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RESUMO

A utilizacdo de substancias inseticidas é cadamaior, ndo s6 para fins agricolas, mas
também para combate a insetos de relevancia pasgige publica. Nos ultimos anos, no
entanto, tem-se observado uma substituicdo dos dipgesticida utilizados, diferindo quanto
a toxicidade. Os inseticidas piretroides, entres eledeltametrina, tém sido considerados
produtos ideais devido a baixa toxicidade para aesamiferos, amplo espectro de acao e
nao acumulacdo ao longo da cadeia trofica. Apdasaoddiversos estudos relatam os efeitos
toxicos da deltametrina sobre organismos nao atais,como os peixes. Nesses animais, a
toxicidade parece ser devida a deficiéncia na métagdo de piretroides e € revelada por
alteracbes hematoldgicas, metabdlicas e neuroggadédm da inducdo de estresse oxidativo.
O pacu,Piaractus mesopotamicué uma das espécies brasileiras que pode sedafptda
utilizagcéo intensa de piretroides. Essa espéciensiderada representativa do Centro-Oeste
brasileiro, area que potencialmente consome o malrme de agrotoxicos a base de
deltametrina no pais. Assim, os objetivos destsathe foram: determinar a toxicidade aguda
(CL(1)50;48h) de deltametrina para juvenis de paaveliar as alteracbes hematoldgicas;
avaliar as alteragcbes do metabolismo intermediérias defesas antioxidantes de pacus
expostos a concentracdo subletal de deltametri@% (da CL(1)50;48h) por 96 horas; e
avaliar os efeitosn vivada deltametrina sobre a atividade de acetilcolemase (AChE)
cerebral de pacu. A CL(1)50;48h de deltametrinaoatrada para juvenis de pacu foi 17,32
ng-Lt Apés a exposicdo subletal, o pacu apresentoragites sanguineas indicativas de
eritropenia e desidratacdo. As alteracdes no migtahw intermediario incluem protedlise
muscular e glicogendlise hepatica, acompanhaddspéeglicemia, indicando deslocamento
energeético para os processos de desintoxicacamt®@as defesas antioxidantes, a ocorréncia
de peroxidacgdo lipidica hepética indica estresddatixo, com deplecdo das reservas de
antioxidantes ndo enzimaticos e alteracdes nadatiei de enzimas antioxidantes. A AChE
mostrou-se responsiva a deltametrina, uma vez njueass expostos a concentracdo subletal

apresentaram inibicao da ACIirEvivo.

Palavras chave Piaractus mesopotamicudiretroide. Metabolismo. Estresse oxidativo.
Acetilcolinesterase.



ABSTRACT

The use of insecticides is increasing not onlyagriculture purposes but also against threats
to public health caused by insects. However, inl#s few years it is possible to see a
frequent replacement of current pesticides for névers, which differ in toxicity. Pyrethroid
insecticides, deltamethrin is an example, are demed ideal xenobiotics due to low toxicity
to mammals and birds, a wide range of targets ansiomagnification. Nevertheless, several
studies report the toxic effects of deltamethrimon-target organisms, such as fishes. In this
vertebrate group, high toxicity seems to be duartcenzymatic deficiency in hydrolyzing
pyrethroids and this fact can be assessed throegiatologic, metabolic, neurologic, and
oxidative stress investigations. Padiaractus mesopotamicuss a freshwater fish from
South America and is affected by massive use adthywids. This species is widely known in
the Midwest region of Brazil, wherein the largegtahemicals use takes place. The aim of
this study was the acute toxicity determination deitamethrin (LC(1)50;48h) for pacu
juveniles; evaluation of hematologic, metabolic amtioxidant defenses of pacu after 96 h of
sublethal exposure to deltamethrin (10% LC(1)50)4&valuation of deltamethrin effects on
the brain acetylcholinesterase (AChR)vivo. The LC(1)50;48h estimated to deltamethrin in
pacu juveniles was 17.32 pg-LIn response to sublethal exposure, pacu depicieod
changes suggestive of erythropenia and dehydraMetabolic changes included hepatic
glycogenolysis, muscle proteolysis, and hyperglyeensuggesting an overload of the
energetic metabolism to serve the detoxificatioocpsses. Regarding antioxidant defenses,
the occurrence of hepatic lipid peroxidation isitadive of oxidative stress with depletion of
non-enzymatic antioxidants and alterations in and@nt enzymes activity. Also,
deltamethrin depicted AChE inhibition in fish expdgo sublethal concentrations.

Keywords: Piaractus mesopotamicus Pyrethroid. Metabolism. Oxidative stress,
Acetylcholinesterase.
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1 INTRODUCAO

Visando garantir a producdo agricola em larga ascaliso de defensivos agricolas é
cada vez maior. Em 2005, o consumo de agrotoxioddrasil ultrapassou 200.000 toneladas
de ingrediente ativo e, desde 2008, o pais torecm+®aior mercado mundial de pesticidas.
Esse crescimento no consumo de defensivos agricmlasntanto, ndo foi acompanhado por
crescimento na producdo brasileira, indicando maionsumo por area cultivada
(CARNEIRO et al, 2012). Embora a tendéncia seja de crescimentaaimaior, observa-se
um aumento na producdo e utilizagdo de produtosiderados menos toxicos (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004; 2008gm substituicdo aos
pesticidas organohalogenados, organofosforadosbarpatos, que sdo altamente téxicos e
persistentes (DOREA, 2008).

Uma classe de inseticidas considerada menos tpaigamamiferos, e muito utilizada
atualmente, é a dos piretroides sintéticos, compoanalogos das piretrinas, inseticidas
naturais encontrados no crisanten@hrfysanthemum cinerariaefoliymOs piretroides sdo
considerados inseticidas ideais devido a baixacieile para mamiferos e aves, ao amplo
espectro de acdo e por ndo serem acumulados ouficedps na cadeia trofica (VIEIRA;
NEVES; QUEIROZ, 2007; SANTOS; AREAS; REYES, 2000. efeito inseticida geral
desses compostos se da por acdo no sistema neemisal e periférico, especialmente nos
canais de sodio voltagem-dependente dos neurbmugmedindo a despolarizacdo. Como
resultado, os nervos sao constantemente estimuliedasdo a tremores e paralisia muscular
e, finalmente, a morte (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUB, 1990; US-
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2006).

Entre os piretroides utilizados no Brasil, destseaa deltametrina, ingrediente ativo
de diversos produtos agricolas, de inseticidas dtiooé e de produtos tépicos para o
combate a piolhos e pulgas. E também recomendadafyrmegacio de casas e ambientes
abertos em areas de ocorréncia de malaria, aléapld@cao na aquicultura, por via oral ou
imerséo, no combate a ectoparasitas copépodes (RUBENet al, 2009).

A considerada seguranca para mamiferos na utibzaed piretroides levou a um
aumento muito grande em sua aplicacdo e, consegmente, a um aumento no impacto
desses compostos sobre o ambiente. Entre os argmisiais afetados pelos piretroides,
entre eles a deltametrina, estdo os peixes, queseam deficiéncias na metabolizacdo
rapida de piretroides, o que eleva a sensibiliddekse grupo. Esse grupo de organismos

apresenta importancia crescente no monitoramenterttaminacao da agua, pois é capaz de
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responder com grande sensibilidade a mudancas fiem@ aquatico (HERNANDEZ-
MORENOet al, 2010).

Grandes mortalidades de peixes ja foram atribuddpsesenca de deltametrina nos
corpos d’agua. No lago Balaton, na Hungria, em 138D toneladas de enguiasguilla
anguilla apareceram mortas; em 1995, a mortalidade foi der#€ladas. Analises da agua e
do sedimento revelaram a presenca de grande qadetie deltametrina, inseticida utilizado
contra mosquitos na regido (BALIN&t al, 1997). A presenca de inseticidas piretroides
também foi considerada responsavel pelo decling pgulacdes de diversas espécies de
peixes pelagicos do estuario do rio San FranciseoCaliférnia, apesar das condicdes
ambientais como chuvas e uso do solo serem prediaproducdo das espécies (BROOKS
et al, 2012).

A diferenca entre os dois casos referidos estéoneentracdo do piretroide a que 0s
organismos foram expostos e na sensibilidade desnoge Essas observacdes levam a duas
abordagens diferentes na avaliacdo do efeito demmamantes sobre os peixes. A primeira
abordagem baseia-se na determinacdo da toxicidadiade modo a definir concentracdes
que causam efeitos letais diretos. Esses estudosekfvantes para o estabelecimento de
legislacGes acerca da concentragdo maxima de desslansubstancia nos corpos d’agua. A
segunda abordagem na avaliacdo da toxidade de mposto é a determinagéo dos efeitos de
concentragdes subletais sobre a saude geral doismga Sabe-se que concentragbes néo
letais de deltametrina s@o capazes de alterar ds pgBoquimicos e fisiolégicos dos
organismos expostos, podendo, em caso de expasigiioua e prolongada, chegar a causar
efeitos deletérios as espécies caso as alterac@sculares sejam suficientes para
comprometer os comportamentos de forrageament@ figy predadores e reproducédo
(SCOTT; SLOMAN, 2004).

No Brasil, uma das espécies que podem ser negamntanmpactadas pela utilizacao
de inseticidas a base de deltametrina € o pAm@ractus mesopotamicukssa espécie é
nativa da Bacia do Prata e é considerada umassgasies representantes da regidao Centro-
Oeste. A ameaca ao pacu, em seu habitat naturalgdaegrande utilizacdo de piretroides em
sua regiao de distribuicdo. As maiores concentgad@eutilizacdo de agrotoxicos no Brasil
coincidem com as regifes de maior intensidade dooudturas de soja, milho, cana, citricos,
algodao e arroz, culturas para as quais insetiddaase de deltametrina sédo indicados. Da
regido, o Estado de Mato Grosso aparece como orntaiesumidor de agrotoxicos,
representando 18,9% do mercado nacional (CARNER&, 2012). Estando sobrepostas as
areas de distribuicdo do pacu e do uso massivesgéicdidas a base de deltametrina, justifica-
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se, entdo, a avaliacdo dos efeitos desses comEdios a espécie, de modo a embasar o
monitoramento da contaminacdo do ambiente aqu&igando a preservacao da espécie.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Consideracdes gerais

No mundo moderno, é cada vez maior a preocupagacscsintomas da degradacao
ambiental decorrentes do acumulo crescente deodajebano-industriais, do uso inadequado
dos recursos naturais renovaveis e ndo renovaeisyodificacdo dos espacos naturais pela
urbanizacao e industrializacdo. Esses processolamsna poluicdo generalizada dos rios e
oceanos, na devastacao de florestas, na poluicér das &reas urbanas, no acumulo de
dioxido de carbono da atmosfera, na perda de soibsaveis e na diminuicdo drastica da
biodiversidade. Essas pressfes humanas sobrerazaatna escala em que se realizam hoje,
sobrepujam a capacidade de resiliéncia, de autdagip e renovacdo de muitos
ecossistemas terrestres e aquaticos. No entaatpjeintemente esses problemas ambientais
sdo tidos como naturais, espontaneos ou como ao#rseigs inevitaveis da vida no homem
sobre a terra (DIEGUES, 1998).

Essa visdo de naturalidade da poluicdo € frutorde concepcdo de natureza como
recurso para ser utilizado. O individuo e as redac8ociais sdo colocados a parte do
ambiente, e ndo como parte integrante do mesmosuRovez, essa concepcao é apoiada pelo
modelo econdmico vigente, disfarcado sob um pretegstentavel, e que busca manter o
padrdo de desenvolvimento atual, omitindo o peso responsabilidade da poluicao
(LAYRARGUES, 1997). As préprias estruturas goverpatais reforcam essa ideia, como
pode ser visto pela “justificativa” ao uso de a@xitos no relatério de Indicadores de

Desenvolvimento Sustentavel, do Intituto BrasileileoGeografia e Estatistica (2008, p. 47):

O aumento da producdo de alimentos de maneira
sustentavel continua sendo o grande desafio da seto
agricola. Os agrotoxicos - produtos utilizados para
controle de pragas, doencas e ervas daninhaso- ersti@

0s principais instrumentos do atual modelo de
desenvolvimento da agricultura brasileira, centraxho
ganhos de produtividade.

Como é indicado pela citagdo, o uso de agrotoxécessto como um instrumento
indispensavel para a producéo agricola brasilEgsae € um dos motivos pelos quais o Brasil
passou a ser, desde 2008, o maior mercado munelialgbtdéxicos. Segundo dados da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)d®o Observatorio da Industria dos
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Agrotoxicos da UFPR, divulgados em 2012, nos Ulindez anos, o mercado mundial de
agrotoxicos cresceu 93%, enquanto o crescimentmeatgado brasileiro foi de 190%. Esse
crescimento no consumo de defensivos agricolasemanto, ndo foi acompanhado por
aumento nas areas de producao, indicando utilizdgdoaiores quantidades desses produtos
por area cultivada, maior frequéncia de aplicagbes aumentos da utilizacdo de misturas de
varios pesticidas. Em 2010, o mercado nacional mentou cerca de US$ 7,3 bilhdes e
representou 19% do mercado global de agrotoxicasse€ estdo concentrados em
determinadas categorias: o0s herbicidas, por exemmglpresentaram 45% do total de
agrotoxicos comercializados; os fungicidas respong®r 14% do mercado nacional, 0s
inseticidas, por 12% e as demais categorias dedigos, por 29% (WILSON; TISDELL,
2001; CARNEIRCet al, 2012).

Atualmente no Brasil, estdo registrados no Minigtéla Saude, no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e nmistério de Meio Ambiente (MMA),
434 ingredientes ativos e 2.400 formulacdes det@gjuoms. Esses produtos sdo permitidos no
Brasil de acordo com os critérios de uso e indicagstabelecidos em suas Monografias.
Porém, dos 50 produtos mais utilizados nas lavodeasosso pais, 22 estdo proibidos na
Unido Européia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANTARIA;
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2012).

Tendo em vista a elevada e crescente utilizac&gaeuimicos no Brasil, é provavel
que grande quantidade desses produtos alcancerpssadagua, impondo riscos a biota
aquatica e até mesmo a saude humana. Segundo tetiirenhal. (2005), quando pesticidas
sao aplicados, particularmente na agriculturagoarsos hidricos superficiais e subterraneos
sao os principais destinos. As autoras ainda afirgae ha casos em que menos de 0,1% da
quantidade de pesticida aplicado alcanca a peste-ahquanto os 99,9% restantes tem
potencial para atingir outros compartimentos anthisn como as aguas superficiais e
subterraneas. Ainda, lagos, lagoas e represas i&Ebsgnstos a receber e acumular
contaminantes provenientes de efluentes doméstidasglustriais, além de escoamentos de
areas agricolas, devido a sua configuracdo e doaéda circulacdo de agua especificas, que
s&o diferentes de outros ecossistemas aquéaticd®NWEDEZ-MORENOet al, 2010).

Hé& ainda outras formas pelas quais os pesticiddenp atingir o solo e as aguas. O
Instituto Mundial de Recursos (REPETTO; BALIGA, B)9lista sete formas de
contaminacgdo: aplicacdo em campo, para controlerdas daninhas; lavagem de folhas
previamente tratadas; manejo, tratamento e descmtiequados de embalagens vazias;

lavagem de equipamentos de aplicacdo; efluentegratdados das industrias de agrotéxicos; e
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aplicacdes diretas na agua, para controle de wetimedoencas ou no controle quimico de
parasitas em peixes.

Dores e De-Lamonica-Freire (2001) defendem quejaague grandes descargas de
poluentes ocorram, em geral, a concentracao deipastna agua tende a ser baixa, ja que
esses sdo geralmente pouco hidrossollveis e tardbeito ao efeito de diluigdo. Isto, no
entanto, ndo exclui a possibilidade de que conaedds muito altas venham a ocorrer apos
pesadas chuvas, especialmente quando as areatoad@&eum pequeno cérrego tenham sido
recentemente tratadas com altas doses de pestiEf@#ss deletérios sdo geralmente dificeis
de detectar nas popula¢des naturais, uma vez qgus d&sses efeitos tendem a se manifestar
apenas apo6s longos periodos de tempo. Quando to #&bena-se finalmente aparente, o
processo destrutivo pode ter ultrapassado o pontogee seriam possiveis medidas
mitigadoras (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Brooks e colaboradores (2012), avaliando o estufiririo San Francisco, nos Estados
Unidos da América, discutem que efeitos diretosalgaminantes em espécies de peixes séo
raramente observados e correlacionam a presengaeals elevados de contaminantes com o
declinio de espécies de diferentes habitats ertaistde vida. Segundo Scott e Sloman (2004),
riscos a sobrevivéncia das espécies ocorrem em eptvacbes muito baixas de
contaminantes, pois podem tornar o animal inafstmb@evivéncia no contexto ecoldgico.

A preocupacgdo com a contaminag¢do de ambientesi@pi@ com 0s potenciais riscos
a saude humana leva a necessidade de estabeleriaenegislacbes sobre os limites
maximos permitidos de substancias toxicas na &u@omunidade Econdmica Européia
estabelece em 04g- L™ a concentracdo méaxima admissivel de qualquercisstem aguas
destinadas ao consumo humano. Este limite temmimlovo de questionamentos, uma vez
qgue ndo considera a toxicidade especifica de cemt#uip. Por outro lado, a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) @©rganizacdo Mundial da Saude
(OMS) estabelecem niveis maximos para pesticidds/zittuais em agua, baseados em
estudos toxicologicos e epidemiologicos (DORES; IMMONICA-FREIRE, 2001). No
Brasil, a legislacgo CONAMA 357/2005 e a Portari@12/2011 do Ministério da Saude
estabelecem limites maximos de algumas substaparasa agua considerada potavel. Essas
listas, entretanto, contemplam apenas alguns agrog) enquanto outros, extremamente
toxicos para organismos ndo-alvo, como inseticuiieegroides e a maioria dos herbicidas em

uso atualmente, ndo possuem limites estabelecidos.
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2.2Inseticidas piretroides

A utilizacdo de compostos inseticidas especifieoaegou em meados do século XX.
Antes disso, 0 controle de pragas era feito utilizase agentes inorganicos, tais como
enxofre, arsénico e cianeto, altamente téxicos pamdebrados. A introducdo desses
compostos mais especificos promoveu uma supostugdo no setor agroquimico, uma vez
que permitiu a minimizacdo de perdas na produc&iadeno ataque de insetos (LOPEZ;
FERNANDEZ-BOLANOS; GIL, 2005). Em longo prazo, estanto, a utilizacdo de
inseticidas mostra-se ineficiente e custosa, unzaque as populacdes de pragas tornam-se
mais resistentes ao pesticida, sendo necessai@araguantidades cada vez maiores deste.
Outro inconveniente é que o inseticida ndo é seled pode, portanto, eliminar os predadores
naturais da espécie considerada praga (WILSON; EL:D2001).

Em busca de maior efetividade contra as pragaseromefeito toxico sobre
organismos nao alvo, no decorrer dos ultimos 80s,afaram desenvolvidas as maiores
classes de inseticidas. Organoclorados (OC), ofgsfmwados (OP) e carbamatos séo
reconhecidamente prejudiciais ao ambiente e témwtenpial de afetar a salude humana, uma
vez que atuam sobre o metabolismo como um todajoseeurotoxicos, mutagénicos,
carcinogénicos e/ou teratogénicos. Apesar de seremos persistentes que os inseticidas OC,
os OP e carbamatos sdo potencialmente mais tomiessprodutores e trabalhadores do
campo, especialmente se forem mal utilizados. D&ssaa, 0 objetivo das pesquisas em
pesticidas é encontrar substancias cada vez maide's”, ou seja, que tenham alta eficacia e
seletividade e que n&o prejudiquem o ambiente salide humana (LOPEZ; FERNANDEZ-
BOLANOS; GIL, 2005).

Nesse sentido, o desenvolvimento dos piretroidaisisia hoje considerado um feito.
Essa classe de inseticidas, que despertou intesegsatir do inicio dos anos 1970, é
representada por compostos sintéticos, analogospidesinas, substancias extraidas do
crisantemo Chrysanthemum cinerariaefoligne com efeito inseticida natural. Elliott (1976)
listou as vantagens dos piretroides sobre as ip@ste sobre outras classes de inseticidas: (1)
maior estabilidade no campo, quando comparado e €dPbamatos, estando ativos ap6s duas
semanas na superficie foliar sob luz solar inte(®ametabolismo e eliminacédo rapidos em
mamiferos, conferindo baixa toxicidade a esse gdgorganismos; (3) persisténcia limitada
a algumas semanas no solo; (4) maior poténcia,eopgumite taxas de aplicacdo menores,
gue minimizam a contaminacdo ambiental e compensam custo. Essas moléculas sdo

ésteres, geralmente contendo um anel de dimetifzsibano com um radical variavel na
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porcdo acida, o acido crisantémico ou o acido @t na por¢cdo alcool, estdo presentes
anéis aromaticos e, as vezes, um grip@no (SOGORB; VILANOVA, 2002).

Os piretroides sdo considerados inseticidas iddeisdo a baixa toxicidade para
mamiferos e aves, ao amplo espectro de acao, semdceficientes que inseticidas OC, OP e
carbamatos, e por ndo serem acumulados ou magloificaa cadeia tréfica (VIEIRA,
NEVES; QUEIROZ, 2007; SANTOS; AREAS; REYES, 200Hssas caracteristicas
favoraveis permitiram a aplicacdo generalizada giostroides em praticamente todos os
setores de controle de insetos, fazendo com qu@08rh essa classe de pesticida chegasse a
representar 30% do mercado mundial de insetici¥da3VERBERG; BERCKEN, 1990;
KOPRUCU; AYDIN, 2004). Segundo dados do sistemaofigrdo MAPA, o Brasil tem hoje
14 piretroides registrados como ingrediente atbom 104 formulacfes comerciais para uso
agricola, e quatro registrados para uso domé®irAgIL, 2013).

O efeito inseticida geral dos piretroides se da gg#io no sistema nervoso central
(SNC) e periférico, caracterizando-os como toxiagionais, que causam efeitos adversos
de forma secundaria, como consequéncia da hip&abiiclade neuronal. Isso € demonstrado
pela inexisténcia de danos anatomopatolégicos n&,Siesmo depois de repetidas
intoxicagcdes agudas (VIJVEGBERG; BERCKEN, 1990).m@oresultado, 0s nervos sao
constantemente estimulados; alguns compostos ppo®tazir sensagédo de formigamento na
pele, enquanto a estimulacdo continua provoca tesnanovimentos descontrolados,
convulsBes, paralisia muscular e, finalmente, aten(@RGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 1990; PROUXet al, 1993; US-ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
2006).

De acordo com os sintomas de intoxicagdo produzdosnamiferos, os piretroides
foram divididos em duas classes. Os piretroides ltipdo aqueles que ndo contém o grupo
alfa-ciano como substituinte na estrutura do acrigantémico e cujos efeitos neuroldgicos
tém origem periférica, exibindo a chamada sindrdmgemores): os sintomas de estagio
final de intoxicacdo sdo espasmos convulsivos tiarg@o e morte. Nessa classe séo incluidos
aletrina, permetrina e resmetrina, inseticidaszatlos em programas domissanitarios. Ja 0s
piretroides tipo Il (cipermetrina, deltametrina enpropanato, utilizados contra pragas
agricolas) possuem o grupo substituinte alfa-ciancausam a chamada sindrome CS
(coreoatetose e salivagéo), exibindo como sintateastoxicacao efeitos de origem central,
como salivacdo excessiva, movimentos irregularessndembros e convulsdes cronicas. Ha

alguns piretroides que causam sintomas combinagldehores e salivacédo, e sédo, por isso,



19

causadores da sindrome intermediaria TS (ORGANIZAQAINDIAL DA SAUDE, 1990;
VIJVERBERG; BERCKEN, 1990; ERASLAN al, 2007).

O sitio primario de acdo dos piretroides sdo osisae sédio voltagem-dependentes
das células nervosas. A base para geracdo de wspelsconducdo nervosa esta na
permeabilidade ibnica seletiva de membranas exdgdsombinada com os gradientes de
concentracdo dos ions sodio e potassio: maior otnagd@o de sodio no exterior e maior
concentracdo de potassio no interior da membramaebrana em repouso é eletricamente
polarizada por esse gradiente de concentracaop semderior mantido em -60 a -80 mV em
relacdo ao exterior, gragas a bomba dé/K¥a Um impulso nervoso é gerado por um
aumento rapido e temporario na permeabilidade dmbrena aos ions soédio, gracas a
abertura de canais ibnicos, resultando em umadeantransitoria de sodio, seguida por saida
de potassio. As correntes idnicas causam uma Eevéosal e passageira do potencial de
membrana e o potencial de acdo resultante é calwani longo da fibra nervosa. Ap6s um
curto periodo de tempo, os canais idnicos se feaharmembrana passa pelo processo de
repolarizacdo. Os inseticidas piretroides se ligaxs canais de Naincluindo os receptores
de acetilcolina, e modificam sua estrutura, dimmdoi a velocidade de fechamento desses
canais. Como resultado, a fase de despolarizacfibrdanervosa apos o potencial de acéo €
prolongada, chegando a atingir o limiar para egéita causando estimulos continuos e
repetidos. Esse é o mecanismo responsavel peto afseticida dos piretroides (PROWX
al., 1993).

O modo de acéo dos piretroides pode ser explicagonslo o modelo de Hodgkin-
Huxley para o funcionamento dos canais de soditagein-dependentes. Segundo esse
modelo, a abertura e o fechamento do canal sdadgepor duas comportas independentes,
que sao opostamente dependentes do potencial déraream Em condi¢cdes normais, em
resposta a despolarizacdo da membrana, ocorreda #ipertura da comporta de ativacéo e o
fechamento mais lento da comporta de inativacdo aiwsis de Na Na presenca de
piretroides o fechamento da comporta de ativac@taédado; no processo de repolarizacéo,
esse efeito previne o fechamento rapido do canaldéd®, resultando em uma corrente de
entrada de Na+ prolongada (CHINN; NARAHASHI, 1988,lJVERBERG; BERCKEN,
1990; NARAHASHI, 1996). O esquema apresentado garkil mostra o modelo do canal
de sodio voltagem-dependente em condicdes normais @resenca de um inseticida
piretroide.

Ha ainda outros mecanismos secundarios que aumeataraurotoxicidade dos

piretroides, principalmente aqueles do tipo lls tedmo inibicdo dos receptores nicotinicos de
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acetilcolina; inibicdo dos canais de’Caoltagem-dependentes da membrana pré-sinaptica,
resultando na nao liberagcdo de neurotransmisserésibicdo dos receptores do &cigo
aminobutirico (GABA), bloqueando os canais de @l sua ativacdo, levando a
hiperexcitabilidade (NARAHASHI, 1985; SODERLUND; BIOMQUIST, 1989; BURR;
RAY, 2004). Alguns autores, ainda, tém sugeridit@gesecundarios de piretroides em outros
componentes do sistema nervoso, como nas enzimas cqtalisam a sintese de
neurotransmissores, por exemplo, a colina acetifemase, e naquelas envolvidas com a

terminacdo do estimulo nervoso, a acetilcolinester@AChE) (HOSSAINet al, 2004;
HOSSAINet al, 2005).

Figura 1 - Sequéncia esquematica simplificada dos eventos
abertura e fechamento de um canal de sédio voltagem
dependente de acordo com o modelo de Hodgkin e Hayl
em uma situacdo controle (esquerda) e na presenca dm
piretroide (direita).

Controle Piretroide
Comporta de inativacdo
i Na + i Na +

JjE- JjE -
TE O JE e
E 75 mv

Fonte: Adaptado de VIJVERBERG; BERCKEN, 1990.

A seguranca na exposicdo de mamiferos a piretr@ddesmprovada por diversos
estudos. Segundo Eraslan e colaboradores (200f0s mdimentados com 30 mg de

deltametrina por kg corporal, durante 60 dias,af@esentaram alteracdes bioquimicas tipicas
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da contaminacdo por pesticidas. Isso pode sercexiglipelo fato dos piretroides sintéticos
serem rapidamente metabolizados no figado dos maasjf onde sdo desintoxicados,
facilitando a rapida excrecdo pela urina (BRAGUIRD05; SANTOS; AREAS; REYES,
2007). Em cabras mergulhadas em solucbes de ciprerajeos efeitos do toxico sobre
transaminases plasmaéticas, indicativas de les@dutes e alteracdes no metabolismo de
proteinas, foram transitorios, indicando rapidaipecacdo dos animais expostos (KHAN
al., 2008).

Para outros grupos animais, no entanto, os pidetsooferecem riscos elevados. A
toxicidade seletiva dos piretroides para vertelsath ordem decrescente de sensibilidade é
peixes >> anfibios>= mamiferos > aves. Em numeros, a faixa de letadidaara peixes,
representada pela CL-50/96h, é na ordem de }higehquanto para ratos, a dose oral letal
(DL-50) é de 700 mg-kbe para aves, é maior que 2.000 mg: Kentre os invertebrados, os
artropodes, gue incluem os organismos alvo, sdaratgéordem de grandeza mais sensiveis
do que os peixes. Por outro lado, microrganismogaativamente insensiveis a piretroides.
A elevada sensibilidade dos peixes aos piretromaparados a outros vertebrados, tem sido
explicada com base nas taxas de biotransformagaeja, quanto menor a biotransformacao,
maior a toxicidade (HAYA, 1989; US-ENVIRONMENTAL RRITECTION AGENCY,
2006).

Essa aparente seguranca para mamiferos levou engedacdo da utilizacdo de
inseticidas piretroides em programas de controleederes de doencas, como a malaria. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda dadeta a aspersao de piretroides ou
de piretroides combinados a inseticidas OP, em dbos e ambientes abertos, além da
impregnagdo de mosquiteiros com o inseticida, cdmadidade de controlar as populacdes
de mosquitos transmissores de malaria (ORGANIZAQAONDIAL DA SAUDE, 2010).
Essa pode ser considerada outra fonte de contafwinde ambientes aquaticos por
piretroides, além do uso agricola e doméstico,camido em risco organismos nao alvo da
biota aquética.

2.3 Deltametrina

Um dos piretroides mais utilizados mundialmente éeftametrina, cuja formula
estrutural esta apresentada na Figura 2. Trataesend inseticida de contato e ingestao,
indicado para combater pragas de diversas cultimakjindo frutas, arroz, café, citros,

eucalipto, pastagens, algodao, soja e trigo; eantgiretroide em numero de formulagdes
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para uso agricola no Brasil (BRASIL, 2013). E tamkméprincipio ativo de muitos inseticidas
domésticos e de formulagcfes contra piolhos e puljém de ser recomendado em diversos
paises, inclusive no Brasil, para o controle derest da malaria. Mais recentemente, foram
disponibilizadas, no mercado norte-americano epauwoformulacdes contendo piretroides
como ingrediente ativo para uso em aquicultura,combate a ectoparasitas de salmé&o.
(SEVATDAL; HORSBERG, 2003; ROBERTSO&t al, 2009; BURRIDGEet al.2010).

Figura 2 — Formula estrutural da deltametrina, (S)-
a-ciano-3-fenoxibenzil (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-
2,2- dimetilciclopropanocarboxilato.

Br
C=CH CH, CO..__.CHM
N Y S
CH, = =

Eir'f

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Segundo a resolucdo n° 61/2003 da Agéncia NacidealVigilancia Sanitaria
(ANVISA), a deltametrina é uma substancia de d&sgido toxicoldgica Ill, ou seja,
moderadamente toxica para aves e mamiferos; e adsifaltacdo ambiental I, altamente
perigosa ao meio ambiente. Essa informacdo tambk&rpessente na bula dos produtos cujo
ingrediente ativo € a deltametrina, acrescidas infmsmacdes sobre o uso adequado e
precaucbes. Essas precaucdes sdo necessariasvparaingpactos no ambiente, ja que
diversos efeitos toxicos da deltametrina em orgamés ndo alvo tém sido relatados. Os
principais organismos afetados sdo comunidadesctplaicas (LEBOULANGERet al,
2009), insetos benéficos, como abelhas e cole@téBADIOU; BELZUNCES, 2008;
ARAUJO et al, 2004), crustaceos (THOMA& al, 2008), peixes (CENGIZ; UNLU, 2006;
PIMPAO; ZAMPRONIO:; SILVA DE ASSIS, 2007; SAYEEB al, 2003; VELISEKet al,
2007; VIRANet al, 2003) e répteis (ALEXANDER; HORNE; HANRAHAN, 220N

Uma das formas pela qual a toxicidade de um coropbsivaliada é através de testes
de toxicidade aguda. O resultado estatistico obdidm valor de concentracdo letal inicial
mediana (Ck50) ou a concentracdo letal mediana (CL50), queresemtam,
respectivamente, a concentracdo nominal da amostiaicio do ensaio ou a concentracao

real da amostra, e que causa efeito agudo a 50%rdasismos no tempo de exposicao. A
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altima norma estabelecida pela ABNT (2006) suge @s ensaios com peixes, em sistema
estatico, tenham duracado de 48 horas.

A deltametrina é altamente toxica para peixes, ®afores de CL50;96h variando
entre 0,4 e 2 pg-t para espécies de clima temperado. H4 um coeficidat correlacdo
negativo entre a toxicidade dos piretroides e g&zatura. Essa correlacdo é possivelmente
devida a maior atividade das enzimas microssomaibictransformacdo em temperaturas
mais elevadas e ao fato da sensibilidade do sisteeneoso variar com a temperatura
(HAYA, 1989; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1990). $so explica a grande
variabilidade nos valores encontrados na literapaia a CL50 de espécies diferentes e até
para uma mesma espécie. P&mprinus carpio foram descritos diferentes valores de
CL50;96h de deltametrina: 0,074 pg;l1,45 pg-L* e 3,5 pug-I* (KOPRUCU; AYDIN,
2004; SVOBODOVAet al, 2003; DZIAMAN; SITAREK; KLYSZEJKO, 2010); para
Oreochromis niloticugoram encontrados: 1,70 pgtl4,85 pg-! e 14,5 pg-[* (KARASU
BENLI et al, 2009; YILDIRIM et al, 2006; GOLOW; GODZI, 1994; EL-SAYED; SAAD;
EL-BAHR, 2007). Além da temperatura em que foi irzalo o teste, a fase de
desenvolvimento em que o organismo se encontraémamibterfere nos valores de CL
encontrados. Algumas outras espécies que ja tiveramalor de toxicidade aguda de
deltametrina determinado forar@larias gariepinus com CL50 de 0,004 pg't Brycon
amazonicus2,6 pg- L Poecilia reticulata,5,12 pg- LY Oncorhynchus mykis$,69 pg-
Clarias batrachus, 0,45 mg-[(DATTA; KAVIRAJ, 2003; CORTELLA, 2010, VIRANet
al., 2003; URAL; SAGLAM, 2005; KUMAR, 2012).

Ainda que a concentracdo letal de deltametrina glgtanas espécies seja tao baixa, a
Organizacdo Mundial da Saude (1990) e alguns oatntsres afirmam que concentragdes
toxicas ndo sdo provaveis de serem encontradasierte natural, apenas em experimentos
de laboratério, justificando que esses compostosaddorvidos pela matéria particulada em
suspenséao ou pelo sedimento (BURRID&Eal, 2010). No entanto, estudos mais recentes
propdem que os fatores que influenciam o destinbiodisponibilidade e a toxicidade de
inseticidas podem ser diferentes entre condicOegdedas e tropicais, principalmente
devido as grandes diferencas nos processos figjaasjcos e bioldgicos existentes nesses
ambientes. Como resultado, a grande maioria dasicensoxicoldgicos desenvolvidos nas
tltimas décadas na Europa e na América do Norterpatfio ser diretamente aplicados aos
tropicos (MOREIRAet al, 2010). Esses autores fizeram experimentos ensiqudavam a

ocorréncia de chuvas em areas recém tratadas coinsaticida a base de deltametrina e
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observaram que a agua de escoamento superficelpoderia chegar aos rios, mantinha
concentracdes do piretroide capazes de causartaliskade de guaru®oecilia reticulata

Os dados obtidos por Brooks e colaboradores (2@i@pém refutam a hipdtese de
auséncia de efeitos negativos nas concentracOegeraaib de piretroides. Esses autores
analisaram os contaminantes no delta do rio Samcis@ (Califérnia, EUA) e o declinio na
abundancia de multiplas espécies que se mostrdarade por volta do ano 2002. Esse
declinio era inesperado, uma vez que o0 uso dastaa redor estava estavel ha muitos anos e
gracas as chuvas acima da média dos anos antegeresesperado um aumento no SuUCesso
reprodutivo de muitas espécies. Apesar desseg$atos autores observaram declinio abrupto
na abundancia de espécies pelagicas, coincidincoccaaior uso de piretroides nas areas
agricolas, em substituicao a inseticidas OP.

Os principais fatores que contribuem para a elevaxidade da deltametrina, e dos
piretroides em geral, para os peixes sdo a eleaslarcdo através das branquias, o que expoe
imediatamente o organismo aos efeitos do toxicgue deficiéncia nos processos de
metabolizacdo de piretroides (HAYA, 1989; SRIVASTASRIVASTAVA; SRIVASTAV,
1997; VELISEKet al, 2007). Desses fatores advém os efeitos no meatmhntioxidante e
energético dos animais expostos a concentracoesagueausam a morte imediata do animal,
mas que podem provocar desbalanceamentos profusmdosua fisiologia, chegando a
comprometer sua sobrevivéncia a longo prazo, armlatacdo de recursos energéticos para

outras fungdes, como reproducéo.

2.4Biotransformacao e defesas antioxidantes

Os organismos tém duas maneiras principais de r&limim composto quimico:
através da excrecao direta do composto originalsarforma inicial, ou através do processo
de biotransformacé&o. Esse processo leva a forndg@ma substancia mais hidrofilica e que
€ mais facilmente excretada em comparacédo a maléciginal, porém, em alguns casos, a
biotransformacdo aumenta a toxicidade, pois origir@lutos altamente reativos. O 6rgdo
mais comumente envolvido na biotransformacdo debiéticos € o figado, devido a sua
funcao, posicao e suprimento de sangue (VAN DER D@EYER; VERMEULEN et al.
2003; NICHOLS; SCHLTZ; FITZSIMMONS, 2006).

Piretroides sdo compostos muito apolares e, compd@o passiveis de acumulacéo

em tecidos ricos em lipidios. A forma mais eficeede aumentar a solubilidade de um éster
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carboxilico, como a deltametrina, € sua hidrélesgalisada por carboxilesterases (CbE) em
moléculas de alcool e acido carboxilico. Esses mdéitas sdo mais sollveis em agua e
podem ser eliminados pela urina. Essa € a prinvipatle desintoxicacédo de piretroides em
mamiferos: em ratos, 0s principais mecanismos s#&tagio na posicdo 4’ e clivagem da
ligacdo éster (ANADOM al, 1996; SOGORB; VILANOVA, 2002).

No entanto, diferengcas na atividade ou na presdaceias metabdlicas especificas
podem determinar a dimensdo da acumulacdo e deidacdée de certos compostos para
determinadas espécies, e resultar nas grandesrdifey de sensibilidade a um contaminante
em particular. Glickman e colaboradores (1979) raosin que carpas apresentam maior
atividade de esterases e maior habilidade paralisigr a permetrina do que a truta arco-iris.
Porém, peixes, em geral, parecem ser deficientesisiema enzimatico de hidrdlise de
piretroides, sendo a bile a principal rota paraegd@o dos metabdlitos, significativamente, de
produtos conjugados de piretroides hidroxiladosss@eforma, esse grupo de vertebrados
parece ser mais dependente de outras vias densfmraacédo, diferentes das CbE (HAYA,
1989; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005).

A biotransformacédo é didaticamente dividida em daass. As reacdes enzimaticas
de fase | envolvem oxidacdes, reducdes e/ou hsdsilie introduzem ou expdem um grupo
funcional do xenobidtico. A fase Il consiste emcfEs de conjugacdo do xenobidtico,
original ou modificado na fase |, com compostos égetios, como acido glicurdnico,
sulfatos, acetato, o tripeptideo glutationa ou régwminoacidos (HODGSON, 2004;
ORELLANA; GUAJARDO, 2004).

As reacdes de fase | sdo catalisadas por enzimas-mpgenases microssomais,
também conhecidas como sistema de oxidases deofungiia, do qual fazem parte o
citocromo P450, o citocromao; le a NADPH citocromo P450 redutase. Em peixes, iarraa
das reacOes de biotransformacédo da fase | é eaalfela familia de citocromos P450, que
compreende uma variedade de hemoproteinas de manipradominantemente localizadas
no reticulo endoplasmatico liso dos hepatdcitosimeaanica das reacfes catalisadas por esse
sistema, ha uma série de transferéncias de elagonsitilizam o NADPH como doador de
equivalentes redutores, além da reducéo de um aenoaigénio molecular a agua enquanto
outro é incorporado ao substrato e posteriormeititilado. Existem evidéncias de que
nesse processo poderiam ser geradas espécieasaddivxigénio (ERO), tais como o anion
superoxido (@) e peroxido de hidrogénio ¢(B;) (VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003; ORELLANA; GUAJARDO, 2004).
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As principais enzimas responsaveis pela fase Ibidgansformacdo sdo a uridina
difosfato glicuronosil transferase (UDPGT), sulfmtsferase e glutationa-S-transferase. Elas
sao responsaveis pela ligacdo covalente entre podrncional do xenobidtico original, ou
aquele inserido na fase |, com algum composto erddgseralmente o conjugado € inativo e
é eliminado através da bile.

Em ratos tratados por via oral e intravenosa coltametrina, o metabdlito 4’-OH-
deltametrina € encontrado, juntamente com a maémuginal, no plasma e no cérebro desse
animais trés horas apés a administracdo. Essatisalas apresentam meia-vida de 18 a 41
horas, periodo apos o qual os derivados é&lcoolid® &arboxilico, resultantes da acdo de
esterases, estdo presentes na urina (ANAROBI, 1996). Em truta arco-iris, no entanto,
apos exposicdo ao piretroide permetrina, Glickmaolaboradores (1981) ndo identificaram
subprodutos de hidrolise de piretroides, apenastallito hidroxilado e seu conjugado com
acido glicurdénico. A mesma observacéo foi feita powards, Millburn e Hutson (1986)
analisando comparativamente trutas, sapos, rat@®dernas expostos e tratados com
cipermetrina. Segundo esses autores, a elevadarntoagio do metabdlito hidroxilado 4'-
OH-cipermetrina no cérebro de trutas indica quee ess o principal produto de
biotransformacao, seguido pelo conjugado glicu@mia bile. Ambos os estudos corroboram
a hipotese de que, em peixes, a metabolizacdoreteopies se da principalmente através de
reacOes da fase |, com potencial geracao de ERO.

Os produtos de reducdo do oxigénio molecular s@écess oxidantes de elevada
poténcia e capazes de reagir com macromoléculakued, levando a inativacdo de enzimas,
peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e, por fim, armaelular. Os sistemas biolégicos
adaptaram, durante a evolugcdo, mecanismos de defegaaticos e ndo enziméticos para
proteger os componentes celulares do dano oxidatin vez que a propria respiracao
celular, no processo de fosforilagdo oxidativa, @ndicées normais, pode gerar ERO em
pequenas quantidades. Um desbalanceamento erdragiig e a neutralizacdo de ERO pelos
mecanismos antioxidantes de um organismo é chasskesse oxidante (VALAVANIDI®t
al., 2006).

Uma caracteristica importante das ERO e que comtgiara a necessidade de
surgimento de mecanismos de defesa variados éaaidagde de uma espécie reativa originar
outras espécies ainda mais agressivas a estrugluiarc A Figura 3 mostra a cascata de
reacdes de formacdo de ERO a partir do anion sxiger@erado nas reacfes de fase | de
biotransformacdo de xenobioticos. O peréxido deodgénio (HO,) pode ser reduzido a

radicais hidroxil (OH) na presenca de metais de transicdo, pela rea&@mon, ou pelo
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anion superoéxido, através da chamada reacdo da-M&diss. Superoxido e &, sdo muito
menos reativos do que GH o0 maior risco para a célula que os produznéeaacdo entre 0s
mesmos. Como ndo ha neutralizantes para os ra@¢hisa unica forma de prevenir o dano
oxidativo através desse radical é controlar asbesague podem levar a sua formacéo. Por
esse motivo, foram selecionadas as células qualipossstratégias sofisticadas para manter
as concentracdes de superoxideOHe metais de transi¢cdo tais como ferro e cobre sob
controle rigido (APEL; HIRT, 2004).

Figura 3 - Geracéo de diferentes espécies reativde oxigénio (ERO) por transferéncia
de elétrons ou reducao univalente sequencial.

lon radical

superéxido ) fon peréxido ) fon oxeno ) fon éxido
.- e 2- e 3- - = 2-
0, o’ o) o) 0
1H+ l 2H" 2H" lH+ lZH+
HO, H20; H,O OH" H,O
Radical Peréxido de Agua Radical hidroxil Agua
peridroxil hidrogénio

Fonte: Adaptado de APEL; HIRT (2004).

A avaliacdo da ocorréncia de danos e de estregdation em resposta a exposicao a
poluentes, como a deltametrina, pode ser feiteanitlo-se biomarcadores moleculares. Além
de avaliar os produtos do dano provocado por rexdicaies, podemos avaliar o estado dos
mecanismos de defesa antioxidante, através daaedali da atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catdfadd), glutationa peroxidase (GPx), e de
antioxidantes ndo enzimaticos como glutatiom#égcoferol, acido ascorbico @caroteno.
Também é possivel fazer essa avaliacdo atravesrigdes na expressdo de determinados
genes, porém as vezes o nivel de RNAm transcripasta de determinado gene e a atividade
catalitica de seu produto mostram tendéncias opoptavavelmente devidas a diferencas
temporais de processos pds-transcricionais e dessirprotéica (VALAVANIDISet al,
2006; REGOLIet al, 2011).

Superdéxido dismutases sdo uma familia de metalo@szgue atuam como a primeira
linha de defesa contra as ERO, catalisando a res;édsmutacédo do superoxido enOqt
2 O; + 2H = H,O, + O,. Seu papel antioxidante é considerado fundamemntsd, vez que
estdo presentes em todos 0s organismos aeréb&msoBhecidas trés isoformas de SOD em
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eucariotos, com distribui¢cdes celulares e metaisndbs. A forma citoplasmatica contém um
atomo de cobre e um de zinco em seu centro ceteldiforma mitocondrial é formada por
quatro subunidades idénticas, cada qual com umaatemmanganés; e a forma extracelular,
secretada por fibroblastos, também utilizam atordescobre e zinco como cofatores
(ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002; VAN DER OOST; BEYER; ¥RMEULEN, 2003;
APEL; HIRT, 2004).

A atividade da CAT previne que o peroxido de ddnio formado pela SOD reaja
espontaneamente com metais de transicdo ou conomrsuperéxido e origine um radical
hidroxil. A reacdo catalisada é: 2@ - 2 H,O + O,. Essa enzima esta localizada nos
peroxissomos, e contém o grupo heme como grupdéticms Apesar de existirem outras
peroxidases com capacidade de utilizar,@+tomo substrato, a CAT € especifica pas@H

A glutationa peroxidase € uma enzima citosOlag@aez de degradar.8,, assim como
peréxidos organicos. A atividade da GPx requeragjluta reduzida (GSH) como cosubstrato,
fornecendo elétrons para a reacdo, além de senicelépendente. Como produto, ha
formacdo do alcool correspondente ao peroxido glutationa oxidada. A importancia da
GPx reside no fato de esta ser uma alternativeeefe para manter baixos niveis dgdrina
célula, uma vez que pouca quantidade de CAT é @mactanno citoplasma (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Outra enzima que pode ser utilizada para avalibalango entre pré e antioxidantes
celulares € a glicose-6-fosfato desidrogenase (B§PBEssa enzima, do desvio das pentoses,
esta indiretamente envolvida na defesa cont@;ld outros peroxidos organicos, uma vez
que atua na formacdo de NADPH, coenzima necesparia a reciclagem de moléculas
oxidadas de glutationa, através da atividade datgna redutase (REGOEL al, 2011).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos podemagackr a propria glutationa
reduzida, que, além de cosubstrato para a GPxaeap@ST, na fase Il de biotransformacéao,
pode neutralizar radicais livres diretamente, rediczos. Trata-se de um tripeptideo formado
por residuos de glicina, cisteina e acido glutanfdASSPIELAR; BEHAR; DIGIULIO,
1994; LU, 2009).

Bainy e colaboradores (1996) avaliaram os paramerd e antioxidantes de tilapias
do reservatorio da represa Billings, na cidade @e Baulo, sabidamente contaminado por
efluentes domésticos e industriais. Foram obses/admentos expressivos na atividade dos
componentes do sistema hepatico de mono-oxigenese®y citocromo P-450 e citocromo
bs, concluindo, entdo, que a geracao de radicaisdiderivados de reacdes desacopladas,

ocorre em taxas maiores no figado do que em brasiguiim.
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Regoli e colaboradores (2011) comprovaram que el ke transcritos e de atividades
das enzimas CAT, GPx e SOD apresentaram-se maiordfgado do que em branquias de
enguias mantidas em ambiente poluido, confirmandecwmlo hepatico como o primeiro a
combater o desafio oxidante causado pela expodef@ixes a toxicos, apesar das branquias
serem o primeiro 6rgdo de contato.

Sayeed e colaboradores (2003) obtiveram, comostsmeChanna punctatus
exposicdo a 0,75ug-Lde deltametrina (50% da CL50) por 48 horas, aumeas atividades
de GPx e de GST em figado e rins, aléem de niveiS®ld, o que, segundo os autores, foi
capaz de promover protecao contra as ERO; no masiaho, entretanto, observaram que
a atividade da CAT pode ter sido inibida pelo exoafe radicais superoxido.

Contrariamente, outros autores reportam a ocoaéleiestresse oxidante em resposta
ao piretroide. Yousef, Awad e MohamgDO06) observaram que ratos que receberam doses
orais de deltametrina por 30 dias tiveram diminuida atividade da SOD plasmética. Esse
dado, juntamente com a queda da atividade de G&Imento de substancias reativas do
acido tiobarbiturico séo indicativos de peroxidatgadica, mostrando danos de membrana

causados pela deltametrina.

2.5Alteracdes hematoldgicas e no metabolismo energétic

A utilizacdo de parametros hematolégicos como broatores tem se mostrado
promissora, ja que amostras de sangue podem sdanmmgnte obtidas de organismos teste,
permitindo assim, uma abordagem n&o destrutiveesmlefeito de contaminantes. Apesar das
respostas hematoldgicas ndo serem especificapaddicontaminante, elas sdo importantes
para a avaliacdo geral da fisiologia e do estadsadiele do animal sob investigacdo (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Varios sdo os efeitos da deltametrina sobre parémdtematolégicos de peixes.
Svobodova e colaboradores (2003) avaliaram asaafies hematoldgicas @yprinus carpio
exposto a 0,13 mg-Lde um inseticida & base de deltametrina. Foramrebdas diminuicdes
nos valores de hematdcrito, contagem total deodeiitrs, hemoglobina e proteina total
plasmatica, a que os autores atribuem a impedimdatdhiematopoiese. As alteracbes
relatadas para o cascudAn€istrus multispinis incluem aumento de hematécrito e de
eritrécitos (RBCC), indicativos de hipdxia nos thxs periféricos, além de leucocitose, por
imunossupresséo pelo téxico (PIMPAO; ZAMPRONIO; \84LDE ASSIS, 2007).
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Em estudos histolégicos, Cengiz e Unlu (2006) naoain que a deltametrina tem
efeito direto sobre as branquias @ambusia affinisprovocando necrose e descamacéo de
epitélio branquial apos 10 dias de exposicao salblét hipotese de que a exposicdo a
deltametrina leve a deficiéncias nas trocas gasosaafirmada pela ocorréncia de hiperplasia
moderada e severa das branquias ap6s exposicd@5ae00,5ug-L de deltametrina,
respectivamente, por 30 dias. Essas alterac6esmpledar a adaptacdes hematologicas, para
garantir o transporte de oxigénio para os tecidos.

A exposicao a deltametrina também pode interfesirbalanco ibnico dos animais
expostos. Em gafanhotd®custa migratoria Proux e colaboradores (1993) sugerem que a
alteracdo na concentracdo de ions na hemolinfategposta a aplicacdo de deltametrina,
tenha tdo ou mais importancia na morte do insetqu#oas alteracdes no sistema nervoso. A
principal enzima responsavel pelo equilibrio idbni@s branquias e, consequentemente, no
sangue de peixes € a W&-ATPase. Sendo as branquias o primeiro 6rgéo deatwonom
contaminantes, a alteracédo da atividade dessa ampomacao da deltametrina pode afetar o
equilibrio idnico e osmatico do animal exposto.shemth e David (2010) descrevem inibicéo
na atividade de N&*-ATPase branquial d€irrhinus mrigalaexposta a uma concentragio
subletal de deltametrina. Kumar (2012) relata dung&o na concentracao idnica de diferentes
tecidos deClarias batrachusxposto por 30 dias a deltametrina, e relaciona @issinuicdo a
inibicdo de ATPases em geral.

Véarios autores sugerem que 0 processo de desiag®o de xenobioticos é
energeticamente custoso ao organismo, o qual albéracdes metabdlicas de modo a suprir a
demanda energética aumentada pelo estresse e quassiade de sintese de enzimas de
biotransformacao (HORdt al, 2006; MORAES, 2009; VENTURINI, 2010).

Em estudos toxicologicos de exposicdo subagudaaltesacdes nas atividades
enzimaticas refletem diretamente os distarbios bd¢itaos e danos celulares em 6rgéaos
especificos (CASIDAet al, 1983). Alteracbes enzimaticas, bem como nos redbpos
metabolicos, podem indicar alteragbes no metabolismermediario. A atividade da
glutamato desidrogenase (GDH) permite avaliar cab@ismo de aminoacidos; a atividade
da LDH indica alteracbes na interconversao lagwaosato; as determinacdes das atividades
dessas duas enzimas indicam as inter-relacfes é&icagdes das vias metabdlicas de
proteinas e carboidratos (AGUIAR al, 2004; HORIet al, 2006).
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2.6 Neurotoxidade

O mecanismo de acdo dos inseticidas OP e carbardatpsnibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Por esse motivo, adsde dessa enzima € utilizada como um
biomarcador de neurotoxicidade amplamente empregssialo considerado um dos mais
antigos biomarcadores de efeito (PAYREal, 1996). A inibicdo da AChE leva ao acumulo
de acetilcolina nas sinapses, com impedimento wgafunervosa, que pode resultar na morte
do organismo. Nos ultimos anos, varios estudosinéimado que a AChE é sensivel também
a outros tipos de contaminantes ambientais, contaisn@etergentes e misturas complexas
de poluentes (MONTEIR®t al, 2005). Segundo Hernandez-Moreno e colaboradaed9y,
inibicdo ou inducdo de biomarcadoresvivo sdo consideradas boas ferramentas para avaliar
a exposicao e os potenciais efeitos de xenobidtioerganismos vivos.

Essa enzima é responsavel por catalisar a clivatgemeurotransmissor acetilcolina
em acetato e colina, e cessar a estimulacdo d@meupods-sinaptico ou da placa motora.
Pertence a familia das serino-hidrolases, sendmatite conservada, com mais de 60% de
identidade de residuos entre as formas de mamiéedasraialorpedo Apresentam grande
polimorfismo estrutural, refletido nas multiplagrfas de ancoragem na face celular externa.
O sitio ativo é formado por uma triade cataliticeatendo os residuos dos aminoacidos
histidina, acido glutamico e serina, a qual ostioglas OP e carbamatos se ligam, impedindo
a catélise enzimatica. Outras duas regides relesarda estrutura tridimensional sdo a bolsa
do sitio ativo e o sitio anidnico periférico. Ampeira é formada por 14 residuos aromaticos,
formando uma estrutura que facilita a difusdo dmssato até o sitio ativo, localizado em sua
base. O sitio aniénico esta envolvido na formagdord complexo que facilita a entrada do
substrato na bolsa do sitio ativo (TAYLOR, 1991;YIOR; RADIC, 1994).

Nos peixes, a inibicdo da AChE pode ser perigagaea@almente no coracao, cérebro
e musculo. O efeito da diminuicdo da atividade @B cardiaca € similar ao efeito vago, ou
seja, diminuigdo do ritmo cardiaco. J& a inibi¢as dtividades da AChE cerebral e muscular
implica em distarbios na atividade natatoria, afitagsio e comportamento de fuga (BALINT
et al, 1995).

Na literatura, ha alguns estudos que se refereguptoxicidade dos piretroides em
peixes. Channa punctatusexposto a concentracdes subletais Adeialotrina apresentou
reducdes significativas da atividade de AChE ceadebmuscular e branquial (KUMAR al.,
2009). Em carpa comum, apés exposicao a deltaragtiratividade da AChE néo sofreu

alteracdes no cérebro, coragdo, musculo brancgaeldj houve ligeira queda da atividade
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apenas no plasma. Entretanto, houve diferencastajéenformas moleculares da AChE
encontradas, indicando que a deltametrina podeanlee distribuicdo das formas dessa
enzima, mesmo sem alterar sua atividade (SZEGLEJiE®, 1995). Hernandez-Moreno e
colaboradores (2010) observaram discreto efeitotério na AChE délinca tincapor até 20
dias depois da exposicéo a deltametrina por 60 dias

Em ratos, no entanto, a resposta a exposicao etoquite é diferente. Husain, Adhami
e Seth (1996) observaram aumentos significativeatimelade da AChE de varias porc¢des do
cérebro apds administracdo oral de deltametrina Jordias. Resultado diferente foi
observado por Hossaiet al (2005) apos injecfes intraperitoneais subletaigidetroide.
Esses autores relacionaram os efeitos agudos temsisiervoso central ndo com alteracdes
na AChE, mas sim com modulacfes da sintese e ¢éerde acetilcolina. As diferencas
observadas nas respostas de peixes e mamiferas gedelevidas a diferencas nos processos
de metabolizacdo e biotransformacéo de piretra@dée esses grupos de vertebrados.

Devido a ndo observacdo de um padrédo na atividade«CthE em resposta a exposicéo
dos organismos a deltametrina, alguns autores tamscatraveés de ensaimsvitro, avaliar se
a deltametrina teria algum efeito direto sobre zirea. Badiou e Belzunces (2008) avaliaram
a cinética de AChE de abelhas na presenca de dftaane concluiram que o inseticida ndo
causa efeitos diretos sobre a enzima. J& quanmitende enzima para o ensaiwitro foram
amostras de cérebro deyprinus carpig Balint e colaboradores (1995) obtiveram como
resultado uma inibicdo do tipo mista da AChE, cammento no valor da constante de
dissociacdo do complexo enzima-substratQ)(K diminuicdo de ¥ax aparente. Os autores
relacionam essa inibicdo a alteracdes no centalitied da enzima ou a modificacdes na

estrutura da mesma.

2.70 pacu

Peixes sdo geralmente considerados os organismegnatcos para monitoramento
de poluicdo nos sistemas aquaticos, pois sdo eadost praticamente em todo ambiente
aquatico e tem papel ecolégico no transporte degiendos niveis tréficos inferiores para os
superiores (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Uma das espécies de maior importancia atualmentBrasil € o pacuPiaractus
mesopotamicygambém chamado de pacu do Pantanal, pacu-guaguscpranha e caranha
(Figura 4).E um peixe de escamas, cujo corpo é romboide ealaiente achatado, de

coloracdo cinza escuro a prata nas partes laterdbreal e ventre amarelo-dourado



33

caracteristico (BRITSKI, 1970). Tem hé&bito alimentanivoro, alimentando-se
principalmente de folhas, caules, flores, frutoseenentes e, oportunamente, de insetos,
aracnideos, moluscos e outros peixes. No ambiaiteah, o pacu ndo tem comportamento
alimentar continuo e seu ciclo de vida esta estdtde relacionado a periodos de alta
ingestao de carboidratos. Sua alimentacdo softeaffdes de acordo com a disponibilidade
do alimento, em consequéncia de variagcbes amisergaida migracdo reprodutiva
(URBINATI; GONCALVES, 2005).

E um representante da superordem OstariophysirdeamoCharaciformes, na qual se
incluem os peixes de maior valor comercial na pespicicultura brasileiras, além de ser o
grupo dominante entre os peixes de agua doce daidamdo Sul. A espécie é natural da
Bacia do Prata, que inclui as sub-bacias dos aoard, Paraguai e Uruguai, e é considerada a
grande representante da regido. Sua maior digtéibuicorre nas planicies alagadas da regiédo
Centro-Oeste, no Pantanal do Mato Grosso (CRESCENZI05). Segundo o Ministério da
Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2013), o pacu € uma dapécies representativas da

piscicultura da regido centro-oeste, juntamente edambaqui e 0s pintados.

Figura 4 - Pacu,Piaractus mesopotamicugiolmberg, 1887).

Fonte: Go Pantanal. Disponivel em http://www.gopaat.com.br

A realizagdo de estudos ecotoxicol6gicos utilizanmlopacu justifica-se por sua
importancia econbmica e também pelas adaptacdea gspécie apresenta. Por ser nativo da
regido do Pantanal, o pacu esta sujeito a flutsagdenivel da agua e na concentracao de
oxigénio, podendo sobreviver a periodos de hipgp@, vezes seguidos de reoxigenacao
subita, o que pode levar & geracdo de ERO. Da@ftdY) descreve atividade elevada da

enzima glutationa peroxidase quando comparado raoespécies, sugerindo que essa seja
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uma adaptacdo bioquimica do pacu as variacOes araisiede seu habitat natural. Além

disso, geralmente ndo sdo utilizadas espéciesasatin testes de toxicidade de efluentes
industriais e de pesticidas, motivo pelo qual R@uD8) discute a importancia de programas
de toxicidade aquatica incluirem em suas avaliacéspécies de peixes nativas com

diferentes estratégias de comportamento.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

No ambiente aquatico, devido a fatores de dilyig@ralmente os organismos estao
expostos a niveis subletais dos poluentes, a nr@sstejam em locais de descarga pontual
dos contaminantes. Justifica-se, portanto, a a&diadle concentracdes subletais, que nao
causem nenhuma mortalidade na espécie avaliada, gmaspodem causar disturbios
fisiologicos e/ou comportamentais a médio e longa@. Entre os contaminantes que podem
alcancar os corpos d’agua e causar prejuizos a loicdl, destacam-se os pesticidas utilizados
na agricultura, estando os inseticidas piretroidelsiidos entre os agentes de ampla utilizacao
e elevada toxicidade para peixes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitoggbiimico-fisiolégicos da exposicéo
subletal de juvenis de pacBiaractus mesopotamicugo inseticida piretroide deltametrina

(na formulagéo comercial KesfigtPara isso, a seguinte estratégia experimeritatifiiada:

1. Determinacdo da toxicidade aguda (CL(I)50;48h) d&achetrina para juvenis de
pacu;

2. Exposicdo de juvenis de pacu a concentracdo slhdetadeltametrina (10% da
CL50(1);48h) por 96 horas e posterior avaliagdo dfestos da exposicdo sobre a
hematologia, o0 metabolismo intermediério e os miepaws de defesa antioxidante;

3. Determinacéo dos efeitos da exposicao subletaltandetrina (10% da CL50(1);48h)
por 96 horas sobre a atividade da enzima acetiestierase cerebrial vivo,

4. Avaliacdo dos efeitos da adicdo de deltametrinaf¢maulacdo comercial Kesiat
sobre a atividade da acetilcolinesterase cerebrphdun vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais

Exemplares juvenis de pacwRiaractus mesopotamicugHolmberg, 1887), de
comprimento aproximado de 10 cm, foram doadosiaimente, pelo Centro de Aquicultura
da Universidade Estadual PaulistampusJaboticabal/SP (CAUnesp). Como alguns peixes
adoeceram e acabaram néao respondendo ao tratacnemtintibiético, o nUmero restante néo
foi suficiente para os experimentos propostos.eBea razdo, foi necessario um segundo lote
de peixes; desta vez, doado pela Piscicultura tfolé¥logi Mirim/SP. Os pacus saudaveis
do primeiro lote foram entdo utilizados para os-tpsfes de toxicidade aguda; o teste
definitivo de toxicidade, assim como 0 experimettoexposi¢cao subletal, foram feitos com
os animais do segundo lote. Os peixes, uma vezaborhtério de Bioquimica Adaptativa,
permaneceram em aclimatacdo e crescimento em w@dg@u250 L, em sistema de circulacéo
aberto, com aeracao constante e temperatura chrde 25°C + 1°C. Durante esse periodo,
0s animais receberam racao comercial contendo &ptateina bruta.

4.1.2 Reagentes

O inseticida Kesh&t 25, cujo principio ativo é a deltametrina (25 §,Lfoi
gentilmente doado pela empresa Milenia Agrocién@a&, Londrina/PR e utilizado nos
experimentos. Glutationa reduzidp;nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato formas
reduzida (NADPH) e oxidada (NADJR B-nicotinamida adenina dinucleotideo forma
reduzida (NADH) e adenosina difosfato (ADP) foraaig@iridos da Sigma-Aldrich. Todos os

outros reagentes eram de alto grau analitico.
4.1.3 Avaliacio Etica

Toda a metodologia de experimentacéo e coleta deriadabioldgico foi submetida,
antes do inicio dos experimentos, a avaliacdo pelmité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de S&o Carlos, CEIEALCar. O parecer de aprovagéao foi
emitido na reunido de novembro de 2009, sob préaato052/2009.
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4.2 Métodos

4.2.1 Estimativa da toxicidade aguda (CL(1)50;48h) de déhmetrina (Keshet®)

A estimativa da toxicidade aguda de deltametrima pavenis deP. mesopotamicus
foi realizada com ensaios baseados nas recomersdagdeNorma ABNT NBR 15088
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2006). Ainalidade desses
experimentos foi encontrar uma concentracdo lepabxamada, como referéncia para
posterior determinagdo de uma concentracao subRtalesse motivo, foram consideradas
desnecessarias algumas indicagfes da referida haomao por exemplo, o teste de
sensibilidade com cloreto de potassio.

Antes da realizacdo do experimento definitivo, fiorf@itos pré-testes para estabelecer
a menor concentracdo de deltametrina que caus@§8é @le mortalidade. As diferentes
concentracdes testadas foram obtidas por diluigdesroduto comercial Keslfetbaseadas
na concentracdo de ingrediente ativo.

Para o teste definitivo, seis peixes (50,3 g + 1¢,513,3 cm = 1,2 cm) foram
transferidos para cada tanque de 250 L, no sisteneaste, e permaneceram em aclimatacao
por 15 dias. Apds esse periodo, a circulagdo de d&guinterrompida e o experimento
conduzido em sistema estatico, com aeracdo coagp@= 5,4 mg Q-L™") e temperatura
controlada (25,2°C).

Foram ensaiadas seis diferentes concentracOesldeneiina, baseadas nos dados
obtidos nos testes preliminares: 10, 15, 20, 302 80 pg-[*. Um tanque permaneceu livre
de deltametrina durante as 48 horas do testenserndomo grupo controle. Os peixes nao
foram alimentados desde 24 horas antes do iniéio &ihal do periodo de teste.

A cada 24 horas, os animais mortos eram retiradegistrava-se a letalidade em cada
concentracdo para posterior célculo da CL(1)50;48h.

4.2.2 Exposicdo subletal a 10% da CL(1)50;48h de deltamgha (Keshet®)

Para o experimento de exposicao subletal, 36 jaw@mipacu (59,5 g + 10,5 g; 14 cm
+ 0,9 cm) foram igualmente divididos em seis tasqde 250 L, semelhantes aqueles
utilizados no experimento de toxicidade aguda. Apdsperiodo de aclimatacédo de 15 dias, a
circulacdo de agua dos tanques foi interrompidaaéna@entacdo foi suspensa até o fim do

experimento.
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O ensaio foi realizado, entdo, em sistema estatiom aeracdo constante (5,4 mg
O,-L") e temperatura controlada (25,2°C). Os parametesjualidade de agua foram
monitorados diariamente e ndo sofreram alteracdorgm do experimento: pH (7,2), amonia
(0,3 + 0,1 mg- [* NHs), alcalinidade (20,3 mgLHCQO;"/COy5) e dureza (10 mgt.CaCQ).

O experimento foi conduzido em triplicatas, senddamques aleatoriamente definidos como
grupo controle ou exposto.

Os trés tanques definidos como expostos receberanvalume de solucdo de
deltametrina (Kesh®} equivalente a 10% CL(1)50;48h. Os demais tangeesianeceram em
agua livre do xenobidtico. A duragdo da exposigatolesal foi de 96 horas, e ndo houve
reaplicacéo do produto contendo deltametrina.

Ao final do periodo de exposicado subletal, cincaxge de cada tanque foram
coletados. Amostras de sangue foram coletadas yugdp caudal, utilizando-se seringas
escorvadas com EDTA 10% como anticoagulante. Osasiforam, entdo, mortos por
seccdo medular, pesados, medidos e imediatamesgecddos para obtencdo dos tecidos:
branquias, cérebro, figado e musculo branco. Astrawde branquias foram acondicionadas
em microtubos contendo tampao $Ehercaptoetanol (sacarose 0,3 M, EDTA 0,1 mM,
imidazol 0,03 M, B-mercaptoetanol 5 mM, pH 7,4). Os tecidos e o ptashtido apods
centrifugacdo do sangue foram imediatamente codgelaem nitrogénio liquido e
armazenados em freezer -80°C até as analises inicgsi

4.2.3 Determinacao dos parametros de qualidade de agua
Oxigénio, temperatura e pH

Os teores de oxigénio e a temperatura foram detaduos eletrometricamente com
oximetro YSI-55. O pH foi determinado com um pHroédrion 710.

Dureza

Amostras de 100 mL da agua de cada tanque fordizadtis para determinacdo de
dureza (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1980)As amostras foram
inicialmente tamponadas em 2 mL de tampao®HNH,CI (dissolvidos 67,5 g de NgI
em 570 mL de NEDOH e completado para um litro com agua destilaéa). seguida,
acrescentaram-se oito gotas da solucdo indicaderaertbcromo negro T (4,5 g de

NH,OH-HCI e 0,5 g de eriocromo negro T dissolvida €@ L de etanol). Esta solucéo era
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entdo titulada com solugdo de EDTA 0,4 % (com Mg&hO 0,01 %) até o ponto de
viragem de lilds para azul puro. Para o calculadadieeza em mg CaCO3/L foi utilizada a

seguinte férmula:
Dureza = (mL de EDTA) x (1000) x F/ vol. da amostoade F = 1,001.
Alcalinidade

As determinagfes de alcalinidade foram efetuadgansl® a técnica descrita por
Goldstein e Clymo (1969), utilizando-se 100 mL dea@de cada tanque. No procedimento,
utilizou-se acido sulfurico 0,01 N como indicada acalinidade para titulacao até pH 4,0.
No célculo da alcalinidade das amostras, em fhgde carbonatos e bicarbonatos, foi

utilizada a seguinte expressao:

Alcalinidade = (mL de EKS0Oy) x N x 50000/vol. da amostra (mlsendo N = normalidade do
acido sulfurico.
Amonia

A concentracdo de amonia nos tanques foi determipad nesslerizacdo segundo
Gentzkow e Masen (1942) modificado. Eram adiciosd@l® mL de reativo de Nessler a 2,0
mL de amostra de agua de cada tanque. Apds 20amjrauteitura optica era realizada a 420

nm. A concentracdo de amonia foi estimada contrpanindo de amonia contendo 100 nmol.
4.2.4 Variaveis hematimétricas
Hematdcrito

Para a determinacdo do hematdcrito, microcapilaegsrinizados foram preenchidos
com amostras de sangue total, vedados com massaodelar e centrifugados por trés
minutos a 12.000 >g. A porcentagem de sedimentacdo de eritrocitodidai em cartdo
padronizado.

HemoglobinaTotal

A determinacao de hemoglobina total foi feita sefguo método descrito por Drabkin

(1948), que se baseia na oxidacdo da hemoglobmizpizianeto de potassio e na reacdo do
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composto resultante com cianeto de potassio, fatmaom complexo estavel, a
cianometahemoglobina, de intensidade de coloraggmrional ao teor de hemoglobina no
sangue. Foram utilizados 10 pL de sangue totabda peixe, diluidos em 2 mL de solucéo
de Drabkin (KCN 0,5 g, KKWPO, 1,4 g e K(FeECN) 2 g dissolvidos em 1,0 L de,Byes).
Apds homogeneizacao, mediu-se a densidade Opticad®@mm, contra um branco contendo
apenas a solucao de Drabkin. Os valores de hemnpglaiial foram entdo determinados pela

seguinte expressao:
Hb total (gHb/dL) = [densidade éptiganm* 1,6114]/ 11 x diluicdo
Contagem de eritrécitos (RBCC)

A contagem de eritrocitos foi feita diluindo-se 1Q de sangue total em 2 mL de
solucéo de citrato-formol (1,9 g de citrato de edalil mL de formaldeido 40% diluidos em
50 mL de HOyes). Desta mistura, foram utilizados 10 pL para at@gem de eritrocitos em
camara de Neubauer utilizando-se microscopio Opt® eritrécitos foram contados em
cinco grupos de quadrados, que sdo subdivididosl@muadrados menores, totalizando
assim, 80 quadrados menores. Os valores foramosb#ittavés da soma dos eritrocitos nos
cinco quadrados maiores, que equivalem a 1/5 dm6y]. os valores foram convertidos para

milhdes por mm levando em conta a diluicdo (LIMet al, 1969).
indices hematoldgicos

Os indices hematoldégicos, volume corpuscular mé(MLCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemaggotdrpuscular média (CHCM) foram

calculados segundo as seguintes expressoes:
VCM (ums3) = [Hematocrito (%) / RBCC (milhdes/mm3)JL0
HCM (pg/célula) = [Higta (9%) / RBCC (milhdes/mm3)] x 10
CHCM (%) = [Hhota (g%) / Hematdcrito (%)]x 100
4.2.5 fons plasmaticos

Sadio (Nd) e Potassio (K
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As concentracdes de N& de K foram determinadas por fotometria de chama
(Digimed DM-61) em plasma total diluido cem vezesntra um padrdo contendo 140
mEg- L de Nd e 5 mEq-[*de K'.

Cloreto (CI)

O cloreto plasmatico foi quantificado segundo rdetogia da American Public
Health Association (1980). Aliquotas de 1@Q de plasma diluido cem vezes eram
adicionados a 2,5 mL de um reagente composto @smiartes de uma solugcéo de tiocianato
de mercurio 0,09% em etanol P.A. (solucdo A) egieies de uma solucéo de nitrato de ferro
6% em acido nitrico 0,4 M (solugéo B). A leituraibp era realizada em 480 nm, contra um

padrdo de 100 nmol de cloreto de soédio.
4.2.6 Determinac¢des dos intermediarios metabolicos em teos e plasma

As concentracdes de acidos graxos livres, aminoadidres, amonia, glicose, lactato,
piruvato, proteina e triacilgliceréis foram detemadas em extrato celular obtido tal como
descrito a seguir. Amostras de 50 mg de figado 4afe mg de musculo branco foram
homogeneizadas em 1 mL de solucdo de acido tradétao (TCA) a 20% (extrato &cido) ou
em agua destilada (extrato neutro) utilizando ummdgeneizador tipo Ultra-Turrax KA
T10 Basic a 4.000 rpm por um minuto sob banho te @ehomogeneizado era centrifugado
por trés minutos a 12.000 x e, 0 sobrenadante era utilizado para as deternmesagds
intermediarios metabdlicos. Nas determinagfes @tsas eram utilizados 1QQ. de plasma
em 900 pL de TCA 20%, ou o plasma total. Para a@roébacdo de glicogénio, o

homogeneizado celular foi obtido como descritotemi4.2.6.9.
4.2.6.1Acidos graxos livres (AGL)

As concentracdes de acidos graxos livres foranmrmétadas segundo Milan (1965).
Eram adicionados 1 mL de solugdo extratora Dolgtém®, alcool isopropilico e &cido
sulftrico 1IN na proporcéo de 1:4:0,1) a aliquotashdmogeneizados neutros e ao plasma
(400 pL do homogeneizado de musculo branco e 10@qbomogeneizado de figado),
seguido de agitacdo em vortex por 20 segundoserfRwstente, era adicionado 1 mL de
heptano e um volume de agua suficiente para coanpetnL, agitando-se novamente por
inversao lenta. Apos centrifugacéo por trés minat8000x g, 600 L da fase superior eram

retirados e adicionados a 800 pL de uma mistudateférmio e heptano (5:1). Adicionava-



42

se entdo, a cada tubo, 1 mL de reagente cobalt égconstituido por 1,32 volumes de
trietanolamina + 10 volumes de solugdo A (solucdinrada de SO, 6g de nitrato de
cobalto e 0,8mL de acido acético glacial) + 7 vadsnade solucdo B (solugcdo saturada de
NaS(O;). As amostras eram fortemente agitadas em vortex tpnta segundos e,
posteriormente, centrifugadas por trés minutos 3(y. Da fase superior, era retirada uma
aliquota de 600 pL & qual eram adicionados 600qusotlicdo indicadora (0,4% denitroso-
B-naftol em etanol, diluido 12,5 vezes). Apos cintautos, a leitura Optica era realizada em

500 nm contra um padrao de acido palmitico 4 mM.
4.2.6.2Aminoacidos livres

A determinacdo de aminoécidos livres foi feita selguo método de Copley (1941).
Dos homogeneizados neutros, foram utilizadas aiégude 25 puL para masculo branco e 20
uL para figado. No plasma, essa analise ndo pédeaé&ada por interferéncia do EDTA
utilizado como anticoagulante. Apos a transferédamaliquotas para um tubo, adicionava-se
2 mL de ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos eradados e colocados em banho-maria a
40°C, por 40 minutos. Apds esse periodo, a leitpteca das amostras era realizada em 570
nm, contra um padréo de glicina 10 mM.

4.2.6.3Amobnia

Aliquotas dos extratos acidos (50 pL, 50 puL e 3D@@s extratos acidos de musculo
branco, figado e plasma, respectivamente), foransteridas para um tubo com agua
destilada em um volume final de 2 mL, com posteadicdo de 0,5 mL de reativo de Nessler
(GENTZKOW; MASEN, 1942). Apo6s 20 minutos, a leituptica foi realizada em 420 nm,

contra um padréo de cloreto de aménio 100 nmol.
4.2.6.4Glicose

Para a determinacdo das concentracdes de glicbséiliftado o Kit LabTest cuja
determinacdo segue o método enzimatico de Glicoseda€e (TRINDER, 1969). Em
duplicatas, 10 uL de plasma puro, 20 uL do extregotro de musculo branco e 5 pL do
extrato neutro de figado foram pipetados em umaapi@ca, juntamente com um volume
suficiente para completar 200 pL do reagente quenpanha o Kit. Apos incubacgéo a 37°C
por dez minutos, a leitura do material foi feita 82b nm, contra uma curva padrdo de

glicose.
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4.2.6.5Lactato

Essa estimativa foi feita em extrato acido, de gmaom Harrower e Brown (1972).
Foram utilizados 25 pL do homogeneizado de mudardaco e 50 pL dos homogeneizados
de figado e plasma. A esses volumes de extrato &aionados 20 uL de Cuz@ 4% e 3,5
mL de &cido sulfdrico concentrado. ApOs agitacdoncebacdo por cinco minutos a 100°C,
eram adicionados 80 pL de p-fenilfenol (1,5 g dermpHenol em solugdo aquosa de NaOH
2%). A mistura era agitada em vortex e permaneatiaepouso. Apos uma hora, os tubos
eram fervidos por 90 segundos e imediatamenteadsf em banho de gelo. A leitura 6tica
era realizada a 570 nm, contra um padréo de lactato

4.2.6.6Piruvato

Esse intermediario também foi determinado em exteatido, segundo o método
descrito por Lu (1939). Eram utilizados 500uL dasra#os de musculo branco, figado e
plasma. A essas amostras adicionava-se 250 pyLndeoténilhidrazina 0,1% em HCI 2 N.
Apo6s 30 minutos de incubacdo a 37°C, eram adicamn&dmL de NaOH 1,3 N e a leitura

Optica era efetuada em 440 nm, contra um padr@iruleato contendo 100 nmol.
4.2.6.7Proteina

A quantidade de proteina total foi feita pelo métatescrito por Kruger (1994),
utilizando-se o reagente de Bradford (100 mL ddatsférico 85%, 50 mL de etanol 95%,
100 mg de “Comassie Brilliant Blue”, completadosapam litro; a mistura é filtrada duas
vezes e armazenada a 4°C em frasco escuro).

Depois de feitas as diluicdes apropriadas do honwgado neutro de cada tecido
(1:200 (v:v) de plasma e musculo branco e 1:50) (glesfigado), 10 pL de cada diluicdo
eram adicionados aos pocos de uma microplaca, eiicalas; em seguida, 190 pL de
reagente de Bradford eram adicionados em cada endstmicroplaca era incubada no
escuro, a temperatura ambiente, por dez minutdsepeis, lida a 620 nm, contra um padrao

de albumina sérica bovina (1 mg-HL
4.2.6.8Triacilglicerdis (TGL)

A quantificacdo de triacilglicerideos foi feita camKit Liquiform®, cujas reacées
baseiam-se no método enzimatico da lipoproteiresdipf TRINDER, 1969). Nos pocos de
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uma microplaca eram colocados, em duplicata, 1@ @20 pL dos extratos neutros de figado
e musculo branco, respectivamente, e 10 pL de plasano, juntamente com volume
adequado do reativo que acompanha o Kit, suficipata completar 200 pL. A placa era
incubada a 37°C por dez minutos. A leitura eraaf@t525 nm, contra um padrdo de

triglicérides que acompanha o Kit.
4.2.6.9Glicogénio

As determinacbes de glicogénio foram realizadasocal®scrito por Bidinotto e
colaboradores (1997). Cem miligramas de musculodor@ cinquenta miligramas de figado
eram transferidas para tubos de ensaio e adicisnde&ld mL de KOH 6 N. Posteriormente,
os tubos eram incubados a 100 °C por cinco minat®sa dissolucdo dos tecidos. Dessa
mistura, 25QuL eram transferidos para outro tubo e adiciona@o8 thL de etanol PA e 100
uL de K;SQOq. Os tubos eram vigorosamente agitados em voréstd® centrifugados a 3.000
X g por trés minutos. O sobrenadante era descartadimyensdo do tubo e o precipitado era
resuspenso em 2,5 mL de agua destilada. Dessdugi&soeram retirados 500 pL (das
amostras de musculo branco) e 50 pL (das amostréigatio) para determinagdo do teor de
acucares redutores totais pelo método de Duboidabaradores (1956). A concentracdo de

glicogénio esta expressa emol de glicosil-glicose- g de tecido
4.2.7 Glutationa reduzida hepatica (GSH)

A concentracdo de GSH hepatica foi determinadanskgBeutler (1984) modificado.
Amostras de 50 mg de figado eram homogeneizaddsrainde tampao fosfato de sédio 0,2
M, pH 7,0, e centrifugadas a 12.00@ por trés minutos, a 4°C. Do sobrenadante, 300 pL
eram transferidos para microtubos, completados [@aBa mL com &agua destilada e
adicionados 0,75 mL de solugcéo de precipitacao/(@j,@le acido metafosférico, 0,2 g de
EDTA e 30 g de NaCl em 100 mL de agua destiladastdfiormente, a suspensao era
centrifugada a 12.000por 3 minutos em temperatura ambiente. Quinhentoohtros do
sobrenadante eram retirados para a determinacéondantracdo de glutationa reduzida. Ao
volume do sobrenadante eram adicionados 2 mL de&wlde fosfato de sodio dibasico 0,3
M, pH 8,0 e a leitura Optica era realizada em 4h2contra um branco contendo agua. Apés
esta leitura era adicionado 0,25 mL de DTNB (a&dd-ditiobis- 2- nitrobenzéico), e depois
de 10 minutos era feita nova leitura, também arfhi2A concentracdo de glutationa reduzida

foi determinada contra um padrao de glutationazigiducontendo 100 nmol.



45

4.2.8 Determinac¢des enzimaticas

4.2.8.1Enzimas do metabolismo intermediério

Para a determinacdo das atividades de transamin@e@gto quinase e glutamato
desidrogenase, amostras de 50 mg de figado e dem20@e musculo branco foram
homogeneizadas em 1 mL de tampéo de homogeneiffagéato de s6dio 20 mM; glicerina
1:1 (v:v) pH 7,0), em banho de gelo, utilizando omogeneizador do tipo Ultra-Turrax, sob
baixa velocidade. Os homogeneizados eram entadfagatos, a 4°C, duas vezes (609
por 3 minutos; 600& g por 8 minutos) e o sobrenadante final era utilizadm os ensaios
enziméticos e para determinacdo de proteinas (tqtais posterior célculo das atividades
especificas.

O coeficiente de extincdo molar, em 340 nm, do NARM#zado para os célculos das

atividades das enzimas do metabolismo intermedidiri®,8551 mMt- cni?,
a. Transaminases

As atividades da alanina aminotransferase (ALATJaeaspartato aminotransferase
(ASAT) foram medidas, cineticamente, nos homogemgig de musculo branco e figado,
segundo o método de Bergmeyer e colaboradores ) 1R@&m utilizados, respectivamente,
os Kits ALT/GPT e AST/GOT Liquiform da Labt&st

A reacdo da ALAT baseia-se na conversao de alammairuvato por transaminacao,
seguida da sua reducdo a lactato por lactato dgsidase (LDH) exdgena, determinando-se a
extincdo do NADH em 340 nm. A mistura de reacd@ @aALAT continha: Tampao Tris
135,5 mM, pH 7,5; alanina 687,5 mNhkcetoglutarato 82,5 mM; NADH 1,32 mM; LDH 2,3
U/mL e volume adequado do sobrenadante.

J4 a reacdo da ASAT baseia-se na conversdo detatspam oxalacetato por
transaminacéo, seguido de sua reducdo a malatmgdato desidrogenase (MDH) exdgena,
determinando-se a extincdo do NADH em 340 nm. Aturasde reacdo para a ASAT
continha: Tampéao Tris 105 mM, pH 7,8; aspartato 880; a-cetoglutarato 66 mM; NADH
1,32 mM; MDH 0,82 U/mL; LDH 1,2 U/mL e volume adeglo do sobrenadante.

b. Piruvato Quinase (PK)

A atividade da piruvato quinase foi ensaiada eradidgge musculo branco, de acordo

com Staal, Koster e Veggdil975). O principio da reacdo baseia-se na convedsa



46

fosfoenolpiruvato em piruvato, seguida de sua r@dug lactato através de LDH exdgena,
com acompanhamento da extincdo de NADH. O coquigeteacdo era composto por:
Tampao HEPES 100 mM, pH 7,5, fosfoenolpiruvatorald, KCl 100 mM, MgC} 100 mM,

NADH 0,15 mM, LDH 21 U/mL e ADP 2,5 mM. Foram ugédos 20 pL do sobrenadante

puro de figado e 10 puL do sobrenadante de muscalzd, diluido dez vezes.
c. Glutamato desidrogenase (GDH)

A atividade enzimatica da GDH foi determinada nosnbgeneizados de musculo
branco segundo Hochachké al. (1978). O principio da reacdo baseia-se na redde&@e
cetoglutarato em glutamato, acompanhada pela éxtiegn paralelo de NADH. O coquetel
de reacdo continha: Tampao imidazole 50 mM, pH #g@tato de ambénio 250 mM;
cetoglutarato 5 mM, NADH 0,1 mM e ADP 1 mM. Foratiizados 200 pL do sobrenadante

puro de muasculo branco.
4.2.8.2 Enzimas antioxidantes hepaticas

Para determinacdo das atividades da catalase (@HdQse-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), glutationa peroxidase (GPx) e superoxidmdtase (SOD), seguiu-se os métodos
descritos por Beutler (1984). Amostras de 50 mjgbelo foram homogeneizadas em 500 pL
de solucao-tampéao fosfato de potassio 0,1 M-sae&,@5 M, pH 7,0. Apés homogeneizagédo
em homogeneizador tipo Ultra-Turrax, sob banhoale g em baixa velocidade, as amostras
eram centrifugadas a 15.0@Q, por dez minutos. O pellet era descartado e cesalante,
utilizado para as determinacdes enzimaticas e ue@do de proteinas totais pelo método de
Kruger (1994) como descrito para os intermediamesabdlicos.

a. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi ensaiada cineticamente en® 28n, monitorando-se a
diminuicdo na concentracdo de peroxido de hidragéHrO,). Os homogeneizados eram
diluidos 200 vezes em tampao de homogeneizacaatdesdicarose. Apos a diluicdo, eram
adicionados 20 pL de etanol PA para impedir a seeda atividade da enzima.

Para fazer a solucéo de substrato era necessdeterainacdo da concentracdo exata
da solucdo-estoque de peroxido de hidrogénigOfHd Para isso, apdés zerar 0
espectrofotdmetro com agua destilada, eram adidasa uma cubeta de passo 6ptico de 1

cm, 1,8 mL de tampéo fosfato de sddio 0,1 M pHerrBalizada a leitura éptica em 230 nm
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(DOs). ApOs essa leitura, eram adicionados a mesmaa @0 pL do HO, estoque diluida
100 vezes, e uma nova leitura era feita {LD@ calculo da concentracdo baseou-se na
subtracdo (D@DO,) multiplicada por 141, dado que o coeficiente bieoatividade molars]
do H,O, é 0,071 e o volume final da cubeta era de 2 mhefd@o-se a concentracao dzObl
estoque, era possivel dilui-la para a concentrde&ubstrato desejada.

A atividade especifica da CAT era entdo determirsti@ionando-se em uma cubeta
de quartzo de passo optico de 1 cm: 100 pL de tarfgsdato de sodio 0,1 M pH 7,5, 1800
puL de HO, 22,2 mM (preparada em tampéao de reacao), 40 pbldersadante diluido e 60
puL de &gua destilada. A mistura era incubada pormimuto, em reacdo cinética, com
registros da D& a cada dez segundos. O valor do coeficiente dagéxt molar utilizado

para os calculos fai= 0,071 mM" cmi*.
b. Glutationa peroxidase (GPx)

A determinacdo da atividade especifica da GPx logpdtaseou-se na reacdo da
glutationa redutase e da oxidacdo do NADPH, utilitra t-butil hidroperéxido como
substrato.

Eram adicionados a cubeta de passo 6ptico de 116:puL de solugcdo-tampao
tris’THCI 1 M — EDTA 5 mM pH 7,7; 20 uL de glutat@rreduzida 0,1 M; 100 pL de
glutationa redutase 10 U- {100 pL de NADPH 2 mM; 380 pL de azida sédicai2yg 10
UL de sobrenadante diluido 200 vezes e 260 pL da égstilada. Essa solugcéo era pré-
incubada por 2 minutos em temperatura ambienteséfjuida, eram adicionados 30 pL de t-
butil hidroperdoxido 7 mM. A oxidacdo do NADPH eraterminada durante um minuto, com
registros a cada dez segundos, e o decréscimandaldée dptica era determinado contra um
branco a 340 nm. O valor do coeficiente de extimpédar utilizado para os calculos foE
6,2 mM*cmit.

C. Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada segundo o ppincide auto-oxidacdo do
pirogalol, a qual é inibida na presenca da SOD.

Em uma cubeta de 3 mL eram adicionados 200 pL lde&mtampao Tris/HClI 1 M -
EDTA 5 mM, pH 7,7, e um gradiente de volumes daaos#dante de figado (de 10 a 50 uL),
completando-se o volume de reacdo para 1960 pLagua destilada. As amostras eram pré-

incubadas em temperatura ambiente por 2 minutosd®e eadicionados 4L de pirogalol 10
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mM preparado em solucdo de HCI 10 mM. A variacaaelasidade Optica era determinada
cineticamente por dois minutos a 420nm, em intessdk dez segundos. A atividade da SOD
foi estimada considerando-se uma unidade (1 U) cangoantidade de enzima necessaria

para inibir 50% da auto-oxidacdo do pirogalol.
d. Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH)

A atividade da G6PDH foi determinada através dgdeade reducdo do NADP
Foram utilizados 10 puL do sobrenadante puro e, pada amostra, foi feito também um
branco de substrato.

A atividade especifica era determinada em ensaigtico, em cubeta de passo optico
de 1 cm, contendo 88{. de um coquetel (com tampéao Tris-HCI 0,2 M pH NMgCl, 0,01
mM e NADF 0,2 mM), 40 pL de sobrenadante e 30 pL de agudadiss A reagdo ocorria a
partir da adicdo de 50 pL de glicose-6-fosfatoM, Nas amostras de branco de substrato nao
era adicionada glicose-6-fosfato. O volume era detago para 1 mL com agua destilada. A
producdo de NADPH era determinada a 340 nm por umuto com registros a cada dez
segundos. O valor do coeficiente de extingdo mdiézado para os calculos fei= 6,2 mM

Lem?

4.2.8.3 Acetilcolinesterase cerebral (AChE)

Nas determinacdes de AChE cerebral, aliquotas demg5 de cérebro eram
homogeneizadas em 500 pL de tampao de homogeneiffasiato de sédio 20 mM,;
glicerina 1:1 (v/v) pH 7,0). As amostras eram hoermgzadas a baixa velocidade em
homogeneizador tipo Ultra-Turrax, sob banho de .gélm seguida, eram centrifugados a
12000x g por trés minutos a 4°C. O sobrenadante (enzinaalitdizado na determinacéo da
atividade enzimatica e da concentracéao de protédbais, para posterior calculo da atividade
especifica.

O ensaio da atividade da AChE foi feito segundoéboaio de Ellmaret al. (1961),
que se baseia na taxa de producédo de tiocolinatia g acetiltiocolina hidrolisada por acao
da AChE. Essa hidrolise é acoplada a reacao centiodiol formado com o ion 5:5-ditiobis-
2-nitrobenzoato (DTNB); forma-se entdo, o anionddcb-tio-2-nitrobenzoico (TNB) de
coloracdo amarela. A taxa de formacdo de TNB é amedi412 nm ao longo do tempo de

reacao.
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O meio de reagao continha em volume final de 1,0 solugc&o-tampéao fosfato de
sédio 0,1 M pH 7,5; 0,32 mM de DTNB, preparado empgdo de reacdo; 0,18 mM de
acetiltiocolina e 10 pL de enzima (25 mg de cérebro 500 pL de tampéo de
homogeneizacéo). O coeficiente de absortividadeamdllizado nos calculos foi o do acido
tionitrobenzéico£ = 14,15 mM*- crit).

4.2.8.4 Sodio-Potassio ATPase Branquial (N& *-ATPase)

A atividade especifica da NK*-ATPase branquial foi determinada seguindo a
metodologia de Quabius, Blam e Bonga (1997). O deétmnsiste em quantificar o fosfato
inorganico (Pi) liberado devido a hidrélise de ApRelo funcionamento normal da bomba. A
concentracdo basal de Pi é descontada ao inculaara®ostras na presenca de oubaina, um
inibidor da N&/K*-ATPase.

Amostras de 100 mg de filamentos branquiais eramolgeneizados, em banho de
gelo, em 500 pL de tampéo SEmercaptoetanol, adicionado de Triton-X 0,1%, zdiido
um homogeneizador do tipo Ultra-Turrax. Apos cémgacao a 12008 g por cinco minutos,

10 pL do sobrenadante de cada amostra eram pigetatseis po¢os de uma microplaca. Em
cada poco, eram entédo adicionados, em triplica@kuL do tampao de incubacgao (NaCl 250
mM, MgCl, 10 mM, imidazol 10 mM, EDTA 0,1 mM, ATP 3mM, pH6j,contendo oubaina
2,5 mM ou KCI 20 mM. Apos 30 minutos de incubacam escuro e em temperatura
ambiente, a reacéo era interrompida pela adicd208quL do reagente de cor (solugdo 1:1
(v:v) de TCA 8,6% e de $$0, 0,66 mM, molibdato de amoénia 9,2 mM e Fe®(33 mM, na
proporcao 1:1) e a leitura, realizada em 595 nmtraaum padrdo de fosfato inorganico (0,5

mg- mL?).
4.2.9 Peroxidacéo lipidica

A extensdo da peroxidacdo lipidica foi ensaiad@ peétodo de Jiang, Woollard e
Wolff (1991). O método é conhecido como FOX (Fesr@xidation-Xylenol Orange) e se
baseia na oxidacdo de’ra Fé" por hidroperéxidos celulares, em meio acido, resgmca
de um pigmento complexador de*Fe alaranjado de xilenol. O Eeformado por acdo de
hidroperéxidos solubilizados na amostra reage coatacanjado de xilenol formando um
composto colorido que tem pico de absor¢cao em B60 n

Em média, 50 mg de figado eram homogeneizados danoid®.A., utilizando-se um

homogeneizador do tipo Ultra-Turrax, sob banho @& ¢ a baixa velocidade. Apos
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centrifugacdo a 12.000g por cinco minutos a 4°C, 100 pL do sobrenadarasten éncubados
por 30 minutos, no escuro e a temperatura ambieuie 900 pL da mistura reativa
(alaranjado de xilenol 100 uM, butilhidroxitoluedomM, H,SO, 25 mM, FeSQ 250 uM,
diluidos, na ordem apresentada, em metanol 90%gitdxa Optica era realizada em 560 nm.
Para os célculos, foi utilizado o coeficiente deaatividade encontrado pelos autores do
método para uma curva de hidroperéxido de cumere}(3 x 10 M™.cm™).

4.3 Avaliacao estatistica

A determinacdo da CL(I)50;48h foi feita através método Trimmed Spearman-
Karber, utilizando o software “LC50 Programs JSPEARom 95% de confianca
(HAMILTON; RUSSI; THURSTON, 1977).

Os conjuntos de dados obtidos no experimento des@do subletal, de indices
hematoldgicos, intermedidrios metabdlicos, glutatioreduzida, peroxidacdo lipidica e
atividades enzimaticas foram avaliados quanto ansuaalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Todos os dados avaliados mostraram distdb normal e as médias dos grupos
controle e exposto foram entdo comparadas pele tede Student, adotando nivel de
significancia p < 0,05.



51

5 RESULTADOS

5.1Estimativa da toxicidade aguda Cly)50;48h de deltametrina (KeshéY) para juvenis
de pacu

O valor estimado da CL(1)50;48h de deltametrinafaranulacdo comercial Kesltfet
para juvenis déiaractus mesopotamicusi de 17,32 pg.tt, com limite inferior de 14,34
ng.L* e limite superior de 20,92 pg'Lambos com 95% de confianca.

Ndo se observou mortalidade nos grupos controled eud-L* durante todo o
experimento. Nos demais tanques de exposicaoefpstrada mortalidade a partir de doze
horas apds a adicdo do inseticida na agua. Apdsokas, as taxas de mortalidade foram:
33,33% na concentragao 15 u'é;- 66,66% em 20 ug-'JLe 100% nas demais concentracoes.
Quarenta e oito horas apds o inicio do experimeatoortalidade aumentou apenas na

concentracdo 20 pg'ia qual passou para 83,33%. Esses dados est@itideswna Tabela 1.

Tabela 1 - Mortalidade de juvenis dePiaractus mesopotamicusxpostos a
deltametrina (Keshef).

Concentragéo de deltametrina _
N iniciaa N fina Mortalidade (%)

(hg- LY

0 6 6

10 6 6

15 6 4 33.33
20 6 1 83.33
30 6 0 100
40 6 0 100
50 6 0 100

Fonte: A prépria autora.

Além da mortalidade, foram registradas alterac@esportamentais durante o teste de
toxicidade aguda. Os peixes do grupo controle n@woesantaram alteracdes de
comportamento durante todo o experimento, permadecena maior parte do tempo, na
porcao inferior da caixa e agrupados em algum dagos quando notavam aproximacédo de
observador. Os peixes expostos apresentaram é&ksragmportamentais poucas horas apos a
aplicacdo do xenobidtico. Nas concentracdes irgdidmias de deltametrina (10, 15 e 20

ng-LY), os peixes posicionavam-se no meio da colunaud’d® eram pouco ativos. Nas
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maiores concentracbes, 0s peixes apresentavans siteads de intoxicagcdo, tais como
desequilibrio corporal, natacdo erratica e/ou &te¥ batimento opercular acelerado,

culminando com a morte em menos de 24 horas applécacdo do xenobidtico.
5.2 Exposicéo subletal a 10% da C}y50;48h de deltametrina (Keshé?)

N&o foi registrada mortalidade durante a exposi&do73 pg [ de deltametrina em
nenhum dos tanques do grupo controle ou exposteed#ados a seguir, na forma de tabelas
ou graficos de barras, estdo representados comd@asnéddesvios padrdo das variaveis
ensaiadas e foram comparados unicamente com setieles para quaisquer conclusdes de

diferenca significativa.
5.2.1 Variaveis hematimétricas

Os dados hematoldgicos e os indices hematimétesid® apresentados na Tabela 2.
Apoés a exposicdo subletal, os valores de hemaiGeria contagem de eritrocitos (RBCC)
apresentaram queda significativa de 8,2% e 12%ectisamente. Conjuntamente, os valores
de hemoglobina corpuscular média (HCM) apresentaramento de 15%. J& os valores de
hemoglobina total, volume corpuscular médio (VCM)cencentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) n&o apresentaram difersiggaficativa.

Observou-se um aumento significativo de 5% na aunagdo de sodio e de 3,2% na

de cloreto. Nao houve alteracéo significativa @éasds de potassio.
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Tabela 2 - Variaveis hematimétricas de pacu expost
concentracdo subletal de deltametrina (Keshet®).

Variavel Controle Exposto
Hematdcrito (%) 25724 23,6 £1,7*%
Hb total (g.dL") 6,8+1,3 6,9+0,9
RBCC (16 células.mri) 2,5+0,3 2,2+0,3*
VCM (umd) 103,5+ 16,2 108,7 + 22
HCM (pg.céluld) 272+6,1 31,3+57*
CHCM (g.dLY) 26,5+52  29,1+37
Na" (mEg.L?) 203+153 214 +12,5*
K* (mEg.L" 3+0,9 2,7+0,2

Cl' (mEq.LY 112 +4,3 115,6 + 2,8*

Os dados sao apresentados como média + (DP). bifere
significativa é sempre indicada (*) em relacdo aatwle
para p < 0,05.

Fonte: A prépria autora.

5.2.2 Intermediarios metabdlicos e enzimas do metabolismatermediario em tecidos e

plasma

Os dados das variaveis metabdlicas avaliadas ewdignusculo branco e plasma dos
peixes submetidos a exposicdo subletal ao insaticdntendo deltametrina estéao
apresentados na Tabela 3.

No figado observou-se queda significativa de acmlasos livres (21,4%), glicose
(23,8%) e glicogénio (23,2%). Observou-se um aumeatl3% na concentracdo de proteinas
totais. Os demais intermediarios metabdlicos naesamtaram alteracdes, bem como as
atividades das enzimas analisadas.

No musculo branco, foram observados aumento de22té piruvato, reducdo de
7,3% de proteina e reducdo de 15,8% de glicosentQues enzimas, houve reducdo de
aproximadamente 20% na atividade da PK. As demazsm@s ensaiadas apresentaram
aumentos significativos: ALAT 20%, ASAT 43% e GDB%.

No plasma observou-se aumento de 14,3% na concaatde glicose e de 8,8% de
proteina.



54

Tabela 3 - Intermediarios metabolicos e enzimas dmetabolismo intermediario de figado, musculo
branco e plasma de pacu apés exposicéo subletal@tdmetrina (Keshet®).

Figado Musculo Branco Plasma
Variavel
Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
Amonia 12,6 £4,2 11,5+4,3 69+11 6,9 +1,6 804%0,13 0,59+ 0,12
Proteina 348,3+43,8 393,6 +43,6* 59+4,6 545 & 33,1+22 357+4,6*
Aminoacidos 70,6 + 16,4 68,9 + 26,1 16,4+ 2,6 3 0000 -
ALAT 095+0,39 0,79+0,29 0,075+0,017 0,096,818*  ---— -
ASAT 3,17+0,66 3,04+0,63 1,53+0/41 2,1940¥6 - = -
GDH - 0,028 + 0,007 0,042 +£0,013* - = -
Glicose 22+6,6 17,2 + 3,9* 0,35+ 0,06 0,29 #9,0 0,41+0,07 0,46 +0,06*
PK 0,24+0,03 0,24+0,02 11,46+3,01 956+245 --—- = -
Piruvato 0,74 + 0,09 0,70+0,11 0,35+0,13 0,43#3* 0,32+0,05 0,30+0,05
Lactato 51+1,3 5815 32,4+4.2 32+57 81,8 26+11
AGL 16,5+4,6 129+ 7,3* 1,3+0,4 14+04 - -
TGL 3,3+£0,7 3,212 21+0,3 2,1+0,3 0,88,29 0,80%0,40
Glicogénio 240,2 £ 75,2 184,3 +23,5* 3,2+0,3 326 -

ALAT = alanina aminotransferase, ASAT = aspartatginmtransferase, AGL = acidos graxos livres,
GDH = glutamato desidrogenase, PK = piruvato q@ndssL = triacilglicerois. As concentragdes de
proteina, glicose e TGL estdo expressas em mgteritls' ou mg-mL de plasniaas concentragdes de
glicogénio estdo expressas em umol de glicosibgéiemg de tecidh os demais intermediarios estdo
expressos em pmol-g de tecidou pmol-mL de plasrifa A atividade de GDH esta expressa em
nmol-min*- mg proteing; as atividades das demais enzimas estdo expressasmol-miif-mg de
proteind.Os dados sdo apresentados como média + DP de i%6speor tratamento. Diferenca
significativa € sempre indicada (*) em relacéo aetimle para p < 0,05.

Fonte: A prépria autora.
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5.2.3 Antioxidante ndo-enzimatico GSH (glutationa reduzic)

Os teores de GSH hepatica diminuiram 28,2% deviegpasicdo a deltametrina. Os

dados estdo apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Glutationa reduzida hepéatica (nmol-mg poteina®) de
pacus expostos a deltametrina por 96 h.
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(*) indica diferenca significativa entre os gruposm p<0,05.

Fonte: A prépria autora.

5.2.4 Enzimas antioxidantes

Nao houve diferenca nas atividades especificasAle €de SOD. Os dados estédo
apresentados nas Figuras 6 e 7, respectivamerda@ividade de GPx (Figura 8) apresentou
queda de 32%, enquanto a de G6PDH (Figura 9) aomeB8% apds exposicdo a

deltametrina.



Figura 6 - Atividade especifica de catalase (CAT)dpatica de pacus

expostos a deltametrina por 96 h.
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Fonte: A prépria autora.
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Figura 7 - Atividade especifica de superdxido disntase hepética
(SOD) de pacus expostos a deltametrina por 96 h.
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Figura 8 - Atividade especifica da glutationa peroxlase (GPx)
hepéatica de pacus expostos a deltametrina por 96 h.

. 20-
=
E E_ 15- ———
-\I..-:l_I—
¥ 3
.
® =
¥ = 104
o =
= =
< =
= = 5-
' =]
-g: b
= 0 T

Controle Exposto

(*) indica diferenca significa entre os grupos pas«,05.
Fonte: A prépria autora.

Figura 9 - Atividade especifica da glicose 6-fosfatdesidrogenase
(G6PDH) hepética de pacus expostos a deltametrinap96 h.
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(*) indica diferenca significativa entre os grugmasa p<0,05.
Fonte: A prépria autora.
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5.2.5 Acetilcolinesterase (AChE)

Observou-se diminuicao de 11,6% na atividade eSpecie AChE cerebral de pacus

apos exposicao a deltametrina (Figura 10).

Figura 10 - Atividade especifica da acetilcolinestase (AChE)
cerebral de pacus expostos a deltametrina por 96 h.
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(*) indica diferencga significativa entre os gruppara p<0,05.
Fonte: A prépria autora.

5.2.6 Sodio-potassio ATPase (N#aK*-ATPase)

Observou-se reducio de 37% na atividade esped#itdd/K*-ATPase das branquias

de pacu apos exposicado a deltametrina por 96 kir@deil) .

Figura 11 - Atividade especifica de sodio-potassiATPase
branquial de pacus expostos a deltametrina por 96.h
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(*) indica diferenca significativa entre os grugasa p<0,05.
Fonte: A prépria autora.



5.2.7 Peroxidacao lipidica

Foi observado aumento de 39% nos indices de paxgiadipidica hepatica de pacus
expostos a deltametrina por 96 h (Figura 12).

Figura 12 - Concentracdo de hidroperéxido de cumen@iPC)
em figado de pacus expostos a deltametrina por 96 h
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(*) indica diferenca significativa entre os grugzsa p<0,05.
Fonte: A prépria autora.
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6 DISCUSSAO

6.1Estimativa da toxicidade aguda Cly)50;48h de deltametrina (Keshét) para juvenis

de pacu

Diversos estudos demonstram a elevada toxicidadepuletroides sobre organismos
nao alvos, tais como insetos polinizadores (BADIOBELZUNCES, 2008), répteis
(ALEXANDER; HORNE; HANRAHAN, 2002) e peixes (HAYA1989). Diferencas quanto
a sensibilidade entre as classes de vertebradesgparestar relacionadas a variagdes no
metabolismo de drogas (GLICKMAN; LECH, 1981; EDWARDMILLBURN; HUTSON,
1986). Mesmo dentro de uma mesma classe de vettebha variacbes quanto a toxicidade
da deltametrina. Em peixes sao relatados, entrexyuds seguintes valores de CL50: 0,21 pg
L™ para embriées de carpa comum, apés 48 h (KOPRBSDIN, 2004); 2,57 pg ['para
“killifish”, Aphanius disparapos 96 h (AL-GHANBOUSI; BA-OMAR; VICTOR, 2012);
5,13 pg ! para lebisteP. reticulatg apés 48 h (VIRANet al, 2003); 15 pg L para tilapia
do Nilo, ap6s 48 h (GOLLOW; GODZI, 1994); chegaral®0 pg-L* para truta arco-iris,
apos 96 h (VELISEket al, 2007). Apesar de variados, todos esses valo@mmgam-se na
ordem daug L™, revelando sua elevada toxicidade.

Ndo ha estudos sobre a toxicidade aguda de pdesropara pacu. Quanto a
deltametrina, essa espécie mostrou-se menos segae matrinxdBrycon amazonicus
(CORTELLA, 2010). No entanto, quando comparadateoswenobibticos, as respostas sao
variaveis: o pacu mostra-se mais sensivel ao tiicipum inseticida organofosforado, do que
outras espécies tropicais, tais como tilapia eac@ENTURINI, 2010); todavia, mostra-se
pouco sensivel ao fenol, apresentado uma CL50:8@&8dng- [* (FIGUEIREDO, 2008).

Essas diferencas de toxicidade aos xenobioticderpaestar relacionadas a percepcao
da espécie a esses compostos. Pesticidas em@g@dgco percebidos pelo sistema olfatério
de peixes, o que pode leva-los a nao evitar amdsenbntaminados. Por outro lado,
hidrocarbonetos podem ser percebidos, levando eooamportamento de evitacéo (TIERNEY
et al.,2010). Outro fator possivelmente envolvido conwoscidade € a propriedade dos
compostos toxicos de ultrapassar a barreira de haxterna ou branquial, a qual pode ser
aumentada em determinadas circunstancias (SHEPHAS®). Durante a exposi¢cdo aguda
a deltametrina, observamos grande quantidade de mag superficies corporal e branquial
dos individuos mortos. Nao s6 a exposicao a xetiobgé capaz de gerar grande quantidade

de muco, mas também a agressao causada por miisonga. Assim, pacus infectados por
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Aeromonas hydrophilaapresentam maior producdo de muco, 0 que paeeaars resposta
adaptativa a presenca do estressor (CARRASEHI, 2012).

As alteracbes comportamentais observadas no peessitdo sdo semelhantes
aquelas relatadas para tilapia do Nilo, lebistetatrarco-iris e carpa comum expostos a
deltametrina (YILDIRIM et al, 2006; EL-SAYED; SAAD; EL-BAHR, 2007; VIRANt al,
2003; VELISEK; STARA; SVOBODOVA, 2011) e para cardaabeo rohita e jundia
expostos a cipermetrina (MARIGOUDAR; AHMED; DAVIR2009; BORGESt al, 2007) e
ocorrem poucas horas apos a aplicacado do toxigasE®spostas podem estar diretamente
relacionadas a acg&o neurotdxica dos piretroideigpddl sobre os canais de Nde neurénios
e a inibicdo de canais de cloreto; ou ainda, dgédda enzima acetilcolinesterase, levando
ao acumulo de neurotransmissores na fenda sinApéc@omo sugerido por Dziaman e
colaboradores (2000), que atribuem a inibicdo dalwgdo sinaptica a deficiéncia observada
no aprendizado de carpas expostas a deltametrina.

N&o existe no Brasil regulamentacéo acerca daectragdo permitida de piretroides
do tipo Il na agua. Ha apenas portarias do Minstda Saude, sendo a mais recente a
Portaria N° 2.914/2011 (BRASIL, 2011), que limitanconcentracdo maxima de permetrina,
um piretroide do tipo I, em 20g- L em aguas destinadas ao consumo humano. No erganto,
toxicidade de compostos do tipo | € muito menorqgde a de compostos do tipo Il. Por
exemplo, permetrina e cipermetrina sdo compostesdifarem apenas quanto a presenca do
grupoa-ciano na cipermetrina (Figura 17). A CL50;24h parasophila melanogastet de
580 pg-mL* para permetrina e de 2,16)-mL* para cipermetrina; uma diferenca de 268

vezes.

Figura 13 - Comparacao entre as formulas estrutura do piretroide tipo I, permetrina, e do piretroide
tipo I, cipermetrina.
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Fonte: US-Environmental Protection Agency.
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Apesar de serem considerados pouco toxicos pamsfaras, ndo sdo conhecidos os
efeitos da exposicdo de longa duracdo aos piresoitmamura e colaboradores (2006)
mostraram aumento na expressdo de fatores envelwnido modulacdo de transmissdes
sinapticas em neurdnios de ratos tratados comnagetitea, levando a danos na funcéo
cerebral. Dessa forma, aceitando-se o padrdo dirasdstabelecido, consideram-se potaveis
0s corpos de agua com concentracfes de piretrldties para varias espécies de animais.
Além disso, apesar de Uteis para estabelecer $ipéea a protecao da biota aquatica, os testes
de mortalidade aguda ignoram a “morte ecoldgica’ elspécies, que geralmente ocorre em
concentracbes muito abaixo daquelas que causamalidade significativa (SCOTT,;
SLOMAN, 2004). Seria desejavel, portanto, que &lagdo contemplasse limites especificos
para os tipos mais utilizados de inseticidas mreéés - assim como ocorre nas agéncias de
protecdo ambiental norte-americana e européia angs uma aplicacdo racional e

sustentavel, que ponderasse, além da segurancaauosaiscos ambientais.

6.2 Exposicéo subletal a 10% da CL(1)50;48h de deltamena (Keshet®)

6.2.1 Variaveis hematoldgicas

Os elementos sanguineos séo considerados bioroegsgatomissores de intoxicagdo
por pesticidas, uma vez que amostras de sanguenpeeteobtidas de animais teste de forma
nao letal (SINGH; SRIVASTAVA, 2010), e as alterag@®matologicas, apesar de ndo serem
especificas ao estressor quimico, podem dar infgiesaa respeito da fisiologia geral e do
estado de saude do organismo sob investigacaod@a@®OST; BEYER; VERMEULEN,
2003).Diversas alteracbes hematologicas sdo descritagegms expostos a concentragdes
subletais de piretroides. Ha relatos de alterag@@$oldgicas dos elementos sanguineos, tais
como eritrécitos crenados, diminuicbes no numererdedcitos, do valor de hematdcrito e de
hemoglobina total, geralmente associadas a aneaiéas,de leucopenia e aumento do tempo
de coagulacéo (SINGH; SRIVASTAVA, 2010).

No presente trabalho, algumas alteracdes hemdisagacus expostos a concentracao
subletal de deltametrina (1,78)-L" por 96 horas) indicam discreto comprometimento da
saude destes individuos. Reducdes nos valores @€RBematdcrito indicam que o numero
de eritrocitos diminuiu, refletindo assim um quadeoeritropenia. No entanto, o tamanho das

hemacias restantes se manteve, ja que o VCM ngitesau.
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A eritropenia pode ter duas causas: acdo deledériaseticida sobre a producdo de
novas hemacias ou aumento na sua taxa de dest(higaolise). Adedeji e colaboradores
(2009) postulam que a diminuicdo observada no RBEMDagre africanoC. gariepinus
exposto ao inseticida OP diazinon, pode ser desidan efeito supressor do toxico nos
tecidos eritropoiéticos, resultando em diminuicédo producdo de hemécias. Avaliagbes
histologicas em rim d€. carpio exposta a deltametrina mostram a ocorréncia deogic
picnéticos no tecido hematopoiético, indicando aspmlidade de efeitos danosos desse
toxico sobre a producao de heméacias (CENGIZ, 200&)outro lado, a hipotese de hemolise
é corroborada no presente trabalho pela sugestésti@sse oxidativo causado pela exposicédo
a deltametrina. Por serem ricas em acidos gradoagaiurados, as membranas bioldgicas de
peixes sdo particularmente sensiveis a acdo de BRQue pode levar ao acumulo de
hidroperéxidos, a diminuicdo da fluidez das memésae, por fim, ao seu rompimento
(NAGASAKA; OKAMOTO; USHIO, 2004). Segundo Lushchék011), a sensibilidade dos
eritrocitos ao estresse oxidativo € confirmada pelmdlise e formacdo de metahemoglina
observadas em hemacias de truta arco-iris expastaszonio. Segundo o autor, 0 0z6nio néo
atacou as pelo lado de fora, mas sim, atravessoenzbrana e estimulou a producdo de ERO
pela hemoglobina intracelular.

A ocorréncia de eritropenia também é relatadalewinos de carpa indian@, catla
expostos a 1/3 da CL50 de deltametrina (VANAIl, 2011). Porém, além da diminuigdo dos
valores de RBCC e Ht, essa espécie apresenta cedagéoncentracdo de hemoglobina total,
associada com a ocorréncia de hemodlise. Entretamiopacu exposto a deltametrina, a
resposta foi oposta. O aumento observado nos galdee HCM indica que as células
remanescentes na circulacdo contém maior quantidadeemoglobina. N&o ha, portanto,
prevalecimento de um quadro anémico e o consequaentprometimento da oxigenacao. Os
dados de metabolismo também sugerem uma condi@ekde transporte de oxigénio, visto
gue os niveis de acido latico ndo se alteraram.

Exposicdes as classes mais relevantes de insstif@, carbamatos e piretroides)
comumente levam ao desenvolvimento de anemia exep€&INGH; SRIVASTAVA, 2010,
VANI et al, 2012). A carpd&abeo rohitaexposta a concentracao subletal de cipermetrina po
28 dias exibe anemia macrocitica (ADHIKARL al, 2004). Em mamiferos, quadros
anémicos sao descritos em cabras (KHANal, 2008) e camundongos, principalmente
fémeas, tratados com deltametrina (SAOUIal, 2011; HARATYM-MAJ, 2002). Ha
ainda, casos contrarios, com aumento de eritropolgsita arco-iris (VELISEKt al, 2007),
tilapia do Nilo (EL-SAYED; SAAD; EL-BAHR, 2007), c@udo Ancistrus multispinis
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(PIMPAO; ZAMPRONIO; SILVA DE ASSIS, 2007) e bagreeteropneustis fossilis
(KUMAR; LATA; GOPAL, 1999) expostos a deltametrimau cipermetrina apresentam
aumento do numero de células vermelhas, da coacéotrde hemoglobina total e do
hematocrito. Essa producdo de células novas digagsth como um mecanismo de defesa
contra a hipéxia no sistema nervoso central (PIMPZOVIPRONIO; SILVA DE ASSIS,
2007). No presente trabalho, o transporte de oidg€igarantido pelo aumento adaptativo de
hemoglobina nas hemacias restantes.

Comparando-se as alteracbes hematoldgicas obssrvaga pacu exposto a
deltametrina ou ao inseticida OP triclorfon — queusa apenas discreta reducdo da
concentracdo de Hb total (VENTURINI, 2010) — aqgsetdbservadas em outras espécies
expostas aos mesmos xenobidticos, pode-se dizeo guaeu tem mecanismos adaptativos
capazes de minimizar os efeitos da exposicao. dtanmante as alteracdes na série vermelha,
0 pacu exposto ao Kesfietpresentou alteracées plasmaticas.

O aumento na concentracdo de ions sédio e cloedémn das proteinas totais
plasmaticas, sugerem perda de agua, ou um quadiesildratacdo. Esse quadro também é
observado em gafanhotbocusta migratoria,tratado com deltametrina (PROU al,
1993). O aumento da diurese é o primeiro indicader desequilibrio da homeostase,
subsequente ao efeito neurotéxico, e que pode sfito fisioldgico inicial a contribuir para
a morte do inseto. Algumas alteracbes na regula@m@oa de peixes, desencadeadas pela
exposicao a contaminantes, sao relatadas naUiterdido ha, no entanto, sugestdes diretas
de desidratacédo. Hori e colaboradores (2006), aavddi os efeitos da exposicdo subletal de
matrinxd ao fenol, observaram aumento na concdéralp proteina plasmatica, porém
acompanhada de redu¢éo na concentracdo do iotoclesses autores atribuem a reducéo do
cloreto a uma adaptacéo fisiologica para mantealanigo idnico, ja que as proteinas também
apresentam carga global negativa no pH sanguinaoet&nto, o pacu ndo apresentou tal
compensacao, reforcando a hipotese de desequibbiap.

Jundia,Rhamdia quelerexposto a doses subletais de cipermetrina, agieeaamento
nas concentracdes plasmaticas de sodio, potassgnéasio e fésforo, porém com diminuicao
de proteinas totais (BORGES al, 2007). Alevinos de carp@. carpio, expostos por sete
dias a 10% da CL50 de cipermetrina, apresentam rgongle sodio e potassio plasmaticos e
reducdo de cloreto; porém, apls exposi¢cdo agudasaticida ou a periodos prolongados de
exposicdo subletal, a concentracdo desses ionsnudim{SUVETHA; RAMESH;
SARAVANAN, 2010). A concentracdo de ions tambémidiumem cérebro, branquias, rim,

musculo e intestino de bagfélarias batrachusexposto a 1/3 da CL50 de deltametrina



65

(KUMAR 2012). Essa perda € associada a danos renaibranquiais. Essas alteracdes
ibnicas observadas em peixes sdo atribuidas pios\autores a inibicdo da NK*-ATPase.

Nos correlacionamos as alteracdes idnicas obsasveh pacu exposto ao KeShat
inibicdo da enzima N&K'-ATPase. As adenosina-trifosfatases (ATPases) ségrupo de
enzimas de membrana presentes em todos os tipdaresle responsaveis pelo transporte de
fons, com gasto de ATP. A NK*-ATPase é um trocador i6nico da membrana celulga, ¢
alteracdo pode estar envolvida na neurotoxicidade piretroides (SODERLUND;
BLOOMQUIST, 1989). Nas branquias, essa enzimamstgente na membrana basolateral do
epitélio branquial e envolvida no transporte detréliédos (PARVEZ; SAYEED,;
RAISUDDIN. 2006). Contaminantes presentes na agua entranoetat@ com a superficie
branquial e podem perturbar o balanco i6nico e wliego osmatico, principalmente por
inativacdo de ATPases das células epiteliais; psa €azao, a atividade dessas enzimas tem
sido utilizada como biomarcador de ambientes poki(f¥ANI et al, 2012).

Inibicdes da atividade da N&*-ATPase branquial por acdo de pesticidas foram
observadas por diversos autores. Tri@abno gairdneriexpostas a concentracdes subletais
de DDT (LEADEM; CAMPBELL; JOHNSON1974); C. carpio (SUVETHA; RAMESH,;
SARAVANAN. 2010), C. mrigala(PRASHANTH; DAVID, 2010) eC. catla(VANI et al.,
2012) expostos a cipermetrina; e cascAdonultispinis(SILVA DE ASSISet al, 2009) C.
batrachus (KUMAR, 2012) e C. catla (VANI et al, 2011) expostos a deltametrina
apresentam inibicdo de NK*-ATPase branquial. Esses autores sustentam quenédsisao
se deve a alteracdes conformacionais da enzimqudilm de rotas metabdlicas da producéao
de ATP, ou ainda, rompimento das membranas ceflaseisado por entrada descontrolada
de sodio e, acompanhando o gradiente osmotico,gde, devando ao intumescimento e
posterior rompimento celular. Evidéncias histolagienostram a ocorréncia de edemas e de
necrose nas branquias @Gambia affinisexposto a deltametrina (CENGIZ; UNLU, 2006).
Ensaiosin vitro da atividade da N#&'-ATPase branquial de pacu na presenca de
deltametrina podem dar indicios sobre o efeitoed&S$tico na estrutura tridimensional da

enzima.

6.2.2 Metabolismo intermediario

A exposicdo de peixes a xenobidticos é capaz deacalteracdes no metabolismo

intermediario com reflexos no organismo como umofothis como taxa metabdlica e
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desempenho natatério, ou com respostas tecidaggscamo disponibilidade de substratos
metabolicos e atividades enziméticas (SCOTT; SLOMARNO4). Os efeitos adversos de
concentracdes subletais de contaminantes incluexs, o que a estimativa de mortalidade,
alteracOes em certos processos bioldgicos vitaghs&rvacao dessas alteracdes pode levar ao
desenvolvimento de biomarcadores de efeito da &gmws pesticidas (SEPICI-DINCEt

al., 2009).

As alteracdes observadas no metabolismo intermedde pacu apO0s exposicéo
subletal a deltametrina indicam alteracao do balamgrgético do animal, podendo interferir
ndo apenas em sua sobrevivéncia, mas também r@Egefuacoldgicas da espécie, tais como
forrageamento, fuga de predadores e reproducadigbido dos animais expostos, o0 aumento
do teor de proteinas hepaticas pode estar assoaia#sidratacdo plasmatica, ja discutida
anteriormente. Esse quadro de desidratacdo podeedarido a volemia com reflexo na
hidratagao tissular.

O figado é um oOrgéo vital com elevado metabolisticidico e seriamente afetado
por xenobidticos. Nos peixes, esse é considergaiareiro 6rgao de desintoxicacao e todos
0s toxicos passam por ele para metabolizacdo egarA concentracdo de xenobioticos, a
conversdo metabdlica que ocorre nos hepatocitogxer@cdo de compostos tdxicos ou de
seus metabolitos na bile, contribuem para sua vaiilelade frente a intoxicacdo (BEGUM,;
VIJAYARAGHAVAN, 1995). As enzimas envolvidas no mbblismo de carboidratos séo
frequentemente alteradas pela exposicdo a polueBt@s muitos casos, o0 catabolismo
glicidico aerobico aumenta, possivelmente para emsgr O custo extra das reacdes de
desintoxicacao (SCOTT; SLOMAN, 2004). Kumaragumeamish (1983) sugerem que truta
exposta a permetrina tenha um aumento da taxa étietmlbasal devido a um aumento na
demanda energética por estresse fisiologico, psosede desintoxicacdo e reparo tecidual. O
aumento da taxa metabdlica observado em pacu podievado a um aumento concomitante
no consumo de oxigénio, assim como descrito paa@al. rohita exposta a cipermetrina
(MARIGOUDAR; AHMED; DAVID, 2009). Logo, nossa hipése de que nao houve
comprometimento do transporte de oxigénio € conad® pela manutencdo nos teores de
lactato nos tecidos e no plasma, indicando quennéwve demanda do processo fermentativo.
E preciso verificar em estudos posteriores, nonémta possibilidade de ocorréncia, no pacu,
da via fermentativa alcoolica, assim como ocorreGarassius auratusubmetido a anoxia
(SHOUBRIDGE; HOCHACHKA, 1980). Nesse caso, ndo p@ieos supor a manutencao

do metabolismo oxidativo pela nao alteracéo deact
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Também ha indicios do consumo de reservas do teeigatico. Glicogénio, glicose e
acidos graxos livres foram degradados como fonendegia para o tecido. O glicogénio deve
ter participado da manutencéo da glicemia. Glicotiea hepatica foi observada também em
juvenis de salmao do Atlantico mantidos sem alilmgit e expostos ao piretroide fenvalerato
por 70 horas (HAYA, 1989). Esse autor considera ljfuaim efeito aditivo do jejum e da
intoxicacdo, pois foi maior a diminuicdo da resedea glicogénio nos peixes mantidos
concomitantemente nas duas condi¢cdes. Observagielhsmte € descrita para o bagte
fossilis exposto a cipermetrina (SAHA; KAVIRAJ, 2008). Sado esses autores, a
diminuicdo nas reservas de glicogénio atua com@asso regulatério contra a ameaca de um
xenobiotico. Ela aumenta o metabolismo intermegjatiesultando em protecdo dos
hepatocitos. Begum e Vijayaraghavan (1995) relaciona deplecdo nas reservas de
glicogénio hepético de bagr&s batrachus expostos ao inseticida OP dimetoato, Lgm
regulationdas enzimas da glicogendlise oudawvn regulatiordas enzimas envolvidas com a
sintese de glicogénio. Isso ocorreria por que tiqigs estimularia as célulasdo pancreas,
aumentando os niveis de ANK¥celular, convertendo a fosforilase b em a e auameiat a
glicogendlise. As atividades inalteradas das emnzipr@saiadas nesse tecido indicam que o
metabolismo hepético esteve direcionado a manuestg&licemia e a exportacao de glicose
para outros tecidos, e que a reserva energéticaficiente.

A hiperglicemia observada no pacu deve-se, provaemie, & exportacdo de glicose
do tecido hepatico. A hiperglicemia é tradicionahtee referida como um indicador de
estresse, em resposta a liberacdo de catecolarAgaisr e colaboradores (2004) descrevem
fendbmeno semelhante ao observado neste trabalhonamnxas expostos ao inseticida
organofosforado metil- paration. El-Sayed e Sad@iD{® correlacionaram a hiperglicemia
observada em tilapia nilética exposta a inseticiddsase de deltametrina, a0 aumento na
sintese dos hormdnios adrenocorticotropico e glutaga diminuicdo na sintese de insulina.
Dessa forma, o glicogénio hepatico seria rapidaenemmivertido em glicose e passaria para a
circulacdo sistémica, aumentando a concentracdglidese sanguinea. Contrariamente,
Eraslanet al. (2007) avaliando as respostas de camundongos, isekKat al(2007),
avaliando as respostas de truta arco-iris tratados deltametrina, encontraram quadros de
hipoglicemia. As justificativas encontradas poressautores sdo a diminuicdo na sintese dos
horménios citados ou o aumento da demanda enaxgétiqonto de esgotar a glicose
produzida. Sepici-Dincel e colaboradores (2009)ismimque o aumento na glicemia € uma

resposta secundaria geral de peixes ao estressadcapor téxicos, sendo considerado um
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indicador confiavel de estresse ambiental. Umardsgostas primarias ao estresse seria 0
aumento na cortisolemia, fator esse nao avaliadqoesente trabalho.

No musculo branco de pacu, observamos protedlisierida pela reducdo na
concentracdo de proteina. A concentracao inaltetadaninoacidos livres deve-se ao fato de
serem imediatamente transaminados, com producaouwato, oxalacetato e glutamato. Dai
o teor elevado de piruvato nesse tecido. Estenmg@iario deve estar sendo utilizado para
gerar acetil-CoA e alimentar o Ciclo de Krebs, urea que o teor de lactato ndo se altera. O
glutamato gerado pelas reacOes catalisadas pelaTAkApela ASAT estaria sendo
desaminado pela GDH. A manutencdo nos teores denianmds trés compartimentos
estudados indica que ndo houve prejuizos a excreg@agenada de pacus expostos ao
Keshe?. Velisek e colaboradores (2006; 2007) descrevemeatp nos teores plasmaticos de
amonia em truta arco-iris e carpa expostas a deliana e associam tal fenbmeno a
inabilidade do organismo em converter a amonia,vepente do catabolismo de
aminoacidos, em uma substancia menos prejudicial.

A glicose parece ter sido o combustivel inicialmetabolismo muscular dos peixes
intoxicados, sendo posteriormente substituida pmtefna. Adown regulationda enzima PK
reforca essa hipotese: a desfosforilacdo de fosfpeuavato esta diminuida. Isso nos faz
supor que a PK muscular de pacu seja reguladaivegainte por alanina, assim como ocorre
com a PK hepatica.

Pacus expostos a deltametrina apresentam alguniasacékes no metabolismo
muscular semelhante aquelas observadas em matriexgestos ao fenol. Hori e
colaboradores (2006) observaram aumentos na alwida ALAT e ASAT, na concentracao
de piruvato e reduc¢des na atividade da PK e deectragdo de glicose muscular. No entanto,
esses autores observaram também mudancas nodeeffittato, sugerindo gliconeogénese.
Diferentemente do observado em matrinxd, em pacunt preferéncia por proteinas em
lugar de carboidratos como substrato energéticauars Outra possivel explicacdo para as
alteracdes observadas no metabolismo de pacu exposhseticida a base de deltametrina é
a acao do cortisol.

A acao agressiva de um pesticida € usualmentensdpel pela inducdo de estresse.
O estresse é uma resposta a qualquer situacaorspaea@ a homeostase e resulta na ativacao
do eixo hipotalamo-pituitaria-tecido inter-renal Rjl e do sistema nervoso autbnomo
simpatico. A ativacao do eixo HPI leva a secregéglitocorticoides pelo tecido inter-renal.
O cortisol, principal corticosteroide em peixes,manta a glicemia por inducdo da

gliconeogénese através de duas acdes: estimulootdlse e consequente liberacdo de
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aminoacidos de tecidos periféricos, principalmetée musculo, e indugdo da sintese de
enzimas-chave da gliconeogénese (RAHIMI; ABDOLLAH2011). O aumento da
concentracdo de glicose resultante de estressecisubstrato aos tecidos periféricos para
atender a demanda energética aumentada (SARMAl, 2010). A quantificacdo e
qualificagcdo de aminodcidos e de cortisol plasroati@lém da avaliacdo da atividade de
enzimas neoglicogénicas hepaticas em animais egodhzem-se necessdrias para
inferéncias mais precisas sobre a acdo do piretriddnetabolismo energético.

Finalmente, é interessante a comparacdo entre tasacéles do metabolismo
intermediario observadas neste trabalho com aqudissrvadas por Venturini (2009) em
pacus expostos ao inseticida OP triclorfon. Osrimégliarios que apresentaram variagdo em
resposta a deltametrina apresentam um perfil ogpgtodo o agente toxico é o OP. Enquanto
nos constatamos glicogenolise hepatica e hipergigeem pacu exposto a OP observa-se
neoglicogénese e hipoglicemia; na musculaturasposta de pacu exposto ao piretroide foi
protedlise, enquanto que ao OP observou-se cataimlde &cidos graxos. Portanto, este
conjunto de observacdes discutido acima indicaaguateracdes metabolicas provocadas por
inseticidas sdo especificas para a classe do cemposriam mesmo dentro das espécies, 0

que exige maior rigor no estabelecimento dos bioattres de exposicéo a piretroides.

6.2.3 Metabolismo antioxidante

Desde a Revolugdo Industrial, 0 ambiente e os ®gas aquaticos vém sendo
particularmente ameacados, devido a crescente idadat de poluentes despejados nos
corpos d’agua. Muitos desses compostos e/ou setabatitos podem apresentar efeitos
toxicos além de causar estresse oxidativo. O migalm celular basico de organismos
aerdbicos envolve a producao de radicais livresx@genio e de espécies reativas ndo radicais
(como HOy), fisiologicamente importantes, por exemplo, makzacéo celular e inflamacao.
No entanto, alguns compostos tém a capacidade mhers@ar a producdo intracelular de
espécies reativas de oxigénio, podendo levar aessst oxidativo (BAINYet al, 1996; van
der OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; VALAVANIDI%t al, 2006).

Os compostos téxicos que entram em um organismoséxpassam pelo processo de
biotransformacéo, principalmente no figado, quesisb@ de algumas reacdes enzimaticas e
modifica 0 xenobidtico tornando-o mais soltuvel eilfaente eliminado. Esse processo €

dividido em duas fases: na fase | participa o iatele mono-oxigenases dependentes de
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citocromo P450; na fase Il, uma série de transésrague catalisam rea¢des de conjugacao
(ORELLANA; GUAJARDO, 2004).

A mono-oxigenacado catalisada pela familia dos mimos P450 € a principal reacéo
da fase | do metabolismo de xenobioticos, e requemessariamente, a coenzima NADPH+H
e oxigénio molecular, além do complexo multienziotdtAs enzimas desse complexo sao
hemoproteinas de membrana, particularmente abweslat reticulo endoplasmético liso.
Esse sistema realiza oxidacdo, na qual um dos &tamamxigénio molecular é reduzido a
agua, e o outro € incorporado ao substrato, tooranchais reativo e hidrossoltuvel. No
entanto, durante o ciclo redox que envolve as heoteipas e transferéncias de elétrons, pode
haver geracdo de espécies reativas de oxigéniwigaimente do anion superoxido,{Ce
peroxido de hidrogénio @@;) além do préprio radical substrato (ORELLANA;
GUAJARDO, 2004; AVILEZ, 2008).

As reacles da fase Il da biotransformacdo podenrescna molécula original do
xenobiodtico ou apds sua passagem pelas reacoemseld. fDiferentes enzimas catalisam a
conjugacéao do xenobidtico com moléculas de natweedagena, tais como acido glicurdnico,
sulfatos, acetato, o tripeptideo glutationa e agaminoacidos (ORELLANA; GUAJARDO,
2004).

Entre os diversos biomarcadores ecotoxicolégicopgstos nas Ultimas décadas estao
aqueles baseados no balanco entre pré e antioggdahiém disso, as consequéncias de um
desbalanceamento entre ambos, tais como danos & jp¥oxidacdo lipidica e inibicdo
enzimatica, também representam sinais precocesstighios ambientais (AMEUR al,
2012). A avaliacdo do balanco oxidativo do pacuosip ao Kesh& mostra uma relativa
deficiéncia nos elementos antioxidantes, ja querbmos injarias celulares resultantes de
peroxidacao lipidica. A oxidacdo de lipidios é aitador mais utilizado nas pesquisas
envolvendo radicais livres porque muitos organisnespecialmente os aquaticos, contém
grande quantidade de lipidios com residuos de aa@daxos poli-insaturados, passiveis de
oxidacdo devido as duplas liga¢des. O radical kid(oOH), gerado nas rea¢cbes das mono-
oxigenases ou, espontaneamente, a partir,@e b presenca de £eé um potente iniciador
da peroxidacéo lipidica (LUSHCHAK, 2011; REG@dtlal, 2011).

Para Sayeed e colaboradores (2003), o aumentaorgecao lipidica observado em
figado, branquias e rim d€. punctatusexposto a deltametrina por 48 horas é devido a
producao de radicais livres e a ocorréncia de sssarexidativo. Esses autores defendem que
as especies reativas sao produzidas devido aé&fefiaidos peixes em metabolizar e eliminar

inseticidas piretroides. A peroxidacdo de lipidiogegra o efeito nocivo causado pelas
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espécies oxiradicais que ndo podem ser contralegldas pelas defesas antioxidantes
naturais com a consequente desestabilizac&o de naeaste de enzimas associadas (S&1LE
al., 2008). Sepici-Dincel e colaboradores (2009) iadica peroxidacao lipidica induzida por
estresse oxidativo como um mecanismo adicionabgiittade do piretroide ciflutrina em
alevinos deC. carpig além da neurotoxicidade.

Tendo em vista 0 aumento da peroxidacao lipidicsahepatdcitos de pacu e, portanto,
0 suposto excesso de oxiradicais, esperavamosvabsgividades aumentadas de SOD e de
CAT, enzimas cuja acdo em sequéncia evita a fornalgh radical hidroxila. Valores
inalterados da atividade dessas enzimas poderig@risugue a deltametrina ndo causou
estresse oxidativo no figado de pacu exposto ardettina. Esses resultados sdo muito
semelhantes aos encontrados por Avikdzal. (2008), em que matrinxas expostos a
concentracdo subletal de fenol também ndo apreaentanudancas nos elementos
antioxidantes hepaticos apds 96 horas de expodigéietanto, apos periodos de recuperagao
em agua livre de xenobidtico, algumas enzimasdivea atividade aumentada. Esses autores
também esperavam o aumento na atividade de SODTe €Augerem que a nao alteracao
deve-se ao fato do fenol ndo agir como oxidan&taiou como produtor de radicais livres. A
metabolizacdo do toxico pelo sistema de mono-o&gEs microssomais ocorreria somente
no periodo de recuperacdo. Entretanto, ha indifgogue a metabolizacdo da deltametrina
pelo sistema do citocromo P450 ocorra logo apogasicao, diferentemente do fenol. Silva
de Assis e colaboradores (2009), avaliando as sespodeA. multispinis exposto a
deltametrina, observaram aumento nos niveis h@gsatie citocromo P450 total, bem como
na atividade de EROD (enzima utilizada para meuiirétamente a atividade de citocromo
P450), sugerindo que as reacgdes de biotransforntcase | ocorrem dentro de 96 horas. A
superexpressdo de genes da familia de citocrom® Bdgfa relacionada a resisténcia do
mosquito Anopheles gambiaeo tratamento com inseticidas a base de permetrina
cipermetrina (STEVENSONet al, 2011). A mesma inducdo é descrita por Regoli e
colaboradores (2011) em enguias expostas a sedisnaith e moderadamente contaminados;
esses autores observaram ainda que a producdo Aenkddsageiro do citocromo e a
atividade catalitica de EROD sao dose-dependentdgado e branquias.

As principais reacfes atribuidas ao metabolismo patetroides sdo oxidacdes
mediadas pelo sistema de mono-oxigenases microssosa vias de degradacdo em
bovinos, aves domeésticas e peixes sdo semelhanteséritas para roedores, porém, estudos
comparativosin vivo e in vitro mostraram que 0s peixes tém a menor capacidade par
metabolizar e eliminar inseticidas piretroides (PWD; ZAMPRONIO; SILVA DE ASSIS,
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2007). Pertencendo a classe quimica dos ésterpiet@ides seguem vias metabdlicas que
incluem hidrélise da ligacédo éster central e oxadagas porcdes acido a alcool. A taxa dessas
transformacdes e a natureza dos metabdlitos depermiecipalmente do organismo
envolvido. Em aves e mamiferos, os piretroidesragmlamente metabolizados e excretados,
enquanto em peixes, o sistema enzimatico envolvédbidrélise € reduzido, culminando em
elevada toxicidade. Anfibios apresentam sensiliédmtermediaria aos piretroides, sendo
pouco mais resistentes que peixes (EDWARDS; MILLBLRIUTSON, 1986; DEMOUTE,
1989; DINUet al, 2010).

Apébs passagem pelo sistema das mono-oxigenaseiet®ides sdo transformados
em metabolitos hidroxilados, preferencialmente nasigio 4. Em ratos, estudos
cromatograficos identificaram a 4"-OH-deltametr{(ANAND et al, 2006), e esse deve ser
também o produto da mono-oxigenacdo em peixes,ug 4j-OH-permetrina e 4°-OH-
cipermetrina foram os principais metabdlitos deefasde truta arco-iris e de peixe-rei,
Odontesthes bonariensisrespectivamente. Esse subproduto tem sido reladm a
neurotoxicidade dos piretroides, uma vez que foortrado em quantidades consideraveis no
cérebro de truta arco-iris (GLICKMARt al, 1981; EDWARDS; MILLBURN; HUTSON,
1986; CARRIQUIRIBORDEet al, 2012).

Enquanto em aves e mamiferos os passos seguintéstidasformacao de piretroides
sdo clivagem da ligacédo éster e oxidacdo, prime@menna posicdo 4°, em peixes a rota
principal é a conjugacdo com acido glicurénico egoifato devido a baixa atividade de
esterases, seguida da eliminacdo pela bile (CARRR@ORDE et al, 2012). Alguns
autores reforcam o aumento nos processos de cgapig® piretroides. Sayeetlal. (2003),
Cortella (2010) e Dinwet al. (2010) observaram aumentos na atividade de glataib-
transferase (GST) em figado @e punctatusde matrinxd e d€arassius auratus gibeljo
respectivamente, expostos a deltametrina. Enauratus esses autores constataram que a
atividade dessa enzima € maior nos dois primeii@s apos a adicdo do toxico, retornando
aos valores semelhantes ao controle apés set@iasl4?ortanto, admitimos que no inicio da
exposicdo do pacu ao inseticida, a SOD nao terdw sificiente para debelar o estresse
oxidativo devido a grande producdo de ERO peloxgssns de biotransformacédo. A
atividade de CAT, por sua vez, pode ter sido imilpdlo excesso de anions superéxido, como
relatado em outros experimentos (SAYEED al, 2003; CORTELLA, 2010). Ap0s os
primeiros dias de exposi¢cdo, ndo sendo o toxicdiciEmado aos tanques sua concentracao
deve ter se estabilizado ou, até mesmo, diminudgo,modo que o0s niveis de defesa

antioxidante fossem suficientes.
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Bainy e colaboradores (1996) observaram aumentd408oc na atividade da SOD
hepatica de tildpias amostradas da represa Billiags Sdo Paulo, quando comparadas a
tilapias amostradas de locais ndo contaminadose Bamento, porém, foi considerado
insuficiente para proteger as células do dano tixmlauma vez que a atividade de CAT e de
outras enzimas antioxidantes apresentaram-se dulaisiu Inversamente, alguns autores
encontraram atividade de SOD diminuida em respostgosicdo a deltametrina, assumindo
uma inibicdo mutua: o excesso de anions superdmidvia a CAT, e 0 excesso de peréxido,
por sua vez, inibiria a SOD (DIN#Et al, 2010). Ansari e colaboradores (2008) relacionam a
inibicdo de SOD ao aumento na peroxidacao lipidinarmalidades nucleares e formacao de
micronucleo nos eritrocitos do badte punctatuexposto a deltametrina.

Catalase e GPx sao enzimas que trabalham em corpard eliminar o excesso de
peroxido de hidrogénio, porém a ultima parece d¢atrdouicdo maior contra a toxicidade do
peréxido (DINU et al, 2010). Pacu e tambaquCdglossoma macropomynmapresentam,
naturalmente, as maiores atividades de GPx ja ¢nactas entre teledsteos e ratos. Essa é,
provavelmente, uma adaptacdo evolutiva ao estiegdativo, uma vez que essas espécies
podem estar sujeitas, em seu habitat naturalossdo Pantanal, a ciclos de hipdxia e subita
reoxigenacao. A GPx hepatica de pacu também apeesaaior afinidade por peréxido de
hidrogénio quando comparada a CAT; isso pode jcatifa ndo alteracdo na atividade de
CAT de pacu em nosso trabalho, caso ndo ocorrgduitpor superéxido: essa enzima so
seria requisitada em concentracdes muito altagxiolo (DANTAS, 2010).

A reducéo observada na atividade de GPx ap0s @ lugr exposicdo provavelmente
tenha sido devida a diminuicdo na concentracdo adoibstrato dessa enzima, GSH. Em
relacdo aos antioxidantes ndo enziméticos, a pahcdefesa celular é a glutationa,
encontrada em concentracfes muito elevadas noofigad0 mM). A principal funcdo da
GSH é a desintoxicacdo de xenobidticos e/ou seusbdigos, ja que € um dos mais
eficientes redutores encontrados nas células. édrae reacdes catalisadas pela GST, esses
compostos sdo conjugados com GSH e geralmente ta&dose e eliminados pela bile
(SAYEED et al, 2003; LU, 2009). Dessa forma, as moléculas de @8¥em ter sido a
primeira defesa antioxidante no inicio da expose@dioface de suposto excesso de peroxido
de hidrogénio e de radicais superoxido e hidresses ultimos produzidos espontaneamente
pela reacdo de Haber-Weiss. Essa também é a paogesitli e Canli (2007): a GSH é o
primeiro antioxidante utilizado por peixes exposiasetais, causando diminuicdo acentuada
em suas reservas. Em pacu, com a reserva de GShutm a atividade de GPx acaba por

ser comprometida. Essa hipbtese é corroboradago@@nto na atividade de G6PDH. Essa
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enzima esta diretamente relacionada a concentdg®ADPH na célula e sua coenzima é
essencial a catalise de outra enzima, a glutatietiatase (GR), responséavel pela reducédo da
glutationa oxidada e reposicao dos estoques de @8&hdo a oxidacdo de glutationa excede
a capacidade de reconversdo da GR, as célulasriemddiminar ativamente o excesso de
glutationa oxidada para manter uma porcentagemlacekievada da forma reduzida,
funcionalmente ativa; nessas condi¢des, os nieegiudationa total diminuem, tornando esse
parametro um biomarcador confiavel (REGGQdtl al, 2011). A atividade aumentada de
G6PDH reflete um maior aporte de NADPH para a @éige da GR. Poucos estudos utilizam
a atividade da G6PDH para avaliar a ocorrénciastiesse oxidativo. Regodit al. (2011)
argumentam que o ensaio bioquimico da atividadsadeszima tem sensibilidade limitada, e
sugerem que a abordagem molecular de quantificdedBNAmM em tempo real seja uma
alternativa mais facil e sensivel. De qualquer fgrmessa enzima é considerada um
biomarcador ambiental.

Variagdes nos niveis de antioxidantes sdo difideisprever e diversos estudos
mostraram resultados diferentes para um mesmo p&@ntais como inducao, inibicéo,
alteracOes bifasicas ou temporarias de acordo socoradicdes experimentais, intensidade e
duracdo da exposicdo, espécie, tecido, estado atietalbu outros fatores bioldgicos e
ambientais. Tal complexidade pode ser parcialmexpécada considerando-se que 0 sistema
antioxidante é caracterizado por uma ampla ganantiexidantes de baixo peso molecular e
por defesas enzimaticas que interagem numa regicada. Dessa maneira, ndo € surpresa
que os antioxidantes ndo variem de maneira sim@PnNas sim, mostrem diferentes
sensibilidades e sequéncias de ativacdo, tendo cawogltado a inducdo de alguns
parametros, a nao variacdo de outros e, aindaprass&io de alguns. No entanto, valores
alterados de antioxidantes sugerem perturbacacstdolce redox, incluindo aquela induzida
por exposicao a toxicos (REGO&t al, 2002; 2011).

6.3 Neurotoxicidade

O principal papel da acetilcolinesterase (AChE) teraninacdo da transmissdo do
impulso nervoso nas sinapses colinérgicas atragélidiélise rapida do neurotransmissor
acetilcolina. A utilizagcdo da AChE como biomarcaderexposi¢do de peixes a pesticidas &
bem estabelecida

O pacu exposto ao Kesfieipresentou inibicdo na atividade cerebral de A@bés

96 horas de exposi¢do, assim como carpa e tenedagubem tiveram a atividade da AChE
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inibida por deltametrina apds exposi¢cdes subledaistrés e trinta dias, respectivamente
(SZEGLETESet al, 1995 HERNANDEZ-MORENOet al, 2010). Outros piretroides
também causam efeitos semelhantes: Mushigeri edD@@05) observaram qu@irrhinus
mrigala exposto ao piretroide fenvalerato, tanto em comaedés letais como em subletais,
apresenta inibicdo da AChE com consequente acudwilacetilcolina nos tecidos. Isso é
correlacionado com as alteragdes comportamentasraddas, tais como a inibicdo do
sistema nervoso central e periférico, o que podarla morte do organismo. Em ratos, no
entanto, a resposta a exposicdo ao piretroide e¥ediie. Husain e colaboradores (1996)
observaram aumentos significativos na atividadA@BE de vérias por¢cbes do cérebro apos
administracao oral de deltametrina por 15 diasufRedo diferente foi observado por Hossain
et al. (2005) apos injecOes intraperitoneais subletaipiddroide. Esses autores relacionaram
os efeitos agudos no sistema nervoso central ndo atteracées na AChE, mas sim com
modulac¢des da sintese e liberacdo de acetilcdmaliferencas observadas nas respostas de
peixes e mamiferos podem ser devidas a diferengas pnocessos metabodlicos e de
biotransformacao de piretroides entre esses grgpesrtebrados.

Sugerimos que sejam realizados experimentos oiséticvitro para avaliar o efeito
direto da deltametrina sobre a AChE de peixes opiottis, como o pacu. Balint e
colaboradores (1995) e Badiou e Belzunces (20@8Jizaram esses estudos com diferentes
espécies, porém os resultados obtidos sdo comdigae ndo permitem estabelecer um
paralelo com os efeitos observadtosivo. A inibicdo observada nos peixes expostos pode ser
devida a acdo direta de subprodutos do metaboldgon@iretroide sobre a enzima ou a
alteracdo em passos anteriores a expressao daadsvida enzima, tais como repressao de
genes, alteracdo na tradug&o, ou no enovelameumtiEna.
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7 CONCLUSOES

E comum encontrar trabalhos argumentando que ceggsocde desintoxicagido de
xenobibticos leva a uma necessidade energética raadae Recentemente, Oliveira e
colaboradores (2012) relacionaram o comprometiméateelocidade de natacdo do camarao
comum, Palaemon serratusao desvio energético para metabolizacdo de dditaaeNo
entanto, ha sugestdes na literatura de que osldesbamentos energéticos levem ao estresse
oxidativo. Rahimi e Abdollah (2007) discutem qudniperglicemia, causada por diversos
estressores, entre eles inseticidas organosfosfradimenta a glicagdo ndo enzimatica,
caracterizada pela ligacdo de glicose ou outroso@natos aos aminoacidos de proteinas.
Essa reacdo leva a formacao de compostos complehasados produtos finais de glicacao
avancadagdvanced glycation end produgtgue alteram a estrutura e a funcéo de proteinas.
Proteinas glicadas ativam receptores de membrgeaiéisos e induzem o estresse oxidativo
intracelular. Este mesmo mecanismo pode estar \wdeoha toxicidade dos piretroides em
peixes, tendo em vista as alteracbes no metabolsneogético e no balanco oxidante
observados no presente trabalho.

Andlises complementares e mais aprofundadas,aadali os efeitos hormonais e
moleculares da exposicao ao piretroide deltamepriiem ajudar a elucidar se ha e quais sao
os fendmenos fisioldgicos envolvidos na toxicidddsses compostos, além da modificacao
do fluxo iGnico na transmissao nervosa.

Finalmente, neste trabalho, pudemos tirar as sesguoonclusdes imediatas:

. O valor encontrado da toxicidade aguda (CL(1)50)48hdeltametrina, na formulacao

comercial Keshé&t para juvenis de pacu foi de 17,32 - L

. Pacu exposto a concentracdo subletal de deltametpiresenta:
1) discreta eritropenia;
2) alteragbes do balanco i6nico;

3) glicogendlise e protedlise para atender as demardasgéticas oriundas da

intoxicacao;

4) estresse oxidativo

TR
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