundo, sendo que adistle Sdo Paulo € o principal
consumidor, com consumo estimado em 54 916 torelddaingrediente ativo por ano,
representando 26% do total do consumo brasileidSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010). Quanto ao consurneoimseticidas, verifica-se que o
Estado de S&do Paulo é o segundo maior consumidd@rasil, com 7 574 toneladas de
ingrediente ativo ao ano, ficando atrds apenas dw Mbrosso, com 10 076 toneladas de
ingrediente ativo ao ano (INSTITUTO BRASILEIRO DEEGGRAFIA E ESTATISTICA,
2010).

Os agrotoxicos podem ser persistentes, movei®xoos no solo, na agua e no ar.
Podem ainda acumularem-se no solo e na biota, ® residuos podem atingir as aguas
superficiais por escoamento e as subterraneasxpoa¢do. Dessa forma, o uso intensivo de
agrotoxicos esta associado a prejuizos a populégétm aos consumidores dos alimentos,
como aos trabalhadores que lidam diretamente copnonitos (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004).

Os agrotoxicos sao classificados em |, Il, Il ¢ ¢ acordo com a sua toxicidade (DL
— dose letal) em mamiferos. Os agrotoxicos do grugdo considerados extremamente
toxicos; os agrotoxicos do grupo Il sdo altameaxcds; os do grupo Il sdo medianamente

toxicos e os agrotoxicos do grupo IV sdo considmagouco téxicos. Visando o
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desenvolvimento sustentavel, nos ultimos anos,fis@itse a reducdo do consumo de
agrotoxicos pertencentes as classes toxicoldgieds ¢ aumento do consumo de agrotoxicos
das classes lll e IV (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOBRIA E ESTATISTICA, 2008).
Dessa forma, visando a substituicdo dos inseticmirsistentes no ambiente e de alta
toxicidade, novas moléculas de rapida degradat@ixa toxicidade para mamiferos tém sido
elaboradas, tais como 0s neonicotinoides e ogqules.

Os piretroides sdo considerados uma alternativaoegenoclorados, que sdo muito
persistentes no ambiente, e aos organofosforadoarmmatos, que sdo muito toxicos,

principalmente ao sistema nervoso central (SANTCOS..£2007).

2.2. Piretroides e piretrinas

Os piretroides sdo um grupo de inseticidas simtgtierivados estruturalmente das
piretrinas, que podem ser extraidas da pl&tieysanthemum cinerariaefoliunAs flores
desta planta apresentam seis tipos de compostopmmpriedades inseticidas, denominadas
piretrina |, piretrina Il, cinerina I, cinerina jasmolina | e jasmolina Il. A piretrina | € a mais
importante para combater insetos e, por isso, tibkada como a base molecular para a
sintese de piretroides (Figura 1). A atividade tiogk da piretrina | depende de toda a
estrutura do éster, principalmente do grupo metiCe2 no anel ciclopropano, localizado na
porcdo acida da molécula. Embora as piretrinasupossa propriedade inseticida, estas
moléculas sdo sensiveis a luz e ao ar, caractdozss como inseticidas com efetividade
limitada na agricultura e no controle domissartdELLIOTT, 1976; SODERLUND et al.,
2002).

Figura 1 - Formula estrutural da piretrina I, um inseticidaunal extraido do crisantemo. A

molécula é dividida em duas partes: a por¢cao acelporcao alcool.

porcgéo acida porcéo alcool
| 11 1
o H =
\\‘\\Jko““‘ =
(o]
piretrina |

Fonte: SODERLUND et al, 2002.
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Devido a potente agdo inseticida das piretrinagaebgixa toxicidade para mamiferos,
muitos estudos e pesquisas, desde a década de 1&3Dn conduzidos para o
desenvolvimento de inseticidas com propriedadeselamtes as piretrinas, mas sem as
desvantagens que as mesmas apresentavam. Desaadaesenvolvimento dos inseticidas
piretroides € o resultado da modificacdo estrutdaal piretrinas, que implicou na reducéo da
fotoinstabilidade da molécula, na retencao da cepde inseticida potente e de rapida acao e
na manutencao da toxicidade, considerada relativeniaixa para os mamiferos (ELLIOTT,
1976; SODERLUND et al., 2002).

O primeiro piretroide desenvolvido foi a aletripay Schechter, Green e La Forge, em
1949. Entretanto, o primeiro piretroide comprovadata eficiente para o uso agricola foi a
permetrina, devido a sua maior fotoestabilidadesd@esntdo, muitos outros piretroides foram
sintetizados, como a tetrametrina, resmetrinagbiaetrina, teflutrina, fenvalerato, bifentrina,
ciflutrina, deltametrina, cipermetrinaXecialotrina (ELLIOTT, 1976; SODERLUND et al.,
2002).

A adicao do grupa@-ciano na porcdo alcool, como ocorre na cipermetimoduziu
compostos com maior capacidade inseticida que angtena e com semelhante
fotoestabilidade. Assim, sugiram duas grandes subé&és dentro do grupo: os piretroides
sem o grupa-ciano, chamados de piretroides |, e os com o0 gedpi@no, denominados de
piretroides Il (SODERLUND et al., 2002). No grupoektao a bifentrina, a permetrina, a
resmetrina, entre outros. No grupo Il estédo a dwtena, a cipermetrina, X&cialotrina e a
ciflutrina. Em mamiferos, a intoxicacdo por pirédes do tipo | provoca hiperatividade e
tremores, enquanto que a intoxicacao por piretsogtetipo Il promove contor¢des, tonturas
e coreoatetose (COATS, 2008).

Vieira et. al. (2007) avaliaram a persisténcia dgerenetrina, deltametrina).-
cialotrina e permetrina, na dgua e sob condi¢@awrddoriais (concentracdo inicial de cada
piretroide foi de 1000 ugt em pH 6,5 e com exposicéo indireta de luz). Eatésres
observaram que os piretroides possuem pouca éddalgilno ambiente aquatico, sendo que
nos 10 primeiros dias ocorre uma rapida degradagio,perda de 80% do total, para todos
0s piretroides avaliados. Apds 80 dias, restam ape3¥% da concentracdo inicial dos
piretroides na agua (Figura 2). A meia-vida estianpdra estes piretroides foi de cinco dias.
Para a Organizacdo Mundial da Saude, a persist@aaigpermetrina em aguas naturais é de
14 dias (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1989).
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Figura 2 - Persisténcia (em porcentagem) dos piretroidesialotrina, permetrina,

cipermetrina e deltametrina na agua por 80 dias.

- —a— Cialotrina
1004 ;

- == «[Permetrina
== = Cipermetrina

807 === =Deltametrina

Piretréides/%

Tempo / dias

Fonte: VIEIRA et al., 2007

2.3. Os piretroides no ambiente aquatico e seus mecamas de acao

A utilizacdo de agrotdxicos na agricultura e nai@gtura expde 0s organismos
aquaticos a uma série de contaminantes ambie@tsigrejuizos desta exposicdo nem sempre
sdo agudos ou perceptiveis, mas os danos ambipotis se estender por longo tempo até
tornarem-se irreversiveis. Somado a este fato,seera-ascensdo da aquicultura Brasileira
(SUBASINGHE et al., 2009) que, embora seja rentévetnéfica ao desenvolvimento social
e econdmico do pais, pode ser uma fonte geradopaldedo se o manejo sanitario nao for
adequado.

Muitos produtos quimicos utilizados no controle diegencas na agricultura séo
utilizados para combater ectoparasitos de peixdsY@®R, 1991), tal como ocorre com 0sS
inseticidas piretroides. Os inseticidas piretroidg@e utilizados em sistema de criacdo de
peixes em alguns paises, como Noruega, Irlanda@&clas(HART et al., 1997; SEPA, 1998;
EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2003; HAYA, 2005). No &sil, esta pratica ndao é
regulamentada, ocorrendo de forma n&o regulamenmadan, os piretroides podem atingir o
ambiente e 0s organismos aquaticos atraves daaggticdireta. Além disso, os piretroides

podem atingir o0 ambiente aquatico da forma inding&to que a utilizacdo de piretroides em
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areas agricolas e em campanhas de saude publieaxcaoda-los para os corpos d’agua, por
lixiviagdo e escoamento (Figura 3).

Figura 3 - Os piretroides atingem o ambiente aquatico pas daminhosA) pela aplicacéo
direta em sistemas intensivos de criagdo de pe&x&), pela aplicacdo indireta em &reas
agricolas e em campanhas de saude publica, quecpo@@-los para os corpos d’agua, por

liviacdo e escoamento.
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Fonte: Elaborado pela a autora.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), naseolugdo 357/2005
(BRASIL, 2005a), ndo estabelece limites de pirdesiem agua doce. O Ministério da Saude
(MS) estabelece a concentracdo maxima de permatd@nagua potavel em 20 pglL
(BRASIL, 2005b). No entanto, a utilizagdo dos pomles no pais ndo esta restrita a
permetrina. Outros piretroides, principalmente @s athsse I, estdo sendo amplamente
utilizados e registrados pela Agéncia Nacional dgildhcia Sanitaria (ANVISA) e pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e AbastecimefMAPA). Concentracdes ambientais de
piretroides acima dos limites aceitaveis pelo M& redatados por Marino e Ronco (2005) e
Belluta et al. (2010), os quais relatam concengagle cipermetrina no ambiente aquético em
194 e 111 pg t, respectivamente.

O principal modo de acéo dos piretroides consiatalteracdo da permeabilidade dos
canais de sodio voltagem-dependentes das célulamsas. Os piretroides do tipo |
prolongam a abertura do canal de sodio, permitimduaior influxo de sédio na célula e
gerando repetidos potenciais de acao. Os piregaddipo Il atrasam o fechamento do canal

para o estado inativado, provocando inUmeras daspa¢des, com amplitudes menores
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(Figura 4) (SODERLUND et al., 2002; BRADBURY et ,al2008). Isso resulta na
despolarizacdo de membrana, descargas repetitipast@bacdes sinapticas que levam aos
sintomas de intoxicacdo por hiperexcitabilidade RMASHI, 1996; SODERLUND et al.,
2002).

Figura 4 - Representacdo grafica do mecanismo de acao deofules nos canais de sodio
voltagem-dependentes em células nervosado estado de repouso, o canal fica fechado ao
ambiente extracelular. Em resposta ao estimul@nalcse abre para permitir a entrada de
sédio (N&) na célula. Quando o estimulo cessa, o canal fashsuas comportas intra e
extracelulares para prevenir a entrada dg Biatdo, a célula volta ao estado de repoB3o.
Os piretroides podem afetar os canais de sédi@gath-dependentes de duas formas. Os
piretroides do tipo | prolongam a abertura dos isada sodio na despolarizacédo, gerando
repetidos potencias de acdo. Os piretroides dalltipggardam o fechamento do canal para o
estado inativadoC) Comparacdo dos potencias de acdo dos canais @ \s@thgem-
dependentes entre um potencial de acdo normakpaesiedo ao piretroide do tipo | e do tipo
[I. Enquanto os piretroides do tipo | promovem tejmes potenciais de acao, os piretroides do
tipo Il apresentam uma reducédo gradual na amplidal@otencial de acdo, embora nunca
retorne ao estado de repouso.

A Fechado (repouso) Aberto Inativado Fechado (inativo) Fechado (repousol)

I
la

Na” Na™ Na* Na™

Normal Piretroide tipo | Piretroide tipo Il

Fonte: traduzido de BRADBURY et al., 2008.
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Para Haya (1989) a seletividade dos piretroidea parvertebrados encontra-se nesta
ordem de sensibilidade: peixe > anfibio > mamifer@ves. Na maior parte dos vertebrados,
0s piretroides sdo metabolizados principalmente fighdo, sendo que a principal rota é a
hidrélise do éster seguida de conjugacao e excreégdmnjugados pela bile (HAYA, 1989)
(Figura 5). A formacdo de metabdlitos primérioseeundarios, na metabolizacdo de um
piretroide, resulta em substancias mais hidrosswye que facilita a sua excrecéao (KALE et
al., 1999).

Figura 5 - A via metabdlica para a desintoxicacdo da cipeingettad-se via a hidroxilagao-4’
em peixes e vertebrados superiores, pela citocrBdi) (1). A reacdo de hidrolise por
carboxilesterases (2) ocorre rapidamente em avemraiferos mas ndo em peixes. Esta

deficiéncia contribui para o aumento da toxicidddeiretroides em peixes.

< 0 C=N
I o)
o _ |
cipermetrina 1 -
1
& 0 C=N
CI\_/,_\(%_O/L\ i N
= = | @\
2 OH
K ol O\‘\
O HO—C— e
C—OH 0
Cl- =5 ! OH

Fonte: adaptado de COATS, 2008.

Em peixes, a absorcdo de piretroides da-se prinogrde pelas branquias e a
excrecao, pela bile, sendo que parcelas do commogimal podem ser encontradas na
gordura e no cérebro, e uma pequena porcao doddlitia pode ser encontrada nas fezes e
na urina (BRADBURY; COATS, 1989; COATS, 2008). Ataomais comum de
biotransformacgédo é a oxidacdo (hidroxilacdo) semuld conjugacdo (com glucoronideos,
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principalmente). Em peixes, a capacidade de hgholparece ser comprometida e reduz a
taxa de biotransformacéo, contribuindo fortemeiate @ susceptibilidade desses organismos
aos piretroides (HAYA, 1989; COATS, 2008). Os psixetém os piretroides por muito
tempo no organismo e parecem possuir baixo nivel cdeoxilesterases, enzimas
responsaveis por hidrolisar estes compostos. Estuadaam que algumas espécies de peixes
podem ser deficientes em carboxilesterases (BRADBUBOATS, 1989; HAYA, 1989).
Sogorb e Vilanova (2002) afirmam que a taxa de ieigéo de um xenobidtico esta
relacionada a sua toxicidade; assim, baixa ati@daddrolitica pode aumentar
significativamente a toxicidade de um produto qaomiAlém disso, o carater lipofilico dos
piretroides permite que eles sejam absorvidos amtidade pelas branquias, contribuindo
para a alta sensibilidade dos peixes a esta digsseseticida (VIRAN et al., 2003; KUMAR
et al., 2011).

Um mecanismo de agéo secundario tem sido propasstéeelacionado as desordens
osmorregulatérias, visto que os piretroides poddetaia canais de calcio e as enzimas
calcio/magnésio ATPases (NARAHASHI, 1991; COATSH&0

2.4. Cipermetrina e toxicidade em peixes

A cipermetrina (@H1sCIlo2NOs; nome quimico: (RS) - alfa-ciano-3-enoxibenzil
(1RS,3RS;1RS,3SR) - 3 - (2,2-diclorovinil) - 2, dimetilciclopropanocarboxilato) € um
inseticida piretroide do tipo Il registrado no Blgmra o controle de parasitas na producao
agricola, no controle de insetos vetores, na sagaradomissanitaria (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2007) e no contrte de ectoparasitos em
peixes, em outros paises (SEPA, 1998; HAYA, 20A%)ipermetrina € uma molécula do tipo
a-ciano e contém trés centros quirais, localizadssposicoes 1 e 3 do anel ciclopropano e no
carbonoa-benzil (Figura 6), possibilitando uma mistura rac@nde até oito isbmeros. Os
produtos técnicos contém cipermetrina em uma ra&ans que pode variar de 50:50 a
40:60 (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNED NATIONS,
2006).
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Figura 6 - Férmula estrutural da cipermetrina. O carbono &, @o-benzil (*) sdo os trés

OO

Cipermetrina

centros quirais da molécula.

cl

Fonte: adaptado de COATS, 2008.

A cipermetrina é registrada no Brasil para o usgical, ndo agricola e
domissanitario. Na agricultura, produtos a basecidermetrina podem ser aplicados nas
folhas de culturas de algoddo, amendoim, arroatdpatafé, cebola, ervilha, feijao, feijao-
vagem, fumo, melancia, milho, pepino, repolho, sojamate. Outra modalidade de emprego
€ a aplicacao no tronco e no caule, em culturaagipe no solo, na cultura de fumo. O uso
nao agricola da cipermetrina consiste em suaatg#ia para o controle de pragas domésticas
como formigas, baratas, cupins, moscas e mosqt@nprego domissanitario compreende
a utilizacdo do ingrediente ativo em campanhasaddespublica. A cipermetrina pode ainda
ser utilizada como preservante de madeira (AGENGIACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2007).

Entre os piretroides, a cipermetrina € um dos fpios ativos com maior numero de
registros em produtos comerciais apontados peloisMiio da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2013). Atualmente, existe® ihgredientes ativos piretroides
registrados no Brasil (Figura 7), sendo que a woip&ina esta presente em 15 produtos
comerciais que somada a alfa-cipermetrina (4 posjubeta-cipermetrina (1 produto) e zeta-
cipermetrina (5 produtos) (BRASIL, 2013) compdergrapo de piretroides do tipo Il com

maior representatividade comercial no Brasil.
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Figura 7 - Quantidade de produtos comerciais registrados khistério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento, cujos ingredientes asisioiretroides.
25 4
20
15 -

10 A

numero de produtos registrados

Fonte: BRASIL, 2013.

Em outros paises, a cipermetrina é registrada pdratamento de ectoparasitos em
animais de criacao intensiva, como porcos, bovic@stinos, ovinos e equinos (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2003; UNITED STATES ENVIRONMENTALPROTECTION
AGENCY, 2008). A Agéncia Européia para AvaliacaoRtedutos Medicinais relata sobre a
utilizacdo de cipermetrina para o tratamento eroteide ectoparasitos em salmonideos. O
tratamento consiste na utilizacdo de 5,0 pg demigigina (cis:trans 40:60) por litro de agua
salgada durante o periodo de uma hora (EUROPEAN IIENES AGENCY, 2003). Para
Hart et al. (1997), o salm&@almo salartratado com 5,0 pgt.de cipermetrina apresentou
uma reducédo de cerca de 98% de piolho doLrepeophtheirus salmonis

Na Noruega, Irlanda e Escdcia, a cipermetrina sstregla e utilizada no combate aos
ectoparasitos em peixes (HAYA, 2005). Embora a ronedrina, assim como outros
inseticidas, ndo seja registrada no Brasil par@uacaltura, sabe-se que muitos deles sao
utilizados em pisciculturas. Essa atividade naauleggentada se mantém, pois muitos
produtos utilizados na agricultura para controlaerdtas em outros animais apresentam
eficacia no combate aos parasitas de peixes (MEYE®RL).

A cipermetrina, bem como outros piretroides, é danpara os peixes (COATS,
2008), como observado em testes de toxicidade agadaa tilapia niléticadDreochromis
niloticus (BRADBURY; COATS, 1989), a carpa comuayprinus carpio(SVOBODOVA et
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al., 2003), o lebistePoecilia reticulata (YILMAZ et al., 2004), a carpd.abeo rohita
(SARKAR et al., 2005) e para o ba@tarias batrachugKUMAR et al., 2011).

A cipermetrina provoca efeitos danosos em varigea@ss de peixes, mesmo em
concentracdes subletais. Ela € genotdxica (ANSARdl.e 2011; JIN et al., 2011) e pode
provocar uma série de alteracfes ao sistema agtdiabe, resultando em peroxidacéo lipidica
(ANSARI et al.,, 2011; JIN et al, 2011) e inducda dxpressdo génica de enzimas
antioxidantes (JIN et al., 2011). Além disso, altdes hematoldgicas tempo-dependentes
(ADHIKARI et al., 2004) e alteracdes nos padréesamportamento (BORGES et al., 2007;
JAENSSON et al., 2007) e nas concentracdes de diidtabe ions plasméticos, decorrentes
de danos hepaticos (BORGES et al., 2007) sao delstam peixes expostos ao piretroide. A
cipermetrina é capaz de reduzir a fertilidade desay a sobrevivéncia de alevinos do jundia
Rhamdia quelenexpostos a concentracdes subletais (MONTANHA ef 2012). B.
amazonicuexposta a 0,26 pgiide deltametrina apresenta estresse oxidativo ermstonma
atividade das aminotransferases (ALAT e ASAT) plaiscas, indicando que os piretroides
podem ser hepatotoxicos (CORTELLA, 2010). InibigiioAChE cerebral (KUMAR et al.,
2009) e desordens osmorregulatérias e histopataegm branquias (AL-GHANBOUSI et
al., 2012) sao resultantes da exposicéo subleipkametrina.

Os danos decorrentes da exposicdo subletal podesarcprejuizos a sanidade dos
peixes, a0 meio ambiente e a saude humana. A fidapéio de marcadores biologicos que
mostrem precocemente a presenca de piretroidegyuea @ode evitar o aparecimento de
prejuizos em longo prazo, como 0 baixo crescimehtixa taxa de reproducdo e de
sobrevivéncia dos peixes. Algumas respostas biaégiém se revelado biomarcadores

potenciais de contaminacdo ambiental por agrotéxceéo discutidas na secéo 2.5.

2.5. Biomarcadores

Biomarcador € qualquer mudanca na resposta bieldgdie respostas moleculares até
respostas do organismo como um todo) que estdaardata aos efeitos téxicos de produtos
quimicos no ambiente (PEAKALL, 1999). Estas respwélioldgicas sdo 0s primeiros sinais
de alerta de danos que poderiam ocorrem em al dévorganizacdo biologica, mas que
podem ser constatadas em alteracbes bioquimichdares, histologicas, fisioldgicas e
comportamentais (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006; SCHLENK al., 2008). Para Schlenk

et al. (2008) as respostas que ocorrem em nivedaulalr até 6rgdo/organismo séo sensiveis,
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detectaveis em um curto periodo de tempo (seguaidokoras) e se manifestam em baixas
concentracbes de xenobidticos. As respostas quereatoem nivel populacional até
ecossistema ndo sdo muito sensiveis e se manifestadias até décadas, embora possuam
alta relevancia ecolégica (Figura 8).

Figura 8 - Relacdo de tempo de resposta, sensibilidade edrelevecoldgica de respostas
tipicas em condicdes de estresse associadas coivetssde organizacao bioldgica.

biomarcadores

MOLECULARE ORGAOE POPULACAOE | ECOSSISTEMA
CELULAR ORGANISMO | COMUNIDADE

RESPOSTAS Genes Patologias Diversidade Produtividade
Enzimas Comportamento Abundancia Ciclagem de
Prateinas Desenvolvimento Intera¢des nutrientes
Metabolismo interespecificas ~ Teia alimentar
Fluxo de energia
TEMPO Segundos a Horas a anos Dias a anos Semanas a
horas décadas

Sensibilidade da resposta

Relevéncia ecolégica

Fonte: adaptado de SCHLENK et al., 2008.

As andlises de metabdlitos, enzimas e outras \asidvioquimicas em tecidos e
fluidos corpéreos sdo utilizadas para se estudatesacdo de xenobibticos com o sistema
biolégico (AZEVEDO; CHASIN, 2003). Para Scott e @an (2004) as alteracbes no
metabolismo de peixes, decorrentes da exposi¢cadenabioticos, podem ser verificadas
através das alteracfes nas concentracfes de tmbstreetabolicos, enzimas e pelo
comportamento.

Os biomarcadores podem ser divididos em trés dassemarcadores bioquimicos,
fisiologicos e patolégicos (ou histologicos, pardguas autores) (RAND et al.,, 1995;
SCHLENK et al., 2008).

Os biomarcadores bioquimicos sao as respostasaii@ indicadores bastante
sensiveis de alteracdes na funcdo celular. Dergstedgrupo encontram-se a inducédo ou

inibicdo de proteinas (enzimas antioxidantes, eagirde biotransformacéo, enzimas do
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sistema neuromuscular, metalotioneinas, familia #SR proteinas de resisténcia a
multidrogas, como as glicoproteinas-P), a quaafiio de metabdlitos enddgenos
(modificados pela metabolizacdo de drogas) e asagfies genotoxicas (OOST et al., 2003;
SCHLENK et al.,, 2008). Vale ressaltar que a induda@oproteinas € um dos principais
mecanismos de defesa as injurias celulares proasgaal produtos téxicos. Dependendo da
dose (ou concentracdo) do produto téxico, estersstde defesa pode ser adaptativo;
contudo, quando a concentracdo excede a capadidasistema funcionar normalmente, as
células sofrem injurias irreversiveis e téxicas.s$2e forma, a avaliacdo da inducdo de
proteinas (com ou sem funcédo catalitica) pode ddmanecanismos de toxicidade em nivel
celular (SCHLENK et al., 2008).

Os biomarcadores fisiolégicos sdo aqueles obsesvanonivel celular, tecido, 6érgdo
até organismo e compreendem alguns “endpoints” camaveis hematologicas, indices
hematimétricos, ions, enzimas e metabdlitos plasost hormdnios circulantes, indices
organosomaticos, fator de condicdo (peso/comprimeatescimento, respostas respiratorias
e cardiovasculares, e o comportamento animal (SCQHLEt al., 2008).

Os biomarcadores patologicos sdo as mudancas dgstaé e a ocorréncia de
patologias que podem mudar significativamente acdandos tecidos e dos 6rgaos
(SCHLENK et al.,, 2008). As alteracBes histopataiégi resultam de uma variedade de
mudancas bioquimicas e fisiolégicas no organismue, gpdem levar a formacédo de lesdes
nos tecidos ou nos 6rgdos. Para Schwaiger (19%i3tapatologia pode complementar os
resultados referentes as respostas bioquimicagoddfiicas em peixes expostos a diversos
estressores ambientais. Por isso, a histologi@septa uma ferramenta Util para se avaliar o
grau de poluicdo aquatica, principalmente em cdnagbes subletais e cronicas (BERNET et
al., 1999). Alguns 6rgados sao mais adequados paevaiar as agressdes provocadas por
estes estressores, como as branquias, que estamrgato direto e permanente com o0s

estressores quimicos (BERNET et al., 1999).
2.5.1. Biomarcadores bioquimicos e piretroides
Estresse oxidativo
O ambiente aquatico recebe cada vez mais produtdémiaps provenientes das

industrias, agricultura, da aquicultura e dos eiflee domeésticos, os quais atingem os

organismos aquaticos e perturbam os processosaigigee degradacao de radicais livres.
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Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou iong qussuem elétrons
desemparelhados. Estes elétrons desemparelhadosug@oreativos e podem participar de
muitas reacfes quimicas (DI GIULIO; MEYER, 2008; SHICHAK, 2011). Os radicais
livres podem derivar do oxigénio, as espéciesvagatile oxigénio (ERO), ou do nitrogénio,
chamados de espécies reativas de nitrogénio (ERRJEK; HLAVATA, 2005). As ERO
incluem radicais como o anion superéxide'(Q o acido hidroperoxila (H£), o hidroxil
(*OH), o carbonato (C£), o peroxil (RQ") e o alcoxil (RO). Algumas espécies nao radicais
também sao descritas como ERO, como perdxido dedédio (HO2), o acido hipocloro
(HOCI), hidroperéxidos de acidos graxos (FAOOH}e&dios reativos, oxigénisingletee
outros compostos. As ERN compreendem o Oxido aitfidO), o dioxido de nitrogénio
(*NO2) e néo radicais, como o peroxinitrito (OONON203, N-nitrosaminasS-nitrosotiols e
outros compostos (JEZEK; HLAVATA, 2005; DI GIULIMEYER, 2008).

As ERO sao os oxidantes mais estudados e sdo swibpsoda reducao parcial da
molécula de oxigénio (£ a agua (IH0), que ocorre por um mecanismo que envolve quatro
elétrons, pela cadeia transportadora de elétromsitogdndria (Figura 9). Estes subprodutos
sao reativos, embora nem todos se classifiguem eomaoadical livre, como ocorre com o
peroxido de hidrogénio @®.) (DI GIULIO; MEYER, 2008; LUSHCHAK, 2011). O
superoéxido (@) é um radical livre fracamente reativo, enquanie q radical hidroxila®(
OH) é extremamente reativo e capaz de provocarsdasmaélulas, embora tenha um periodo
de vida curto. Embora o 2. seja um fraco oxidante/redutor, ele consegue panetr
facilmente na célula por néo ter carga e é um faneéeursor daOH, via reacédo descrita por
Haber e Weiss, em 1934 (Figura 10). Contudo, aAcede Haber-Weiss em solugéo aquosa,
embora termodinamicamente favoravel, € muito lemt@&acao pode ser catalisada por metais
de transicdo (como ferro) e ficou conhecida conagdae de Fenton (DI GIULIO; MEYER,
2008).

38



Revisao de Literatura

Figura 9 - Na mitocdndria, a cadeia transportadora de elétgera ERO naturalmente
durante a reducao dooAs setas vermelhas indicam as ERO formadas, sguelo primeiro
€ 0 superoéxido (©), o segundo é a peroxido de hidrogéniedkl e o terceiro é o radical

hidroxila ¢ OH).
0,+e > 0,"
2H*
0,* +e&" > H,0,

H* ¢

H,0, +e" =2 *OH+ H,0

H-I-
*OH +e" > H,0

Fonte:Elaborada pela autora.

Figura 10 - Reacado proposta por Haber e Weiss, na qual o sager(,"") pode reagir com
peroxido de hidrogénio (.) e formar o radical hidroxila OH) (em azul), que é o mais
reativo e toxico as biomoléculas. Esta reacdo pmmiecatalisada por metais de transicao,

sendo assim chamada de reacéo de Fenton.

0,* +H,0,2 *OH+ OH +0,

Fonte:Elaborada pela autora.

Devido a alta capacidade das ERO em danificartersa biolodgico, o metabolismo
das mesmas esta sobre um controle celular finag@ncentracdes geralmente ndo excedem
a 10® M (LUSHCHAK, 2011). Pelo fato de as ERO serem camstmente geradas e
eliminadas, a sua concentracdo deve ser vista comparametro dinamico, que também é

conhecido como concentracédo basal das ERO. Egstasrioacdes refletem as oscilagbes das
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ERO no organismo e envolvem um espectro de corag@i®s consideradas naturais aos
organismos. Isto significa que a quantidade de HER@luzida é virtualmente eliminada.

Entretanto, se por alguma razdo as concentracoE®R@ealterarem, liderando um distarbio

do estado redox com aumento da concentracdo de BBS@yva-se o que chamamos de
estresse oxidativo (SIES, 1997; LUSHCHAK, 2011).

As ERO podem ser geradas dentro da célula porptadtmecanismos. O principal
sitio de geracéo ocorre na cadeia transportadoegettens. A Coenzima Q e o complexo I
mitocondriais sdo 0s principais pontos da cadeiasportadora onde ocorre o “escape” de
elétrons, os quais interagem com o oxigénio maodec@ibrmando assim o superdxido(P
(JEZEK; HLAVATA, 2005; LUSHCHAK, 2011).

O segundo local mais importante para a forma¢cdBRI® é a cadeia transportadora
do reticulo endoplasméatico. Nesta organela, o olsabo de produtos celulares e de
xenobidticos, pelo citocromo P450, necessita deaniemos redox, 0S quais Sao responsaveis
por gerar as ERO (Figura 11). O ciclo redox env@veeducao univalente do xenobiotico
(composto primario) a um metabdlito radical por ie@s como a xantina oxidase e o
NADPH-citocromo P450 redutase. O metabdlito radécafio transfere um elétron parag O
produzindo o @ e regenerando o composto primario. Dessa forma, @wmita molécula de
composto primario pode gerar muitos oxirradicass,castas de equivalentes redutores, ou
seja, a um alto custo energético para a célula (REEt al., 1998). O ciclo redox pode
ocorrer na presenca de difendis, quinonas, nitrodaticos, certos metais (como cobre e ferro)
e agrotéxicos (DI GIULIO; MEYER, 2008). Além dissa, hemoglobina e a mioglobina
podem gerar o £J, que ao interagir com o Fe (ll), produz o Fe (ld grupo heme, que é
incapaz de se ligar ao®@ é conhecida como metahemoglobina (DI GIULIO; NHRY 2008;
LUSHCHAK, 2011).

A producdo de ERO nem sempre esta associada aos cklnlares. Algumas células,
como os leucdcitos, possuem um sistema de prodes@ecifica de ERO. Este sistema é
regulado pela NADPH-oxigenase e as ERO produzidasegte sistema séo utilizadas para
atacar microorganismos invasores, conferindo alacélm papel protetor (LUSHCHAK,
2011).
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Figura 11 - Geracdo de espécies reativas de oxigénio (ER®@) gelo redox, no reticulo
endoplasmatico. A reducdo do xenobidtico (compgsimario) pela NADPH-citocromo
P450 redutase gera um metabdlito radical. O metab@dical pode transferir um elétron
para o Q@ produzindo o superéxido ¢0), indicado pela seta vermelha. O composto primario
€ regenerado a um alto custo de energia para &.cAlypartir do @~ outras ERO podem

surgir, como o hidroperoxido de oxigénio,(®) e o radical hidroxila®(OH).

NADPH NADP*

glutationa redutase — */= -\

glutationa dissulfeto GSSG 2-glutationa GSH

f//
%
. //
F -

glutationa peroxidase
L4

/ \ / _» oxidagdo de lipidios/proteinas/DNA
H,O +—

C’-itdld::e

X
-
-

\ xenobiotico NABPH

Ciclo
Redox

metabélito NADP*
O radical

Fonte: adaptado e traduzido de SCHLENK et al., 2008

Os contaminantes ambientais podem induzir o estresglativo através de alguns
mecanismos: 1) inibindo ou desacoplando a cadmisportadora de elétrons na mitocéndria
ou no reticulo endoplasmatico; 2) entrando no dietipx, aceitando ou doando elétrons aos
constituintes celulares; 3) envolvendo-se com nubdécredutoras, como a glutationa; 4)
inativando as enzimas antioxidantes; e 5) interfleri nos processos necessarios ao
fornecimento de energia, de forma a reduzir o mgmio energético aos processos de
desintoxicacdo (DI GIULIO; MEYER, 2008; LUSHCHAK,021). Os oxidantes sao
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formados como um produto natural do metabolismataen, porém podem ter suas
concentracdes elevadas diante de uma condicapdisidgica (SIES, 1997). Buscando a
estabilidade, os radicais livres atacam as moléaulais proximas para obter outro elétron,
danificando assim a estrutura e a funcdo da maamddora (ABDOLLAHI et al., 2004).

Contudo, as ERO podem ser removidas pelo sistetizx@ante, que € formado por
moléculas com alta e baixa massa molecular. Ertemg®r antioxidante qualquer substancia
que combate ou inibe os danos oxidativos. Estagaulals sdo capazes de neutralizar os
radicais livres através da doacdo de elétrons pls (ABDOLLAHI et al., 2004; DI
GIULIO; MEYER, 2008; LUSHCHAK, 2011).

Antioxidantes com baixa massa molecular incluenursdgcompostos sollveis em
agua, como a glutationa (GSH) e o acido ascorlbigu(a 12), e alguns soluveis em lipidios,
como o0s carotendides, o retinol exdocoferol. Em pH fisiolégico, o acido ascorbicau(o
vitamina C) é encontrado principalmente como astorke é altamente solivel em agua.
Além de ser um agente antioxidante, o ascorbate sgym cofator para inUmeras enzimas,
como a prolina hidroxilase e a lisina hidroxilaseyolvidas na sintese do colageno. A GSH é
um tripeptideo \¢-glutamil-cisteinil-glicina) com inumeras fun¢Bea ©élula, entre elas a
antioxidante. A GSH participa da reacdo acopladalisada pela glutationa peroxidase
(GPx), de forma a reduzir perdxidos de hidrogénieCp) e hidroperdxidos de lipidios
(LOOH). Além disso, a GSH pode agir diretamente BR®O (Q°", *‘OH), com 0 seu grupo
tiol (-SH) (GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; MEYER, 2®).
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Figura 12 - Antioxidantes ndo enzimaticod) O ascorbato € um potente agente redutor,
inclusive contra as espécies reativas de oxigéRiRQ), sendo por isso chamado de
antioxidante B) A glutationa (GSH) participa da reacdo acopladalisada pela glutationa
peroxidase (GPx) e pode agir diretamente nas ERO (OH), com o seu grupo tiol (-SH)
(texto adaptado de Di Giulio e Meyer, 2008). Asaseindicam os locais da molécula

antioxidante capazes de sofrer oxidagdo, com dade@&tétrons para os oxidantes.

A
© 0
o)
- - - AH-' aCidO
ascorbato (AH")  radical ascorbil ( ) dehidroascobico (DHA)
B
HS
0 /1 0 0
H
)k/'\ K7
HO N OH
H
O NH,

Fonte: Elaborado pela a autora.

Os antioxidantes com alta massa molecular compepenals enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa pease (GPx) (Figura 13). A SOD catalisa
a dismutacdo do superoxido X{Q, aceitando um elétron de outro'O Os vertebrados
possuem trés isoformas de SOD: a CuzZnSOD, que aparedominantemente no citosol,
mas podem ocorrer também nos lisossomos e no nudedInSOD, que ocorre
principalmente na mitocéndria; e a SOD extracel(HE&SOD), que é abundante nos espagos
extracelulares de vasos sanguineos. A CAT é eraamtprincipalmente, nos peroxissomos,
visto que g3-oxidacao de acidos graxos da-se nesta organa@eaecgmo subproduto 0,6,

substrato dessa enzima. A CAT pode atuar tambémmetabolismo de KD, fora desta
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organela, conferindo a esta enzima, capacidadexatdnte contra este radical, formado por
outros meios. A GPx é outro mecanismo que a céligiade para eliminar o .. Além
disso, esta enzima pode reduzir os LOOH, desdeeipe ndo estejam esterificados a
membrana. Em mamiferos, foram descritas quatroonsafs: a GPx1 (classica), GPx2
(gastrointestinal), GPx3 (plasmatica) e a GPx4uzddOOH associados as membranas). Em
peixes, a isoforma que predomina é a GPx1, quepazcde reduzir tanto 2, como o
LOOH, gerando assim os correspondentes alcodist @duOH, respectivamente. A GSH é
utilizada em ambas as reducbes como co-substraenzdena (GUTTERIDGE, 1995; DI
GIULIO; MEYER, 2008).

Figura 13 - Antioxidantes enzimaticosA) A superoxido dismutase (SOD) catalisa a
dismutacdo do superoxido £Q, aceitando um elétron de outro°OB) A catalase (CAT)
elimina os HO. dentro e fora dos peroxissom@&). A glutationa peroxidase (GPx) € outro
mecanismo que a célula dispde para eliminar©@:HAlém disso, esta enzima pode reduzir
hidroperéxidos de lipidios (LOOH), desde que elés estejam esterificados a membrana. A
glutationa (GSH) é utilizada em ambas as redu¢cées aco-substrato desta enzima (Texto
adaptado de Di Giulio e Meyer, 2008).

A Superdxido Dismutase (SOD)

0,*+ 0, 2 H,0,+ 0,

B Catalase (CAT)

2H,0, > 0, + 2H,0

C Glutationa Peroxidase (GPx)

H,0, + 2GSH = GSSG + H,0

LOOH + 2GSH = GSSG + LOH

Fonte: Elaborado pela a autora.
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A glutationa redutase (GR) e a glicose-6-fosfasidrogenase (G6PDH) sdo enzimas
diretamente ligadas a manutencéo do sistema adiiotd. A GR regenera a glutationa (GSH)
a partir de glutationa dissulfeto (GSSG), com aoxdle elétrons do NADPH. A G6PDH
participa da via das pentoses, que sintetiza NADRM. mecanismos de defesa,
principalmente as enzimas antioxidantes, tém swservados ao longo da evolugdo. Entre
os vertebrados, a maioria destes mecanismos ésiraigumas diferencas aparecem entre
filos, que sé@o geralmente mais quantitativas qualitgtivas (GUTTERIDGE, 1995; DI
GIULIO; MEYER, 2008; LUSHCHAK, 2011).

O aumento significativo das ERO, e consequenitana reducdo da capacidade
antioxidante, podem ser danosos as biomoléculdsimado os lipideos, as proteinas e 0 DNA
(GUTTERIDGE, 1995; JEZEK; HLAVATA, 2005).

Os lipidios podem ser oxidados pelas ERO, dandgewriaos hidroperéxidos. Este
processo é conhecido como peroxidagao lipidica (UB@d Peroxidatior). A detecgcédo e
quantificacdo da LPO € a evidéncia mais frequenteaelatada para suportar as oxidacoes
provocadas por ERO, e € um excelente biomarcadar ganos celulares (GUTTERIDGE,
1995). A LPO é dividida em trés etapas: iniciagiopagacdo e terminacdo. Basicamente, a
fase de iniciacdo d4-se quando os acidos graxdmgatlrados presentes nas membranas
celulares, inclusive nas organelas, tém seus hédiog alilicos sequestrados pelas ERO.
Quando ocorre esse sequestro, ha a formacéo dmlradfjuila (L), que pode se conjugar
com um oxigénio, formando assim o radical perofdil@O’). O LOO pode sequestrar um
hidrogénio alilico de outro acido graxo gerandohidroperoxido de lipidio (LOOH) e outro
L*, promovendo assim a etapa de propagacao. A etaf@Erdinacédo ocorre pela aniquilacao
dos radicais formados originando produtos ndo &alies (Figura 14) (GUTTERIDGE,
1995; LIMA; ABDALLA, 2001).
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Figura 14 - A peroxidacéo lipidica € uma reacdo em cascatdidavem trés fases: iniciacéo,
propagacdo e terminacgdo. A iniciacdo ocorre quasdacidos graxos poliinsaturados (LH)
tém seus hidrogénios alilicos *JHsequestrados por espécies reativas, gerando assim
radical alquila (L). Na presenca de oxigénio, bdrigina o radical peroxila (LOQ. O LOO
pode sequestrar outro® Kie outros acidos graxos poliinsaturados, dandonagggem ao
hidroperoxido de lipidio (LOOH) e iniciando a prgpg&éo da reacdo. A fase de terminacao
ocorre com a reacao entre os radicais de lipidimdado produtos ndo radicalares. A seta
indica o produto primario da peroxidacdo lipidiaze gpode ser quantificado pelo método
FOX (Ferrous Oxidation/ Xylenol).

R — — "~k LH
Iniciagdo
-H*
. - _/\} e
- P »
Propagagéo R - — /\R R [ — /\R
o, L OOH LOOH
_ _ _
R™ R R R
00 Loo*
Terminagao L gl > ILL

LOO®* + LOO*— L-OH + L=0

LOO " +L"— LOOL

Fonte: adaptado de LIMA; ABDALLA, 2001.

Muitos danos sdo decorrentes da peroxidacdo lgpidiomo a desestabilizacdo das
membranas (Figura 15), o extravasamento de endist@somais no citosol, o aumento da
permeabilidade da membrana celular, a diminuicasuiefluidez e a inibicdo de enzimas
ligadas a membrana (GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; WER, 2008).

Os hidroperoxidos s&o produtos primarios da peepdd de &cidos graxos
poliinsaturados e podem ser quantificados coloricehente pelo método FOX (Ferrous

Oxidation/ Xylenol). O principio deste método catsina oxidacdo do ferro Il a ferro 1l
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pelos hidroperoxidos, sendo que o ferro lll reagen co xilenol laranja e produz um
cromoforo que absorve em 560nm (JIANG et al., 1992)

Figura 15 - Peroxidacao lipidica (LPOA) iniciacdo do processo de LPO por um radical

livre e sequestro de um hidrogénio alilico, seguldaxigenacdo do radic&) formacgéo do

radical peroxilaC) hidroperéxido de lipidio.

Fonte: modificado de BUETTNER (1993)

Ataques oxidativos as proteinas podem resultar edifitac6es de aminoacidos sitio-
especificas, fragmentacdo da cadeia polipeptidadteracdo de cargas elétricas nos
aminoacidos e aumento na suscetibilidade e dediadiproteina (LESSER, 2012), levando
assim a inativacado de enzimas. Entretanto, o coemgercelular mais sensivel as ERO é o
DNA (LESSER, 2012). As ERO podem causar muitos slaamDNA, como degradacao de
bases nitrogenadas, quebra de fita simples e deplégacdes cruzadas do DNA com
proteinas. As alteracbes nucleares decorrentesxpasiedo a xenobidticos podem ser
evidenciadas através da avaliacdo de micronuclgetoeteste do cometa. O teste do cometa
é sensivel, amplamente utilizado em organismostiagsie permite detectar danos até
mesmo em baixas concentracdes de xenobidticos (A608). O principio deste método sera
discutido posteriormente, nesta secéao.

Muitos trabalhos relatam as alteracdes no sistemiaxédante e na integridade da
membrana citoplasmatica e do DNA em organismos teggaexpostos aos piretroides.O
paulistinha Danio rerio apresenta indugdo das enzimas hepéticas SOD, C&Px e
alteracbes nucleares quando exposto a cipermdtilidaet al.,, 2011)Channa punctatus
exposta a0 mesmo principio ativo apresenta aunagtperoxidacdo lipidica, inibicdo da
SOD e indugédo da GSH em eritrécitos (ANSARI et2011). As espécieS. punctatuse O.
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niloticus expostas a deltametrina ecialotrina, respectivamente, apresentam aumentd@a

e da concentracdo de GSH em figado (SAYEED et2@D3; PINER; UNER, 2012)C.
carpio exposta a concentracdes subletais de deltametpresenta aumento de LPO, da
atividade da CAT e da GR em figado (ENSIBI et2013).

Para Kelly et al. (1998), a similaridade das resgsoadaptativas e toxicologicas ao
estresse oxidativo entre mamiferos e peixes raforgamportancia da utilizagdo do peixe
como modelo em toxicologia. Assim, os estudos paires, além daqueles realizados em
mamiferos, poderdo levar a uma melhor compreensdacotho as ceélulas respondem e

reparam os danos oxidativos e ainda, como estes gertdem levar aos quadros patoldgicos.

Neurotoxicidade

Os xenobidticos que sao capazes de alterar ossc@mitos de células nervosas e a
transmissdo quimica nas sinapses podem provocatosefeeurotoxicos. Os efeitos
neurotéxicos de agentes quimicos podem ser acesgati quantificacdo de respostas em
nivel molecular até organismo, as quais podem resela 0s mecanismos de acédo de drogas
(BRADBURY et al., 2008).

Os piretroides sdo moléculas sintéticas cuja graidinalidade é atingir e danificar o
sistema nervoso dos organismos-alvo. Entretantdpsarganismos ndo alvos estao sujeitos
a acao neurotéxica desses inseticidas, como ogamra peixes (KUMAR et al., 2009;
HERNANDEZ-MORENO et al., 2010), ratos (HOUSSAINadt, 2004), abelhas (BADIOU;
BELZUNCES, 2008), entre outros. Haya (1989) relpt@ a permetrina, o fenvalerato e a
cipermetrina sdo encontradas no cérebro de peiessnm apos 48 horas de exposicdo em
sistema estatico.

O modo de acgéao dos piretroides consiste na aledgpermeabilidade dos canais de
sodio voltagem-dependentes das células nervosasdtardo no aumento do fluxo ibnico de
sédio para dentro das células e na geracédo de tengm de acdo (SODERLUND et al.,
2002), conforme discutido na se¢édo 2.3. Embora camemo primério de neurotoxicidade
dos piretroides sejam os canais de sodio, exist@recias de outros sitios de acdo, como 0s
canais de cloreto e potassio voltagem-dependentanas GABAérgicos (SODERLUND et
al., 2002; BRADBURY et al., 2008). Tanto os pirédes do tipo | quanto Il provocam
repetidas despolarizagdes nas sinapses, tantostemnai nervoso central (SNC) como nas
juncdes neuromusculares; como consequéncia, aidag@o por piretroides tem sido
associada com a liberacdo de acetilcolina, GABAadtna e norepinefrina (BRADBURY et
al., 2008).
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As manifestacdes da neurotoxicidade dos piretropedem ser verificadas pelos
sinais de intoxicagdo do animal e pelo ensaio da enzima classica em ecotoxicologia, a
acetilcolinesterase (AChE). A relacdo entre a ai®® comportamental e a atividade da
AChE é muito estudada em peixes exposto a insa§di@EDDY et al., 1992; BREWER et
al., 2001). A AChE é a enzima responsavel porvaata acetilcolina (ACh), hidrolisando-a
em acetato e colina. A AChE esta presente na feimd@tica e nas juncdes neuromusculares
de vertebrados, e 0 seu modo de acéo € a rapiadedierda ACh, impedindo assim que este
neurotransmissor excite novamente a célula péptstaa A inibicdo da AChE cerebral pode
provocar acumulo de ACh nas jung¢fes sinapticasiatando alteracdes comportamentais e
fisiolo6gicas que podem afetar a saude do animaleat&lo a morte (REDDY et al., 1992;
WHEELOCK et al., 2005).

Nos ultimos anos, o comportamento tornou-se umarfeanta Gtil na compreenséao
dos efeitos de poluentes ambientais em peixes,opcisnportamento € o resultado integrado
de processos enddgenos e exdgenos e permite ligaesgos fisioldgicos a ecoldgicos
(BREWER et al., 2001; SCOTT; SLOMAN, 2004). Mcialotrina provoca hiperatividade,
perda de equilibrio, convulsdes e aumento do batwnapercular en€. batrachugKUMAR
et al., 2011); a cipermetrina altera o batimenteroplar, o equilibrio e o nado d& quelen
(BORGES et al., 2007); €. carpio apresenta aumento do batimento opercular quando
exposta ao fenvalerato (REDDY et al., 1992) e arojgtrina (SUVETHA et al., 2010). Estas
alteracdes indicam danos neuroldgicos e asfixianimal.

Muitos estudos relatam os efeitos neurotoxicos iderpides em peixes. Embora os
resultados nem sempre sejam congruentes, eles aapopfra uma possivel inibicdo
enzimética, assim como ocorre para organofosforadoarbamatos. O fenvalerato inibe a
AChE em cérebro, branquias, musculo e figado dgacandiana Cirrhinus mrigala
(MUSHIGERI;DAVID, 2005) e deC. carpio (REDDY et al., 1992). Esta ultima, exposta a
deltametrina, apresenta reducdo da atividade ptasméde AChE, sendo que cérebro,
musculo e figado ndo apresentam alteracdo; poo datio, a deltametrina inibe a AChE
cerebralin vitro (BALINT et al., 1995). Estes autores sugerem quailzi¢cao in vitro da
AChE cerebral por deltametrina seja resultado teragao do piretroide com o centro ativo
da enzima ou alguma outra modificacdo na estri@neamatica. Em Ccarpio, Szegletes et
al. (1995) relatam que ha diferentes isoformas @hE na espécie e sugerem que a
deltametrina possa alterar a distribuicdo dessdsrimas de AChE mesmo sem alterar a sua

atividade. C. punctatusexposta a concentracdes subletaisAe®alotrina e cipermetrina,
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apresenta reducdes significativas na atividade @&EA cerebral, muscular e branquial
(KUMAR et al., 2009).

Para Houssain et al. (2004), os piretroides paressmmeapazes de modular a liberacao
de acetilcolina no hipocampo de ratos sem, contaiderar a atividade da AChE cerebral. A
carpaTinca tincaexposta por 60 dias a concentragdes subletaisltiretrina ndo apresenta
alteracdo da AChE cerebral (HERNANDEZ-MORENO et 2010), assim como o salmio
Oncorhynchus tsawytshexposto a concentracfes subletais de fenvalevdtEELOCK et
al., 2005).

Genotoxicidade

Apesar de ser um biomarcador bioquimico, as afiesago material genético de um
organismo representam um impacto de alta ordenddea, pois podem afetar todos os
niveis de organizagdo, desde o molecular até catadai(SCHLENK et al., 2008). Quando
as alteragBes ocorrem em células germinativaspadta ecologico é muito grande, pois este
dano altera a qualidade e a quantidade da prodigzgametas, refletindo assim na fertilidade
e fecundidade do organismo. Quando as alterac@eseatem células somaticas, os danos ao
DNA podem provocar doencgas potencialmente carcitiogé e anormalidades morfoldgicas,
que afetam ditness a adaptabilidade e a sobrevivéncia do animal (20A8).

Os danos ao DNA podem ser acessados de muitassfonomo pelas mutacoes,
micronucleos, aberracées cromossdémicas e o testerdeta. Este ultimo, conhecido como
eletroforese em gel de células individualiza&iadle Cell Gel AssaysCG) ou simplesmente
teste do cometaCpmet Assgy € um dos ensaios mais utilizados para revelar a
genotoxicidade de um xenobidtico e o faz atravésigaacdo do DNA de células individuais
(TICE at al., 2000; JHA, 2008).

Além de detectar quebras de fita simples e dupligssalcali-labeis e lesbes
oxidativas, o teste do cometa permite avaliar afées no sistema de reparo do DNA (TICE
et al, 2000; GONTIJO; TICE, 2003). Esta técnica congistémersao de células eucaridticas
em gel de agarose, lise da membrana celular pergdgttes e sais alcalinos (pH>13) e
posterior eletroforese (SINGH et al., 1988). Odews com danos no DNA apresentam maior
taxa de migracdo da molécula em direcdo ao anodtgndo a aparéncia de um cometa
(Figura 16).
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Figura 16 - A) Nucledides de hepatdcitos @anio rerio (controle).B) Nucledides (ou
“cometas”) de hepatdcitos d& rerio expostoin vitro a cipermetrina por 2 horas. Laminas

coradas com laranja de acridina e analisadas enosuipio de fluorescéncia.

Fonte: JIN et al., 2011.

Comparado com outras técnicas para acessar a genmdde, o teste do cometa tem
muitas vantagens, comb sensibilidade para detectar baixos niveis de danoBNA, 2)
requerimento de pouca quantidade de amostra boal@®)i baixo custo4) facil aplicagdob)
flexibilidade (qualgquer tecido pode ser avaliado®)eperiodo relativamente curto para a
avaliacdo do material (poucos dias) (TICE at &0®.

As quebras de fitas do DNA podem estar diretamestociadas a presenca de
radicais livres na célula. As ERO podem oxidar aseb nitrogenadas das purinas e
pirimidinas, levando a formagé&o de quebra de Btagples ou duplas (BERRA et al., 2006).
O radical*OH, por exemplo, pode ser adicionado na posi¢céda 8edoxiguanosina (dGuo),
cujo produto final oxidado é a 8-oxodGuo. Além djsss produtos da LPO sé&o altamente
reativos com o DNA, podendo gerar adutos, que sadifitacdes covalentes no DNA que
envolvem os sitios das bases, 0s quais estao &®vas pontes de hidrogénio, que mantém
a estrutura de dupla hélice (CARVALHO, 2001) (Fayai7). Estes danos ao DNA podem ser
detectados pelo teste do cometa (JHA, 2008).
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Figura 17 - A) Reacdo de oxidagcdo da desoxiguanosina (dGuo) coadical hidroxila
(‘OH), formando a 8-oxodGu®) Reacdo do malonaldeido (MDA), produto da LPO, eom
desoxiguanosina (dGuo), formando o aduto pirimidioama (MigGuo). dR= 2-deoxiribose.
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Fonte: modificado de CARVALHO (2001); BERRA (2006).

Embora os piretroides sejam considerados poucacd®xaos mamiferos, a sua
genotoxicidade é relatada em mamiferos (HUSSIEA.e2013) e em peixes, como ocorre
para C. punctatusexposta a cipermetrina, que apresenta aumentoraguéincia de
micronucleos (MN) no sangue e aumento de aberragesossémicas em células renais
(ANSARI et al., 2011). Hepatdcitos @e rerio expostan vitro a cipermetrina por duas horas
apresentam alteragcdes no DNA, que foram evidersipd® teste cometa, como aumento da
frequéncia e intensidade da cauda dos cometas gtJiN., 2011). A tilapia mossambica
Oreochromis mossambicwpresenta aumento na frequéncia de MN em eribdgjiando
exposta a deltametrina, mesmo com uma dieta suptade com vitamina E, um
antioxidante nao enzimatico (KAN et al., 2012).

Os mecanismos de acdo da cipermetrina que induzgem@toxicidade ainda estdo
sendo estudados. Entende-se que 0 estresse oxipatie estar diretamente relacionado com
os danos ao DNA, pois o aumento de ERO pode oxddabases nitrogenadas do DNA,
comprometendo a sua estrutura (ANSARI et al., 26KAN et al., 2012; HUSSIEN et al.,
2013). Além disso, a cipermetrina pode agir direiar® na molécula de DNA, visto a sua
natureza hidrofobica e o seu pequeno tamanho, gdodessim atravessar as membranas com
facilidade e atingir o nucleo (SAXENA et al., 2008;)JSSIEN et al., 2013).

2.5.2.
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2.5.3. Biomarcadores fisiologicos e piretroides

Hematologia

O sangue € um tecido de transporte e entra emtoatiteato com o contaminante e
com diversos tecidos e 6rgdos, podendo assim irefleiestado fisioldgico do animal
(SUVETHA et al., 2010).

O sangue € o componente mais acessivel do sistem#uidos corpéreos de
vertebrados e é muito utilizado para acessar a@diaiolégico do animal (HOUSTON,
1997). A capacidade de carrear oxigénio pode sErrdmada por um ou mais variaveis
hematolégicos primarios (que sdo medidos diretagderdomo o hematdcrito (Ht), a
concentracdo de hemoglobina total (Hb total) ernaemd de células vermelhagd blood cell
count RBCC). A partir dessas variaveis, outros indickgmados de secundarios, podem ser
calculados, como o volume corpuscular médio (VCMhemoglobina corpuscular média
(HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscuktian(CHCM) (HOUSTON, 1997;
SCHLENK et al., 2008).

Os valores das variaveis hematolégicos primarias @@ginalmente derivados de
estudos com humanos, e um erro tem de ser cordadeeando eles sdo utilizados para
peixes, pois as células vermelhas de peixes posfuemato e flexibilidade de membrana
diferentes e um perfil de células diferenciado, posto por células maduras, imaturas e
senescentes (HOUSTON, 1997). O RBCC e a Hb totaloséindices mais confiaveis para
avaliar a capacidade de carrear oxigénio em pesargjo que o0 Ht é o parametro menos
confiavel, pois ele depende do volume celular, goele variar durante a maturacéo
(HOUSTON, 1997; SCHLENK, et al., 2008). Para Hoos{d997), o parametro mais
recomendado e com menor variacdo € o perfil erimae consiste na avaliacdo das células
vermelhas em todos os estagios de seu desenvoteineen abundancia relativa de cada
estagio. Entretanto, muitos estudos sobre o efiwitpoluentes em peixes tém abordado as
variaveis hematoldgicas priméarias e secundariasesEbiomarcadores parecem sensiveis a
contaminacdo ambiental e muitas inferéncias sobeglde e a capacidade de carrear oxigénio
sao relatadas, inclusive para peixes expostosaqgdaes.

Os piretroides alteram as respostas hematoldgieapeikes, como relatado para
Heteropneustes fossiligue, quando exposto a deltametrina, apresentarauatEmico
compensado por eritropoiese (KUMAR et al., 199@xeda e Seth (2002) relatam reducao
do Ht, RBCC e Hb total er€. punctatusexposta a cipermetrina. Aumento da Hb total &

observado emR. quelerexposto a cipermetrina (BORGES et al., 2007). §&wdoAncistrus
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multispinis apresenta aumento do RBCC e da Hb total quandaicatio por deltametrina
(PIMPAO et al., 2007). A carpa indiar@atla catla exposta & cipermetrina por 60 dias
apresenta alteracdo hematologica indicativa de ianerasultante de hemdlise ou dano
branquial (VANI et al., 2012).

Osmorregulacao, ions e substratos metabolicos @tsos

A estrutura e a funcao do epitélio branquial indjce, além das trocas gasosas, este
também € um sitio de transporte i6nico (EVANS et2005). Em teledsteos de agua doce,
como a concentracdo celular de NaCl é hipertbnicambiente (~150mM versus ~1mM),
esses animais tém uma tendéncia a super-hidratagéervolemia) e a deplecdo de sais
(GREENWELL et al., 2003). Para compensar esse quadentrada de ions e agua da-se
pelas branquias de forma unidirecional e o balaidgico € atingido pelo controle da
absorcao de ions pelas branquias, intestino, pelee Além disso, o animal bebe pouca agua
e excreta grandes quantidades de urina diluida EBR¥ELL et al., 2003; BONGA; LOCK,
2008).

As branquias sao 6rgaos importantes na regulacagute e ions em peixes expostos
aos contaminantes. Como as principais rotas dadantte agentes toxicos (presentes na agua
ou na alimentagdo) da-se por este tecido, o désajasregulacdo hidromineral ocorre com
muita frequéncia em peixes expostos aos contaneisambientais (BONGA; LOCK, 2008).

As branquias sao os orgaos mais estudados quandaisele regulacdo ibnica e as
células cloreto (CC) sdo as mais estudadas nagiadn pois sdo as células-chave no
transporte de ions (BONGA,; LOCK, 2008). Resumidameem teledsteos de 4gua doce, a
absorcdo de Césta relacionada aos trocadores déHCIOs', presentes na porcao apical das
CC. A absorcdo de Nasta relacionada os trocadores desMRR", presentes na porgéo
apical das CC, e aos canais d€,Nmesentes na parte apical das células pavimen(G$3),
cujo influxo idnico é dirigido pelo gradiente elmjuimico regido por uma HATPase
(PERRY, 1997; EVANS et al., 2005) Na porcédo basottdas CC, a bomba de ™M&'-
ATPase contribui para o influxo de Nao organismo do peixe (PERRY, 1997) (Figura 18).
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Figura 18 - Representacdo grafica dos mecanismos osmorregosatip epitélio branquial
de teleésteo de agua doce. CC = célula cloretos €CBlula pavimentosa; ~ indica ATPase.

Transporte ativo e co-transporte sdo indicadodiploas solidas; transporte passivo por linhas
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Fonte: modificado de BONGA; LOCK, 2008.

As CC tém um importante papel na regulacéo iGnécpaixes, principalmente quando
sao expostos aos contaminantes ambientais (PER¥®Y).1Estas células possuem enzimas,
Na'/K*-ATPase e a C&ATPase, que estdo presas & membrana, mantémiengeaidnico e
sdo capazes de se adaptar as mudancas celulareimallas fisiologicos (SUNNY;
OOMMEN, 2001).

Muitos contaminantes organicos e inorganicos pod#terar a permeabilidade do
epitélio branquial & 4gua e ions por meio 1) deo adiieta do contaminante sobre os
mecanismos de transporte de ions e agua e/ou ag&taindireta, através da inducédo de
respostas classicas de estresse, que envolvenerachio de catecolaminas e cortisol na
corrente sanguinea (PICKERING; POTTINGER, 1995; B LOCK, 2008). Em
teledsteos de agua doce, o rapido aumento de ateénas na corrente sanguinea, provoca
um aumento na perfusdo lamelar e da permeabilidd€e ions pelas branquias.
Consequentemente, uma série de alteracdes lidepmlasliberacdo de cortisol, como a
proliferacdo de CC, pode ocorrer para compensarragabilidade aumentada de ions e agua

(PERRY, 1997; BONGA; LOCK, 2008). A proliferacdo @C, estimulada por cortisol,
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objetiva o restabelecimento do balanco idnico,ovigtie 0 epitélio branquial eleva a sua
capacidade para a absorcao dé& a e Ct (PERRY, 1997; EVANS et al., 2005). Entretanto,
a proliferacdo de CC pode provocar um aumento pessesra da membrana lamelar (barreira
agua-sangue) e prejudicar as trocas gasosas maplas ja que a distancia de difuséo fica
aumentada (PERRY, 1997).

O cortisol pode aumentar a atividade dd/KaATPase nas branquias, no intestino e
no rim (SUNNY; OOMMEN, 2001; BONGA; LOCK, 2008) eiofluxo de N&, K* e C4?
pelas CC (PERRY, 1997). Assim como ocorre para @s & H-ATPases das células
pavimentosas sdo sensiveis ao cortisol, sendo cuenento de cortisol pode estimular o
influxo de Nd para dentro da célula (LIN; RANDALL, 1993).

Os piretroides podem provocar desordens osmogatygiss, as quais sao consideradas
mecanismos secundarios (ou adicionais) da toxieidad peixes (COATS, 2008). Alguns
estudos relatam que, além da interferéncia nadatiei de CaATPases (COATS, 2008), os
piretroides também alteram a atividade dd/KiaATPase e a concentracdo dos ions'(Na
K*, CI, Mg™) em peixes (BORGES et al., 2007; SUVETHA et 1@ AL-GHANBOUSI
et al., 2012). Redugdo na concentracdo dé" @dmsmatico é relatada para o bagre
Heteropneustes fossilisxposta a cipermetrina (MISHRA et al., 2005). Emrohita, o
fenvalerato desajusta a osmorregulacdo de tal foueamuitos tecidos apresentam reducéo
significa de N3 K* e Cd" (REDDY; PHILIP, 1992). Além disso, proliferacdo @C é
observada emphanius dispaexposta a deltametrina, acompanhada de altera;Baldnco
ibnico e de reducado da area de contato para astgasosas (AL-GHANBOUSI et al., 2012).

No plasma, além da quantificacdo de ions, a megBomde metabdlitos e enzimas séo
biomarcadores muitos utilizados em peixes expoatis contaminantes ambientais. Para
Scott e Sloman (2004) as alteracbes no metabolgampeixes, decorrentes da exposicao a
xenobidticos, podem ser verificadas através da&saglies nas concentracdes de substratos
metabodlicos, como glicose, glicogénio, lactatojdgms, proteinas, entre outros. Uma das
respostas secundérias de estresse mais estudadateéacdo da concentracdo de glicose
plasmatica, que ocorre em muitas condi¢cdes estesssomo captura, manuseio e exposicao
a poluentes. O aumento de glicose plasmatica pedeesultante da baixa utilizacdo de
glicose pelo organismo ou da estimulacdo da glicgéeese e/ou da glicogendlise, via
liberacdo de cortisol, e tem a funcdo de ofereocergea ao animal enfrentar a condicéo
adversa (BARTON; IWAMA, 1991; PICKERING; POTTINGER995).
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2.5.4. Biomarcadores patolégicos e piretroides

Histopatologia

A exposicdo subletal aos contaminantes ambientade presultar em mudancas
histolégicas e patologias, as quais podem afetamedo de tecidos e 6rgdos. O uso de
técnicas histopatologicas é vantajoso, pois peratt@esquisador avaliar os 6rgaos-alvos e,
mais especificamente, as células que foram afetslasxposicdo (SCHLENK et al., 2008).

A histopatologia € um biomarcador de alteracbes ogmreram em um grau de
organizacao biolégica mais elevado e que tem, pirtanaior relevancia ecoldgica do que os
biomarcadores bioquimicos e fisioldgicos. A histofzayia pode complementar os resultados
referentes as respostas bioquimicas em peixes tegpa@os estressores ambientais,
principalmente em concentracdes subletais (SCHWRIGE97; BERNET et al., 1999). Em
casos extremos, se as alteracdes bioquimicasol®@wias decorrentes da contaminagdo nao
forem revertidas, a toxicidade e morte celular poder detectadas pela necrose tecidual e
apoptose (SCHLENK et al.,, 2008). Basicamente, diada disfuncdo bioquimica e
fisioldgica, quatro respostas histopatologicas poder observadas: 1) apoptose e 2) necrose,
que conduzem o animal a morte, 3) adaptacdes ragitals das células e do tecido, que
promovem a adaptacdo do animal a condicdo adveraa4) neoplasia, que ocorre apos a

formagao de mutagdes no DNA (Figura 19).

Figura 19 - Alteracdes histopatoldgicas resultante das albiesbioquimicas e fisioldgicas.
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Fonte: modificado e traduzido de SCHLENK et alQ&0
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As branquias apresentam grande relevancia noslosstuistopatoldgicos, pois sdo
orgdos envolvidos em mudltiplas fun¢cdes como, traggasosas, osmorregulacdo, regulacéo
acido-base e excrecdo de compostos nitrogenado&NE\et al., 2005), e que entram em
contato direto com o estressor quimico. Muitagadfées morfoldgicas podem ser observadas
em branquias de peixes expostos aos contaminantasrdais, como hipertrofia, hiperplasia,
descolamento epitelial, dilatacdo dos vasos saagsjnnecrose e ruptura epitelial
(hemorragia), fusdo lamelar, aneurismas, prolitewade células cloreto, proliferacdo de
células mucosas e hipersecrecao de muco (MACHADB@Y)(Figura 20).

Os piretroides provocam alteracfes histopatol§gara branquias de peixes, como
relatado paraC. mrigala exposta a\-cialotrina (VELMURUGAN et al., 2007) e parf@.
niloticus exposta a cipermetrina (KORKMAZ et al., 2009),qusis apresentam aneurismas
na lamela secundéria, hiperplasia e hipertrofigepitelio lamelar, fusdo lamelar e necrose
apos a exposicao. B. carpioexposta a ciflutrina apresenta aneurismas na éassglundaria
e hiperplasia do epitélio branquial (SEPICI-DINCEL al., 2009). Dilatacdo dos vasos
sanguineos e aneurismas sao relatados Pparalispar exposto a deltametrina (AL-
GHANBOUSI et al., 2012); hiperplasia do epitélicabguial, descolamento do epitélio e
fusdo lamelar sdo relatados para til&pianiloticusapos a exposicao a deltametrina (KAN et
al., 2012).

58



Revisdo de Literatura

Figura 20 - Diagrama esquematico das lesdes branquiais maiarsoniA) lamela normal,
(B-F) lamelas alteradas. Abreviagfes: Ib = lamiaaaly cc = célula-cloreto; mu = célula
mucosa; pi = célula pilar; ce = célula epiteliahtdar; svl = seio venoso lamelar; csm = canal

sanglineo marginal.
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Fonte: MACHADO (1999); MALLAT (1985).
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2.6. A espécie de estudo

Os peixes constituem um grupo relevante de orgarsgeste para avaliar os efeitos
de xenobidticos. Isto se deve ao fato destes asiag@iesentarem um amplo espectro de
comportamentos e habitos que aumentam o seu paltgratia a avaliacdo dos efeitos de
produtos quimicos em diferentes matrizes ambientaisio produtos quimicos adsorvidos,
dissolvidos, em suspenséo ou depositados na aguaao (RAND, 1995).

A espécie escolhida para este estudo férygcon amazonicugSPIX; AGASSIZ,
1829), comumente chamada de matrinxa (Figura 2djrea seguinte posi¢cao taxonémica:

CLASSE - Osteichthyes
SUBCLASSE - Actinopterigii
INFRACLASSE — Teleostei
SUPERORDEM - Osttyalnysi
ORDEMCharaciformes
FAMILIA — Characidae
GENERO Brycon
ESPECIEB#sycon amazonicus

Figura 21 - Matrinx&dBrycon amazonicuéSPIX; AGASSIZ 1829).

Fonte: a autora.

O valor econdmico do matrinxa esta relacionadopédade crescente criacdo desta
espécie na Amazoénia, perdendo apenas para a dermdantianbaqui. De acordo com o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recugrdtaturais Renovaveis (IBAMA), em
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2005 foram produzidas mais de 1500 toneladas deinx@tem sistema de aquicultura
continental no Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DE MEIQAMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2007). Além da qualitt da carne, sabor
agradavel e crescimento rapido, a agressivida@dspiecie despertou interesse pela criacdo do
matrinxd no Estado de Sao Paulo (GOMES; URBINADIOZ ZANIBONI-FILHO et al.,
2006). A escolha da espécie para este estudo tivd®m pelas exigéncias do Instituo
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos NatlRa&isovaveéis (1987), o qual recomenda a
utilizacdo de espécies pertencentes a familia Cida® na auséncia de espécies

padronizadas para testes toxicoldgicos.
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Justificativa e Objetivo

A contaminagdo de ambientes aquaticos por insaigiitetroides, os efeitos adversos
causados por esta ocorréncia, a falta de legislag@éonal especifica para piretroides na agua
e a importancia da criacdo de matrilB@icon amazonicuso Brasil, justificam o estudo das
respostas bioquimico-fisiologicas & amazonicuexposto a cipermetrina, na formulagéo
Galgotrir®. O objetivo deste estudo foi investigar biomarcaddioquimicos, fisioldgicos e
patologicos deB. amazonicusexposto ao Galgotrfh por 96 horas, em duas condi¢des
experimentais: exposicdo aguda e subletal. Pangiatste objetivo, algumas estratégias

foram adotadas, tais como:

a. Estimativa da Concentracéo-Letal para 50% da poaaldeB. amazonicupor 96
horas (CL50;96h) de cipermetrina, na formulaciog@al®, e avaliacdo dos

sinais de intoxicagéao;

b. Avaliacdo dos efeitos de 20% da CL50;96h dessdidid® sobre o sistema de
defesa antioxidante enzimatico, ndo enzimatico exmacao lipidica deB.

amazonicusapos 96 horas de exposi¢ao;

c. Avaliacdo dos efeitos de 20% da CL50;96h dessdicide® sobre as variaveis
osmorregulatérias (ions e enzima*K&@ATPase branquial) d8. amazonicus

apos 96 horas de exposicao;

d. Avaliacdo dos efeitos de 20% da CL50;96h dessdicide® sobre as variaveis

hematolégicas e plasmaticasBleamazonicusapds 96 horas de exposicao;

e. Avaliagéo dos efeitos de 20% da CL50;96h dessdiardz sobre a morfologia de
branquias enB. amazonicusapos 96 horas de exposi¢ao;

f. Avaliacdo dos efeitos neurotoxicos de 20% da CLED;8esse inseticida eB
amazonicus apés 96 horas de exposicdo. Avaliag#o vitro dos efeitos
neurotoxicos de concentracdes subletais de cipgma&mB. amazonicus

g. Avaliacdo dos efeitos genotdxicos de 20%, 40% e @&®ROCL50;96h desse

inseticida enB. amazonicusapés 96 horas de exposicao.
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Justificativa e Objetivo

A escolha da cipermetrina baseou-se no fato destticida serl) utilizado em
pisciculturas no combate a ectoparasitos (legaknesn outros paises e de forma nao
regulamentada no Brasilg) entrar em contato com a agua indiretamente, pele®s
agricolas e domissanitario8gser o piretroide com maior nimero de registrosezoiais no
Brasil, segundo o MAPA (BRASIL, 2013). As concegfiras de cipermetrina que foram
investigadas sdo ambientalmente relevantes (MARIRONCO, 2005; BELLUTA et al.,
2010) e préximas daquelas utilizadas em piscialHART et al, 1997; HAYA, 2005).

A espécie estudada € responsiva a contaminacacemtalbipertencente a familia
Characidae e € de amplo interesse comercial dévigl@lidade da carne e seu potencial para
a aquicultura. Os biomarcadores escolhidos foramoresivos a contaminacdo ambiental, sdo
amplamente estudados em toxicologia aquatica @deram dados sobre a adaptabilidade e
0S prejuizos da espécie frente a exposicao aoqdet Este estudo assentou-se na hipotese
de que tais biomarcadores responderiam ao estregsorico, revelando a plasticidade
bioquimico-fisiologica do animal ou os danos demaies da exposicdo subletal. Os
resultados encontrados indicaram que, na maioacdsos, a hipotese foi aceita, visto as

alteracdes das respostas bioldgicas, que sdo afaeas e discutidas nas secdes 5 e 6.
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4.1Comité de ética

As condigbes experimentais e 0s procedimentos destaedo foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para Uso AnimalJdiversidade Federal de Sdo Carlos,
sob o protocolo CEUA 056/2011.

4.2 Reagentes e inseticida

Neste trabalho, foi utilizada a formulagcdo coméraitp inseticida piretroide
Galgotrir®, cedido pela Milénia Agrosciéncias S.A. (LondrifR, Brasil), cujo principio
ativo é a cipermetrina (250 g*). Todos os reagentes utilizados nas andlisesdai@is sdo
de procedéncia da Sigma-Aldrich Chemical Co. (8ui§, MO, EUA), Merck (Darmstadt,
Alemanha) e Singh (Sao Paulo, Brasil).

As formulagdes de inseticidas comerciais possuemns@as composicoes solventes
organicos, nem sempre identificados pelas empfabasantes e, muitas vezes, que sao ditos
inertes. Como a utilizacdo da cipermetrina na adfuia, na agricultura e no combate aos
insetos domésticos e de vetores de doencas ddesefpemulacdes comercais, avaliamos a
cipermetrina em uma de suas formulagbes comerciais.

O Galgotrir? ¢ inserido na classificagcdo toxicolégica conhecidsmo grupo |
(extremamente toxico) e na classificacdo ambieddagirupo Il (produto muito perigoso ao
meio ambiente). A ficha técnica do Galgotriconcedida pela empresa fabricante néo
apresenta a composicao do seu solvente. O reldtdnecido pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) indica que a foan@®ahlgotriif, sob o registro 378907, é
composta por 70% de ingredientes inertes (BRASQ1,32. A Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado do Parana (SEAB) dispdarabilma bula deste inseticida, na qual
o xileno e outros ingredientes aparecem como stasgPARANA,2013). Dessa forma, ndo
se descarta a hipotese de que os efeitos destesntesl (muitas vezes chamados de
ingredientes inertes) possam estar inclusos estabservados neste estudo, embora o Unico
principio dito ativo na formulacdo, substancia qunamente ativa responsavel pela acédo do
medicamento representado pelo seu nome genéric®TRETI, 1999), seja apenas a

cipermetrina.
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4.3Qualidade da agua

Temperatura, oxigénio dissolvido e pH
A temperatura e o0 oxigénio dissolvido eram deteatios eletrometricamente
(Dissolved Oxygen YSI 55) nos tanques. O pH eraidoedas amostras de agua com um pH-

metro Orion 710.

Amaonia

A concentracdo de amodnia era determinada pelodwmétie Gentzkow e Masen
(1942), modificado. Em 2 mL de amostra de aguaadie@ionado 0,5 mL de reativo Nessler.
Apoés 30 minutos, era feita a leitura em 420nm emeasmectrofotdmetro HACH modelo

DR2010. A concentracdo de amonia era estimadaacontrpadréo de amonia de 50 nmol.

Dureza
A dureza da agua foi determinada segundo AmerkRablic Health Association
(1980). A amostra de agua era adicionado o indicEdoromo negro T e ent&o, era realizada
a titulagdo com EDTA até o ponto de viragem darosa para a azul. O calculo da dureza,
em mg de CaC@L™?, seguiu a seguinte formula:
Dureza = (mL de EDTAX [(0,01)x (100,1)x (1000]) / volume da amostra

Alcalinidade
A alcalinidade da agua foi determinada segunda$ein e Clymo (1969). O pH da
amostra de agua era verificado e, posteriormeragastra era titulada com acido sulfurico
0,01N até o pH 4,0. Para o célculo da alcalinidademg L* de carbonatos e bicarbonatos,
foi utilizada a seguinte formula:
Alcalinidade = (mL de EB5Qy) % [(0,01% 50 000) / volume da amostra

4.4Aclimatacdo dos animais

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizgdeenis deBrycon amazonicus
(Teleostei: Characidae) gentilmente cedidos pesziqiltura Polettini (Mogi-Mirim, SP,
Brasil) e pelo Centro de Aquicultura da Unesp (CAebp, Jaboticabal, SP, Brasil). Os peixes

permaneceram em tanques de 2000 L e foram moni®rpdr quatro semanas em um
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sistema aberto de recirculacdo de agua, com aecag@bante, onde a tempertura, o pH, o
oxigénio dissolvido, a alcalinidade e a durezarfocmntrolados e mantidos dentro de limites
aceitaveis para a criacado desta espécie. Os plira@s alimentados até a saciedade, duas

vezes ao dia, com racédo comercial contendo 36%ateipa bruta.

4.5 EXPERIMENTO I. Teste de toxicidade aguda (CL50;96) e sinais de
intoxicagao

Para o teste de toxicidade aguda, foram ensai&i@ascancentragbes do ingrediente
ativo cipermetrina e o controle. Apos o periodadématacao, 72 peixes (30,5 g e 12,5 cm)
foram transferidos e divididos em oito tanques 8@ 2 (Figura 22). A densidade foi mantida
proximo de 1 g 2 (INSTITUTO BRASILEIRO DE MEIO AMBIENTE E DOS RECUROS
NATURAIS RENOVAVEIS, 1987; ORGANISATION FOR ECONONI CO-OPERATION
AND DEVELOPMENT, 1992). Este experimento apreseniou delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com um=9 para cada condi¢cdo experimental.

Os animais foram aclimatados e alimentados diané&neeste novo sistema por uma
semana. A alimentacdo foi suspensa 24 h antesicio @é o final deste experimento. As
concentrages testadas foram: O (controle), 5,200,30, 40, 70 e 100 pglide i.a

(ingrediente ativo).

Figura 22 - Concentragdes nominais (uglL do ingrediente ativo cipermetrina, na
formulagédo Galgotrifi, para o teste de toxicidade aguda (CL50) por 9&sio= 9 para cada

condicéo experimental C = controle, sem inseticida.

n=9 n=9

C 5 10 20 30 40 70 100 pg L*

Fonte: Elaborado pela a autora.

O teste de toxicidade aguda foi realizado em utersis estatico e a qualidade da agua
(aeracdo constante, temperatura, pH, oxigénio lgidsp alcalinidade e dureza) foi

monitorada diariamente, segundo Associacao Bresitk® Normas Técnicas (2011) (Tabela
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1). O experimento ocorreu por 96 horas. A mortaleddos peixes foi registrada a cada 24 h.
Para o calculo da CL50, foi utilizado o softwareritimed Spearman-Karber” “LC50
Programs JSPEAR” (HAMILTON et al., 1977), com 95&oanfianca (P < 0,05).

Durante o teste de toxicidade aguda, alguns siistoxicacdo dos animais foi
observado em todas as concentragdes. Os padrOesdasaforam: movimento opercular,

alteracdes da natacéo, cor e equilibrio.

Tabela 1 -Qualidade da agua do experimento |: teste deittade aguda. Média e desvio

padrdo para o total de coletas de agua (n=4).

Experimento | Controle Expostos
Temperatura®C) 25,5+0,5 25,2+0,3
Oxigénio (mg 1) 5,7+0,4 6,01+0,3
Dureza (mg de CaG¥p 18+0,1 18+0,1
Alcalinidade (mg X de HCQ") 28,5+0,3 24,5+0,5
pH 7,4+0,3 7,3+0,4

Fonte: Elaborado pela a autora.

4.6 EXPERIMENTO II: Exposicéo subletal ao Galgotrin® por 96 horas

Trinta peixes (controle: 46+15 g e 15+2 cm; expesttb+12 g e 15+1,5 cm) foram
igualmente divididos em seis tanques de amian@b0e.. Este experimento foi realizado em
DIC, com umn=15 para cada condi¢cao experimental (Figura 23)x@&erimento ocorreu em
triplicata, sendo que trés tanques receberam 7,2 (0% da CL50;96h) do ingrediente
ativo e trés tanques foram mantidos livres de xgéticb, sendo denominados tanques-
controle. Esta concentragdo foi escolhida por séxima a concentracdo de 5 ugL
recomendada em pisciculturas (HART et al., 199P/&SEL998; EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2003; HAYA, 2005)
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Figura 23 - Representacdo grafica do segundo experimento gasigfo subletal ao
Galgotrir®, n=15 para cada condi¢do experimentaS por caixa). C = controle, sem

inseticida; concentracdo nominal de cipermetringugni:? .

n=5 n=5 n=5
C C C 7,2 7,2 7,2 pg L?

Fonte: Elaborado pela a autora.

Os animais foram aclimatados e alimentados diané&neeste novo sistema por uma
semana. A alimentacao foi suspensa 24 h antedao &té o final do experimento.

A exposicdo subletal ao Galgoffirocorreu em um sistema estatico, com aeragio
constante e a qualidade da agua (temperatura, xiggno dissolvido, amoénia, dureza e
alcalinidade) foi monitorada diariamente segundeo&mcao Brasileira de Normas Técnicas
(2011) (Tabela 2).

Apoés 96 h de exposicdo, os peixes foram amostr&®snimais foram anestesiados
por imersdo em eugenol 1:20 (em etanol) (INOUEl.e2803) e o sangue foi coletado por
puncdo caudal com seringas heparinizadas. Logg apgseixes foram abatidos por seccéo
medular e foi realizada a biometria. Uma porcacateggue foi utilizada para a avaliacdo das
varidveis hematoldgicas e outra porcdo foi cergdatia a 13 40& g por 3 minutos, para
obtencdo de plasma. Musculo branco, figado, brasquérebro e rim foram rapidamente
retirados e congelados em nitrogénio liquido. ©®lts e o plasma foram estocados a°@0

para as analises bioquimicas.
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Tabela 2 -Qualidade da agua no experimento II: exposicadtetala 7,2 pg 1t (20 % da
CL50;96h) de cipermetrina, na formulagdo Galg6trimor 96 horas. Média e desvio padréo

para o total de coletas de agua (n=4).

Experimento I Controle 20%
Temperatura®C) 25,6+0,4 25+0,5
Oxigénio (mg %) 5,74+0,06 5,95 +0,15
Aménia (mg L) 0,59+0,15 0,85+0,2
Dureza (mg de CaGdp 19,6%1,2 19,6+2,8
Alcalinidade (mg I de HCQ") 25,2422 21,6+3,7
pH 7,4+0,04 7,210,1

Fonte: Elaborado pela a autora.

4.6.1 Balanco redox

Peroxidacao lipidica tecidual - LPO

O nivel de peroxidacéo lipidica foi quantificado &gado e branquias pela oxidacéo
do Fé* na presenca de xilenol laranja, conhecido comaiernBOX - Ferrous Oxidation/
Xylenol - (JIANG et al., 1992).

Uma porcdo de tecido foi homogeneizada em tamp&t & 0,1M pH7,0/sacarose
0.25M na proporgdo de 1:2, em homogeneizador &8rIT10, lka) sob velocidade média.
Os homogeneizados eram centrifugados a 150@0por 10 min a £C. Ao sobrenadante
eram misturados 100 pL de TCA 12%; esta misturaen&rifugada a 5008 g por 10 min a
4 °C. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante eraad#i para a quantificacao de LPO.

Ao sobrenadante eram adicionados 900 pL da seguistura de reacédo: 0,1 mM de
xilenol laranja, 4 mM butilhidroxitolueno (BHT), 28IM de &cido sulfarico, 0,25 mM de
FeNHSQ: em metanol 90%. Esta mistura era incubada no@gour30 min. A concentragéo
de hidroperoxidos era entdo detectada pela dersidlach a 560 nm, contra um padréo de
100 nmol de hidroperéxido de cumeno (CHP). A cotregdo foi expressa em pmol de CHP

por grama de tecido.
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Antioxidantes enzimaticos
Todas as enzimas antioxidantes foram determinastasndo o método proposto por
Beutler (1984).

Preparacao dos homogeneizados teciduais

Uma por¢cdo de figado, rim e branquias era homogadai em tampdo contendo
fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0 e sacarose 0,2%avproporcédo 1:2. As amostras eram
homogeneizadas em banho de gelo, com homogeneifbalvax’ T10, Ika) em velocidade
média. Posteriormente, as amostras eram centréisgaor 10 minutos a 15060g a 4°C. O

sobrenadante foi utilizado como fonte de enzimas.

Superoxido dismutase total — SOD

A atividade da SOD foi ensaiada em figado. Nag&ssivel detectar a atividade da
SOD em branquias e rim. O ensaio consiste na audiagio do pirogalol, que é inibido na
presenca da SOD. A determinagdo da superoxido thsedoi feita em cubeta de 3 mL, a
qual eram adicionados 2QQ. de Tris HCI-EDTA 1 M, pH 7,5, e 0,4 mg de protido
sobrenadante, completando-se o volume para fiR&®m agua destilada. As amostras eram
pré-incubadas a 25 °C por 2 minutos. Posteriormenaen adicionados 44 de pirogalol 10
mM em HCI 10 mM. A variacdo da densidade Opticadetarminada em 420 nm, em reacgdes
cinéticas de 2 minutos com registro a cada 15 skygu atividade da SOD era determinada
sabendo-se que uma unidade de SOD (Ul) inibe 5@ #wtb-oxidacéo do pirogalol.

Catalase — CAT

A atividade da catalase foi estimada em sobrenadinfigado, branquias e rim, pelo
decaimento da concentragéo d€bk em 230nm. Ao sobrenadante foram adicionadosl20
de etanol a 95% para impedir a reversado da atigieéadimatica. A concentracado dglddera
determinada na hora do uso. Para isso, em umaacdbe8 mL era adicionado 1,8 mL de
tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 e a leituracépera feita em 230 nm. Esta primeira
leitura foi chamada de DO1. ApGs esta leitura, eadlinionados a mesma cubeta 200da
H-O, estoque, diluido 100 vezes, e uma nova leitureara realizada, sendo chamada de
DO2. O célculo para quantificar a concentracdo gle bi baseado na subtracédo de DO1 de
DO2, multiplicando-se posteriormente por 141, dgde€ da HO. é 0,071 (mM.cmj e o

volume final na reacao era de 2 mL, como segue:

72



Material e Métodos

[H202] = (DO2 - DO1)x 141

A atividade da catalase era determinada adicionaagdéa cubeta de 3 mL: 1QQ de
tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0; 90D de HO> 50 mM e &agua destilada para
completar 195QuL. A mistura era incubada por 2 minutos com um rRwuapropriado de
sobrenadante (0,4 mg de proteina) e a atividadeatgio era registrada a cada 10 segundos,
em 230 nm. O valor do coeficiente de extingdo mai@lizado para o calculo foi de
0,071(mM.cm). Uma unidade (Ul) de CAT é definida como a quame de enzima

necessaria para oxidapnol de BO, por minuto.

Glutationa peroxidase — GPx

A atividade de glutationa peroxidase foi determaadh figado, branquias e rim. O
ensaio consiste na extincdo do NADPH;Hela glutationa redutase (enzima acesséria) em
340 nm. Para a determinacdo enzimatica eram admbosna cubeta de 1mL: 100 de Tris-
EDTA 1 M pH 8,0; 20uL GSH 0,1 M; 100uL de glutationa redutase 10 U/mL; 100 de
NADPH+H" 2 mM; 380uL de azida sodica 2,6M; 0,1 mg de proteina do sobrenadante e
agua destilada para completar 94Q Esta amostra era pré-incubada por 2 minutos.sSApo
este passo, eram adicionados |80 de t-butilhidroperéxido 7 mM. O decréscimo da
densidade Optica era determinado contra um bran8®0anm. O valor do coeficiente de
extingdo molar utilizado para o céalculo foi 6,20Mram)X. Uma unidade (Ul) de enzima é
definida como a quantidade de enzima necessara@adar 1,0 pmol of NADPH+Hpor

minuto.

Glicose-6-fosfato desidrogenase — G6PDH

A glicose-6-fosfato desidrogenase foi ensaiada @mmesadante de figado, branquias
e rim. O ensaio se baseou na reducdo monitoratleA@®* em 340 nm. A mistura de reacao
continha 88QuL do coquetel de reacao que consistia de: HCI 0dHV8,0; MgC$ 0,01 M e
NADP" 0,2 mM. A este coquetel eram adicionados 0,1 m@rdéeina do sobrenadante e
agua destilada para um volume final de AB0A reacdo era iniciada pela adicdo deubQle
glicose-6-fosfato 0,1 M. A reducao de NAD&a determinada por 2 minutos, com registros a
cada 15 segundos, em 340 nm. O valor do coeficidatextingdo molar utilizado para o
célculo foi de 6,20 (mM.crm) Uma unidade de enzima (Ul) é definida como a tidade de

enzima necessaria para produzir dn@ol de NADPH+H por minuto.
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Antioxidantes ndo enzimaticos

Acido ascorbico

A concentracdo de acido ascorbico foi determinamarimetricamente em figado,
branquias, rim e cérebro, em 524 nm (CARR et &83L Os extratos dos tecidos eram
homogeneizados em TCA 5% (&cido tricloroacéticoyamiio de 1:40 (branquias) ou 1:20
(demais tecidos), em homogeneizador (Tutraxl0, lka) na velocidade intermediaria.
Posteriormente, os homogeneizados eram centrifggpdo 3 minutos a 13408 g e os
sobrenadantes utilizados na quantificacdo. A nastier reacdo consistia de: 280 de 4gua
destilada, 40Q.L de sobrenadante e A& de 2,6-diclorofenolindofenol a 0,2 %. Esta miatur
reagia por 1 hora em temperatura ambiente e postente eram adicionados 250 do
reagente de tiouréia 0,2 % dissolvido em acido fosfixico 5 % e 250uL de
dinitrofenilhidrazina 0,2 % dissolvido em acidofsuco 12 M. Esta mistura era incubada a
60 °C por 3 horas. Apés este periodo, eram adidas&00uL de &cido sulfarico 18 M
resfriado; as amostras eram entdo centrifugada@0a g por 10 minutos. Os tubos eram
resfriados em gelo e a leitura Optica era realizaatdra um padrdo de 100 nmol de acido
ascorbico em 524 nm. A concentracdo de acido asodidi expressa emmol por grama de

tecido.

Glutationa - GSH

A concentracdo de GSH foi determinada colorimetniate em figado e branquias, a
421 nm (BEUTLER, 1984). O método utilizado baseiara reacdo entre GSH e DTNB, com
formacéo de TNB, um produto de cor amarelada.

Porcoes de tecidos eram homogeneizadas em tamgasfd® de soédio 0,2M pH 7,
em banho de gelo, na razdo de 1:20, em homogenoeifBgrrax® T10, Ika) na velocidade
intermediaria. Em seguida, os homogeneizados eeatniftigados a 13 400g por 3 min a 4
°C. O sobrenadante foi utilizado para a quantifioad@ GSH.

Em 500 pL de sobrenadante eram adicionados 750euteabente de precipitacao
(1,67 g de acido metafosforico, 0,2 g EDTA, 30gN#&C| para 100 mL de agua destilada).
Esta mistura era centrifugada a 13 40§ por 3 min, e dela eram retirados outros 500 uL do
sobrenadante, nos quais eram adicionados 2000 pdng#io fosfato de sodio 0,1 M pH 8 e
250 ul de DTNB (acido 5,5 - ditiobis - 2- nitrotzéico, 2,5 mM). Esta mistura ficava
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incubada por 10 minutos a temperatura ambientes &gte periodo, era feita a leitura Optica
da formacé&o do anion tiolato em 412 nm, contra adrgo de 100 nmol de GSH.

4.6.2 Balanco idnico e variaveis hematologicas

Quantificacédo de Sodio (Npe Potassio (K)

As concentracOes totais de sédio e potassio plasmaforam determinadas em
fotbmetro de chama Digimed, modelo DM-61. A solupadréo era composta por 140 mEq
de Nd e 5,0 mEq de K(ref. DM-S 13A). As amostras de plasma eram pragige diluidas

em agua destilada na proporcao de 1:100.

Quantificacéo de Cloreto (Gl

As concentracOes de cloreto foram determinadasricw@tricamente a 480 nm
segundo American Public Health Association (1980)pdasma previamente diluido em agua
destilada na proporcao de 1:100. Esse métodoautibmo reagentes as solugdes de tiocianato
de mercurio 0,09% em etanol P.A. (reagente A) mtoitde ferro monohidratado 6% em
acido nitrico 0,4 M (reagente B), em uma relaca8Ad0B. Uma curva padrao de NaCl 1,0

mM foi usada como referéncia.

Proteina total nos homogeneizados teciduais e asm

Para a determinacdo de proteina total, uma aliquaalOuL da amostra,
homogeneizada em agua, mais 190uL do reagente dBidladKRUGER, 1994) eram
transferidos para um poco de uma microplaca. Dagmisicubados a temperatura ambiente,
no escuro, por 10 minutos, era feita a leituracdpém 620 nm, em um leitor de microplacas
(Termo maX, Molecular Devices). As amostras eram lidas comtngpadrdo de 0,125 mg de

albumina mtL.

Atividade da N&K*-ATPase

A atividade da NaK*-ATPase foi ensaiada em branquias. Apés lavadosadugao
salina, alguns filamentos branquiais foram sepaafis arcos e congelados a -80 °C, em

tampdo SEI (Sacarose-EDTA-Imidazol) pH 7,4. Os nfgatos branquiais foram
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homogeneizados e centrifugados a 10 8@Dpor 5 minutos a 4C. A atividade da N#K™-
ATPase foi determinada pelo método descrito porbidgaet al. (1997) e adaptado para
leitora de microplacas. A leitura 6ptica foi fegm 620 nm e a atividade da enzima expressa

emuM Pi/mg proteina/h.

Glicose

Para a determinacéo de glicose foi utilizado oll&ivTest. Uma aliquota de 10uL da
amostra, homogeneizada em &agua, mais 190uL do nteadgernecido pelo Kit foram
pipetados em microplaca. Depois de incubados a B@PA0 minutos, foi feita a leitura em
espectrofotdbmetro em 525nm através de um espeidinoétro leitor de microplacas

(Termomaxd, Molecular Devices). O padréo de glicose utilizémlale 100 mg dt’.

Microhematocrito (Ht)

O Ht foi determinado com microcapilares de vidr@,qdepois de preenchidos com
amostra de sangue, eram vedados e centrifugad®082 g por 3 min. Um cartdo de leitura

de microhemataocrito foi utilizado para a determé@ago seu valor.

Hemoglobina total (Hb)

A Hb foi determinada segundo o método propostograbkin (1948). Dez microlitos
de sangue eram adicionados a 2000 pL de solucdikiDraApos leve agitagdo e mistura do
sangue a solucdo, a densidade oOptica era mensemad@Onm contra um branco contendo

apenas a solucdo de Drabkin.

Contagem de células vermelhas — Red Blood Cour€(i}B

Para a contagem das células vermelhas (er),n®uL de sangue da amostra eram
adicionados a 2000 pL de solucao de citrato forrAotontagem foi feita em camara de

Neubauer, com microscoépio optico (Olympus) em aumda 400x.

indices hematimétricos

O volume corpuscular médio (VCM) foi calculado cohiix10/RBC; a hemoglobina
corpuscular média (HCM) foi calculada como Hb toi@/RBC; e a concentracdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM) como Hb tdit@0/Ht.
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Metahemoglobina (MetaHb)

A porcentagem de MetaHb foi determinada segund@toao de Matsuoka (1997). Uma
aliquota de 6 pl de sangue foi misturada a 1,2erdglia destilada e deixada em repouso por
2 minutos. Apoés este periodo foram adicionados |068e tampéao fosfato (0,1M pH 6,8).
Esta mistura era centrifugada a 500y por 2 minutos. O sobrenadante foi utilizado na
determinacao da formagao de MetaHb. No sobrenadansen realizadas quatro leituras em

espectrémetro 6ptico, a 563 nm:

1) A densidade 6ptica de 600 ul do sobrenadante, deadmD.

2) A este sobrenadante foram adicionados 4 pl de K@M, 0e a leitura foi realizada
apos 30 segundos. Esta leitura é denominadaAPB leituras @ e D, foram feitas
contra um branco de agua. Ja as leitura® Dy foram feitas contra um branco de
agua e 60 ul dedke(CN).

3) A leitura Ds foi feita com 600 pl de sobrenadante e 60 ul gleeKCN) apos reacdo
por 2 minutos.

4) A determinacédo de ffoi feita utilizando-se o produto de;Bdicionado de KCN, apos
30 segundos de reacao.

O calculo da porcentagem de metahemoglobina foo fde acordo com a seguinte

expressao:

MetaHb % = [(D2 - D1) x 100] / [(Ds - D3)x 1,1

4.6.3 Neurotoxicidade

Acetilcolinesterase (AChE) “in vivo”

Uma porcdo de muasculo branco e cérebro era homiageloe em tampéo
Glicerina/Fosfato 20 mM pH 7,0, na propor¢cdo deO.l:Bm homogeneizador rotativo
(TurraX® T10, lka) na velocidade intermediaria sob banhoyele. O homogeneizado era
centrifugado a 13 400 g por 10 min a 4C e o sobrenadante, utilizado como fonte de enzima

A atividade de hidrélise da acetilcolina pela ACHiEdeterminada cineticamente na
presenca de ditiobisnitrobenzoico (DTNB), acompadba a formacdo de 5-tio-2-

nitrobenzoato a 412 nm (ELLMAN et al., 1961). A tare. da reacdo era composta por:
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tampao fosfato de s6dio monobasico e dibasico 1d0pH 7,5; acetiltiocolina 3,75 mM; e
DTNB 6,4mM. A atividade da acetilcolinesterase fipressa em unidades (Ul) por
miligrama de proteina. Uma Ul foi definida comowantidade de enzima necessaria para a
formacédo de 1pmol de 5-tio-2-nitrobenzoato por @n® valor do coeficiente de extingado
molar do 5-tio-2-nitrobenzoato foi 16950 (mM.chn)

Acetilcolinesterase (AChE) “in vitro”

A AChE cerebral deB. amazonicusera ensaiada na presenca de Galdhtram
cérebro deB. amazonicus pelo método de Ellman et al. (1961) tal como d&sc
anteriormente. Foi utilizado o cérebro de trés afgmpara 0s ensaios enzimaticos.

No momento dos ensaios enzimatigowitro, os tecidos foram homogeneizados em
tampdo de homogeneizacdo (50% tampédo Tris - Fosiat&ddio 50mM pH 7,0 e 50%
glicerina anidra). Posteriormente, os homogenerdd@m centrifugados a 10 080g por
10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram utilizadoso fonte enziméatica. A proteina foi
determinada nestes sobrenadantes (KRUGER, 1994lieidgade especifica foi expressa em
Ul (mg de proteind e em porcentagem da atividade maxima.

A resposta da AChE cerebral foi ensaiada variaeda-goncentracdo do principio
ativo de Galgotrifi entre 10 e 1000 puM, previamente dissolvido emofriX-100. A
concentracdo do substrato acetiltiocolina foi ndantem 3,75 mM e o inseticida foi pré-
incubado com a amostra biolégica (sobrenadante)l pumuto antes do ensaio enzimatico.
Os ensaios foram feitos em duplicata para tod@wsais (=3); 0S ensaios sem o inseticida
foram chamados de controle (0 pM de Galg&)riRara todas as concentracées de inseticida,
era ensaiado um branco de reacdo. A mistura dadm@a reacdo era composta por tampao
fosfato de s6dio monobasico e dibasico (100 mM h DTNB 6,4mM, acetiltiocolina 3,75
mM; inseticida e sobrenadante inativado termicameii@obrenadante fervido). O
sobrenadante inativado era preparado na hora @éioessos fervura por 10 minutos. Uma Ul
foi definida como 1umol de 5-tio-2-nitrobenzoatoni@do por minuto. O coeficiente de

extincdo molar utilizado para o célculo foi de B®$mM.cm)t.

Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo test&@emogorov-Smirnov. As médias
dos grupos controle e exposto ao xenobidtico focamparadas por um teste paramétrico

(teste t deStudent ou ndo-paramétrico (Mann-Whitney), com intervddoconfianca de 95%.
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As variaveis enzimaticas foram expressas em grafleocaixa ou “box plot”. Esta

representacdo grafica permite a visualizagdo ddaldigzdo das amostras e o “box” sintetiza
50% dos dados, sendo que as extremidades inferguperior do “box” representam o
primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), respemthente. As demais variaveis foram

representadas como histogramas, com média + deagi@o.

4.6.4 Histopatologia de branquias

Amostras de branquias foram fixadas em glutaratd@i8% em tampdao fosfato de
sédio 0,1M (pH 7,3). ApoOs a fixacdo, as amostragnodesidratadas em bateria crescente de
etanol (70-95%) por 1 hora cada e, em seguidanferabebidas em etanol 95% e historesina
pura (Leica, Alemanha) por 4 horas. Posteriormeaseamostras ficaram ‘overnight’ em
historesina pura (Leica, Alemanha) para inclusgmosAa inclusédo, cortes histologicos de 3
pum foram confeccionados longitudinalmente em mara (Micron HM 360), coradas com
Azul de Toluidina, e utilizadas para analises Ilmatoldgicas. Os cortes foram analisados em
microscépio Optico Olympus BX51 (Olympus, Denmadom auxilio do software Motic
Image Plus 2.0.

A ocorréncia de alteracdes histopatolégicas nasldedoi avaliada pelo calculo do
indice de Alteracdo Histopatoldgica (IAH). O IAHi fzalculado de acordo com a frequéncia e
severidade de cada alteracdo histologica (POLEKSIOROVIC-TUTUNDZIC; 1994;
SILVA, 2004).

indice de Alteracdo HistologicAH) = 1@ 31 + 10t Y11 + 102 Yl
Onde:> I, Il e Yl correspondem ao namero total de alteracfes &da estagio e

10°, 10 e 16 s3o fatores para o célculo do IAH conforme a seéade da alteracéo tecidual.

Os valores de I1AH sao classificados em 5 faixasdalo descrito na tabela 3.
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Tabela 3 - Classificacdo da severidade das alteragbes doo éegéforme o indice de

AlteracBes Histopatoldgicas (IAH).

IAH Classificacao

0-10 Funcionamento normal do 6rgao
11a20 Danos leves a moderados no érgéo
21 a50 AlteracBes moderadas a severas no 6rgao
50 a 100 Alteracdes severas no 6rgao

> 100 Danos irreparaveis no 6rgao

Fonte: Elaborado pela a autora.

Além disso, as alteracdes observadas estdo destaitdabela 4 e foram classificadas
em estagios I, Il e Ill, de acordo Poleksic e MitceTutundzic (1994) modificado por

Cerqueira e Fernandes (2002).

Analise estatistica do IAH

A normalidade dos dados de IAH foi avaliada pettetele Kolmogorov-Smirnov. As
médias dos grupos controle e exposto ao xenobifdi@on comparadas por um teste nao-
paramétrico (Mann-Whitney), visto que os dados aggr@sentaram uma distribuicdo normal.

As variaveis foram representadas em barras, comamétesvio padrdo (P<0,05).
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Tabela 4 - Classificagdo das alteracfes histopatoldgicas rd@ghias em estagios de

comprometimento da fung&o do o6rgéo.

Estagios
I 11l

Fusdo completa de todas as

Hipertrofia do Epitélio da lamela lamelas Fibrose
Hiperplasia do Epitélio do Ruptura e descamacéo do
filamento epitélio do filamento Necrose focal

Hiperplasia do Epitélio da

lamela Ruptura do epitélio da lamela Necrose total
Decréscimo do espaco Hemorragia com ruptura do
interlamelar epitélio

Descolamento do epitélio da
lamela Aneurismas
Descolamento do epitélio do
filamento
Fusao incompleta das lamelas
Fusao completa de algumas
lamelas
Hipertrofia e Hiperplasia de
células mucosas
Células mucosas vazias ou
ausentes
Hipertrofia e Hiperplasia de
Células Cloreto
Dilatag@o dos vasos sanguineos

Aneurisma apical

Fonte: Elaborado pela a autora.
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4.7 EXPERIMENTO III: Exposicéo subletal ao Galgotrin® por 96 horas —
Avaliacdo da genotoxicidade

Sessenta peixes foram divididos (controle: 53+H01%+2 cm; 20%: 35+15 g e 11+1
cm; 40%: 52+10 g e 14+2 cm; 60%: 50+£12 g e 15+2 em)oito tanques de 250 L. Este
experimento foi realizado em DIC, com uml5 para cada condicdo experimental (Figura
24). O experimento ocorreu em duplicata, sendodgitanques receberam 7,2 1§ (20%
CL50;96h) do ingrediente ativo, dois tanques re@hel4,4 pg 1t (40% da CL50;96), dois
tanques receberam 21,6 pg (60% CL50;96h) e dois tanques ndo receberam obkétnm,

sendo denominados tanques-controle.

Figura 24 - Representacdo grafica do terceiro experimento xjgos&cdo subletal ao
Galgotrir®, n=15 por condi¢do experimentah=7 ou 8 por caixa). C = controle, sem

inseticida; concentragcdes nominais de cipermegiaug L.

n=7 n=8 n=7 n=8

C C 7,2 7,2 144 14,4 21,6 21,6 pglL?

Fonte: Elaborado pela a autora.

A concentracdo de 20% da CL50 foi escolhida por éxima a concentracao
recomendada em pisciculturas (5 UH;La concentracdo de 60% da CL50, por ser proxina d
concentracéo limite de piretroides na agua pot@@&iug L), recomendada pelo Ministério
da Saude (BRASIL, 2005b).

Os animais foram aclimatados e alimentados diané&n@este sistema por uma
semana. A alimentacéo foi suspensa 24 h antesicdo assim permanecendo até o final do
experimento.

A exposicdo as concentragdes subletais de Gal§aidarreu em um sistema estatico
e com aeracao constante. A qualidade da agua (tetage pH, oxigénio dissolvido, amonia,
dureza e alcalinidade) foi monitorada diariameségiundo Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (2011) (Tabela 5).
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Apdbs 96 h de exposicdo, os peixes foram amostr&snimais foram anestesiados
por imersdo em eugenol 1:20 (em etanol) (INOUEI.et2803) e o sangue foi coletado por
puncdo caudal com seringas heparinizadas. Logq apgseixes foram abatidos por sec¢ao
medular e foi realizada a biometria. Uma porcaofigado foi rapidamente retirada e
homogeneizada em soro bovino fetal (Sigma-Aldrith,Louis, MO, EUA). O sangue puro
foi diluido em soro bovino fetal na proporgdo 1:86.amostras foram conservadas no escuro

e mantidas refrigeradas por 10 horas e, logo dp@sn processadas para o teste do cometa.

Tabela 5 -Qualidade da &gua no experimento Ill: exposicanesal a 7,2 ug tt (20 % da
CL50;96h), 14,4 ug t (40% da CL50;96h) e 21,6 pg*L(60% da CL50;96h) de
cipermetrina, na formulacio Galgoftjrpor 96 horas. Média e desvio padrédo para o ttal

coletas de agua (n=4).

Experimento Il Controle 20% 40% 60%
Temperatura®C) 25,6+1 26,5+0,5 25,511 25,742
Oxigénio (mg %) 5,5+0,05 514+0,1 5,8+0,2 51+0,1
Aménia (mg L) 0,60+0,1 1+0,5 0,75+0,8 1,1+0,5
Dureza (mg de CaC{p 14,2+1,2 12,2+1,8 9,2+1,2 11,4425
Alcalinidade (mg [ de HCQ") 24 +2 21 +3 21,542 23+2

pH 7,310,2 7,310,1 7,3+0,2 7,5+0,3

Fonte: Elaborado pela a autora.

4.7.1 Ensaio cometa com eritrocitos

A técnica utilizada para o ensaio cometa foi atit@spor Singh et al. (1988) com
modificacdes segundo Ferraro et al. (2004). O sacgietado do animal foi armazenado em
microtubo e permaneceu sob refrigeracdo e ao adagoz até a montagem da lamina. As
laminas utilizadas foram previamente limpas comma@t& preparada com agarose normal
(NMP) 1,5% (1,5 g em 100 ml de PBS). As laminagphls foram mergulhadas em agarose
qguente (>60 °C) e o0 excesso de agarose de umatmsda lamina foi retirado com papel. As
laminas foram colocadas em posicao horizontal pacar em temperatura ambiente. Foi
preparada também agarose de baixo ponto de fusdB)(0Q,5% (0,1 g em 20 ml de PBS),
aguecida até se liquefazer em microondas e mam3daC em banho-maria para uso.
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Dez microlitros da solugdo de sangue dissolvidasera bovino fetal foram diluidos
em 120ul de LMP. Esta suspensao foi depositada sobre m#oom agarose normal ja
solidificada e coberta com uma laminula. Apés g&@aidas células na lamina, foi evitada a
exposicdo a luz direta (irradiacdo) para prevengéodanos adicionais ao DNA. Este
“sanduiche” (lamina - material biolégico - laminufai acondicionado em refrigerador por
cerca de 20 min. Apés este periodo, as laminufasifeuidadosamente retiradas e as laminas
foram acondicionadas na solucao de lise, a 4°Qsdroras. Essa solucdo era composta por
uma alta concentracdo de sais e detergentes adiisat as células, removendo o seu
conteudo citoplasmatico e membrana nuclear.

Decorrido o tempo de exposicao a lise, as lamimasn colocadas cuidadosamente
na cuba de eletroforese horizontal para preenohen@imo 0s espac¢os vazios. Quando
necessario, 0os espacos extras foram preenchidosl&umas limpas, uma vez que essa
“placa” de laminas seria a resisténcia para a passala corrente elétrica. Um tampao de
eletroforese alcalino (pH>13) foi adicionado a chioaizontal até cobrir completamente as
laminas justapostas. A eletroforese foi realizania @ cuba mergulhada em recipiente com
gelo, a 4 °C. O DNA ficou desnaturando no tampéamlialo por 30 minutos. Este
procedimento objetivou desenovelar as cadeias dA, d¢lo rompimento das estruturas
secundaria e terciaria presentes no nucleo celoiadiatamente apos o desenovelamento, as
laminas foram submetidas a uma corrente elétricamdeo a induzir a migracdo de
fragmentos de DNA no sentido da corrente elétAceorrida de eletroforese foi iniciada com
25 volts e 300 miliamperes. Estes parametros faraartados removendo ou adicionando
tampdo. A corrida ocorreu por 25 minutos.

Apos a eletroforese, as laminas foram retiradadadosamente e neutralizadas com
5 ml de tampéo de neutralizagdo (0,4M Tris, pH pd)5 minutos. A lavagem das laminas
com tampao de neutralizacdo foi repetido por maaésd/ezes por lamina. Entdo, as laminas
foram colocadas para secar na posi¢ao inclinadéas Apsecagem, foram fixadas com etanol
por 5 minutos. Realizado este procedimento, asn@poderiam ser estocadas em geladeira
para posterior analise. Para coloracdo foram adhdios 2Qul de brometo de etidio (20 mg L
1 na lamina, que foi coberta com laminula; dep@sidscansar por 5 minutos, a lamina ja
corada foi entdo analisada sob microscopia deugpgbcéncia. As laminas foram coradas

uma a uma e analisadas imediatamente.
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4.7.2 Ensaio cometa com células do tecido hepatico

O procedimento para montagem das laminas comiaoteonsistiu do processamento
do figado retirado de cada animal, conforme pravedto de extracdo descrito anteriormente,
com as mesmas condicbes de conservacdo do sangfigadd foi homogeneizado em
homogeneizador rotativo (IKA T10) a 3080y por de 30 segundos. Foram coletados 13 pl
do homogeneizado e misturados 120 ul de agarose pMPRiamente preparada e levemente
aquecida (37 °C). A suspensao celular foi utilizaaia a montagem das laminas, segundo os
mesmos procedimentos utilizados para as célulaseleas.

Para a visualizacdo dos danos do DNA, as lammrasnf observadas em aumento de
400x em microscopio de epifluorescéncia equipado ctino file excitacdo de rodamina (515
— 560 nm) e um filtro de barreira de 590 nm. Foearalisadas 100 nucledides (cometas) por
exemplar. A avaliacdo ocorreu por meio da analseal de 100 nucledides, de acordo com a
intensidade da cauda classificada em cinco cla8ssgm danos visiveis); 1 (pouco dano); 2
(dano médio); 3 (grande numero de danos) e 4 (denamo) (figura 25). Os cometas sem a
regido da cabeca visivel foram desconsideradosodtagem, pois representavam DNA
totalmente fragmentado, caracteristicos de céinlagveis.

Os escores foram calculados através da multigl@ado nimero de nucledides

encontrados em cada classe pelo valor da class®, mmstrado na formula a seguir:

Escore = [(0x dano 0)+(1x dano 1)+(2x dano 2)+(3x dano 3)+(4x dano 4)]

Figura 25 - Cometas de células vermelhas Bigycon amazonicugxposto a cipermetrina
(Galgotrin) observados com aumento de>4@fh microscopio de epifluorescéncia e corados
com brometo de etideo. Classe 0 (sem dano aparelatse 1 (dano pequeno); classe 2 (dano
médio); classe 3 (dano extenso) e classe 4 (daronmoa

Fonte: Elaborado pela a autora.
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Analise estatistica do teste cometa

Levando em consideracdo que os dados obtidos enabssibuem em uma curva
normal, eles foram analisados pelo teste de Kridkadlis quando comparadas mais de duas

amostras, e o teste Student-Newman-Keuls para patagéio das médias, considerando-se
P<0,05.
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5.1EXPERIMENTO |I. Teste de toxicidade aguda (CL50;96h) e sinais de
intoxicacao

Para a espéciBrycon amazonicysa Concentracdo Letal para 50% da populagcéo
(CL50) de 96h para a cipermetrina, na formulacalg@an® (Milenia), foi 36,3 pg X, com
limite inferior de 30 pg ©* e limite superior de 40 ug*.(P<0,05). A mortalidade ocorreu
apenas nas primeiras 24 horas do teste. As seterdoncOes testadas (e o controle) e a

mortalidade em cada concentragdo encontram-sestisspoa Tabela 6.

Tabela 6 - Mortalidade de matrinx8. amazonicusubmetido ao teste de toxicidade aguda
(CL50;96h) para a cipermetrina, na formulacio Gailgt

ia. (ug LY n final mortalidade (%)
0 9 0

5 9 0

10 9 0

20 9 0

30 9 0

40 1 88

70 0 100

100 0 100

O nuamero inicial de peixes foi de=9; i.a.= ingrediente ativo da formulacdo comercial
Fonte: Elaborado pela a autora.

Durante o teste de toxicidade aguda, alguns sdwistoxicacdo foram constatadas,
sendo mais evidentes nas concentracoes mais etev@di@ervou-se assim nos animais
expostos: maior abertura da boca e do opérculopdo®s, perda de equilibrio, perda de
coloracédo (animais palidos), nado agitado e natagfmta apos periodos de inatividade
prolongados.
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5.2 EXPERIMENTO II: Exposicéo subletal ao Galgotrin® por 96 horas

N&o se observou mortalidade dos animais e nemssti@intoxicacdo na exposicéo

subletal.

5.2.1 Balanco redox

No figado dos animais expostos, verificamos aumdetdidroperoxidos de lipidios
em 62% (P=0,023). Nas branquias, constatamos unerganhidroperoxidos de lipidios em
100% (P=0,011) nos animais exposto ao Galgb{ifilgura 26).

Figura 26 - Peroxidacao lipidica de figado e branquiasBdgcon amazonicugxposto a
cipermetrina, na formulagdo Galgoftjrpor 96 horas. Os valores s&o expressos como média

* desvio padréo para15. (*) indica diferenca entre controle e expd$te0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.
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No figado, observamos aumento significativo de 14®40,015) na atividade de
catalase. A atividade da glicose 6-fosfato desklnage aumentou 26% (P=0,019) e a
superoxido dismutase 11% (P=0,02) (Figura 27).

Figura 27 - Atividade das enzimas hepaticas catalase (CATatibna peroxidase (GPx),
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e supeo&dismutase (SOD) de matrinxad exposto
a 20% da CL50;96h de cipermetrina, na formulacalgd®an®, apés 96 h de exposicéo. Ul
indica unidade internacional (umol rn A enzima G6PDH esta representada em Bhig)
proteinal. Linha cheia indica a mediana e linha pontilhaudica a média para=15. (*)

indica diferenca entre controle e exposto (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

Nas branquias dos animais expostos, verificamoscéed de 12% (P=0,013) na
atividade de catalase. As demais enzimas avaliadassofreram alteragdo significativa
(Figura 28).

90



Resultados

Figura 28 - Atividade das enzimas branquiais catalase (CAllyagona peroxidase (GPx) e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) de matriaxgosto a 20% da CL50;96h de
cipermetrina, na formulacdo Galgoftjnapés 96 h de exposi¢do. Ul indica unidade
internacional (umol mif). Linha cheia indica a mediana e linha pontilhadtica a média

paran=15. (*) indica diferenca entre controle e expd§te0,05).

Branquias
CAT GPx G6PDH
25,00 - _
*
20004 | T
< 15,00 A - L
@®
k=
)
5 10,00
a
o)) i
= 0,09
5 1 T
0,06 -
1
. ——
0,03 4 1 B ‘_____I___,
0,00 T T T T T T
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Fonte: Elaborado pela a autora.

No rim dos animais expostos, verificamos reducad 3 (P=0,02) da atividade de

catalase. A atividade das demais enzimas avalr@@afoi alterada significativamente (Figura

29).
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Figura 29 - Atividade das enzimas renais catalase (CAT), tiuta peroxidase (GPx) e
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6-PDH) de madriexposto a 20% da CL50;96h de
cipermetrina, na formulacdo Galgoftjinapés 96 h de exposicdo. Ul indica unidade
internacional (umol mif). Linha cheia indica a mediana e linha pontilhadtica a média
paran=15. (*) indica diferenca entre controle e expdste0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

A glutationa (GSH), um antioxidante ndo enzimétiocd quantificada em figado e branquias.
Sua concentracao reduziu cerca de 30% (P<0,00figado dos animais expostos. Porém,
aumentou 25% (P=0,002) no tecido branquial (Fi@a O acido ascorbico foi quantificado
em figado, branquias, cérebro e rim. A concentrad@o 4cido ascorbico aumentou
significativamente em 11% (P=0,009) no cérebro. Memais tecidos, ndo verificamos

alteracao significativa (Figura 31).
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Figura 30 - Concentracdo de glutationa (GSH) em figado e liidsgle matrinxd exposto a
20% da CL50;96h de cipermetrina, na formulacdo @shf, apos 96 h de exposicdo. Os
valores sdo expressos como média + desvio padr@onpd5. (**) indica diferenca entre

controle e exposto (P<0,001); (*) indica difereegdre controle e exposto (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

Figura 31 - Concentracao de acido ascoérbico em figado, brasgoérebro e rim de matrinxa
exposto a 20% da CL50;96h de cipermetrina, na ftagdo Galgotrifi, apds 96 h de
exposicado. Os valores sado expressos como meédisswodpadrao para=15. (*) indica
diferenca entre controle e exposto (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.
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5.2.2 Histopatologias de branquias

Os animais expostos a 20% da CL50;96h de Gal§ompresentaram alteracdes
histopatoldgicas nas branquias, como mostrado gasas 32 e 33. A estrutura normal do
tecido branquial estd apresentada na Figura 32AsAprincipais alteracfes morfoldgicas
encontradas em branquias Beamazonicugstdo apresentadas nas figuras 32: B a 32: F e
figuras 33: Aa 33: D.

ApOs 96 horas de exposicdo ao Galg8irias alteracdes mais evidentes foram as
histopatologias de estagio | e Il (Tabela 7). Arratdes de estagio | observadas foram:
hipertrofia e hiperplasia de células cloreto, difdio dos vasos sanguineos e aneurisma apical.
As alteracBes de estagio Il foram: aneurisma e hagia com ruptura do epitélio. Neste
tecido, ndo foram observadas alteracdes histopatal® de estagio Ill. Os animais controle
apresentaram maior frequéncia de hipertrofia deagmucosas e células mucosas vazias ou

ausentes (Figura 32: F).
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Figura 32 — Fotomicrografias de branquias &eycon amazonicugxpostos a 7,2ug/L de
cipermetrina (Galgotrit) A. Estrutura branquial norma®. Hipertrofia do epitélio da lamela;
C. (*) Indica hiperplasia do epitélio do filamentD, (*) Indica hiperplasia do epitélio da
lamela e seta preta indica fusd®,; Descolamento do epitélio lameldF, Hiperplasia e
hipertrofia de Células Mucosas — seta vermelhacandélula mucosa vazia. Abreviagdes:
CMar = canal marginal; CPV = células pavimentogas; eritrécito; CPi = células pilares;

CC = célula cloretd.. Lamela;F. Filamento. Escala = 20m.

Fonte: Elaborado pela autora.

95



Resultados

Figura 33 - Fotomicrografias de branquias @rycon amazonicugexposto a 7,2ug/L de
CipermetrinaA. Hiperplasia e hipertrofia de células clordBoDilatagdo de vasos sanguineos;

C. Aneurisma apicalp. Aneurisma. Escala = 20m. Coloragédo = Azul de Toluidina.

"

Fonte: Elaborado pela a autora.

O indice de alteracdes histopatologicas (IAH) dadmais expostos (IAH = 25,545,8)
indica que as branquias apresentaram alteracom®deradas a severas, enquanto que o IAH
dos animais controle (IAH = 9,5+0,5) indica funaomento normal do érgao (Figura 34). O

aumento de IAH do grupo exposto foi significante({@2).
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Tabela 7 - Ocorréncia de alteracdes histopatolégicas enatadraas branquias dgycon
amazonicugxpostos a 20% da CL50;96h de cipermetrina, naulagédo Galgotrifi, por 96

horas.
Alteracao Estagio Controle  Exposto
Hipertrofia do Epitélio da lamela I + +
Hiperplasia do Epitélio do filamento I + +
Hiperplasia do Epitélio da lamela I + +
Decréscimo do espago interlamelar I + +
Hiperplasia ou Descolamento do epitélio da lamela I 0+ 0+
Hipertrofia do Descolamento do epitélio do filamento I 0 0
epitélio branquial  Fysa0 incompleta das lamelas I 0+ 0+
Fus&o completa de algumas lamelas I 0+ 0+

Fus&o completa de todas as lamelas Il 0

0
Ruptura e descamagéo do epitélio do filamento |l 0 0
Ruptura do epitélio da lamela Il 0 0
Alteracbes nas Hipertrofia e Hiperplasia de células mucosas | + 0+
células mucosas e Células mucosas vazias ou ausentes I + 0
cloreto Hipertrofia e Hiperplasia de células cloreto I + ++
Dilatacdo dos vasos sanguineos I 0+ ++
Alteracbes dos  Aneurisma apical I 0+ +
vasos sanguineos Hemorragia com ruptura do epitélio I 0 0+
Aneurismas Il 0 0+
Alteracdes de Fibrose 1] 0 0
estagio terminal  Necrose focal 11 0 0
Necrose total Il 0 0

0 = ausentes; 0+ = raramente frequentes; + = freqoke; ++ = muito frequente; +++ =
extremamente frequente.

Fonte: Elaborado pela a autora.

97



Resultados

Figura 34 - indice de alteracdes histopatologicas (IAH) denbudas deB. amazonicus
exposto a 20% da CL50;96h de cipermetrina, na fagdo Galgotrifi, por 96 horas. Os
dados estdo apresentados como média = desvio pgdn@on=4. * indica diferenca

significativa (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

5.2.3 Balanco idnico e variaveis hematolégicas

No plasma, foram determinadas as concentracOesrateima e dos ions soédio,
potdssio e cloreto para avaliar alteragbes osmaaggias. Nos animais expostos,
verificamos aumento da concentracdo dos ions sEmidl0% (P=0,01) e cloreto em 7%
(P=0,02). As concentracdes de potassio e protéioaaheraram (Figura 35). Além disso, a
atividade da NadK* ATPase branquial dos animais expostos aumentou(B6%04) (Figura

36). A concentracdo de glicose plasmatica aumel2ét (P=0,004).
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Figura 35 - Concentrag¢des dos ions (mEg/mL), de proteina (ingénde glicose (Lmol/mL)
plasmaticos em matrinxd exposto a 20% da CL50;9%hcidermetrina, na formulacao
Galgotrir®, apds 96 h de exposicido. Os valores sdo expressus média + desvio padrdo

paran=15. (*) indica diferenca entre controle e expdste0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

Figura 36 - Atividade da enzima branquial NEK*ATPase de matrinxa exposto a 20% da
CL50;96h de cipermetrina (Galgotf)y apds 96h de exposi¢do. Ul indica unidade
internacional (umol mif). Linha cheia indica a mediana e linha pontilhatdtica a média
paran=15. (*) indica diferenca entre controle e expd§te0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.
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Matrinxd exposto a cipermetrina, na formulagdo Giaig®, apresentou aumento no
microhematécrito (P=0,03), no numero de célulasmediias (RBCC) (P=0,004) e na
concentracdo de hemoglobina total (P=0,04) (Fig#p Os indices hematimétricos e a

concentracdo de metahemoglobina n&o apresentaienacaks significativas (Figura 38).

Figura 37 - Variaveis hematologicas @ amazonicugxposto a cipermetrina, na formulacao
Galgotrir®. Ht (microhematdcrito) esta expresso em %; Hb @udobina total) em g di;
RBCC (nimero de células vermelhas) erfi d® células mm. Os valores sdo apresentados
como média + desvio padrdo paral5. () indica diferenca significativa entre grupo expost
e controle P<0.05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.
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Figura 38 - indices hematimétricos e concentracdo de metaheting (MetaHb) deB.
amazonicusexposto a cipermetrina, na formulagido Galg8trCM (volume corpuscular
médio) esta expresso em fiIHCM (hemoglobina corpuscular média) em pg célu@HCM
(concentracdo de hemoglobina corpuscular média) ein!; MetaHb em %. Os valores sdo

apresentados como média + desvio padraonp=la.
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Fonte: Elaborado pela a autora.

5.2.4 Neurotoxicidade

A atividade especifica da acetilcolinesterase (AGhEnentou cerca de 12% (P=0,02)
no musculo branco dos animais expostos. No entadtm verificamos alteragdo no cérebro
(Figura 39).
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Figura 39 - Atividade da enzima acetilcolinesterase de madrexposto a 20% da CL50;96h
de cipermetrina, na formulacdo Galgotiimapds 96 h de exposicdo. Ul indica unidade
internacional (umol mif). Linha cheia indica a mediana e linha pontilhadtica a média

paran=15. (*) indica diferenca entre controle e expdste0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

O ensaian vitro da AChE cerebral d8. amazonicusa presenca do inseticida
mostrou reducdo dessa atividade dependente dantcag@o do principio ativo de Galgoftin
(Figura 40). Essa reducao foi de 65% na presengzdDd®aM de cipermetrina, na formulacao
Galgotrir? (Figura 41).
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Figura 40 - Ensaioin vitro da atividade da AChE cerebral de matrinxad na pgesee diferentes
concentragbes de cipermetrina Galgétrit/l indica unidade internacional (umol rijn Os

pontos indicam a média da atividade enzimatica)e=8linha indica regresséo linear.
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Fonte: Elaborado pela a autora.

Figura 41 - Atividade, em porcentagem, do ensaiovitro acetilcolinesterase cerebral de
matrinxa na presenca de diferentes concentracoepeienetrina, na formulacio Galgoftin
Os pontos indicam da média atividade enzimaticgpernentagem (n=3) e a linha indica a

regressao linear.
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Fonte: Elaborado pela a autora.
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5.3 EXPERIMENTO IlI: Exposicdo subletal ao Galgotrin® por 96 horas —
Avaliacdo da genotoxicidade

A cipermetrina, na formulagdo Galgoftinprovocou danos ao DNA em células
vermelhas (Figura 42) e em hepatdcitos (Figurad&3B. amazonicusOs danos ao DNA
possuem uma relagdo concentracéo-dependente calgati@® em células vermelhas, visto
0 aumento progressivo dos danos nas maiores coacées do principio ativo.

No sangue, a média do escore de danos ao DNAupo gixposto a 20% da CL50;96h
aumentou em 70% em relagcédo ao grupo controle (R8D,® grupo exposto a 40% da CL50
apresentou aumento de 98% de danos em relacaotroleqP<0,001); e 0 grupo exposto a
60% da CL50 apresentou aumento de 187% no escodéo neén relacdo ao controle
(P<0,001). Os grupos 20% e 60% séao estatisticanutigientes entre si (P=0,035), mas os
grupos 40% e 60% nao o sao (P=0,055).

Nos hepatdcitos, a média do escore de danos ao @Nérupo exposto a 20% da
CL50;96h aumentou em 77% (P=0,003) em relagdo apogcontrole. O grupo exposto a
40% da CL50 apresentou aumento no escore médio 2% e danos em relacdo ao
controle (P<0,001); e o grupo exposto a 60% da Cap@sentou aumento de 143 % no
escore médio em relagdo ao controle (P<0,001). @pog expostos ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si.
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Figura 42 - Escores de danos ao DNA, acessados pelo testamita; de células vermelhas
deBrycon amazonicusxposto a 20% da CL50;96 h (7,2 u§La 40% (14,4 pgt) e a 60%

(21,6 pg ) de cipermetrina, na formulacédo Galgdtripor 96 horas. Linha cheia indica a
mediana e linha pontilhada indica a média paxa5. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.

105



Resultados

Figura 43 - Escores de danos ao DNA, acessados pelo testenuleta; de células hepéaticas
deBrycon amazonicusxposto a 20% da CL50;96 h (7,2 u§La 40% (14,4 pgt) e a 60%
(21,6 pg ) de cipermetrina, na formulacédo Galgdtripor 96 horas. Linha cheia indica a
mediana e linha pontilhada indica a média paxa5. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (P<0,05).
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Fonte: Elaborado pela a autora.
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6.1IEXPERIMENTO |. Teste de toxicidade aguda (CL50;96h) e sinais de
intoxicacao

A cipermetrina, na formulacdo Galgoffjné considerada extremamente toxicaBao
amazonicugvisto que a CL50;96 horas € menor que 0,1 h¢AUCKER, 1985).

As causas da toxicidade dos piretroides para peixe® estdo sendo estudadas, mas
sabe-se que a sensibilidade do sistema nervoso mecanismos de metabolizacdo de
piretroides sdo pontos-chave desta questdo (COA0@). Os peixes retém os piretroides
por mais tempo no organismo e parecem ser defesesn carboxilesterases, responsaveis
pela hidrolise destes compostos (DEMOUTE, 1989; BRARY; COATS, 1989; HAYA,
1989). O carater lipofilico dos piretroides perngte eles sejam absorvidos com facilidade
pelas branquias, contribuindo para a alta serdatnié dos peixes a estes compostos (VIRAN
et al., 2003; KUMAR et al., 2011).

Em peixes, a toxicidade da cipermetrina pode vata0,4 pg ! (BRADBURY:;
COAST, 1989) a 400 pg™L(KUMAR et al., 2009) como mostrado na Tabela 8saBs
diferencas podem ser atribuidas a alguns fatoresaano: o estagio de desenvolvimento do
animal, a formulacdo comercial, a estereoquimica ndalécula ou até mesmo as
caracteristicas espécie-especificas. Além dissmlubilidade dos piretroides na agua, que
esta muito relacionada com o solvente, pode inteden sua toxicidade (SAHA; KAVIRAJ,
2008). Cada forma isomérica do piretroide possua toxicidade especifica e a maioria das
formulacdes comerciais tem uma razao isomérica(KX#VAR et al., 2011). A diferenca na
toxicidade é observada para quatro formas isongdedaenvalerato em. rerio (MA et al.,
2009); para ay-cialotrina eA-cialotrina em camaradlacrobrachium nippoensi@VANG et
al. 2007); e parais-cipermetrina érans-cipermetrina em truta arco-it@ncorhynchus mykiss
(EDWARDS et al., 1987). Essas diferencas entrel&®)©@6h para o0 mesmo principio ativo
reforca a importancia de caracterizar o potenéigicb de formulagdes comerciais a base de
piretroides em espécies nativas. Essas medidasdmdontribuir para a estimativa do risco
ambiental de piretroides comerciais especificos.
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Tabela 8 -Toxicidade aguda para espécies de peixes expstpsrmetrina por 96 horas.

Espécie CL50 (ug 1Y) Referéncia

S. erythropthalmus 0,4 Bradbury; Coats (1989)
Cyprinus carpio 0,9 Bradbury; Coats (1989)
Salmo trutta 1,2 Bradbury; Coats (1989)
Tilapia nilotica 2,2 Bradbury; Coats (1989)
Heteropneustis fossilis 7,2 Mishra et al. (2005)
Poecilia reticulata 9,43 Yilmaz et al. (2004)
Brycon amazonicus 36 Presente estudo

Labeo rohita 139 Das; Mukherjee (2003)
Rhamdia quelen 193 Borges et al. (2007)
Channa punctatus 400 Kumar et al. (2009)

Fonte: Elaborado pela a autora.

Os sinais de intoxicagdo observados Brmamazonicusiurante o teste de toxicidade
aguda da cipermetrina, na formulacdo Galgdtrindicam asfixia e danos neurolégicos. Os
peixesC. batrachusR. quelere C. carpioexpostos a-cialotrina, cipermetrina e fenvalerato,
respectivamente, apresentam hiperatividade, peedaagilibrio e aumento do batimento
opercular (KUMAR et al., 2011; BORGES et al., 20BEDDY et al., 1992) como indicios
de danos neurolégicas e branquiais.

Estas alteracdes sdo comumente relatadas em angrpostos a piretroides e
incluem tremores, perda de equilibrio e letargicgERMER; MORAN, 2008).R. quelen
exposto a concentracdes subletais de cipermeBO&RGES et al., 2007) apresenta sinais de
intoxicagdo similares a®. amazonicusPerda de coloragdo também €& observadaRem
guelenexposto a cipermetrina (MONTANHA et al., 2012)e8pécieC. batrachusapresenta
hiperatividade, perda de equilibrio, convulséesumento do batimento opercular quando
exposta a\-cialotrina (KUMAR et al.,, 2011). Por outro lad@, batrachus contrario ao
observado enB. amazonicusapresenta escurecimento da pele (KUMAR et al. 011
Aumento do batimento opercular também é relatadoCernarpio exposta ao fenvalerato
(REDDY et al., 1992) e a cipermetrina (SUVETHA ket 2010).
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A exposicdo aguda, quando ndo leva & mortalidadde pevar os animais a um
aumento da suscetibilidade aos predadores, comweocom truta arco-iris &@orhynchus
mykissexposta a deltametrina, cujo desempenho natdiéaaeduzido (GOULDING et al.,
2013). As injarias provocadas por concentracOeteraib de cipermetrina, bem como outros
piretroides, tem importancia ecolégica e podem @rav danos em nivel de populacéo.
Outros prejuizos em longo prazo podem ser apontégisscomo danos a reprodugdo, menor
sobrevivéncia e crescimento. Jaensson et al. (2@0if)jcaram alteracbes no comportamento
de corte de truta marrorSalmo trutaexposta a cipermetrin®. mossambicugspresenta
reducdo do crescimento, da taxa de alimentacdapslercdo e da taxa metabdlica quando
exposta a deltametrina, na formulacdo Deqi¥IJAYAVEL; BALASUBRAMANIAN,
2007).

Os inseticidas piretroides apresentam baixa sadiaoie em agua, baixa persisténcia e
adsorvem com facilidade ao material particulado JRWSSEN et al., 2008; BAJET et al.,
2012), o que diminui a sua toxicidade em condigdasirais. Contudo, o Galgotfriné
altamente téxico mesmo em baixas concentracdescarudlo em risco organismos aquaticos
gue nédo sao alvos desse inseticida. Espera-sanpmryue o presente conjunto de resultados
contribua para a avaliacao do risco ambiental grpides que atingem a agua.

Quanto a legislacdo vigente, € recomendado quesuéstes toxicoldgicos para
diferentes piretroides sejam realizados em outspga@es nativas, que ndo sdo alvos do
inseticida. Dessa forma, limites mais rigorosopmariados as formulacdes comerciais com
piretroides poderdo ser estabelecidos para o atebeguatico. Além disso, 0 manuseio
correto e a forma de tratamento dos residuos, previes da agricultura, controle de vetores
e parasitas em peixes, devem ser feitos com cautidadforma sustentavel a fim de se evitar a

contaminacgdo hidrica.

6.2EXPERIMENTO II: Exposicdo subletal ao Galgotrin® por 96 horas

6.2.1 Balanco redox

O estresse oxidativo é um fendmeno complexo, deildifivestigacdo e é um dos
importantes mecanismos envolvidos na toxicidadelael(DlI GIULIO; MEYER, 2008).
Quando a concentracdo dos oxidantes aumenta o andimxidantes diminui, 0 estresse
oxidativo ocorre e ocasiona uma série de danosacetu(GUTTERIDGE, 1995; KELLY et
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al., 1998). Um dos efeitos deletérios das espéeass/as de oxigénio (ERO) é a peroxidacdo
lipidica (LPO), que tem sido considerada o biomdwcado estresse oxidativo mais
consistente (GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; MEYER, @). EmB. amazonicugxposto

a cipermetrina, na formulacéo Galgotiiverificamos elevados niveis de LPO em branquias
e figado. Os elevados niveis de LPO indicam aummdet ERO e consequente estresse
oxidativo nestes tecidos. A maior alteracéo de &i@bservada nas branquias, que sao um
dos primeiros O6rgdos a serem afetados pelo tOxiocguee participam da absorcdo de
xenobidticos, junto com a pele e o trato gastrsiimal (KLEINOW et al., 2008). Outras
espécies de peixes apresentam niveis elevados@éndBzidos pela exposicéo a piretroides
em diferentes tecidos (SAYEED et al., 2003; SEAMNCEL et al., 2009; ANSARI et al.,
2011; PINER; UNER, 2012; ENSIBI et al., 2013). Qsvados niveis de LPO podem ser
toxicos as ceélulas. Os maiores danos decorrentedPdd sdo a desestabilizacdo das
membranas de organelas, reducdo do potencial débraea) extravasamento de enzimas
lisossomais no citosol, aumento da permeabilidaglem@mbrana celular a*He ions,
diminuicdo de sua fluidez e inibicdo de enzimaadaps a membrana (GUTTERIDGE, 1995;
DI GIULIO; MEYER, 2008). Subprodutos da LPO, comanalonaldeido (MDA), podem
ainda formar adutos de DNA, ao seu ligar a ele (CARHO, 2001).

O estresse oxidativo verificado em figado e bréamdeB. amazonicug resultado de
um sistema antioxidante que, embora responsivofai&apaz de combater eficientemente as
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Figura 44)edtudo das alteragcbes no sistema
antioxidante € importante para a compreensdo dangal redox e da adaptacdo ou
compensacdo dos mecanismos responsaveis por conasattRO em situagcdo estressora
(REGOLI, 2000).
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Figura 44 - Representacdo grafica da compensacao do sistdingidente de branquias e
figado deB. amazonicusxposto a 7,2 pugtde cipermetrina, na formulacdo Galgdtrin
Apesar de o sistema antioxidante responder a camdiglversa, houve um aumento de
hidroperéxidos de lipideos, que caracterizou oess& oxidativo nos mesmos. ERO =
superéxidmutisse; CAT = catalase; G6PDH =

espécies reativas de oxigénio; SOD

glicose 6-fosfato desidrogenase; GSH = glutatidiia; radical livre.

soD 1‘ CAT ,], {_{ o
CAT 1‘ GSH T x4y,
G6PDH T g ;

adaptado Buettner, 1993

defesas antioxidantes

4 eroxidacaolipidica
nao foram capazes de estresse b gy

indicadanos oxidativos

combater . .
oxidativo
eficientemente as EROs por EROs

Fonte: Elaborado pela a autora.

Embora o figado ndo seja o primeiro érgédo a eetracontato com o téxico, ele € um
dos mais injuriados por xenobidticos por ser o gyp@ 6rgdo na biotransformacédo. A
metabolizacdo de xenobidticos é um fator importa@drepatotoxicidade, pois o composto
original ou os subprodutos gerados na metabolizggtem se ligar covalentemente a
proteinas, DNA ou RNA (HINTON et al., 2008). Alénissb, o ciclo redox é um dos
mecanismos mais comuns na geragao de ERO, espewcial@’", e demanda muito NADPH
(DI GIULIO; MEYER, 2008). A toxicidade dos piretid®es em peixes pode estar relacionada
a sua biotransformacéo, j4 que os peixes retéra estepostos por mais tempo no organismo
(DEMOUTE, 1989; HAYA, 1989; COATS, 2008). Dessama, o aumento das ERO no
figado deB. amazonicupode ser oriundo dos processos de metabolizacEaldotrir?.

A superoxido dismutase (SOD) é uma importante emzira reducdo do radical
superoxido (@) enquanto que a CAT reduz e®4, produto da reacéo da SOD. A interacao

cooperativa destas duas enzimas protege a céluta démos oxidativos (KONO;
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FRIDOVICH, 1982). Dessa forma, é evidente que agdatles da SOD e CAT aumentadas
no figado deB. amazonicugsleveram-se a acdo mutua para combater as EROéhdasc
hepaticas. O aumento da atividade destas enzinggsgmada estar relacionado ao aumento da
expressao génica, como relatado em figadD.derio, exposto a cipermetrina por 96 horas
(JIN et al., 2011). Apesar deste mecanismo de goteas ERO podem formar o radical
hidroxila (OH), pela reacdo de Fenton e Haber-WeissOB é o mais reativo e toxico as
biomoléculas e ataca os acidos graxos poliisandsradra iniciar a LPO (GUTTERIDGE,
1995). Este fato explica os elevados niveis de bBQigado deB. amazonicuysapesar da
inducédo da SOD e CAT neste tecido.

O estresse oxidativo induzido por agrotoxicos ptalmbém estar relacionado a
inativacdo de enzimas antioxidantes e, consequenterma reducdo do potencial antioxidante
celular (LUSHCHAK, 2011). O sistema antioxidantesdaranquias e do rim dé&.
amazonicusexposto ao Galgotifhapresentaram alteragcdes mais brandas se compa@ados
figado. Cabe saber se isso ocorreu porque o pateaatioxidante destes tecidos é
naturalmente baixo ou se a exposi¢cao ao insetr@daziu a sua capacidade antioxidante.
Como o Q" pode inibir a CATin vitro (KONO; FRIDOVICH, 1982), é possivel que a
reducdo da atividade da CAT em branquias e rinB.damazonicuseja consequéncia do
aumento de ERO nestes tecidos. A reducdo da atvida CAT em rim e branquias também
€ observada er@. punctatusexposta a deltametrina (SAYEED et al., 2003). Gdot Ensibi
et al. (2013) relata aumento da atividade da CA& @acarpig apos 96 horas de exposi¢do a
deltametrina.

A glutationa peroxidase (GPx) ndo sofreu alteragés tecidos avaliados. A nao
inducdo da GPx pode ter contribuido para os elevadeis de LPO em figado e branquias,
pois esta enzima é responsavel por combater ndaspeHO2, mas também hidroperdxidos
de lipidios, desde que nao estejam esterificadosmbrana (DI GIULIO; MEYER, 2008). A
GPx hepatica d©. niloticusigualmente ndo altera frente ao estresse oxidatthazido por
A-cialotrina (PINER; UNER, 2012).

A glutationa (GSH) € um antioxidante ndo enzimatieeial no combate as ERO (DI
GIULIO; MEYER, 2008). Além disso, alguns agrotéxsgoodem induzir o estresse oxidativo
por se ligarem diretamente a GSH, reduzir a suarvase, consequentemente, o potencial
antioxidante celular (LUSHCHAK, 2011). Assim, a wedo na concentracdo de GSH no
figado deB. amazonicusndica que este antioxidante foi recrutado no catlas ERO. A

deplecdo de GSH hepatico Be amazonicupode estar relacionada a inducdo da G6PDH
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neste tecido, cujo aumento da atividade indica m@aioducdo de NADPH, importante na
regeneracdo de GSH a partir de glutationa dissu(fe6SG). A producdo de NADPH pelo
figado pode ainda estar relacionada ao ciclo repeex como dito anteriormente, demanda
muito deste equivalente redutor e € um dos prircipgecanismos de geracdo de ERO
induzida por xenobidticos (DI GIULIO; MEYER, 2008yas branquias, o aumento de GSH
sugere que a producdo deste tripeptideo foi esttaupor uma deplecdo inicial apos a
exposicao. Ao contrario do encontrado neste est@dgunctatuse O. niloticus expostas a
deltametrina e\-cialotrina , respectivamente, apresentam aumeat®&8H em figado para
combater os oxidantes (SAYEED et al., 2003; PINERER, 2012).

O acido ascorbico é um potente agente redutor cdgae ligar as ERO e regenerar a
vitamina E a partir do radicattocoferil (KELLY et al., 1998; DI GIULIO; MEYER, @08).

O aumento da concentracdo de &cido ascoérbico nebreérde B. amazonicusfoi um
mecanismo protetor deste tecido frente a neurdttade do Galgotrih, que sera discutida na
secao 6.2.4. O cérebro possui uma alta concentdzaoido ascorbico e um eficiente sistema
de captacdo desta molécula. Outros 6rgdos capazesdzenar acido ascorbico, como o rim
e as glandulas adrenais, podem liberar esta malémulsangue para fornecé-la ao cérebro,
mantendo a alta concentracdo, apesar das variag@ganismo (REBEC; PIERCE, 1994).

Dessa forma, o estresse oxidativo induzido pelog@ah®, indica que o sistema
antioxidante dd3. amazonicusembora responsivo, ndo foi capaz de combatdeefeanente
as ERO em figado e branquias. A deficiéncia dersia antioxidante e a LPO parecem ser
mecanismos adicionais que potencializam a toxiedbub piretroides em peixes, mesmo em
baixas concentracdes.

Estes resultados contribuem para o melhor entemtiam®s mecanismos de agcédo que
norteiam a toxicidade dos piretroides em peixesmAllisso, as respostas Bleamazonicus
frente & exposicdo ao Galgoftinos chamam a atencdo pela baixa concentracio astpe
espécie foi exposta (7,2 pgtlde cipermetrina) e pelo curto periodo de tempexg®sicao.
Infelizmente, os piretroides podem ser encontradtpambiente aquatico em concentracdes
similares ou até maiores do que aquela utilizadgdéen@abalho (MARINO; RONCO, 2005;
BELLUTA et al.,, 2010), quer como resultado da liagdo ou escoamento de aplicacbes
agricolas, quer pela aplicacéo direta do insetierdasistemas de criacdo de peixes (HART et
al., 1997, EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2003). Assiestes resultados reforcam a
necessidade de uma melhor regulamentacdo de pme=tramos ecossistemas aquaticos,

inclusive no Brasil.
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6.2.2 Histopatologias de branquias

As branquias sao bons indicadores da qualidadgueéibons modelos para estudos de
impacto ambiental, pois sdo uma das principais srotle entrada de agrotoxicos
(VELMURUGAN et al., 2007).

Os animais expostos a 20% da CL50;96h de cipemaetria formulacdo Galgotfin
apresentaram alteracfes histologicas com doissviedteracdes indicativas de mecanismos
de defesa (como a proliferacdo de células cloré&€ -e dilatacdo dos vasos sanguineos) e
alteracOes indicativas de danos ao 6rgdo (commesriamas e hemorragias). O indice de
alteracao histopatoldgica (IAH) demonstra que syajdes nas branquias Beamazonicus
sdo moderadas a severas, assim como ocorre (pamiloticus exposta a cipermetrina
(KORKMAZ et al., 2009) e para lebisteebistes reticulatuexposto a zeta-cipermetrina
(CALISKAN et al., 2003).

Em alguns casos, 0s animais controle e 0s animx@iests apresentaram a mesma
frequéncia de alteragBes, como as agrupadas emrphagia e hipertrofia do epitélio”. Estas
alteracbes devem-se, possivelmente, ao confinantgoanimais em um sistema estatico
(sem renovacao da agua) por 96 horas.

Nas branquias dos animais expostos ao Gal§otoinservaram-se alteracdes nos vasos
sanguineos, como dilatacdo vascular, aneurismasnerhagias. A dilatacdo dos vasos
sanguineos foi a alteracdo mais evidente e podesiter provocada pelo efeito de
catecolaminas, comumente liberadas em condicastdesse (PICKERING; POTTINGER,
1995). As catecolaminas aumentam a perfusdo lamaefan de aumentar a captagéo de
oxigénio para os tecidos; entretanto, o aument@etéusdo pode provocar aumento da
permeabilidade de ions pelas branquias (PICKERIRGTTINGER, 1995; PERRY, 1997;
BONGA; LOCK, 2008).

Embora a dilatagdo dos vasos sanguineos seja tenacdb adaptativa do animal, ela
pode ter dado inicio a outras alteracées nos wds@ amazonicugxposto ao Galgotrfh
como 0s aneurismas e hemorragias, que sao danakasgtagio Il. Dilatacdo dos vasos
sanguineos e aneurismas sao relatados Pparalispar exposto a deltametrina (AL-
GHANBOUSI et al.,, 2012); aneurismas na lamela seétia e hiperplasia do epitélio
branquial sdo observados &n carpio exposta a ciflutrina (SEPICI-DINCEL et al., 2009);
aneurismas na lamela secundaria, hiperplasia etufi@ do epitélio lamelar, fusdo lamelar e
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necrose sao relatados &n niloticusexposta a cipermetrina (KORKMAZ et al., 2009) e em
C. mrigalaexposta a\-cialotrina (VELMURUGAN et al., 2007); e hiperplasdo epitélio
branquial, descolamento do epitélio e fusdo lams#ar relatados par@. niloticus como
mecanismo de defesa frente a exposicéo a deltaa¢kAN et al., 2012).

Para compensar o aumento da permeabilidade (skidahs e agua, algumas alteracoes
morfofuncionais ocorreram eBl amazonicyscomo hipertrofia e hiperplasia de CC, também
relatada paraA. disparexposto a deltametrina por 96 horas (AL-GHANBOWSAI., 2012).

A proliferacdo de CC é uma resposta comum em coesdigle estresse e tem a funcdo de
restabelecer o balanco i6nico, visto que o epitélianquial eleva sua capacidade de
reabsorcdo de ions (PERRY, 1997; EVANS et al.,, ROB5hiperplasia de CC foi mais
frequente nos animais expostos e é um mecanisndefdsa do animal, pois ela aumenta a
espessura lamelar e dificulta a entrada do indetieo organismo. Por outro lado, o aumento
da “barreira agua-sangue” prejudica as trocas gaswas branquias, visto que a distancia de
difusdo fica aumentada (PERRY, 1997). A dilatacés Whasos sanguineos observadaBem
amazonicusexposto ao Galgotifhpode ser devida ao aumento da barreira lamelasaDe
forma, a dilatacdo nos vasos sanguineos nas bednglé B. amazonicusexposto ao
Galgotrir® pode ser decorrente do efeito de catecolaminas ddoefeito compensatorio a
hiperplasia e hipertrofia de CC.

Além disso, ndo se descarta a hipétese de quieaacées morfolégicas observadas
nas branquias dB. amazonicupossam ser resultantes do efeito direto do Gah§otreste
orgao. Os piretroides sao inseticidas lipofilicopaglem ser absorvidos facilmente pelas
branquias (VIRAN et al., 2003; KUMAR et al., 201Bl-Ghanbousi et al. (2012) relatam
necrose severa nas células pilaresAdéisparexposto a deltametrina e defendem que este
dano pode ser resultado do contato direto do pidetrcom as branquias. Korkmaz et al.
(2009) afirmam que as alteracdes na lamela secandi#®. niloticusexposto a cipermetrina
podem ser atribuidas ao contato direto do piretro@mn as branquias.

Os animais controle apresentaram maior frequéneigélulas mucosas e de células
mucosas vazias. A profusdo de muco € um mecanigndefibsa, que minimiza o efeito
irritante  do xenobidtico sobre as branquias (VERM& al.,, 1980; PICKERING;
POTTINGER, 1995; KAN et al.,, 2012). Entretanto, xcesso de muco, assim como a
hiperplasia de CC, podem dificultar as trocas gesos menor frequéncia de células mucosas
emB. amazonicusxposto ao Galgotrfhpode ter facilitado a entrada do inseticida nonahi

Diferente do relatado pam. amazonicusas espécie®. niloticuse A. dispar expostas a
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deltametrina apresentam maior nimero de célula®sasce de muco quando comparado ao
controle (AL-GHANBOUSI et al., 2012; KAN et al., 2D).

6.2.3 Balanco idnico e variaveis hematolégicas

Coats (2008) relata que um dos mecanismos secuoeddei acdo de piretroides em
peixes é a interferéncia na atividade de ATPasgsorsaveis por manter o balanco idnico,
principalmente as CaATPases. Dessa forma, as desordens osmorregaatpassam a
contribuir para a alta toxicidade de piretroidesappeixes e necessitam de melhores
investigacoes.

O carater lipofilico dos piretroides pode contritpara as alteragdes das trocas idnicas
e gasosas no epitélio branquial. Para Suvetha @G4l0), a natureza lipofilica dos piretroides
altera a fluidez da fase lipidica da membrana aeluhs interacdes hidrofébicas entre
proteinas e lipidios parecem alterar as configescdas proteinas que controlam a
permeabilidade de membrana, afetando assim axadéaransporte e atividade enzimatica.

Em B. amazonicus observamos aumento da atividade da’/llaATPase nas
branquias dos animais expostos. O contato do ad&{tom as branquias pode ter provocado
lesGes neste tecido, que respondeu com a probierde CC, como discutido na secéo 6.2.2.
Como a N&K*-ATPase é abundante neste tipo celular, observamasumento na atividade
enzimatica.

Sabendo-se que a proliferacdo das CC aumenta soreab aos ions (PERRY, 1997),
0 aumento da concentracdo de€ Nesmatico pode ser resultante do aumento dalatiei da
bomba de NaK*-ATPase das CC, constatado neste estudo, e do tudeimfluxo de Na
pelas células pavimentosas, via aumento da atieidadHATPases. Conforme apresentado
na secao 2.5.2, ambas as enzimas séo estimuladasrpsol, um dos principais hormoénios
liberados no estresse. A fim de buscar o equilibletrolitico, houve maior reabsorcéao de Cl
pelas CC. Embora o cortisol plasmatico ndo tenta guantificado neste estudo, sabe-se que
peixes expostos a piretroides apresentam aumentortisol plasmatico, como relatado para
C. carpioexposto a ciflutrina (SEPICI-DINCEL et al., 200®)paraO. mykissexposto a\-
cialotrina (VENTURINI). Além disso, o0 aumento dancentracdo de glicose plasmatica em
B. amazonicugxposto ao Galgotfhé uma resposta classica de estresse, que ocdseaap

liberacdo de cortisol e confirma a condicéo estrassnfrentada pelo animal.
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O aumento da LPO, discutido na sec¢do 6.2.1, padeotdribuido para as alteracdes
osmorregulatérias d8. amazonicusOs radicais livres podem desestabilizar a menabran
celular e, consequentemente, reduzir o seu potersda membrana, aumentar a
permeabilidade celular a*H ions, diminuir a sua fluidez e alterar as engifigadas a ela
(GUTTERIDGE, 1995; DI GIULIO; MEYER, 2008).

Assim como ocorreu comB. amazonicus R. quelen apresenta aumento da
concentracdo de ions (NaP, K e Md™) plasmaticos quando exposto a cipermetrina
(BORGES et al., 2007). No entanto, reducdo dé e&N&!l e inibicdo da NdK*-ATPase é
relatado paraC. carpio exposta a cipermetrina, como resultado da falhasistema de
osmorregulacdo e atuacéo direta do piretroide sabAdPase (SUVETHA et al., 2010).
Aumento do numero de CC € observado tambénAedisparexposto a deltametrina (AL-
GHANBOUSI et al., 2012).

Bonga e Lock (2008) alertam para o fato de quefemos de contaminantes em
experimentos$n vivo podem gerar dois processos, que interferem eintreagdo toxica direta
dos produtos quimicos sobre os mecanismos de tdesmle ions e as respostas
compensatorias do peixe. Esta interferéncia atmapal analise dos efeitos toxicos do
xenobibtico, pois as respostas compensatérias taeecrumuita energia e acabam
superestimando o impacto sobre o organismo, ja ppdem afetar o crescimento e a
sobrevivéncia do animal. Por outro lado, as reggosbmpensatorias podem camuflar os
mecanismos de acdo da droga. E comum n&o se obsabigdo da atividade da N *-
ATPase quando se tem proliferacdo de CC. Issoicexphs diferentes respostas
osmorregulatérias de peixes expostos a piretroides.

Como a proliferacdo de CC esta intimamente relaciarao aumento da espessura
lamelar para difusdo de gases, alguns mecanismostbiégicos foram recrutados para
minimizar os efeitos deste ajuste osmorregulatéobre as trocas gasosas. O aumento de
células vermelhas e da concentracdo de hemoglotdlz@ado neste estudo, parece ser um
ajuste fisioldgico deB. amazonicusa esta condicdo. Dessa forma, as respostas
osmorregulatérias e hematoldgicas Be amazonicusparecem estar relacionadas, como

apresentado na Figura 45.
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Figura 45 - Representacdo gréfica dos ajustes osmorregulatéribematologicos dB.
amazonicusexposto a cipermetrina, na formulacdo Galg8tri® retangulo vermelho
representa uma lamela branquial. As setas repesseat trocas gasosas. CC = célula cloreto.
A condicao estressora pode provocar a proliferded@C e, consequentemente, o aumento da
reabsorcéo de ions, bem como da atividade d&KN&TPase. O aumento da atividade de
H*-ATPases em células pavimentosas pode resultaruemrdao do fluxo de Na Como as
trocas gasosas ficam prejudicadas com o aumentbad®ira lamelar, alguns ajustes
hematolégicos foram ativados, como o aumento ddaseivermelhas e da concentracéo de

hemoglobina, a fim de evitar hipdxia.

agua sangue

normal

Proliferacdo de CC = aumento da barreira para trocas gasosas

Ajuste osmorregulatério Ajuste hematoldgico

célulascloreto hematécrit.o
I absorcao [Na*] [hemoglobina]

absorcao[Cl] celulasvermelhas

N

condigdo estressora

Fonte: Elaborado pela a autora.

Como o sangue é o meio fisiolégico de transporterganismo, que entra em contato
direto com o contaminante e com diversos tecidésgéos, o estado fisiolégico do animal
pode se refletir em suas caracteristicas hematal® SUVETHA et al., 2010).

O perfil hematolégico dd3. amazonicusndica um aumento de células vermelhas
circulantes, resultantes de contragdo esplénicaawuento da eritropoiese. Peixes em
condi¢cdes estressoras, como hipoxia e exercici@r@evapresentam visivel contracdo
esplénica, reducédo no tamanho do baco e aumergatdeitos e hemoglobina circulantes,

gue aumentam a capacidade de transportar e foragggmio aos tecidos (YAMAMOTO et
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al., 1985). Pickering e Pottinger (1995) relatara quaumento de catecolaminas, comumente
liberadas em condi¢cdes de estresse, provoca unuarkiperacdo de células vermelhas do
baco de peixes. E provavel que uma reducédo darmgge tecidual, provocada por alteracées
morfolégicas nas branquias, possa ter estimulagwoducdo ou a liberacdo de células
vermelhas enB. amazonicusEssa hipétese é sustentada pelas alteractesldgaés nas
branquias dos animais expostos, discutidas na €c2ab

Outros trabalhos confirmam a nossa hipotese, constatado parél. fossilisexposto
a deltametrina, que apresenta quadro anémico caagerpela eritropoiese (KUMAR et al.,
1999); paraR. quelen que apresenta aumento na concentragcdo de henmaglqbando
exposto a cipermetrina, na formulacdo Cyper§otmr 8 dias (BORGES et al., 2007); e para
A. multispinis que apresenta aumento de células vermelhas entmma& concentracdo de
hemoglobina quando intoxicado por deltametrina (PAD et al., 2007).

Por outro lado, alguns estudos relatam que o afisstddgico para suprir a demanda
de oxigénio nem sempre ocorre em peixes expospaetaoides. Al-Ghanbousi et al. (2012)
sugerem que os danos morfolégicos observados r@agjlas deA. dispar exposto a
deltametrina por 96 h podem ter reduzido a éareasujeerficie das trocas gasosas e,
consequentemente, levado a faléncia respiratOriaatlaexposta a cipermetrina por 60 dias
apresenta alteracdo hematoldgica indicativa de ianessultante de hemdlise ou de dano
branquial (VANI et al., 2012). Saxena e Seth (20@Rtam reducdo do hematdcrito, nimero
de células vermelhas e de hemoglobinaCzmpunctatusxposta a cipermetrina por 30 dias.

Em sintese, a concentracédo de 7,2 ftglé cipermetrina, na formulagédo Galgdtin

provocou ajustes osmorregulatorios e hematolégmlasionados erB. amazonicus.

6.2.4 Neurotoxicidade

A cipermetrina € conhecida por sua eficacia comimaga série de pragas e age,
principalmente, no sistema nervoso central (SN@G).i$50, é importante conhecer os efeitos
desse piretroide em biomarcadores relacionadose@dot nervoso. A acetilcolinesterase
(AChE) esta presente, principalmente, na fendgpsoee nas juncdes neuromusculares de
vertebrados. A AChE é responséavel por inativar etilaolina (ACh), hidrolisando-a em
acetato e colina. O modo de acédo da AChE ¢ a raprdacdo da ACh, controlando assim a

transmissao colinérgica.
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No presente estudo, observamos aumento da atividadAChE muscular dé.
amazonicugxposto ao Galgotrfh no entanto, néo foi verificada alteracdo da AChEbral
apos 96 h de exposicab. tincaexposta por 60 dias a concentracdes subletaisltiarbtrina
igualmente ndo apresenta alteracdo da AChE cer¢HERNANDEZ-MORENO et al.,
2010), assim comd. tsawytshaexposto a concentragdes subletais de fenvaleuato,
piretroide do tipo | (WHEELOCK et al., 2005).

Embora ndo tenhamos observado inibicdo da AChEbk@ren vivo, comumente
relatada em peixes expostos a piretroides (REDDH. £1992; MUSHIGERI; DAVID, 2005;
KUMAR et al., 2009) é provavel que a AChE cereldeaB. amazonicugsenha sido inibida na
exposicdo subletal, em momento anterior as 96 hBsza hipotese é suportada pelo engaio
vitro, no qual observamos reducéo na atividade da A@n&bral deB. amazonicugm até
65%. Balint et al. (1995) relatam inibicdo mistavitro da AChE cerebral d€. carpiq
provocada por deltametrina e resultante da interdodiretroide com o sitio ativo da enzima
ou com outra parte estrutural, que modifica o cepttalitico da mesma. Os inseticidas
organofosforados (OP) interagem covalentemente @asitio ativo da AChE, provocando
uma inibicdo permanente (WILSON, 2001). Embora passamos inferir sobre o tipo de
inibicdo (reversivel ou permanente) para o téstetro, esta inibicdo poderia provocar um
acumulo de ACh no SNC e nas jun¢cbes neuromusculieBs amazonicusresultando em
hiperexcitabilidade da transmissao colinérgica (Fagd6). Em resposta ao excesso de ACh,
um mecanismo compensatorio foi ativado: o aumermoatividade da AChE muscular,
provavelmente resultante do aumento da expressacagdesta enzima. A inibicdo da AChE
cerebral e o aumento de sua expressao génica tddelam um hibrido de eClarias
gariepinusx Clarias macrocephalysexposto ao clorpifirds, um inseticida OP (SOMNUEK
et al., 2009). A inducéo génica da AChE pareceis& resposta transcripcional para reduzir
a transmissdo nervosa colinérgica, que fica exadarbcom a inibicdo colinesterasica
provocada pelo OP (SOMNUEK et al., 2009).
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cerebral e o aumenia vivo da atividade da AChE muscular Be amazonicugxposto ao

Galgotrir®. +++ indica hiperexcitabilidade da transmissdwosa no motoneurdnio.

AChE |/ACh UACh I/AChE
transmissdocolinérgica |
44+ i
musculo

Fonte: Elaborado pela a autora.

Além disso, ndo se descarta a hipétese de iniedAChE no musculo dos animais
expostos, em momento anterior as 96h, e postanimento da atividade para compensar o
acumulo de ACh. Da mesma forma como descrito pamabeoo, a sintese de novas enzimas
poderia ocorrer para compensar a superestimulag@egica.

Esta alteracdo € um ajuste bioquimico, pois o atmiaei ACh poderia gerar uma série
de danos ao organismo. O aumento de ACh nas jumghgenais autondmicas do sistema
simpético e parassimpatico pode danificar a furg@awlhos, bexiga, coracdo e glandulas
salivares, provocar miopatias transitérias (WILSORQO01), contracdes musculares
prolongadas, resultando em paralisia e até morted SIMGERI; DAVID, 2005). As
alteragcbes locomotoras observadasBeramazonicusia exposi¢cédo aguda reforcam a ideia de
inibicdo da AChE no SNC.

Além disso, a literatura especializada reforca @stgosta, visto que a inibicdo da
AChE por piretroides € relatada para muitas espétee peixes. A cipermetrina reduz a
atividade da AChE cerebral de rohita, mesmo ap0ds 15, 20 e 45 dias de exposi¢do (DAS;
MUKHERJEE, 2003). O fenvalerato inibe a AChE emebéo, branquias, musculo e figado
de C. mrigala (MUSHIGERI; DAVID, 2005) eC. carpio (REDDY et al., 1992). EnC.
carpio, Szegletes et al. (1995) relatam que ha difereistdermas da AChE na espécie e
sugerem que a deltametrina possa alterar a dig#fibbaas isoformas de AChE, mesmo sem

alterar a sua atividade. A espé€le punctatus exposta a concentracdes subletaisAde
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cialotrina e cipermetrina, apresenta reducoes fgigtivas na atividade da AChE cerebral,
muscular e branquial (KUMAR et al., 2009).

Outros estudos mostram que os piretroides podesrfent na transmissao colinérgica
por outros mecanismos. Houssain et al. (2004) mopdue os piretroides sejam capazes de
modular a liberag&o de acetilcolina no hipocampaaties sem, contudo, alterar a atividade da
AChE cerebral.

Apesar das evidéncias encontradas neste estude teabalhos relatados, mais estudos

Sa0 necessarios e estdo em andamento para cordgstagroposta.

6.3 EXPERIMENTO lII: Exposic¢édo subletal ao Galgotrin® por 96 horas —
Avaliacdo da genotoxicidade

A cipermetrina, na formulacdo Galgoffjiné genotoxica as células vermelhas e aos
hepatocitos deB. amazonicus Como os danos no DNA das células vermelha e nos
hepatdcitos, acessado pelo teste do cometa, aumrentagnificativamente (P<0,05), de
acordo com as concentracdes de Galgtripopdemos afirmar que existe uma relagdo
concentracao-resposta. A resposta € mais evidertexiflo sanguineo, que entrou em contato
direto com o inseticida, e antes do tecido hepatico

O efeito clastogénico de piretroides € relatadoa ppeixes. A cipermetrina é
genotoxica para curimbRrochilodus lineatuscujas células vermelhas apresentam danos no
DNA, evidenciados pelo teste do cometa (SIMONIEL&KCal., 2009), e para hepatécitos de
D. rerio, cujos danos ao DNA séo concentracao-dependeatasapgrequéncia e intensidade
dos “cometas” (JIN et al., 2011). Ansari et al.0X2) afirmam que a\-cialotrina tem
potencial clastogénico e@. punctatuse relacionam o efeito genotoxico do piretroide ao
atagues oxidativos das ERO. Estes autores coratatimento de micronucleos (MN) e de
peroxidacao lipidica (LPO) em células vermelhagherracées cromossémicas (como quebra
de cromossomos e cromatides) em células rerm@isniloticus apresenta aumento na
frequéncia de MN em células vermelhas quando eagodeltametrina (KAN et al., 2012).

Os mecanismos da genotoxicidade da cipermetrimdaaestdo sendo estudados. A
natureza hidrofébica e o tamanho reduzido da mtdépermitem que a cipermetrina
atravesse as membranas com facilidade e assira atDNA, no nucleo da célula (SAXENA
et al., 2005; HUSSIEN et al.,, 2013). Uma vez derdm nucleo, a porcdo acida da
cipermetrina pode interagir diretamente com o DNAg polarizacdo, desestabilizar a
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estrutura da dupla hélice, desenrolando-a e asembizir aos danos cromossémicos
(SAXENA et al., 2005). Saxena et al. (2005) afirmane a cipermetrina tem forte potencial
clastogénico, visto as aberracdes cromossOmicasGtioms em células de meristema de
Allium sativumexpostas a cipermetrina por 24 horas e apés pesatao de 24 horas. Estes
autores confirmam a interacéo direta da ciperneettom o DNA, embora ainda néo esteja
claro se os metabdlitos da biotransformacdo ddrpide interagem com o DNA também

(SAXENA et al., 2005).

Além do efeito direto, a genotoxicidade dos pireige parece ser induzida pelo
estresse oxidativo, como relatado pBraerio (JIN et al., 2011)C. punctatufANSARI, et
al., 2011) eO. niloticus (KAN et al., 2012). Entende-se que 0 estresse atixinl esta
diretamente relacionado aos danos no DNA, poisspgcges reativas de oxigénio (ERO)
podem oxidar os lipidios, as proteinas e o DNA (GHRIDGE, 1995). As ERO podem
oxidar as bases nitrogenadas do DNA, levando adigdimde quebras em uma das cadeias de
DNA (quebras simples) ou quebras simples em posigfeoximadamente assimétricas nas
duas cadeias do DNA (quebras duplas) (BERRA e@Dg). Os produtos da LPO podem
ainda formar adutos de DNA (CARVALHO, 2001), os igupodem desestabilizar a dupla
hélice. Conforme discutido na sec¢éo 6.2.1, o Gatgoprovocou estresse oxidativo eBn
amazonicus visto o aumento de LPO hepético e branquial ealtesracfes no sistema
antioxidante. Estas alteracdes reforcam a hipatessue as ERO podem ter contribuido para
a genotoxicidade do Galgotfinespecialmente no figado, onde se observou aurderit®O.
Dessa forma, a genotoxicidade da cipermetrina, ateniflacdo Galgotrin®, em células
vermelhas e hepatdcitos pode ser resultiptio efeito direto do inseticida no DNA e/ay
dos ataques oxidativos provocados pelas ERO, ass&yidéncias de estresse oxidativo.

Jha (2008) relata que as alterac6es no DNA queanoem células somaticas podem
provocar doencgas potencialmente carcinogénicasrenatidades morfoldgicas, que afetam o
fithess a adaptabilidade e a sobrevivéncia do animalinisas alteragcdes no DNA relatadas
para B. amazonicuspodem implicar em danos ecoldgicos a espécie gamlepara a

necessidade de outros estudos, principalmente ealiagdes em longo prazo.
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a. O valor de CL50;96h indica que a cipermetrina, oamfilacdo Galgotrif, é
extremamente toxica aB. amazonicussegundo a classificacdo de Zucker (1985),

amplamente aceita em toxicologia aquatica;

b. O Galgotrir? causou estresse oxidativo em figado e branquiaB.damazonicus
exposto a 20% da CL50;96h, por 96 horas;

c. O GalgotrirP causou ajustes osmorregulatorios e hematoldgico.eamazonicus
exposto a 20% da CL50;96h, por 96 horas. Estedesjusstdo, provavelmente,

relacionados;

d. O GalgotrifP causou altera¢des histopatologicas Rnamazonicugxposto a 20% da

CL50;96h, por 96 horas, com dois vieses: mecanisfaaefesa e danos ao 6rgao;

e. O Galgotrirf causou ajuste bioquimico na AChE musculaBdamazonicusxposto a
20% da CL50;96h, por 96 horas. O testevitro confirmou a neurotoxicidade do

Galgotrir® a AChE cerebral, que nao foi observadsivo.

f. O Galgotrir foi genotéxico para hepatocitos e células vermeltiad. amazonicus

exposto a concentracdes subletais, por 96 horas.

Os efeitos deletérios, evidenciados principalmant®NA e nas membranas celulares
de B. amazonicugxposto a concentragdes subletais de Gal§otiertam para o fato de que
baixas concentragdes de Galgdtrippdem provocar danos com implicacbes ecoldgicas, a

quais podem se estender em longo prazo.
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