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Resumo

Nos ultimos 40 anos, o consumo nacional de agrotéxicos aumentou 700%,
fazendo do Brasil um dos maiores consumidores desse tipo de compostos no
mundo. Dentre os agrotéxicos mais utilizados no Brasil estdo os piretroides, um
grupo de inseticidas muito utilizados por ter alta estabilidade a luz e ndo sofrer
bioacumulac¢do na cadeia troéfica. A deltametrina é um piretroide, classificado como
medianamente toxico e pode funcionar como um interruptor enddcrino sendo
amplamente utilizado nas lavouras e na conservag¢ao de produtos estocados. Os
piretroides possuem baixa toxicidade aos mamiferos e aves. Contudo, estudos
recentes apontam sua nocividade a organismos aquaticos, tais como os peixes. A
alta toxicidade dos piretroides aos peixes pode estar relacionada aos danos
causados ao sistema nervoso e aos mecanismos de metabolizagdo desse
xenobidtico. Uma forma de monitorar os efeitos dos agrotéxicos no meio ambiente
é através de biomarcadores, como as colinesterases e os intermediarios
metabolicos, como glicose, cortisol e lactato. Assim, foi feito nesse trabalho um
experimento in vivo com B. amazonicus exposto por 96h a 20%, 40% e 60% da
CL/50 96h de deltametrina (Keshet®), e um experimento in vitro com o B.
amazonicus exposto por uma hora a deltametrina na formulacao analitica
(Pestanal®). Apds a exposicdo os peixes foram anestesiados para retirada de
sangue e posteriormente abatidos para retirada de: cérebro, figado, intestino,
branquias e musculo branco. De acordo com os resultados observados, no figado
houve aumento dos niveis de glicose, proteina e amdnia, enquanto no plasma
houve aumento das concentragdes de aminoacidos e aménia. Em contrapartida, os
niveis de glicogénio cairam no figado, assim como os niveis de lactato do plasma.
No musculo observou-se redugdo nos niveis de proteina e aminoacidos e aumento
de amonia, glicose e lactato. Com relagdo aos parametros enzimaticos observou-se
inibicao da colinesterase cerebral “in vivo” e “in vitro”, enquanto a CbE apresentou
inibicdo nas branquias e intestino e aumento da atividade no musculo e plasma. As
atividades enzimaticas de ALAT E ASAT aumentaram no figado enquanto a LDH
apresentou inibicdo. Sendo assim, podemos concluir que o B. amazonicus
apresentou alteracbes do metabolismo intermediario no sentido de suprir a
demanda energética causada pelos processos de intoxicacdo causada pela

deltametrina. E apresentou inibicao da colinesterase, tal como esperado, além de



apresentar atividade da CbE evidenciando a tentativa de degradar a deltametrina.
Podemos assim afirmar que Brycon amazonicus exposto a deltametrina responde
bioquimicamente a intoxicacdo através de respostas adaptativas que o permitem

inicialmente escapar aos efeitos toxicos do meio contaminado por esse

xenobiotico.

Palavras-Chaves: Deltametrina, Piretroides, Metabolismo intermediario, B.

amazonicus, Sistema colinérgico, Colinesterase, Carboxilesterase, Biomarcadores.



Abstract

In the last 40 years, the use of pesticides increased 700% in Brazil, setting
this country into the very consumers of this kind of chemicals in the world. There
among the most used pesticides in Brazil are the pyrethroids, a class of insecticides
largely used for the stability to light rays and being not accumulated in the trophic
chain. Deltamethrin is a pyrethroid classified as moderately toxic and it may work
as endocrine disruptor. It is widely used in the farms and preserving stocked foods.
Pyrethroids are low toxic to mammals and birds. Although, new studies pointed
out their noxiousness to aquatic organisms such as fishes. The high toxicity of
pyrethroids to fishes may be related to damages caused to nervous system and to
their mechanisms of biochemical degradation. Biomarkers are a way of monitoring
the pesticides effects on the environments. Among them, cholinesterases and
metabolites such as glucose, cortisol and lactate can be used. In the present
monography is reported a work carried out in vivo with matrinxa exposed to
deltamethrin (Keshet®) at 20, 40 and 60% of CL50:96h for 96 hours, and other in
vitro with matrinxa exposed to the analytical formulation of deltamethrin
(Pestanal®). After the pesticide exposure, fish were anesthetized, blood was
withdrawn and then the fish were killed for brain, liver, gut, gills and white muscle
excision. From the observations we can say that glucose, protein and ammonia
were increased in liver, and amino acids and ammonia were increased in plasma.
The glycogen bulks of liver and plasma lactate were decreased. In white muscle,
protein and amino acids levels were decreased, and ammonia, glucose and lactate
increased. Concerning the studied enzymes, it was observed inhibition of brain
AChE in vivo and in vitro activities while CbE was inhibited in the gills and gut but
increased in white muscle and plasma. The enzyme activities of ALAT and ASAT
increased in liver and LDH activity was reduced. Therefore, we may conclude that
matrinxa presented metabolic changes in order to supply the energetic demand
caused by deltamethrin poisoning. The inhibition of AChE was observed, as
expected, in addition to CbE increase, showing the activation of mechanisms to
degrade deltamethrin. It is possible to assert that Brycon amazonicus exposed to
deltamethrin is biochemically responsive to the poisoning using adaptive
strategies which enable it to escape from toxic effects of a contaminated

environment by such xenobiotic.



Key words: Deltamethrin, Pyrethroids, intermediate metabolism, B. amazonicus,

cholinergic system, acetylcholinesterase, carboxylesterase, Biomarkers.
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1 Introducao

Os agrotdxicos foram criados logo apés a segunda guerra mundial,
disseminaram-se rapidamente pelo mundo e se tornaram a esperan¢a no combate
a fome (TERRA, 2008). Um dos primeiros pesticidas introduzidos na agricultura foi
o DDT, um organoclorado de alta estabilidade que se acumulava no tecido adiposo
dos animais, e que portava alta capacidade de biomagnificacdo na cadeia tréfica
(CIRCUNVIS, 2010). Por esses motivos varios paises proibiram o uso desse
inseticida, inclusive o Brasil nos anos 90, com a promulgacdo da Lei n? 7.802, de
1989 (LUCCHESI, 2005).

No Brasil a instalacdo das primeiras industrias de agrotéxicos ocorreu por
volta de 1940. O parathion foi o primeiro inseticida introduzido no pais,
entretanto, foi apenas na década de 70 que a implantacao dessas industrias se deu
efetivamente e desde entdo o consumo de agrotoxicos aumentou cerca de 700%
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, 2011). S6 nos ultimos trés anos o
consumo de agrotoxicos no pais cresceu 13% ao ano, sendo que em 2012 o Brasil
consumiu 823,2 toneladas das quais 36% foram importadas. De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2013), em 2013 o Brasil foi
considerado o maior consumidor de agrotéxicos do mundo, consumindo mais do
que paises como os Estados Unidos.

No Brasil os agrotoéxicos sao classificados quanto a sua toxicidade aos seres
humanos, pelo decreto n? 98.816, de 11 de janeiro de 1990, em quatro classes:
Classe I - extremamente téxicos (Faixa Vermelha); Classe Il - altamente téxico
(Faixa Amarela); Classe Il - medianamente téxico (Faixa Azul) e; Classe IV - pouco
toxico (Faixa Verde). Entretanto, esta classificagcdo pode sofrer alteracao em funcado
de sexo, idade, condi¢des nutricionais e da via de intoxicacdo do individuo
(CALVALVANTE, 2000). O Decreto n? 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que
regulamenta a Lei n2 7.802, de 11 de julho de 1989, estabelece em seus incisos XX -
XXII o uso de agrotoxicos em lavouras. Segundo estes incisos, deve haver um
intervalo entre as aplicacdes e a entrada de pessoas nas areas tratadas, contudo,
nao é definido qual é este intervalo. Além disso, os incisos XX-XXII limitam a
quantidade maxima de residuos de agrotoxicos em alimentos, quando aplicados

corretamente, da produc¢ao até o consumo.
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Atualmente os inseticidas mais utilizados sdo os piretroides, tais como a
deltametrina e a cipermetrina, que sdo compostos feitos a base de ésteres tdxicos
isolados do crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium) (SANTOS et al, 2007).
Inicialmente as piretrinas sdo naturais e, portanto, de baixa estabilidade na luz,
sendo dessa forma ineficazes nas lavouras e no combate a insetos vetores como os
da malaria e a da dengue. Com o crescimento populacional desenfreado, a
demanda nutricional e comercial aumentou exponencialmente, bem como a fome
em paises subdesenvolvidos. Dessa forma surgiu a necessidade de técnicas que
aumentassem e melhorassem a atividade agricola no mundo. A saida para tal
problema foi, portanto, intensificar o uso de defensivos agricolas nas lavouras.
Assim, foram desenvolvidas as piretrinas sintéticas que passaram a possuir na sua
composicdo dtomos de nitrogénio, enxofre e halogénios, que mantinham a baixa
toxidade aguda para mamiferos e aves e aumentavam a estabilidade a luz (SANTOS
etal, 2007).

Em outros paises os piretroides sao registrados para o controle de parasitas
na producao agricola, no controle de insetos vetores, na seguran¢a domissanitaria
e para o controle de ectoparasitas em peixes. No Brasil sdo muito utilizados na
lavoura e no controle de insetos vetores de doencas como a dengue, e apesar de ser
usado na piscicultura, o seu uso nio é regulamentado (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2007; SEPA, 1998; HAYA, 2005). De acordo com o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), em sua resolucao 357/2005
(BRASIL, 2005a), ndo ha limites estabelecidos para piretroides em agua doce.
Apenas o Ministério da Saude (MS) estabelece uma concentracio maxima
permitida de permetrina em agua potavel, estipulada em 20 pg L1 (BRASIL,
2005b). Contudo, outros piretroides, principalmente os da classe II, estdo sendo
amplamente utilizados e registrados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O
Brasil, dentre os paises do Mercosul, é o que possui as normas mais rigidas para
comercializacdo de defensivos agricolas, entretanto apresenta insuficiéncia na
fiscalizagdo tanto da venda quanto do uso desses compostos.

O Brasil apresenta uma ictiofauna de dgua doce extremamente variada, e a
criacdo de peixes é um ramo que vém crescendo exponencialmente nos ultimos

anos por causa do gosto agradavel da carne, pelo seu alto teor de 6mega 3 e por ser
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uma carne com maior teor proteico e menor teor de gorduras. Os peixes estdo
sendo muitos utilizados para avaliar a qualidade da agua, pois sdo sensiveis as
alteracdes no meio ambiente (TISER & ZAGORC-KONCAN, 1997; BRASIL, 2007).

Os peixes sdo personagens chave na evolucdo dos vertebrados, praticas da
aquicultura que incluem a exposicao dos peixes a baixa qualidade de agua,
xenobidticos e manuseio inapropriado induzem ao estresse, que € caracterizado
por alteragdes fisiologicas, metabdlicas, hormonais e distirbios osmoticos
(SCHLENK et al., 1999). A presenca de doses subletais de agente toxicos na dgua
tem sido reportada como fator importante no desenvolvimento de doencas
infecciosas em peixes. Quantidades significativas de xenobidticos tém sido
encontradas no intestino de peixes bentonicos, sendo que a principal fonte de
contaminantes é através de particulas acumuladas no sedimento ou de alimentos
contaminados (MALINS et al., 1984; GOSSET et al., 1983 apud de LAVOR, 2008).
Sabe-se que a exposicdo a xenobidticos causa injurias teciduais e consequentes
disfuncbes nos 6rgdos que afetam o bem-estar animal, podendo levar o animal a

morte (AVILEZ, 2008).
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2 Revisao bibliografica

2.1 O uso de agrotoéxicos

Segundo Decreto n? 4.074, artigo 12, inciso IV - 04/01/2002, agrotéxicos
sao produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao
uso nos setores de produc¢do, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substincias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento.

A utilizagcdo de agrotoxicos na agricultura é vista atualmente como de
extrema importancia para o desenvolvimento das lavouras, isso fez com que o
Brasil passasse a ocupar o primeiro lugar no ranking dos paises que mais utilizam
agrotdxicos nas lavouras. Esse crescimento no consumo de agrotoxicos nao foi
acompanhado pelo aumento nas areas cultivadas, indicando a utilizacdo de
maiores quantidades de produto por area plantada (WILLSON & TISDELL, 2001).
Entretanto, o uso desenfreado desses compostos esta causando a contaminag¢do do
ambiente aquatico essencialmente pela lavagem do solo, ou lixivia¢do, pela agua da
chuva e agua de irrigacdo, facilitada pela destruicio das matas ciliares que
protegem os cursos dos rios pelos proprios agricultores (Figura 1). No entanto, a
contaminac¢do pode ocorrer também pela aplicacao direta de agrotdxicos na agua
para controle de vetores e através da pulverizacdo por avides agricolas (DORES &

FREIRE, 2001; CACERES et al, 1981; HUSSAR et al, 2004).
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Figura 1: Caminho percorrido pelos agrotdxicos em ecossistemas aquaticos.
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Fonte: Adaptado de NIMMO, 1985.

O Brasil possui 434 ingredientes ativos e 2400 formulag¢des de agrotoxicos
registradas no Ministério da Sadde, Ministério da Pecudria, Agricultura e
Abastecimento (MAPA) e Ministério do Meio Ambiente (MMA), sendo que dos 50
produtos mais utilizados no pais, 22 sao proibidos na Unido Europeia (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2012). O uso erroneo de inseticidas na agricultura
pode causar problemas de intoxicacdo nos trabalhadores rurais que manipulam e
aplicam esses produtos. O risco dessa contaminacdo afeta também os
consumidores dos produtos cultivados, os animais domésticos, os alimentos como
frutas e legumes, os recursos hidricos e o ecossistema como um todo (SANTO,
1996; WILLSON & TISDELL, 2001).

Piscicultores estdao fazendo uso de defensivos agricolas nas suas
pisciculturas para controlar parasitoses que podem acometer os peixes causando
efeitos negativos no desenvolvimento e crescimento destes e muitas vezes nao
utilizam produtos especificos para tal proposta. Entretanto, o que esses produtores
ndo tém consciéncia é que a adicdo desses compostos na agua aumenta a
debilidade do animal, contribuindo para a mortandade dos cardumes e para o
aumento da poluicdo ambiental (KUBITZA & KUBITZA, 1999).

Outro problema enfrentado pelo uso intensivo de agrotéxicos nas lavouras
€ a criacdo de cepas resistentes a esses compostos como ocorreu com o pulgao da

batata (Myzus persicae), uma praga das plantacdes da batata do Brasil (FURIATTI,
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2000). Essa resisténcia faz com que os agricultores utilizem mais para controlar
essas cepas resistentes, o que culminard com o surgimento de novas cepas
resistentes e assim por diante. Esse “feedback positivo” atingira os corpos d’agua
de varias formas causando aumento do processo de poluicio ambiental, e
consequentemente gerando efeitos danosos nos organismos nao alvos como peixes
e crustaceos (WHO, 1990).

Devido aos problemas ja mencionados e visando o desenvolvimento
sustentavel, nos ultimos anos estd havendo maior procura por agrotoxicos que
apresentem menor persisténcia no meio ambiente, cujas moléculas apresentam
rapida degradacao ambiental, e menor toxicidade a mamiferos e aves. Dessa forma
os piretroides e os neonicotindides estdo sendo vistos com uma alternativa ao uso
dos organoclorados, organofosforados e carbamatos que sdo altamente toxicos

(SANTOS, 1996; MORAES, 2013).

2.2 PIRETROIDES

As primeiras piretrinas utilizadas na agricultura eram naturais e de baixa
estabilidade na luz, e assim apresentavam baixa eficdcia no controle de pragas
encarecendo o processo de desinfeccdao ja que os agricultores eram obrigados a
aplicar o produto no cultivo mais vezes que o recomendavel. Foram desenvolvidas
assim as piretrinas sintéticas, que passaram a possuir na sua composi¢cdo atomos
de nitrogénio, enxofre e halogénios, que mantinham a baixa toxidade aguda para
mamiferos e aumentavam a estabilidade a luz (SANTOS et al, 2007).

Com o aumento da demanda agricola, a aplicacdo de piretroides aumentou
consideravelmente; contudo, com o tempo seu uso indiscriminado surtiu efeitos
danosos ao meio ambiente, sendo os organismos aquaticos os mais afetados por
essa atividade (WHO0,1990).

Em mamiferos, os piretroides sofrem a biotransformacdo hepatica, pela
clivagem da ligagdo éster, provavelmente por carboxilesterases, seguida por
reacOes de hidroxilagdo através do sistema de monooxigenases hepaticas ligadas
ao citocromo P-450 e de varias reacdes de conjugacdo (HIEDER, 2001). A formacao
de metabdlitos primarios e secundarios na biotransformacao de um piretroide,
resulta no aumento significativo de sua solubilidade em agua, facilitando assim sua

excrecao na urina (KALE et al.,, 1999). Em peixes, a reacdo da clivagem da ligacdo
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éster parece ser deficiente pela falta da carboxilesterases e baixa taxa de
biotransformacao (HAYA, 1989). Além disso, os piretroides tém carater lipofilico e
sdo rapidamente absorvidos pelas branquias, causando danos metabdlicos,
fisiolégicos e neurolégicos graves (PIMPAO, 2006).

Atualmente existem dois tipos de piretroides sendo comercializados, o tipo
[ e o tipo II. Os piretroides do tipo [, como permetrina (Figura 2) e aletrina, que nao
possuem um grupo alfa-ciano e parecem agir principalmente nos nervos
periféricos causando a Sindrome do Envenenamento tipo I ou “Sindrome T”. Tal
sindrome caracteriza-se por induzir, em ratos, tremores por todo corpo,
comportamento agressivo, aumento da sensibilidade aos estimulos externos,
hiperexcitabilidade e convulsdes além, de paralisia progressiva em mamiferos nao
roedores. Ja os incluidos no tipo Il como a deltametrina e a cipermetrina (Figura 3),
possuem um grupo alfa-ciano e agem no sistema nervoso central induzindo a
Sindrome da Coreoatetose tipo II ou “Sindrome CS” cujos sintomas de intoxicacao
em ratos sdo: hipersensibilidade, salivacdo abundante, agitacio das patas
anteriores, movimentos de escavar e tremores periddicos que podem evoluir a
coreoatetose e, em alguns casos, a movimentos cronicos repetitivos (VERSCHOYLE,

1980; CANTALAMESSA, 1993; NARAHASHI, 1996; SPENCER, 2001).

Figura 2: Férmula estrutural da Permetrina, piretroide Tipo L.
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Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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Figura 3: Férmula estrutural da Cipermetrina, piretroide Tipo IL
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Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

O principal modo de a¢do dos piretroides consiste na alteragao da
permeabilidade dos canais de s6dio voltagem-dependentes das células nervosas.
Os piretroides do tipo I prolongam a abertura do canal de s6dio, permitindo o
maior influxo de s6dio na célula e gerando repetidos potenciais de agdo. Os
piretroides do tipo Il atrasam o fechamento do canal para o estado inativado,
provocando inumeras despolarizagcdes, com amplitudes menores (Figura 4)
(SODERLUND et al., 2002; BRADBURY et al., 2008). Isso resulta na despolarizagao
de membrana, descargas repetitivas e perturbacdes sinapticas que levam aos
sintomas de intoxicacdo por hiperexcitabilidade. Enquanto os piretroides do tipo |
promovem repetidos potenciais de a¢do, os piretroides do tipo Il apresentam uma
reducdo gradual na amplitude do potencial de a¢do, embora nunca retorne ao
estado de repouso (NARAHASHI, 1996; SODERLUND ET AL., 2002).

Os piretroides ao nivel neuronal possuem a¢do neurotéxica em insetos e
peixes. Em condi¢bes normais, apds a abertura dos canais de sddio voltagem
dependentes e sua consequente despolarizagdo, estes canais ficam inativos e
entram em “repouso”. Ja sob a acdo dos piretroides corre um atraso na inativacao
desses canais, permitindo assim a entrada continua de sédio para dentro da célula
mesmo apos o final da despolarizacao. Esse processo faz com que o processo de
despolarizacdo se torne mais lento, levando a um quadro de paralisia nervosa
tanto no sistema nervos central quanto periférico. Em condi¢des normais, a
despolarizagdo provoca um unico potencial de acdo. Em presenca de piretroides
tipo I, ocorre uma série de potenciais de agdo pelo prolongamento da abertura dos

canais de so6dio, jaA em presenca do piretroides tipo II, ocorre uma maior
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despolarizacdo que diminui a amplitude do potencial de a¢do. (Disponivel em:

Poxtiglex23.wix.com/piretroide#!mecanismo/cm8a. Acesso em:22/12/2015)

Figura 4: A acdo dos piretroides sobre os canais de sodio. Os piretroides do tipo I
levam a uma séria de potencias de agdo, ja no caso dos piretroides do tipo II, estes

provocam uma menor amplitude do potencial de ac¢ao.
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Fonte: Adaptado de BRADBURY et al., 2008.

Como mecanismo de acdo adicional, NARAHASHI (1991) propds que
piretroides do Tipo II causam a inibi¢do de receptores do acido y-aminobutirico
(GABA). Os piretroides agem sobre o complexo receptor do GABA, ligando-se aos
seus receptores, bloqueando os canais de Cl- e impedindo sua ativacdo, sendo o
GABA um neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC) de
vertebrados, a auséncia de inibigcdo sinaptica causa a hiperexcitabilidade do SNC
(VALENTINE, 1990; MANNA, 2004; BLOOMQUIST, 2007; CORTELLA, 2010).

No Brasil os piretroides, como a deltametrina, sdo amplamente utilizados,
sendo seu principal uso em lavouras como agrotdxico, contudo também é usado
para o controle de vetores como a dengue e a malaria, no combate a ectoparasitas
de animais domésticos e aves de corte (KUBITZA & KUBITZA, 1999; CACERES et
al, 1981; EL-SAYED et al., 2007; CORTELLA, 2010).

2.3 Deltametrina
A deltametrina (Figura 5), piretroide alvo deste estudo, é muito usada nos

plantios de algoddo, graos, cerais, frutas e legumes, e para a conservacao de
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produtos estocados. (GUILOSKI, 2009). Esse composto classificado como
medianamente toxico (Classe III), foi criado em 1974 com a substituicao de
estruturas das piretrinas por a-ciano no grupo 3-fenoxibenzil, com o intuito de
aumentar sua poténcia. Sua féormula molecular é C22H19BR2NO3, um isomero (1R
cis; aS) de oito estereoisomeros ésteres analogos ao dibromo do acido
crisantémico (SODERLUND et al, 2001). A deltametrina é um p6 cristalino, sem cor
e odor, de densidade 0,5 g/cm3 (202C), massa molecular relativa de 505,24, ponto
de fusdo variando entre 98 - 101°C, ponto de ebulicido acima de 300°C,
solubilidade em dgua menor de 0,2 mg.mL-1 e soltivel em solvente organico (WHO,

1990).

Figura 5: Férmula estrutural da Deltametrina, piretroide Tipo II.

}
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Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria.
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Entre os anos de 1991 e 1995 a deltametrina foi a causadora da morte de
peixes da espécie Anguilla anguilla no lago Balaton, na Hungria, fato este
constatado por residuos do composto encontrado no figado e cérebro desses
peixes, sendo que foram detectadas alteracdes nas enzimas hepaticas e inibigdo da
acetilcolinesterase cerebral (BALINT et al., 1997). Entretanto, ASSIS e cols (2009)
verificaram que a deltametrina ndo causou inibicdo da colinesterase muscular em
Ancistrus multispinis. SAYEED et al. (2003) constatou que uma unica dose de
deltametrina (0,75 pg.L-1) em peixes da espécie Channa punctatus expostos por 48
horas, causou inducao de varios sistemas antioxidantes no figado, rim e branquias,
enquanto que a peroxidacdo lipidica foi induzida em todos os oOrgaos,

principalmente nas branquias.
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Segundo GRAY & OTSBY (1998), a deltametrina pode agir como um
desregulador enddcrino, que pode interferir no sistema reprodutor de organismos
aquaticos. KARNOPP e cols (1999) observaram que o tratamento de Hordeum
vulgare com deltametrina por 2 horas levaram a uma diminui¢do na frequéncia de
todas as fases do ciclo mitdtico e as anomalias cromossémicas nas células das
sementes de cevada. Ja BRADBURY e cols (1983) analisaram que doses letais deste
composto levaram ao aumento dos niveis de noradrenalina e adrenalina no plasma
de ratos, e NICARETA (2004) observou que a exposi¢dao a deltametrina inibiu a
atividade da enzima Na*K*-ATPASE em 06rgdos como coracdo e branquias em
Ancistrus multispinnis.

CORTELLA (2010) estimou que a CL50/96h para matrinxa, B. amazonicus, é
de 2,6 pgL! na formulacio KESHET®. URAL & SAGLAM (2005) estimaram a
CL50/96h para Oncorhynchus mykiss em 0,69 ugL-1. Para Cyprinus carpio, CALTA &
URAL (2004) estimaram em 1,65 pgL-l. GOLOW e GODZI (1994) estimaram a
CL50/96h para Oreochromis niloticus expostos a deltametrina em 14,4 pgL-l.
DATTA & KAVIRAJ (2003), trabalhando com Clarias gariepinus, estimaram em
0,004 pgL-1.Ja BALINT et al. (1995) estimaram que a CL50/96 para carpas €é de 0,4
a 2,0 pgL-t e a CL50/96 para ratos é de 31 a 139 mg.kg1 e de 19 a 34 mg.kg! para
camundongos, enquanto que MESTRES & MESTRES (1992) relataram doses letais
de deltametrina dissolvida em agua por 96 horas de 0,39 pg.L-1 para O. mykiss, 1,84
ug.L-t para C. carpio e 3,50 ug.L'1 para Sarotherodon mossambica. A partir dos
resultados destes estudos, verifica-se que os valores estimados para toxicidade
aguda da deltametrina em peixes sao da ordem de microgramas. Todavia, a
portaria 1.469/2000 do Ministério da Saude (2001) estabelece o limite maximo de
20 pgL-1 para a concentracdo de permetrina (piretroide Tipo I) em aguas, porém
nao estabelece limites para deltametrina (piretroide tipo II).

A exposicao de C. punctatus a concentracgoes subletais de A-cialotrina resulta
em reducdes significativas da atividade de acetilcolinesterase (AChE) cerebral,
muscular e branquial (KUMAR et al., 2008). Em carpa comum, apds exposicdo a
deltametrina, a atividade da AChE de cérebro, coracao, musculo branco e figado
ndo apresenta alteracdes, porém observa-se ligeira reducdo da atividade

plasmatica dessa enzima. Além disso, ha diferengas quanto as formas moleculares
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da AChE encontradas, indicando que a deltametrina pode alterar essa distribui¢do
mesmo sem alterar sua atividade (SZEGLETES et al., 1995).

REDDY & PHILIP (1994) utilizaram uma concentracdao subletal de
cipermetrina em C. carpio machos e verificaram a inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) e ATPase. ANDRADE e cols. (2002) investigaram os possiveis efeitos da
exposicao de ratas prenhas e em lactacao a deltametrina. Os resultados mostraram
que a exposicdo a baixas doses de deltametrina (1, 2, e 4 mg.kg1) induziu subitas
alteragcdes no comportamento reprodutivo e na fisiologia dos filhotes machos,
enquanto que as maes nao foram afetadas. Além disso, a deltametrina esta listada
na Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) como um
desregulador endocrino, podendo assim interferir no sistema reprodutor dos
animais, como peixes.

Outras enzimas podem sofrer alteracdes em suas atividades. Em truta arco-
iris (0. mykiss) exposta a deltametrina observa-se altera¢cdes nas atividades
enzimdticas de lactato desidrogenase (LDH) e das transaminases plasmaticas,
alanina aminotransferase (ALAT) e aspartato aminotransferase (ASAT), que sdo
indicadores de hepatotoxicidade e de estresse (RAO, 2006a; VELISEK et al., 2007).
Da mesma forma, as atividades alteradas das fosfatases acida (FAC) e alcalina
(FALC) indicam mudang¢as na estrutura do figado ou danos severos devido a
toxicidade do pesticida (ERASLAN, 2007).

Além dos efeitos mencionados, a deltametrina afeta o perfil metabélico dos
peixes; em particular o metabolismo energético e antioxidante (KUMAR & GOPAL,
1999; GABBIANELLI et al., 2002). Estudos sobre estresse oxidativo em peixes
causado por xenobidticos tém se tornado uma importante ferramenta da

toxicologia aquatica (LIVINGSTONE, 2001, AVILEZ et al., 2008).

2.4 Biomarcadores

Biomarcador é qualquer resposta biolégica a quimicos ambientais que
venha a ocorrer em um organismo ou em parte dele, alterando seu estado normal
(PEAKALL, 1999). Uma classe de organismos muito estudados para obtengdo de tal
resposta sdo os peixes, os efeitos de contaminantes em peixes podem se manifestar
em varios niveis de organizagdo biolégica, incluindo disfungdes fisiolégicas,

alteracdes estruturais em 6rgdos e tecidos e modificagbes comportamentais que
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levam ao prejuizo do crescimento e reproducdao (ADAMS, 1990). Estes sao
considerados dentre os organismos aquaticos, os mais sensiveis a alteracdes
ambientais e assim como os mamiferos sofrem bioacumulacdo, sdo capazes de
responder a agentes quimicos em baixas concentracdes e sdo capazes de ativar o
sistema enzimatico do citocromo P450 para biotransformacao (TISLER & ZAGORC-
KONCAN, 1997; DA SILVA et al., 2003).

Os biomarcadores sao importantes para identificar os efeitos causados por
xenobidticos em organismos ndo alvos, sendo que as respostas sao de niveis
moleculares, celulares e teciduais. Os biomarcadores permitem detectar a
contaminac¢do ambiental, avaliar a magnitude dessa contaminacao e identificar as
espécies ou populagdes que correm risco dessa contaminac¢do (PIMPAO, 2006). Os
biomarcadores segundo OOST e cols (2003) estdo subdivididos em trés tipos:
biomarcadores de exposicdo, que basicamente detectam e quantificam a presencga
do xenobidtico; biomarcadores de efeito que sdo os parametros bioquimicos ou
fisiolégicos que correspondam a alteragdes em niveis molecular, celular ou
tecidual; e biomarcadores de susceptibilidade que indicam a habilidade inerente
ou adquirida por um organismo de responder a exposicdo a um xenobiotico.

As respostas que ocorrem em nivel molecular até 6rgao/organismo sao
sensiveis, detectaveis em curto periodo de tempo (segundos até horas) e se
manifestam em baixas concentracdes de xenobioticos. As respostas que ocorrem
em nivel populacional até ecossistema ndo sdo muito sensiveis e se manifestam em
dias até décadas, embora possuam alta relevancia ecologica (SCHLENK et al., 2003;
Apud MORAES, 2013). Os biomarcadores bioquimicos sdo as respostas iniciais e
indicadores bastante sensiveis de alteracdo na funcdo celular, neste grupo
encontram-se inducao ou inibicao de proteinas, a quantificacdo de metabdlitos
endogenos e as alteracdes genotoxicas (OOST et al, 2003; SCHLENK et al., 2008).
Os biomarcadores fisioldgicos sdo aqueles em nivel celular, tecido, 6rgao e até
mesmo organismo, enquanto os biomarcadores histopatolégicos sdo as mudancas
histolégicas e a ocorréncia de patologias que podem mudar significativamente a
funcao dos tecidos e dos 6rgdos (SCHLENK et al., 2003).

Dentre os biomarcadores bioquimicos para intoxicagdo aquatica mais
conhecidos podemos citar os metabolitos intermediarios como glicose e lactato, o

cortisol e a atividade colinérgica. Eles podem estabelecer o grau de disfunc¢ao que o
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xenobidtico pode produzir; além disso, os biomarcadores bioquimicos sao muito
usados em programas de monitoramento ja que estes parametros sao os primeiros
a sofrem alteracdes (NICARETA, 2004). Nos ultimos tempos os biomarcadores
fisiologicos e histopatologicos também vem sendo utilizados para documentar e
quantificar a exposicao e os efeitos dos poluentes no meio ambiente, podendo ser
utilizados com biomarcadores de exposicdo e biomarcadores de efeito (ADAMS,
1990).

Dessa forma a utilizagdo de biomarcadores bioquimicos, fisiolégicos e
histopatoldgicos pode ser uma ferramenta util para o monitoramento da polui¢cdo
ambiental nas populagdes de peixes, organismos de grande importancia ecolégica

e nutricional.

2.4.1 Biomarcadores bioquimicos

As alteracdes bioquimicas sdo as primeiras respostas detectadas e
quantificadas frente a variagdo ambiental, incluindo as altera¢cdes no ambiente
quimico. Estas sdo geralmente mais sensiveis que outros em niveis mais elevados
de organizacdo bioldgica, portanto sdo chamados de biomarcadores precoces de
contamina¢do ambiental (PAYNE et al, 1987; STEGEMAN et al., 1992; BUCHELI;
FENT, 1995)

Uma alteragao fisioldgica ou bioquimica ocorre em resposta a um agente
estressor, como um xenobiético, sendo que a alteracdo pode ser causada, entre
outros fatores, por um colapso de uma fungdo fisico-quimica ou na tentativa de
manter a homeostase (LANGIANO, 2006). Um organismo pode absorver o
xenobidtico por diversas maneiras, inclusive pelas branquias, sendo entao
transportado pelo sangue até os 6rgaos onde sera metabolizado. Estes compostos
podem interagir com moléculas de DNA, proteinas e lipidios causando efeitos
genotoxicos, oxidacdo de proteinas e peroxidacdo lipidica, além de produzir
espécies reativas de oxigénio (ERO) que causam sérios danos ao DNA
(VALAVADINIS et al., 2006).

ERASLAN (2007) ao estudar os efeitos da deltametrina em camundongos
observou que os niveis de glicose sanguinea aumentavam na presenca de
piretroides, pois estes proporcionavam aumento na sintese de adrenocorticoides e

glucagon, mas diminuiam a sintese de insulina. O mesmo efeito foi observado em C.



Pagina | 15

carpio mediante exposicao por 72 horas ao lindane e para o Heteropneustes fossilis
apo6s 96 horas de exposicdo ao malation; entretanto em ambos os casos houve um
aumento dos niveis de glicogénio no musculo e figado (GLUTH & HANKE, 1985;
LAL et al. 1986). Segundo AGUIAR e cols (2004), as concentracdes de glicogénio
hepaticos de matrinxa expostos a 2ppm de Folidol 600 reduziram 80% com
relacdo ao grupo controle. VENTURINI (2015) para pacu exposto por 96 horas a
triclorfon observou uma redugao significativa nas concentracdes de amonia e
aumento nas concentracdes de aminodacidos livres e glicose no figado o que
também sugere neoglicogénese hepatica.

ADHIKARI et al. (2004) constataram que peixes expostos a cipermetrina
(piretroide semelhante a deltametrina) tiveram reducao significativa nos valores
de eritrdcitos, hemoglobina e hematocrito. SAYEED et al. (2003) verificaram em
Channa punctatus exposto a 0,75pg/L de deltametrina por 48h, a inducdo de varias
enzimas antioxidantes no figado, rim e branquias, além de peroxidacao lipidica em
todos os 6rgaos. Entretanto, mesmo com dados mostrando os efeitos negativos
dos inseticidas em peixes, ndo ha atualmente no Brasil, limites especificos

estipulados para a concentracdo de deltametrina em dguas naturais.

2.4.1.1 Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico é formado pela acetilcolina, seus receptores de
membrana e pelo aparato enzimatico responsavel pela sua sintese e degradacao,
sendo a acetilcolina o principal neurotransmissor do sistema nervoso central,
periférico e das jungdes neuromusculares (VENTURA et al., 2009).

A sintese de acetilcolina é feita a partir de acetil-coenzima A e colina, reacao
mediada pela enzima colina-O-acetil-transferase (ChAT). Uma vez sintetizada, a
ACh é transportada e armazenada em vesiculas sinapticas. Esse processo é
realizado por um transportador vesicular de ACh (VAChT), apos ser liberada por
exocitose a ACh interage com receptores colinérgicos na membrana pré e pds-
sinaptica. Posteriormente a enzima acetilcolinesterase (AChE) hidrolisa a ACh, na
fenda sinaptica, em acetato e colina liberando um préton; processo vital para o
funcionamento do sistema sensorial e neuromuscular (VENTURA et al, 2009;

VIANNA, 2005).
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As colinesterases sao enzimas que hidrolisam ésteres de colina com alta
velocidade; em geral os vertebrados, como os peixes, possuem duas colinesterases:
a acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase. A diferenca dessas duas enzimas é
baseada na especificidade por substratos e na sensibilidade a inibidores
especificos. A AChE tem maior afinidade pela acetilcolina, enquanto a
butirilcolinesterase possui maior afinidade pelos substratos mais hidrofébicos
como a butirilcolina (FREITAS, 2009).

A acetilcolinesterase é uma glicoproteina globular encontrada nos
neurdnios colinérgicos, nas proximidades das sinapses colinérgicas, e em
concentracdes elevadas nas jun¢des neuromusculares (MASSOULIE et al, 1993).
Sua funcdo é catalisar rapida e eficientemente a acetilcolina, isso desativa o
neurotransmissor ap6s sua ligacdo ao receptor, o que impede seu acimulo na
fenda sindptica e evita a producdo de estimulos continuos, reestabelecendo a
estabilidade da membrana poés-sindptica e a sua permeabilidade por mecanismos
de repolarizacdao (ALMEIDA, 2011).

Quando a atividade da AChE é inibida, ha o bloqueio na transmissdo dos
impulsos nervosos, paralisando as fungbes vitais devido a sobreposi¢do dos
impulsos nervosos, causados pela permanéncia dos canais de so6dio abertos
(STENESH, 1998 Apud COLOMBI, 2009). Estudos feitos com Cyprinus carpio,
utilizando-se a CL50/96h de diafuran, mostraram significativa inibicdo da
atividade da enzima tanto no cérebro quanto no musculo do animal
(GOLOMBIESKI et al., 2008). Tratamentos com deltametrina resultaram em uma
queda significativa dos niveis de acetilcolina em cérebro de ratos (ALDRIDGE et al,
1978). HOSSAIN et a.l (2004), observaram aumentos significativos nos niveis de
acetilcolina de ratos, contudo ndo obtiveram aumentos significativos na atividade

da acetilcolinesterase.

2.4.1.2 Carboxilesterase

As carboxilesterases podem ser utilizadas como biomarcadores de
exposicdo a inseticidas e como componente importante nos programas de
monitoramento ambiental; estudos com essas enzimas envolvendo a
desintoxicacdo de organofosforados estdo sendo realizados (WOGRAM et al,

2001). Inseticidas como os organofosforados, carbamatos e os piretroides, contém
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um grupamento éster na sua estrutura quimica e portanto, sdo suscetiveis a reacao
de hidrélise (BROGDON & MCALLISTER, 1998).

As esterases sdo um grupo de enzimas que participam da hidrolise de
ésteres, peptideos, amidas e halogenetos. Elas podem ser classificadas de acordo
com seus inibidores em: acetilcolineterases, quando inibidas pelo malation e
sulfato de eserina; arilesterases quando inibidas por Sulfato de Cobre e acetil
esterases quando nao sofrem acdo de inibidores (OAKESHOTT et al.,, 1993). As
carboxilesterases sdo assim chamadas quando sao inibidas apenas pelo malation, e
também porque hidrolisam compostos que apresentam ésteres carboxilicos em
sua estrutura, como a maioria dos organofosforados, que sdo ésteres de acido
fosforico. Essas enzimas, sdo codificadas por loci génicos distintos e ocorrem em
grande nimero de formas, além disso estdo envolvidas em atividades fisiolégicas
importantes, incluindo o metabolismo de agroquimicos (WHEELOCK et al., 2005).

BRADBURY & COATS (1989) e ELLS & RASMUSSEN (1993) revelaram que a
deltametrina presente em ambientes aquaticos pode ser neurotéxica e letal para
peixes em concentragdes 10 a 1000 vezes menores que os valores de letalidade
para mamiferos e aves (KOPRUCU & AYDIN, 2004). Os piretroides sdo
metabolizados por biotransformacao através da hidrdlise da ligacao éster,
oxidacdo (ROBERT & REIGART, 2013) e consequente conjugacdo com sulfato. Essa
hidrélise é catalisada pelas carboxilesterases hepaticas e do plasma, contudo,
pesquisadores afirmam que isso ndo ocorre em peixes, pois eles seriam deficientes
em carboxilesterases e isso tornaria a deltametrina, além de toxica as pragas,

toxica também aos peixes. (HAYA, 1989).

2.5 Matrinxa

O Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829) mais conhecido como
matrinxa, um teledsteo de agua doce da ordem Characiforme e familia Bryconidae,
possui o corpo alongado de coloracdo prateada, com as nadadeiras laterais
alaranjadas, nadadeira caudal escura e com uma mancha escura na regiao umeral.
Este teledsteo é originario da bacia Amazodnica e do Araguaia-Tocantins, durante a
piracema, nada contra a corrente dos rios para realizar desovas, que ocorrem entre

dezembro e fevereiro.
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Figura 6: Brycon amazonicus, o popular matrinxa, peixe alvo deste estudo.

Fonte: Moraes (2013)

De habitos onivoros, se alimenta de frutos, flores, sementes e insetos que
caem na agua, seus dentes sdo multicuspidados, dispostos em varias fileiras, mas a
boca é pequena e podem atingir até 80 cm e pesar até 5 Kg. Sdo peixes de aguas
claras, frias e 4cidas que normalmente vivem junto a troncos e pedras submersos e
que toleram altas densidades populacionais apesar de seus alevinos terem habito
canibalista.

O B. amazonicus é a segunda espécie mais criada na Regido amazdnica por
apresentar rapido crescimento em cativeiro e alcancar bons pregos no mercado
(BRANDAO et al., 2005). Por isso, hoje existe um interesse crescente sobre essa
espécie devido a seu grande potencial para piscicultura (CASTAGNOLLI, 1992).
Segundo ZANIBONI-FILHO e cols (2006) o B. amazonicus tem 6tima aceitabilidade
no mercado, devido ao agradavel sabor da carne, crescimento inicial rapido e de
facil manuseio. Além disso, por ser onivoro com tendéncia ao consumo de
produtos de origem vegetal, sua racdao pode ter um baixo custo, todavia a
larvicultura apresenta um intenso grau de canibalismo. Desta forma estudos com o
objetivo de melhorar o manejo da espécie podem levar o matrinxa a se tornar tdo
competitivo no mercado como a tildpia (ZANIBONI-FILHO et al., 2006).

Por se adaptar facilmente as condi¢des de cativeiro, o matrinxa esta sendo
amplamente usado em pisciculturas no estado de Sao Paulo, apresenta um bom
desempenho de crescimento com menor gasto proteico para a sua manutengao

energética quando submetido ao exercicio aerébico de longa duragdo (nado contra
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a corrente), o que demonstra que boas praticas de manejo podem aumentar a
velocidade de seu crescimento (HACKBARTH & MORAES, 2006; ROJAS; 2007).

Nossos ultimos estudos sobre a sensibilidade do matrinxa ao pesticida
organofosforado Folidol e ao fenol, o toxico mais comumente encontrado nas aguas
do estado de Sao Paulo indicam que essa espécie é bem sensivel e se apresenta
como um bom modelo para estudos com xenobidtico (AGUIAR et al., AVILEZ et al,,
2004; 2004; HORI et al., 2006; HORI et al., 2008, AVILEZ et al., 2008 e AVILEZ et al,
2012).
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3 Objetivos

O objetivo central deste estudo foi investigar os biomarcadores bioquimicos
em B. amazonicus exposto ao Keshet® (deltametrina) em duas condig¢des
experimentais: in vivo e in vitro. Para atingir este objetivo, as seguintes estratégias
foram adotadas:

e Avaliacdo in vivo e in vitro da atividade da colinesterase muscular e

cerebral de B. amazonicus exposto a deltametrina;

e Avaliagdo de metabolitos e de enzimas do metabolismo intermediario
(ALAT, ASAT e LDH) em figado e musculo branco, ap6s 96 horas de
exposicdo a 20, 40 e 60% da CL/50 96h de deltametrina para B.
amazonicus;

e Avaliagdo da atividade de carboxilesterase (CbE) em figado, branquias e
intestino de B. amazonicus exposto a 20, 40 e 60% da CL/50 96h de
deltametrina por 96 horas;

e Avaliacdo da atividade das enzimas alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase e lactato desidrogenase em B. amazonicus exposto a

20,40 e 60% da CL/50 96h de deltametrina por 96 horas.

Os peixes apresentam grande importancia ecoldgica e sdo constantemente utilizados
como bioindicadores de exposicdo ambiental, O uso inadequado de agrotoxicos, como
0s piretroides, favorece a introducdo desses compostos aos corpos d agua,
contaminando assim, 0s organismos aquaticos. Dessa forma, visto a contaminagéo de
ambientes aquaticos por inseticidas piretroides, os efeitos deletérios provocados por esta
ocorréncia e a importancia da criacdo de matrinxa (B. amazonicus), justifica-se o estudo de
biomarcadores bioquimicos em B. amazonicus exposto a deltametrina, um piretroide tipo I,

apos 96 horas de exposigéo.
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4 Material e métodos

4.1 Experimento “in vivo”

Os animais de experimenta¢do foram adquiridos da fazenda “Polletini” Mogi
Mirim - SP” através de doagdo, e permaneceram por um més em tanques de 2000 L
com agua aerada, foto periodo natural e temperatura média de 26 °C para
aclimatagdo. Nesse periodo, os peixes foram alimentados com ragdo comercial
adequada para a espécie. Apds este periodo, os animais foram transportados para
0os tanques-teste (250 L), no quais permaneceram por uma semana em
aclimatacdo ao novo ambiente. Vinte e quatro horas antes do inicio do
experimento de exposicdo subletal, os animais foram privados de alimentagdo e
permaneceram assim até o final do experimento.. Para o experimento de exposicao
subletal, foram utilizados 72 exemplares de matrinxa com aproximadamente 200g
cada, divididos igualmente em 12 tanques (6 peixes por tanque de 250L). A
concentracao letal para 50% da populacao (CL50/96h) de deltametrina (Keshet®)
para matrinxa é de 2,6 pgL-1 (MORAES et al,, 2013). Este experimento foi realizado
em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés tratamentos de
exposicdo subletal a deltametrina (n=18 para cada condi¢do experimental) (Figura
7). Trés tanques receberam 0,52 pg L1 de deltametrina (20% da CL50/96h); trés
tanques receberam 1,04 ug L-1 de deltametrina (40% da CL50/96h); trés tanques
receberam 1,56 pg L1 (60% da CL50/96h); e trés tanques ndo receberam o
inseticida, sendo denominados controle. O inseticida foi adicionado diretamente na
agua de ensaio. A exposicdo foi feita em sistema estatico e com aeracdo constante.
Os parametros de qualidade da agua foram determinados a cada 24 horas. Apos o
periodo de exposicao, os animais foram pesados, medidos e anestesiados em
500pL de eugenol (1:20 em etanol) por litro de agua (INOUE, 2005).
Posteriormente, o sangue foi coletado por puncdo caudal com seringas
heparinizadas e os animais foram abatidos por sec¢do medular para a coleta de
tecidos (musculo, cérebro, figado, branquias e intestino). O sangue foi centrifugado
a 13 400 x g por 3 minutos para obten¢do de plasma. Nao houve hemodlise. Os
tecidos coletados e o plasma foram congelados imediatamente em nitrogénio

liquido e mantidos a - 80 °C.
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Figura 7: Esquema do desenho experimental de exposicao ambiental de matrinxa
ao xenobidtico deltametrina na formulacdo Keshet® nas concentragdes de 20%,

40% e 60% da CL/50 96h.

EXPOSICAO A DELTAMETRINA
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Fonte: A autora.

4.2 Paradmetros de qualidade de dgua

Temperatura, pH e teor de oxigénio dissolvido foram determinados
eletrometricamente, por meio de oximetro YSI 55 e pH-metro Orion 710, no
proprio tanque. A dureza da agua foi determinada segundo APHA (1980); a
alcalinidade total (GOLDSTEIN & CLYMO 1969); a concentracdo de amonia, pelo
método modificado de (GENTZKOW & MASEN 1942). Os parametros de qualidade

de 4gua estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Média dos parametros de qualidade da agua apds 96 horas de exposicao

a deltametrina.

Variavel Condicao

Controle Exposto 20% Exposto 40% Exposto 60%

pH 6,9 6,8 6,7 6,6
Alcalinidade 30 36,9 35,1 35,9
(mg de CO3-/L)

Dureza 33,6 36 28,2 30,2
(mg de CaCO3/L)

Oxigénio (%) 3,08 2,9 3,22 3,46
Temperatura (°C) 29,8 28,1 28,3 27,7
Amonia (ppm) 0,169 0,357 0,337 0,411

4.3 Intermedidrios Metabdlicos

As concentracdes de amonia, aminodacidos livres, glicose, glicogénio, lactato
e proteina foram determinados em extrato celular. Para tal foram homogeneizados
50mg de figado e 100mg de musculo branco em 1ml de TCA (Acido de
tricloroacético) a 20% (extrato acido) ou em agua destilada (extrato neutro)
utilizando um homogeneizador tipo Ultra-Turrax IKA® T10 Basic a 4.000 rpm por
um minuto sob banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado por trés minutos
a 12.000 rpm e, o sobrenadante era utilizado para as determinagdes dos
intermediarios metabolicos. Para as determinacdes plasmaticas foram utilizados
100uL de plasma em 900 pL de TCA 20% ou o plasma total. Para a determinagdo
das enzimas do metabolismo intermediario, amostras de 50mg de figado e 100mg
de musculo branco foram homogeneizadas em 1ml de tampao de homogeneizagao,
em banho de gelo, utilizando um homogeneizador tipo Ultra-Turrax IKA® T10
Basic. Os homogeneizados foram centrifugados a 4°C duas vezes (600 x g por 3
minutos; 6000 x g por 8 minutos) e o sobrenadante final foi utilizado para as
determinac¢des enzimaticas propostas e para a determinac¢ao do teor proteico, para

posterior calculo da atividade especifica.

4.3.1 Proteina total
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O teor de proteina total foi feita pelo método de KRUGER (1994), utilizando
o reagente de BRADFORD. Depois de realizada as dilui¢cdes apropriadas do
homogeneizado neutro de cada tecido, 10 uL. de amostra foi adicionado aos pocos
da microplaca e em seguida adicionado 190 pL de Bradford em cada amostra. A
microplaca foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e no escuro, a
leitura Optica era realizada a 620nm contra um padrao de albumina.
4.3.2 Glicose

Para a determinacdo das concentragdes de glicose foi utilizado o KIT LAB
TEST® cuja determinacdo segue o método enzimatico de Glicose oxidase
(TRINDER, 1969). Em duplicatas foram pipetados aliquotas de plasma, figado e
musculo branco em uma microplaca e ap6s dez minutos de incubag¢do a 37°C, a

leitura 6ptica foi realizada em 525nm, contra uma curva padrao de glicose.

4.3.3 Lactato

A quantificacdo de lactato ocorreu segundo o método de HARROWER &
BROWN (1972). Para a determinacao foi adicionado aos extratos 20puL de CuSO4 a
4% e 3,5ml de acido sulftirico concentrado. Apos agitacdo e incubagdo por cinco
minutos a 100°C foram adicionados 80 pL de p-fenilfenol (1,5g de p-fenilfenol em
solucao aquosa de NaOH 2%). A mistura foi agitada em vortex e apos uma hora, os
tubos foram fervidos por 90 segundos e imediatamente resfriados em banho de

gelo. A leitura 6ptica foi realiza em 570nm, contra um padrao de lactato.

4.3.4 Glicogénio

A extracdo do glicogénio tecidual foi realizada segundo BIDINOTTO et al.
(1997). Esse método consiste na separacao alcodlica do glicogénio seguida pela
determinacdo direta de acglcares redutores totais (DUBOIS, 1956). Foram
utilizados para as analises 50 mg de figado e 100 mg de musculo branco. No
método da separacao alcodlica (BIDINOTTO et al, 1997) utilizam-se como
reagentes; hidréxido de potassio (KOH 6 N), alcool etilico e sulfato de potassio 10
% (K2S04), enquanto que na determinacdo de acgucares redutores totais (DUBOIS,
1956) utiliza-se fenol 4,1 % e de acido sulftrico concentrado. A leitura optica foi

realizada no espectrofotometro “Hach DR/2010” em um comprimento de onda de
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480 nm, contra um padrao de glicose que continha 100 nmols. O conteudo de

glicogénio foi expresso em umols de glicosil-glicose/g de tecido.

4.3.5 Aminodcidos livres

A determina¢do de aminoacidos livres nos tecidos foi feita em extrato
neutro segundo o método de COPLEY (1941). Dos homogeneizados neutros foram
utilizadas aliquotas de 25 pL para musculo branco, 20 pL para figado e 20 pL de
plasma puro, e adicionado a estes 2ZmL de ninhidrina 0,1% em propanol. Os tubos
entdo foram vedados e colocados em banho-maria a 40°C por 40 minutos. Apos
este periodo a leitura o6ptica foi feita em 570nm, contra um padrdo de glicina 10

mM.

4.3.6 Aménia

Para determina¢do de amoénia, um volume adequado de extrato acido
(plasma e tecidos) foi transferido para um tubo com agua destilada em um volume
final de 2mL e adicionado 0,5mL de reativo de Nessler (GENTZKOW & MASEN,
1942). A leitura Optica era feita em 420nm.

4.3.7 Alanina aminotransferase (ALAT)

A atividade de ALAT foi determinada em figado e musculo branco segundo o
método adaptado de BERGMEYER et al. (1978). Essa determinacdo consiste na
transaminacdo de alanina (500mM) e a-cetoglutarato (200mM) em tampao Tris
(100mM) pH 7,5, com a formacao de piruvato e posterior reducdo a lactato através

da LDH exo6gena (0,1UI) determinando-se a extingdo de NADH+H* em 340nm.

4.3.8 Aspartato aminotransferase (ASAT)

A atividade da ASAT foi determinada em figado e musculo branco, através
da reacao de transaminagdo do aspartato (220mM) e a-cetoglutarato (200mM) em
tampado Tris (80mM) pH7,8, com formagdo de oxaloacetato e posterior reducdo a
malato através de MDH exo6gena (0,1UI). A extingdo de NADH+H* foi determinada
em 340nm (adaptado de BERGMEYER et al.,, 1978).

4.3.9 Lactato desidrogenase (LDH)
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A atividade enzimatica de LDH foi ensaiada nos homogeneizados de
musculo branco e figado, segundo o método de HOCHACHKA et al. (1978). A
determinacdo consiste na transformacdo de piruvato 30mM em lactato,

observando a extingdo de NADH+H* em 340nm.

4.4 Esterases

Para as determinacdes enzimaticas da colinesterase e da CbE foram
homogeneizadas aliquotas de 50mg de figado, cérebro, branquias e intestino,
100mg de musculo branco em 500 pL e 1000 uL de tampdo de homogeneizagao,
respectivamente. As amostras foram centrifugadas em homogeneizador tipo Ultra-
Turrax IKA® T10 Basic, sob banho de gelo. Posteriormente foram centrifugados a
15.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante (enzima) foi utilizado para
determinacdo das atividades enzimaticas propostas e para a determinagdo do teor

proteico, para posterior calculo da atividade especifica.

4.4.1 Colinesterase

A atividade colinesterasica foi determinada nos tecidos por método cinético
(ELLMAN, 1961) baseado na hidrolise da acetilcolina 3,75mM acompanhada em
412nm. A mistura da reacao era composta de tampao fosfato de s6dio monobasico
e dibasico 100mM pH 7,5 e ditiobisnitrobenzdico (DTNB) 6,4mM. A atividade da
acetilcolinesterase esta expressa em unidades (U) por miligrama de proteina. Uma
Ul foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir 1pmol de 5-tio-2-
nitrobenzoato por minuto. O coeficiente de extingdo molar que foi utilizado para o
calculo da atividade enzimatica foi de 16,950/mM.cm. A proteina foi determinada
nos sobrenadantes pelo método de KRUGER (1994) e as atividades enzimaticas

foram expressas em atividade especifica Ul (mg de proteina)-1.

4.4.2 Carboxilesterase (CbE)

A atividade da CbE foi determinada cineticamente (modificado de ELLMAN
et al, 1961) em figado, branquias, musculo branco, cérebro, intestino e plasma. A
enzima foi ensaiada através da hidroélise do substrato feniltioacetato (4,5 mM) em
412 nm. A mistura de reagao foi composta por tampao fosfato de sédio monobasico

e dibasico (100mM pH 7,5) e ditiobisnitrobenzéico (DTNB) a 6,4mM. Uma Ul foi
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definida como 1pumol de 5-tio-2-nitrobenzoato formado por minuto. O coeficiente

de extingdo molar utilizado para o calculo foi de 16,950 (mM.cm)-1.

4.5 Experimento “in vitro” do efeito da deltametrina (Pestanal®)

4.5.1 Colinesterase muscular e cerebral

Foi ensaiada a atividade colinesterasica com acetiltiocolina, em musculo
branco e cérebro de B. amazonicus juvenis ndo expostos a deltametrina na
formulacdo analitica. Uma vez estabelecida a atividade enzimatica nesses tecidos,
essa atividade foi ensaiada na presenca de deltametrina na formulagdo analitica
(Pestanal®). Nessa determinacdao, os homogeneizados dos tecidos foram
previamente incubados por 1 hora em 0,001lmM de deltametrina em etanol. O
efeito de deltametrina sobre a atividade enzimatica foi descontada da acdo do
solvente através da determinacdo da atividade colinesterasica na presenca de
etanol.

A atividade de colinesterase foi ensaiada, em presenca de deltametrina pelo
método de ELLMAN et al (1961). Ambos os tecidos foram homogeneizados em
tampado (50% tampdo Tris - Fosfato de S6dio 50mM e 50% glicerina pH 7,0) e
centrifugados a 10000 x g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi utilizado
para determinagdes da cinética enzimatica. A acetiltiocolina (3,75 mM) e o
inseticida foram pré-incubados com o sobrenadante por 1 minuto antes do ensaio
enzimatico. Os ensaios forma feitos em triplicatas (n=5) para ambos os
tratamentos, exposto e controle. Para todas as concentragdes de inseticida, um
branco de reagao foi ensaiado. O branco de reagdo composto por tampao fosfato de
sodio monobasico e dibasico, (DTNB) e 6,4mM, acetiltiocolina e inseticida foi
utilizado para todas as concentragoes ensaiadas. O teor de proteina nos ensaios foi
determinado nos sobrenadantes do homogeneizado pelo método de KRUGER
(1994) e as atividades enzimaticas foram expressas em atividade especifica (Ul mg

de proteina-1). Uma Ul = 1,0 pmol de acetiltiocolina hidrolisada min-1.
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4.6 Estatistica

As variaveis dos diferentes tratamentos (Controle, Exposto 20%, Exposto
40% e Exposto 60% CL50) foram comparadas entre si. Os dados foram
inicialmente submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e entao
comparados pela analise de variancia ANOVA one-way (P<0,05). As médias dos
pontos foram comparadas duas a duas através do pds-teste de Turkey (P<0.05)

para n=18.
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5 Resultados

5.1 Intermedidrios Metabdlicos

5.1.1 Aménia

Observou-se aumento significativo nas concentragdes de amonia plasmatica
nos grupos de B. amazonicus expostos a 40% e 60% da CL50/96h de deltametrina
em relacdo ao grupo controle. A concentracdo hepatica de amo6nia aumentou 45%
e 115% nos grupos expostos a 40% e 60% de deltametrina, respectivamente. No
musculo branco a concentracdo de amonia no grupo de peixes expostos a 60% da

CL50/96h de deltametrina aumentou 18% com relagdo ao grupo controle.

Figura 8, 9 e 10: Concentracdo de amdnia no plasma, figado e musculo branco de
B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina. Letras

sobrescritas representam diferencas significativas (p < 0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.2 Aminodcidos

Nao foram observadas alteracGes significativas nas concentracdes de
aminoacidos livres no plasma nos grupos de B. amazonicus expostos a
deltametrina em relagdo ao grupo controle. A concentracdo hepatica de
aminoacidos também ndo apresentou alteracdes significativas com relacdo ao
grupo controle e nenhum dos grupos avaliados (20%, 40% e 60% da CL50/96H
para deltametrina). No musculo branco a concentracdo de aminoacidos diminuiu
significativamente 15% no grupo 40% e 18% no grupo 60% com relagdo ao grupo

controle.
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Figura 11, 12 e 13: Concentracdo de aminoacidos no plasma, figado e musculo
branco de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de
deltametrina. Letras sobrescritas representam diferencas significativas (p <

0,05%).
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5.1.3 Glicose

Observou-se aumento significativo nas concentragdes de glicose plasmatica
nos grupos de B. amazonicus expostos a 40% da CL50/96h de deltametrina em
relacdo ao grupo controle. As concentragoes de glicose hepaticas aumentaram 20%
e 11% nos grupo 20% e 40% da CL50/96H, respectivamente, com relagdo ao
grupo controle. A concentracao de glicose muscular aumentou 42% no grupo

exposto a 60% da CL50/96H para deltametrina, com relacao ao grupo controle.

Figura 14, 15 e 16: Concentracao de glicose no plasma, figado e musculo branco
de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina. Letras

sobrescritas representam diferencas significativas (p < 0,05%).
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5.1.4 Glicogénio
Foram observadas quedas nas concentragdes de glicogénio hepatico nos

trés grupos expostos, sendo que no grupo 20% o nivel de glicogénio caiu 71%, no
grupo 40% caiu 45% e no grupo 60% caiu 21% com relagdo ao grupo controle.
Porém, ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de glicogénio

muscular com relagdo ao grupo controle.

Figura 17 e 18: Concentragdo de Glicogénio no figado e musculo branco de B.
amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina. Letras

sobrescritas representam diferencas significativas (p < 0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.5 Lactato

As concentragdes de lactato plasmaticas diminuiram 30% no grupo exposto
a 20%, 7% no grupo exposto a 40% e 13% no grupo exposto a 60% com relacao ao
grupo controle. Os niveis de lactato hepaticos cairam significativamente com
relacdo ao grupo controle, no grupo 20% houve queda de 29%, no grupo 40% os
niveis cairam 8% e no grupo 60% houve queda de 11% com relacao ao grupo
controle. Foram observados aumento nas concentra¢des de lactato muscular onde
o grupo exposto a 20% apresentou aumento de 8%, o grupo 40% de 20% e o

grupo 60% apresentou aumento de 16% com relacdo ao grupo controle.
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Figura 19, 20 e 21: Concentracdo de lactato no plasma, figado e musculo branco
de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina. Letras

sobrescritas representam diferencas significativas (p < 0,05%).
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5.1.6 Proteina

Nao foram observadas alteragdes significativas no teor proteico do plasma
dos trés tratamentos avaliados com relacdo ao grupo controle. As concentragdes de
Proteina hepatico aumentaram 117% no grupo exposto a 20%, 105% no grupo
exposto a 40% e 46,5% no grupo exposto a 60% da CL50/96H com relacao ao
grupo controle. As concentragdes de proteina muscular cairam 55% no grupo
exposto a 20%, 61% no grupo exposto a 40% e 61% no grupo exposto a 60% da

CL50/96H com relagdo ao grupo controle.

Figura 22, 23 e 24: Concentracao de proteina no plasma, figado e musculo branco
de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina. Letras

sobrescritas representam diferencas significativas (p < 0,05%).
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5.1.7 Alanina aminotransferase (ALAT)

A atividade da enzima ALAT/GPT hepatica aumentou significativamente
319% no grupo exposto a 40% da CL50/96H e 400% no grupo 60% com relacdo
ao grupo controle, o grupo 20% porém nao apresentou alteracdes significativas.
Porém as concentracdes de ALT/GPT musculares cairam 25% no grupo 20%, 37%
no grupo 40% e 39% no grupo exposto a 60% da CL50/96H de deltametrina para

B. amazonicus.

Figura 25 e 26: Atividade especifica da enzima Alanina aminotransferase hepatica
e muscular de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de
deltametrina. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa (p <

0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.8 Aspartato aminotransferase (ASAT)

Foi observado aumento significativo na atividade da enzima ASAT/GOT no
figado no grupo exposto a 20% da CL50/96H de deltametrina para B. amazonicus
com relagdo ao grupo controle. No musculo branco, foram observados aumentos
na atividade enzimatica nos grupo 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina para

B. amazonicus, sendo os aumentos 789% e 600% respectivamente.
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Figura 27 e 28: Atividade especifica da enzima aspartato aminotransferase
hepatica e muscular de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de
deltametrina. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenga significativa (p <

0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.9 Lactato desidrogenase (LDH)

Foram observadas quedas na atividade enzimatica da LDH no figado nos
trés grupos exposto a deltametrina, o grupo 20% apresentou queda de 72%, o
grupo 40% de 69% e o grupo 60% apresentou queda de 63% na atividade
enzimdtica da LDH quanto comparado ao grupo controle. Com relacdo a atividade
muscular da LDH, foram observados aumento significativos na atividade
enzimdtica no grupo 20% e no grupo exposto a 60% da CL50/96H %, sendo o
aumento de 20% e de 28%, respectivamente, quando comparado ao grupo

controle o qual nao foi exposto a deltametrina.
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Figura 29 e 30: Atividade especifica da enzima lactato desidrogenase hepatica e
muscular de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de
deltametrina. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenga significativa (p <
0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.
5.2 Esterases

5.2.1 Colinesterase

Foram observadas quedas significativas na atividade cerebral da enzima
AChE nos trés tratamentos, o grupo 20% apresentou queda de 30% na atividade, o
grupo 40% apresentou queda de 28% e o grupo 60% apresentou queda de 53% na
atividade da enzima com relacdo ao grupo controle. Nao foram observadas

diferencas significativas na atividade enzimatica muscular dos trés tratamentos

avaliados com relagdo ao grupo controle.
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Figura 31 e 32: Atividade especifica da enzima acetilcolinesterase cerebral e
muscular de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de
deltametrina. Letras sobrescritas diferentes indicam diferenga significativa (p <

0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.2 Carboxilesterase

Foi observado aumento significativo na atividade da enzima CbE em plasma
de B. amazonicus no grupo exposto a 40% da CI50/96H, com relagdo ao grupo
controle. Porém, nao foram observadas diferencas significativas na atividade
enzimatica do figado e do cérebro de B. amazonicus exposto a 20%, 40% e 60% da
CL50/96H. A atividade enzimatica da CbE no musculo branco aumentou
significativamente nos trés tratamentos avaliados, o grupo 20% apresentou
aumento de 221%, o grupo 40% apresentou aumento de 186% e grupo 60%
apresentou aumento de 168% na em relacdo ao grupo controle. A atividade
enzimdtica da CbE nas branquias e no intestino diminuiram cerca de 24% e 53%,
respectivamente, no grupo exposto a 20% da CI50/96H de deltametrina para B.

amazonicus, com relagdo ao grupo controle.
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Figura 33, 34, 35, 36, 37 e 38: Atividade especifica da enzima carboxilesterase
plasmatica, cerebral, hepatica, muscular, branquial e intestinal de B. amazonicus
exposto a 20%, 40% e 60% da CL50/96H de deltametrina. Letras sobrescritas

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Experimento “in vitro” do efeito da deltametrina (Pestanal®)

5.4.1 Atividade Colinesterdsica e acdo do Pestanal®

Ao avaliar a atividade da colinesterase in vitro, o grupo exposto a
deltametrina 0,001mM apresentou inibicdo da atividade da enzima em cérebro
apo6s uma hora de incubacdo, porém o musculo de B. amazonicus nao apresentou

diferencas significativas na atividade da enzima colinesterase apds exposicdo ao

xenobidtico, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 39 e 40: Inibigcdo da atividade especifica de acetilcolinesterase cerebral e

muscular de B. amazonicus por deltametrina 0,001mM. Letras sobrescritas

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05%).

CEREBRO .
MUSCULO BRANCO
0.020
0.025-
a a
0,015 0.0201
£ —_— = T ©
2 (S:g//m _Scir:q '213%%2 5 SE/IN = sem inseticida
5 0,010 b o e s 0.015 b CO/IN = com inseticida
(=]
£ R, £ ooy
5 o005 i £
5 0.005
A s
0.000 . ; —_— I
& &
& & & S
Atividade Enzimatica Atividade Enzimatica

Fonte: Elaborado pela autora.



Pagina |39

6 Discussao

6.1 Metabolismo

A exposicdo de organismos sensiveis, como os peixes, a xenobiéticos é capaz
de causar alteragdes no metabolismo intermediario com reflexos no organismo
como um todo (SCOTT & SLOMAN, 2004). As causas da intoxica¢do por piretroides
ainda estdo sendo estudadas, contudo sabe-se que estdo relacionadas ao sistema
nervoso e aos mecanismos de metabolizacdo das drogas (COATS, 2008). Outro fato
importante é que individuos em estagios iniciais de desenvolvimento, tais como
alevinos, sdo mais sensiveis a agentes estressores do que os organismos na fase
adulta, o que prejudica o fitness da espécie (DUTTA et al, 1995).

O figado é um 6rgdo vital nos processos de desintoxicacdo, e em peixes é
considerado o principal responsavel pela metabolizacdo e excrecdo de compostos
toxicos (ROSSI, 2013). O figado de matrinxa exposto a deltametrina apresentou um
aumento inicial nas concentracdes de glicose, até a concentracdo de 40% de
piretroide, e uma queda nos niveis de lactato e glicogénio. Este quadro metabdlico
é sugestivo de glicogendlise hepatica associado a gliconeogénese. O aumento
hepatico do catabolismo de glicose associado ao de glicogénio ja foi descrito em
outras situacdes de intoxicacdo em peixes causadas por xenobidticos. Matrinxa
exposto a 2ppm do organofosforado Folidol 600 apresenta um quadro metabolico
similar ao observado neste trabalho (AGUIAR et al., 2004), assim como juvenis de
salmdo do atlantico expostos a piretroides por 70 horas que apresentam
glicogendlise hepatica (HAYA, 1989). Matrinxa exposto por 96h ao fenol apresenta
alteragoes hepaticas tanto apds a exposicao quanto a recuperagdo (AVILEZ 2008).
A diminuicdo das reservas de glicogénio é apontada como um passo regulatério
contra a intoxicacdo por xenobiodticos (KAVIRA] & SAHA 2008). Esse perfil
metabodlico observado em matrinxd é um indicativo de que os processos de
desintoxicagdo devem ter ocorrido levando a um consequente aumento da
demanda metabdlica.

Os niveis glicémicos dos peixes expostos a 40% da CL50/96H de
deltametrina aumentaram significativamente enquanto as concentracdes de
lactato plasmatico diminuiram em todas as exposicdes. Apesar de apresentar

aumento da glicemia sob a acao de deltametrina, essa observacdao além de pontual
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ndo foi marcante, podendo-se aceitar muito mais um quadro de irresponsividade
glicmica ao xenobidtico, nas condicdes experimentais, do que atribuir maior
significancia a esse ponto isolado. O aumento crénico de glicemia, como seria
esperado nestes experimentos, poderia ser atribuido a niveis mais elevados de
cortisol resultantes de estresse. A ndao ocorréncia desse fato ndo descarta a
possibilidade de um estresse quimico causado pela deltametrina, mas a
desintoxica¢do ja discutida deve ter sobrepujado qualquer resposta glicémica
observavel oriunda do estresse. Entretanto, respostas glicémicas tipicas de
estresse quimico podem ser observadas, tal como reportado em tilapia nilética
exposta a deltametrina (EL-SAYED & SAAD, 2007). A hiperglicemia é aceita como
um indicador de estresse por poder ser uma consequéncia da liberacdo de
catecolaminas. Normalmente a hiperglicemia é devida a glicogendlise hepatica por
acdo das catecolaminas o que leva a reducdo dos teores hepaticos de glicogénio.
Entretanto, o quadro glicémico observado associado a redugdo da lactemia sdo
muito mais sugestivos de importacdo de lactato pelo figado seguida de
neoglicogénese hepatica.

Como seria esperado, os niveis de glicogénio no musculo branco de
matrinxa ndo apresentaram alteracao significativa pela exposi¢do a deltametrina.
Esta reserva metabodlica em peixes é, em geral, muito estavel. As variacdes nos
depésitos de glicogénio muscular dos peixes costumam apresentar decréscimos
apenas em situagdes de exercicio extenuante ou de jejum muito prolongado.
Porém, os niveis elevados de lactato sdao sugestivos de fermentacao lactica oriunda
do estresse causado pela intoxicacdao. A fermentacao lactica observada pode ser
interpretada inicialmente como um excesso de atividade muscular, para fuga ou
por desconforto, em funcao do estresse causado pela presenca do piretroide.
Todavia, independentemente das razdes que tenham levado a esse aumento de
lactato, esse quadro em si é fortemente sugestivo de anaerobiose muscular. Essa
anaerobiose observada pela presenca da deltametrina poderia ser devida a agao
desse agente quimico sobre os mecanismos de respira¢do aerébica, impedindo
assim seu pleno funcionamento.

Os niveis plasmaticos de proteina ficaram praticamente inalterados durante
a exposicdo a deltametrina, um forte indicativo de que essa situacdo ndo agrediu o

equilibrio hidrico de matrinxa, ou que os animais conseguiram manter sua
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homeostase hidrica através de mecanismos eficientes de controle nas condigdes
experimentais empregadas. Porém, as concentra¢des plasmaticas de aminoacido,
apesar de ndo terem sido significativamente alteradas, apresentaram forte
tendéncia de aumento. Esse resultado, associado ao aumento drastico de amonia
plasmatica é altamente sugestivo de um catabolismo de aminoacidos muito
aumentado devido a intoxicagao por deltametrina.

Os niveis de proteina hepatica aumentaram significativamente ja a partir da
exposicdo a 20% de deltametrina. Porém, os teores de aminodacidos livres
permaneceram constantes em todos os niveis de intoxicagdo, o que sugere que
esse aumento de proteina hepatica tenha sido devido mais a um aumento da
sintese de novo de proteinas do que a mobilizacdo proteica para os processos
catabolicos. Este quadro metabdlico ndo foi, todavia, o mesmo ao longo dos
crescentes niveis de intoxicacdo. O aumento dos teores de deltametrina
aumentaram drasticamente os teores de amoénia plasmatica, o que sugere um
aumento significativo do catabolismo proteico. O nivel mais alto de intoxica¢do por
deltametrina levou aos valores mais altos de amodnia hepatica, correspondido pelos
niveis plasmaticos, e um principio de reducdo dos teores de proteina hepatica. Esse
perfil corrobora a hipotese de que em niveis altos de deltametrina a sintese de
proteinas, provavelmente as envolvidas em processos de desintoxicacao, acaba
sendo prejudicada pelo catabolismo proteico que ocorre para atender a demanda
energética aumentada, tal como sugerido pelo metabolismo de carboidratos acima
discutido.

Os teores de proteina da musculatura branca apresentaram drastica
reducao por acdo da deltametrina. Duas possibilidades imediatas advém desse
quadro metabdlico; ou ocorreu uma significativa mobilizacdao da proteina muscular
no sentido catabodlico para atendimento da demanda energética durante a
intoxicacao ou ocorreu um desbalanceamento hidrico pela agressao do xenobiotico
as células musculares levando a um edema ou intumescimento celular. Além disso,
ha a possibilidade de uma concomitancia de ambos os processos. De qualquer
forma, a reducao de mais de 100mg de proteina por grama de tecido muscular é
uma quantidade que equivaleu a mais de 10% da massa muscular imida e mais de
50% da massa proteica. Considerando-se degradagdo total de uma proteina-

exemplo com PM de aproximadamente 40.000D, sendo ela composta de
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aminodacidos com PM por volta de 120D, teriamos a liberacdo de cerca de 330 mols
de aminodacidos. Ora, considerando-se um peixe de 100g em que 15 gramas seriam
proteinas, o teor de aminoacidos liberados dessas proteinas, tomando-se por base
a proteina-exemplo, seria cerca de 0,37mmols. A redu¢do na concentragao de
aminoacidos musculares observada nas exposicoes de 40 e 60% de deltametrina
foi da ordem de 0,05mmoles, ou seja cerca de 10% da hidrolise total de proteina
muscular. Apenas 20% dessa concentragdo aparece no aumento de amoOnia
observado na musculatura. E essa excre¢do em particular s6 ocorreu na exposicdao
de 60% a deltametrina. Essas diferencas observadas entre reducdo de proteinas
musculares e perfil de aminoacidos e amonia podem ser devidas a alguns fatores;
um deles é o fato de ser impossivel a reposicio do conjunto de proteinas no
contexto experimental observado. Com os peixes mantidos em jejum é possivel
apenas manter o pool muscular de proteinas. Além disso, os valores determinados
medem o teor final de proteinas, ou seja, os valores no momento da medida. O
mesmo nao ocorre com aminoacidos livres e amdnia que apresentam uma
dindmica diferente, podendo serem trocados com outros compartimentos
tissulares. Assim, a reducdo de proteinas hepaticas na condi¢do de exposicao a
20% pode ser entendida como fungdo da transferéncia de aminoacidos musculares
para sintese de novas proteinas hepaticas. Na condi¢ao de exposicdo a 40% o efeito
da deltametrina é mais marcante levando nao s6 a redu¢do da massa proteica, mas
a reducdo do pool muscular de aminoacidos tanto para servir aos processos de
sintese hepatica de proteinas quanto a satisfazer a propria demanda energética
dos processos de desintoxicacdo. Finalmente, na condicdo de exposicao a 60% a
demanda energética deve ter sido drastica ao ponto de aumentar a excrecdao de
amonia e prejudicar os processos de sintese hepatica de proteinas reduzindo assim
seu conteudo. A reducgdo do teor de aminoacidos em diferentes tecidos, inclusive
muscular, é um efeito ja observado por exemplo em Chana punctatus e Clarias
batrachus expostos ao piretroide cipermetrina (KUMAR et al., 2000) e esse fato
tem igualmente sido atribuido tanto a sintese de proteinas quanto a demanda
metabdlica.

As aminotransferases sdo enzimas essenciais ao metabolismo de
aminoacidos. A aspartato aminotransferase pode ser encontrada tanto na forma

mitocondrial quanto citoplasmatica e aparece em maior concentragdo no coragao,
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figado e musculo esquelético. A AST é a enzima responsavel pela transferéncia do
grupo amino do aspartato para uma molécula de 2-cetoglutarato com formagao de
oxalacetato e a producao de glutamato. A Alanina aminotransferase é encontrada
na forma citoplasmatica e aparece em maior concentracdo no figado e rim; ela é a
enzima responsavel pela transferéncia do grupo amino da alanina para uma
molécula de 2-cetoglutarato com formacgdo de piruvato e a producao de glutamato.

As atividades de alanina aminotransferase, e aspartato aminotransferase de
matrinxd apresentaram alteragdes significativas apds a exposicdo as diferentes
concentracoes experimentais de deltametrina. O aumento marcante da atividade
hepatica de ALT vem corroborar a suposicdo levantada de grande atividade
catabodlica de aminodacidos hepaticos seguida de gliconeogénese nas condi¢des de
exposicao crescente a deltametrina. Essa enzima desempenha papel fundamental
na conversdo de alanina em piruvato para posterior liberacao hepatica de glicose.
Todavia, a atividade muscular de ALT apresentou reducdo significativa. Esse fato é
um indicativo de que a hipétese de exportacdo hepatica de glicose deve ter tido
como alvo outros tecidos periféricos que ndo o musculo. Como discutido acima, o
musculo apresentou atividade lactico fermentativa, o que explicaria a redugdo da
atividade de ALT e consequentemente do ciclo da alanina. Refor¢a essa proposta o
aumento da atividade de LDH muscular justificando a preponderancia da atividade
lactico fermentativa no musculo branco sobre o ciclo da alanina. O perfil de ALT
observado no intestino fala a favor da possibilidade de que outros tecidos
periféricos devam ter sido os alvos da atividade neoglicogénica do figado. A
atividade de LDH hepatica tem papel neoglicogénico a partir de lactato. Todavia, no
presente quadro a avaliacdo de neoglicogénese hepatica estaria embasada na
interconversao de aminoacidos muito mais que de lactato, justificando assim a
reducao de atividade da LDH hepatica e o aumento da ALT.

A atividade de AST esta fundamentalmente associada aos mecanismos de
excrecdo nitrogenada. Apesar de aumento nas concentragdes de amonia e
possivelmente nas taxas de excrecdo deste catabdlito, a ureia é outro composto
responsavel pela desintoxicacdo de amdénia nos peixes. Assim, o amento da AST
pode ser reflexo do aumento dessa atividade metaboélica em funcdo da demanda
energética advinda da intoxicagdo por deltametrina. Apesar desta atividade ser

esperada de forma mais preponderante no figado, no musculo ela pode contribuir
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com as diferentes interconversdes de aminoacidos resultantes do catabolismo
exacerbado desses compostos, como discutido anteriormente. A acdo de
xenobidticos nao piretroides, tais como organofosforados (OP), levam igualmente a
alteracbes do metabolismo de aminoacidos com reflexos nas atividades de
transaminases. Matrinxa exposto por 96 horas a 2 mgLl de metil paration
apresenta significativa reducdo da atividade da ALT hepatica (AGUIAR et al, 2004).
Tilapias expostas a OP por 30 dias apresentam aumento da atividade da AST e da
ALT renal e plasmatica e diminuicdo no figado e nas branquias. Entretanto, a
recuperacao ocorre apods sete dias em agua livre de xenobiéticos (RAO, 2006). A
mesma resposta observa-se em Chana punctatus sob intoxicacdo semelhante além
da reducdo da atividade dessas transaminases também em musculo (AGRAHARI &
GOPAL, 2009). Entretanto, ha relatos de irresponsividade dessas transaminases
hepatica e muscular, por exemplo, em Piaractus mesopotamicus exposto ao

triclorfon (Venturini 2010).

Figura 41: Mapa metabdlico geral.
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6.2 Esterases

6.2.1 Atividade Colinesterdsica
Os biomarcadores sdo oOtima ferramenta nos estudos de toxicologia

ambiental. Devido sua grande sensibilidade, é possivel através deles detectar
efeitos téxicos de contaminantes nos niveis basicos da organizacdo bioldgica,
mesmo que tais contaminantes estejam em baixa concentragdo ambiental,
(STEGEMAN et al. 1992). Um biomarcador de exposicdo muito utilizado é a
atividade da acetilcolinesterase visto sua importancia na preservacdo de
caracteristicas do comportamento animal. Animais expostos a xenobidticos,
usualmente diminuem sua capacidade de fuga de predadores (SCOTT & SLOMAN,
2004), comportamento esse em que acetil colinesterase desempenha papel
fundamental.

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima chave na transmissdao do
impulso nervoso e é responsavel pela hidrolise da acetilcolina (ACh), o mediador
das sinapses colinérgicas no sistema nervoso, nas jun¢des neuromusculares, nas
fibras ganglionares simpdaticas e parassimpaticas, nas terminacdes das fibras
nervosas pos ganglionares parassimpdticas e em sinapses do sistema nervoso
central, prevenindo passagens continuas de impulsos, o que é vital para um
funcionamento normal do sistema sensorial e neuromuscular (COLOMBI, 2009). Os
organofosforados sao xenobidticos classicamente conhecidos pela inibicao de
esterases, particularmente de AChE. Rao (2006b) ao avaliar Tilapias expostas a
concentracdes subletais de organofosforados, observou inibi¢do crescente da
atividade da AChE em cérebro, branquias e musculo, conforme o tempo de
exposic¢ao.

No presente trabalho a atividade da enzima acetilcolinesterase cerebral
diminuiu nos peixes expostos as trés concentragdes de deltametrina. Essa inibicao
da AChE cerebral por deltametrina é um efeito comumente observado apds
exposicao a piretroides (READY et al, 1992; KUMAR et al, 2009). Contudo nao
foram observadas alteragdes significativas no musculo branco de matrinxa. REDDY
et al (1992) ao estudarem os efeitos da exposicao por 48 horas ao fenvalerato em
varios tecidos de Cyprinus carpio exposto observou um aumento nos niveis de ACh
e uma diminuicdo na atividade da AChE sendo esses niveis na seguinte ordem

decrescente: Cérebro, musculo, branquias e plasma.
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HOSSAIN et al (2004) mostraram que os niveis de ACh cerebral sdo dose-
dependentes, ou seja, aumentam coma dose de deltametrina, entretanto, nao
permanecem elevados por muito tempo. Esses autores nao verificaram alteragdes
na atividade da AChE, mas observaram aumento na atividade da ChAT, enzima
responsavel pela sintese de acetilcolina. A atividade de AChE cerebral é inibida e
sua expressao génica é aumentada em hibridos de Clarias gariepinus e Clarias
macrocephalus expostos a organofosforado. Esse aumento da expressao génica é
uma resposta ao aumento da transmissdo nervosa colinérgica, exacerbada com a
inibicdo da AChE (SOMNUEK et al, 2009).

Nao se tém dados sobre o tempo de meia-vida de deltametrina em peixes.
ANADON et al (1996), relataram rapida absorcao em ratos ap6s uma unica dose
oral de deltametrina, sendo observados no plasma os niveis maximos em 6 horas.
No entanto, a meia-vida de eliminacao desse xenobidtico é de 38,5 horas. Who
(1990) registrou um tempo de meia-vida de 47,7 dias para deltametrina em agua e
exposta a luz solar, enquanto Vieira et al (2007) determinaram um tempo de meia-
vida para deltametrina, sem incidéncia direta dos raios solares e em pH 6,5, de
aproximadamente 5 dias. A exposicdo de P. anisitsi e O. niloticus ao diazinon e ao
carbaril inibe significativamente a atividade da AChE no tecido nervoso (encéfalo)
apo6s 2 e 7 dias, sendo mais acentuado o efeito dos contaminantes apds 2 dias de
exposicao. DAS & MUKHERJEE (2003) observaram inibicao da AChE cerebral de L.
rohita mesmo apds 45 dias de exposicdo a cipermetrina. Matrinxd exposto a
cipermetrina por 96h, apresenta aumento na atividade da AChE muscular, contudo
nio altera a atividade da AChE cerebral (Moraes 2013). E provavel que a inibicio
da AChE cerebral leve ao aumento do nivel de ACh cerebral, que por sua vez
aumenta o estimulo muscular, levando a liberagdo de mais ACh muscular e
ocasionando um aumento na atividade da AChE muscular. Essa resposta nao foi
observada neste trabalho, visto que houve inibicdo da AChE cerebral, mas ndo da
AChE muscular. Estes resultados sugerem assim a necessidade de se detalhar este
estudo para continuar a avaliagdo dos efeitos da deltametrina na atividade

colinesterasica de peixes e em particular de matrinxa.
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6.2.2 Carboxilesterase

As carboxilesterase sdo [-esterases presentes em varios tecidos de
vertebrados e invertebrados. E estdo relacionadas ao processo de desintoxicagao,
hidrolisando ésteres carboxilicos e produzindo alcool e acidos correspondentes
(WHEELOCK et al, 2008). No presente trabalho foram avaliadas a atividade da CbE
nos seguintes compartimentos: Plasma, figado, cérebro, musculo branco, intestino
e branquias.

A taxa de eliminagdo de um xenobiotico estd relacionada a sua toxicidade;
quanto menor for a capacidade hidrolitica do organismo em rela¢ao ao xenobidtico
maior sera sua toxicidade (SOGORB & VILANOVA, 2002). As carboxilesterases sdo
responsaveis por reduzir a toxicidade dos piretroides por conseguir transforma-
los em derivados menos téxicos (WHEELOCK et al. 2004). Contudo, estudos
indicam que algumas espécies de peixes sdo deficientes em esterases tornando-os
incapazes de hidrolisar os xenobio6ticos, o que aumenta a capacidade téxica desses
compostos (HAYA, 1989).

Esta descrito que a atividade da enzima CbE é alterada na presenca de
inseticidas organofosforados e carbamatos. Estudos recentes vém demonstrando
que inseticidas da classe dos piretroides também interferem na atividade da CbE
(ZAZERI LEITE et al, 2010). Observamos um aumento da atividade da
carboxilesterase em plasma e musculo de matrinx3, sendo que em musculo esse
aumento foi de 200% nas trés concentracdes avaliadas. Contudo nao foi observado
aumento da atividade da CbE em cérebro e figado. Em contrapartida as branquias
e o intestino dos animais exposto a 20% da CL50/96H de deltametrina
apresentaram queda na atividade enzimatica da CbE.

Tilapias adultas expostas ao diazinon apresentam inibicao da CbE em
brinquias, enquanto que o figado nao apresenta alteracdes significativas. Isso
deve-se ao fato de as branquias estarem em contato direto com a agua
contaminada, o que ndo ocorre com o figado (DA SILVA, 2012). Cascudos expostos
em diferentes intervalos a organofosforados apresentaram inibicdo da enzima
tanto no figado quanto nas branquias, enquanto que  quando expostos ao
carbaril apresentaram inibicdo da CbE apenas nas branquias (Rodrigues, 2009),

assim como observado no presente estudo. Sabe-se, portanto, que a
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carboxilesterase vem sendo relatada como sensivel as alteracées na condicdo
ambiental (MARGARIDO, 2011).

Supomos que a inibigdo da CbE nas branquias e no intestino de matrinxa
exposto a 20% da CL50/96h de deltametrina deva-se ao fato de estarem estas
estruturas em contato direto com a agua contaminada. A reducdo dessa atividade
enzimatica apenas em exposicdo a uma concentragdo nao permite propor
explicacOes provaveis, principalmente por tratar-se da concentragdo intermediaria
utilizada no experimento. Contudo nao se observou alteracdo significativa na
atividade desta enzima em cérebro e figado, provavelmente por serem estruturas
onde ndo ha contato direto como o xenobio6tico. O aumento da atividade de CbE no
plasma de matrinxa observado apenas em animais expostos a 40% da CL50:96h de
deltametrina constituiu-se em dado isolado cuja significagao fisioldgica é de dificil

interpretacao, caso exista de fato.

6.3 Experimento “in vitro” do efeito da deltametrina (Pestanal®)

Foi ensaiada a atividade colinesterasica, sobre acetil-tiocolina, em miusculo
branco e cérebro de matrinxas juvenis ndo expostos a deltametrina na formulacdo
analitica. Uma vez estabelecida a atividade especifica dessa enzima nesses tecidos,
sua atividade foi ensaiada na presenca de deltametrina na formulagdo analitica
(Pestanal®). Os organofosforados sdo classicamente conhecidos como inibidores
enzimdticos irreversiveis da atividade de acetil-colinesterase, enquanto os
carbamatos agem como inibidores reversiveis do complexo enzima-substrato
(DUTTA et al, 1995). Em estudos in vitro, BALINT et al, (1995) mostram que a
deltametrina causa uma inibicao mista na atividade da enzima AChE cerebral de C.
carpio, devido a interacao do piretroide com o centro ativo da enzima modificando
seu centro catalitico MORAES (2013) observou inibicao “in vitro” da AChE cerebral
de B. amazonicus da ordem de 65% causada pela cipermetrina.

Nossas observacdes permitem afirmar que a deltametrina, em sua
formulacao analitica, diminui a atividade de acetil-colinesterase tanto em musculo
quanto em cérebro de matrinxa mesmo na concentracdo de 0,001mM, considerada
baixa. Como parcialmente discutido acima a inibicdo da AChE causa bloqueio da
transmissdo de impulsos nervosos, paralisando as fung¢des vitais do organismo

devido a sobreposicdo dos impulsos nervosos. Isso leva a alteragdes
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comportamentais e fisioldgicas que podem afetar a saide do animal e até leva-lo a
morte (WHELOCK et al.,, 2005). Além disso, a inibi¢do in vitro da AChE mostra a
acdo direta da deltametrina sobre a molécula de enzima. A compreensdo dos
mecanismos de acao de organofosforados sobre o sitio ativo de AChE é
relativamente ampla atualmente, entretanto, a associa¢do entre piretroides e AChE
demanda ainda muitos outros estudos para se saber os tipos e mecanismos de
possiveis interagdes. Esse entendimento abre a perspectiva de estudos sobre
moléculas de acdo antagbénica a agdo danosa de piretroides (antagonistas) sobre
organismos ndo alvo. De fato, estudos in vivo sobre os efeitos de piretroides
mostram seu leque de acao e sua extensdo, por exemplo, ao meio ambiente, mas os
dados de inibicao aqui apresentados asseguram que estudos que detalhem seu
nivel de acdo e intensidade diretamente sobre a molécula de AChE de matrinxa, ou
sobre seu sitio ativo, devem ser feitos. Os dados aqui apresentados permitem dizer
que a deltametrina sofre alguma interacdo com a molécula de AChE, quer seja
diretamente no sitio ativo da enzima ou em outra regidao da molécula, e que acaba
por afetar a interacdo enzima-substrato, reduzindo assim a atividade especifica
desta enzima. Os dados in vivo levantam ainda outra hipétese plausivel, a de que a
deltametrina possa alterar a sintese de AChE por agir diretamente na estrutura
génica ou ainda, e mais provavelmente, sobre os mecanismos de expressao dessa
enzima. Entretanto, a alteragdo da atividade de AChE por efeitos da presenca de
deltametrina faz desta enzima um potencial biomarcador de efeito para esse

xenobiodtico em matrinxa.
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7 Conclusao

Diante dos dados apresentados podemos concluir:

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta alteracdes no metabolismo
intermedidrio;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta neoglicogénese hepatica;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta degradacdo proteica muscular;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta caracteristicas fermentativas no
musculo;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H tende a produzir energia para a manutengao
da homeostasia através do metabolismo intermediario;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta, como esperado, inibicio da
atividade da colinesterase cerebral “in vivo”;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta, inibicao da atividade da CbE em
branquias e intestino e aumento da atividade da CbE em musculo e
plasma, como adaptacgao a intoxicagdo pelo xenobiotico;

e B. amazonicus quando exposto a deltametrina por 96 horas a 20%,
40% e 60% da CL50/96H apresenta, aumento da atividade das
enzimas ALAT e ASAT, e inibicdo da LDH no figado na tentativa de
suprir a demanda energética animal;

e B. amazonicus quando exposto a 0,00lmM de deltametrina na
formulacao analitica (Pestanal®) apresenta inibicdo da colinesterase
cerebral e muscular, demonstrando assim que a colinesterase é um

bom biomarcador de efeito para a respectiva droga.
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