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RESUMO

Os pesticidas organofosforados, carbamatos e gidtets estdo sendo utilizados em substituicdo aos
organoclorados, por ndo serem tao persistenteshizate. No entanto, ao atingir corpos d"agua causa
intoxicacdo cujos efeitos prévios podem ser defestaatravés dos biomarcadores. Este trabalho
objetivou: avaliar o efeito de concentracdes sabletde Sevifi (carbamato), Folisuper 600
(organosfosforado) e De€igpiretréide) entCorydoras spatravés dos biomarcadores acetilcolinesterase
(AChE), glutationa S-transferase (GST), catalas®T(Ce lipoperoxidacdo (LPO) e, também verificar o
efeito destes pesticidas em hepatdcitoblglgostomus commersoairaves da atividade da CAT e GST e
também da LPO. Para o ensaiovivo os peixes foram distribuidos em grupos controteste, sendo
expostos por 96 horas as concentracdes 7,2 e B4 me Sevifl; 0,5, 1,0 e 2,0 mg:tde Folisuper
600° e 0,05 e 0,1 pg:tde Deci§. A AChE foi analisada no cérebro e masculo e a GBFT e LPO no
figado. No ensai@n vitro, hepatocitos foram isolados, cultivados por tiés @ expostos aos pesticidas
(Sevirf | = 20 uM, Sevifi Il = 200 uM, Folisuper 6001 = 5 pM, Folisuper 60011 = 50 uM, Deci§ | =

10 nM, Deci§ Il = 100 nM) por 96 horas. Um grupo controle erowgrupo controle do solvente foram
mantidos em paralelo. No experimentovivo os pesticidas inibiram a AChE cerebral (média o er
padrdo, mmol.mit.mgproteind) sendo o grupo controle Se%i(106,5+12,9), 7,2 mg:t (17,1+1,7) e
14,4 mg.* (12,9+1,2). O grupo controle Folisuper 80Q31,2+43,8), 0,5 mg:t.(34,0+3,4), 1,0 mg.t
(0,4+0,1), 2,0 mg.L (3,0+0,6). No entanto, apenas o Folisuper®6ibibiu a AChE muscular: grupo
controle (70,9+7,4), 0,5 mgL(62,448,9), 1,0 mg.t (5,620,8) e 2,0 mg.L (1,5+0,1). Nos grupos
expostos ao Dedisndo houve inibicdo da AChE. As atividades da CABTGe LPO n&o foram
significativamente diferentes nos grupos expostos Sevirf, Folisuper 600 e Deci§ quando
comparados com o controle. As analises dos expetamé vitro também nao revelaram diferenca
significativa na atividade da GST e nem na LPOeepnB8 grupos. Somente a maior concentracdo de
Folisuper 608 causou inducdo da atividade da catalase em hefostdte Hypostomus commersoni
porém sem dano de membrana. Os pesticidas, estudadexperimentin vivo, ndo geraram radicais
livres para induzir o estresse oxidativo e/ou caukmo de membrana e provavelmente ndo sao
metabolizados pela via da GST. O cérebro foi altedie maior sensibilidade, pois a inibicdo da AChE
chegou a 99,7% na exposicdo ao Folisuper®6@0atividade da AChE d€orydoras sp.pode ser
utilizada como biomarcador de contaminacdo amHippteexposicéo ao Sevire ao Folisuper 660

Palavras-chave pesticides, biomarcadores, peixegrydoras sp Hypostomus commersoni



ABSTRACT

Organophosphates, carbamates and pyrethroids have being used in replacing the
organochlorine compounds, due to their less persistence in the environment. However, reaching
the water they can cause intoxication whose effects may be detected through the biomarkers.
This work aimed: to evaluate the effects of sublethal concentrations of Sevin® (carbamate),
Folisuper 600® (organophosphate) and Decis® (pyrethroid) in Corydoras sp. through the
biomarkers acetylcholinesterase (AChE), glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT) and
lipid peroxidation (LPO) and also to verify the effect of these pesticides in Hypostomus
commersoni hepatocytes through the CAT and GST activities and LPO. For the in vivo assay
the fish were distributed in control and experimental groups, being exposed for 96 hours to the
concentrations 7,2 and 14,4 mg.L™ Sevin®; 0,5, 1,0 and 2,0 mg.L™ Folisuper 600 and 0,05 and
0,1 pug.L™ Decis®. The AChE activity was analysed in muscle and brain and the CAT, GST and
LPO in liver. For the in vitro assay, hepatocytes were isolated, cultivated for three days and
exposed to pesticides (Sevin®1 = 20 uM, Sevin® Il = 200 pM, Folisuper 600® | = 5 puM, Folisuper
600° Il = 50 puM, Decis® | = 10 nM, Decis® Il = 100 nM) for 96 hours. Control and solvent groups
were also carried out. In in vivo experiments the pesticides inhibited the brain AChE (mean *
standard error, mmol.min™.mgprotein™) being the control group Sevin® (106.5+12.9), 7.2 mg.L™
(17.1+1.7) and 14.4 mg.L™ (12.9+1.2). The control group Folisuper 600° (131.2+43.8), 0.5 mg.L’
! (34.0+3.4), 1.0 mg.L™ (0.440.1), 2.0 mg.L™" (3.0+0.6). However, only Folisuper 600® inhibited
the muscle AChE: control group (70.9+7.4), 0.5 mg.L™ (62.448.9), 1.0 mg.L™ (5.620.8) and 2.0
mg.L™ (1.5+0.1). The pesticide Decis® did not inhibite the AChE and GST activities and LPO
was not significantly different for the three pesticides compared to the control group. The in vitro
analyses showed also no significant difference in the GST activity and LPO among the groups.
It was only observed a CAT activity induction in the group Folisuper 600° (MPII) without any
membrane damage. In the in vivo experiments the studied pesticides did not generate free
radicals able to induce oxidative stress and/or damage to the membrane and probably they
were not be metabolized by the GST pathway. The brain was the most sensitive tissue, the
inhibition of AChE reached 99.7% after the Folisuper 600° exposure. The AChE activity may be
used in Corydoras sp as an environmental contamination biomarker to Sevin® and Folisuper
600° exposure.

Keywords: pesticides, biomarkers, freshwater fisi@srydoras sp Hypostomus commersoni
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INTRODUCAO GERAL

Os pesticidas sdo compostos quimicos especialnenpeegados pelo homem
para destruir, repelir ou mitigar pragas (insetw®ros, nematodeos e outras formas de
vida animal, fungos, plantas daninhas terrestragugticas). Neste sentido podem ser
classificados em inseticidas, acaricidas, nematssidaticidas, fungicidas, herbicidas e
outros (LARINI, 1999). Dentre os inseticidas est@carbamatos, organofosforados e

piretroides.

1- CARBAMATOS E ORGANOFOSFORADOS

Os carbamatos séo derivados do acido carbammoadgamida do acido carbamice sao
substancias reconhecidas como extremamente eéisieuanto a acdo praguicida,
principalmente inseticida. Os compostos deste gagresentam as seguintes caracteristicas: 1)
alta atividade inseticida; 2) baixa acao residdayjido a instabilidade quimica das moléculas e
3) baixa toxicidade a longo prazo, quando compacata os derivados fosforados (MIDIO e
SILVA, 1995). Sdo exemplos: carbaril (Sevin propoxur (Baygon), aldicarb (Temik) e
carbofuran (Furadah (MORTENSEN, 1986; MIDIO e SILVA, 1995; SOARES, 948). A
toxicidade dos carbamatos € grandemente influeaqgwesdo veiculo e pela via de exposicao
(BARON, 1991). Séo utilizados como pesticidas oodptos fitossanitarios, e alguns, de
toxicidade mais baixa, sdo também empregados emufacdes de inseticidas para uso
doméstico (MENDES, 1995; MORGAN, 1998; SOARES, J9%Barbamatos séo ésteres que
tém sua estrutura comum e dois radicais, R e Rledh é um alcool, oxima, ou fenol e R’ um
hidrogénio ou um grupo metil (BARON, 1991). Podeamabsorvidos por via oral, respiratéria e
dérmica (LIMA, 1996; MORAES, 1998). Os carbamatas sapidamente absorvidos durante a
passagem pelo trato gastrointestinal. Na exposiéfimica, ndo s6 o veiculo, como condi¢des
ambientais influenciam na absor¢cdo (BARON, 1991).

A absorcdo por via oral ocorre nas intoxicacbesdaguacidentais, nas tentativas de
suicidio e intoxicagBes por contaminagcao alimeatacupacional. A via dérmica, contudo, é a
via mais comum de intoxicacdes ocupacionais, segdid via respiratoria (LIMA, 1996;
LARINI, 1999).

ApoOs serem absorvidos, os carbamatos e seus psodigobiotransformacdo sao

rapidamente distribuidos por todos os tecidos (BART®91). A concentracéo tende a ser maior
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nos érgéos e tecidos envolvidos no metabolismoetobiotico (BARON, 1991). A maioria dos
carbamatos, entretanto, ndo causa sinais evidemesivel de SNC, e quando estes estdo
presentes, sdo considerados como sinais de grayidA&INI, 1999).

Na biotransformacdo dos carbamatos, as reacOesadte importancia compreendem
(LARINI, 1999):

1 - Hidrdlise, com a formagéo do acido N-metilcaniz@ e o fenol correspondente.

2 - Hidroxilagdo do grupamento metil ligado ao agé&nio, com formacéo de compostos
com menor toxicidade.

3 - Hidroxilacdo do anel aromatico. Alguns produtesultantes sdo mais téxicos,
enguanto outros sdo menos téxicos, como no casarbaril.

4 -N- desmetilacdo: Esta via € considerada de if@pola secundaria na
biotransformacao dos inseticidas carbamatos.

5 - Conjugagcdo com o UDPGA (uridil difosfato acidbba glicurbnico) e PAPS (3-
fosfoadenosina e 5- fosfosulfato), especialmensecdmpostos hidroxilados.

Estruturalmente, os carbamatos séo diferentes amafosforados (OF), funcionando,
porém de forma similar, fazendo uma ligacdo no siéi enzima acetilcolinesterase, nas juncdes
singpticas. O fato da inibicdo da acetilcolinestenaroduzida pelos carbamatos ser de mais curta
duracdo € uma das diferencas destes dois grupoenggostos (FORD, 1993; JEYARATNAM
E MARONI, 1994; MENDES, 1995; MORGAN, 1998; SOARES98).

1.1 —Sevin® (carbaril)

O carbaril (Figura 01) é um inseticida carbamataldsse toxicologica Il (WHO, 2002;
ANVISA, 2003b), ou moderadamente toxico. E utiliaaths lavouras de abacaxi, abobora, alho,
banana, batata, cebola, couve-flor, feijao, magatagens, pepino, repolho e tomate. Controla
mais de 100 espécies de insetos, além de seradblino controle de moluscos e &caros.
Quimicamente, possui 0 nome de 1-naftil-n-metilaarhto. E absorvido no estémago, quando
ingerido, ou por contato direto. O carbaril € folatio como um sélido que varia das cores
branco a cinza de acordo com a pureza do compOstoristais tém pouco odor. O composto é
estavel ao calor, a luz e aos acidos. Nao é coogsira metais e equipamento de aplicacdo. E
encontrado em todos os tipos de formulagbes, mibtuiscas, pd, granulos, 6leo, dispersbes
aquosas e suspensdes (CORNELL UNIVERSITY, 2005).
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Figura 01 — Férmula estrutural do carbaril

FONTE: http: //www.epa.gov/.../reports/ regmsf/canth.gif

A acao toxica do carbaril decorre da inibicdo dairaa acetilcolinesterase além de agir
inibindo a desidrogenase latica e outras serinasasgs (COX,1993).

Ha dificuldade em se detectar quimicamente a ioégfio de organismos aquéticos por
organofosforados e carbamatos, pois estes comps@bosuito volateis. Por isso, € de grande
importancia a andlise dos biomarcadores que tém resposta rapida a exposicdo aos

xenobiontes (substancia estranha ao organismo).
1.2 —Folisuper 60¢° (Paration metilico)

O paration metilico (Figura 02) é um inseticidactisse toxicoldgica | ou extremamente
toxico. E utilizado nas culturas de algodéo, alrmz, batata, cebola, feijao, milho, soja e trigo.
E um inseticida e acaricida organofosforado condmapfeito inicial, recomendado contra uma
série de pragas sugadoras (pulgao, tripés, peo\@jaro vermelho) e mastigadoras (lagartas,
besouros, brocas, vaquinhas, mosca das frutasjddida algoddo). Quimicamente, possui o
nome de tiofosfato de dimetil paranitrofenila. Ribssoloracdo amarelada, € solavel em

solventes organicos, inflamavel (LARINI, 1999).

w

|
(CH30) 2P-O NO2

Figura 02 — Férmula estrutural do paration metilico

Fonte:http://www.intox.org/.../.chemical/paeathmt/pest7 e.htm
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Os peixes podem ser expostos ao paration metitickerstalmente, ou sob condi¢des de
tratamento. Em cultura de peixes, o tratamento compostos organofosforados € um método
comum empregado para controlar estagios larvaigsktos predadores de larvas de peixes.
Organofosforados também séo utilizados para tnataccoes de pele e branquias causadas por
parasitas externos. Dependendo do parasita e déciespe peixe, a concentracdo do
organofosforado recomendada pode variar entreed 255 mg.L*. No Brasil, o Folisuper 600
€ um dos organosfosforados mais utilizados paemspdsito, em concentragdes variando de
0,5 a trés ppm (MONTEIR®t al, 2006).

2— PIRETROIDES

O termo “piretréide” € comumente usado para desigesticidas sintéticos, os quais séo
derivados estruturalmente de piretrinas naturadta® do piretro obtido das flores de
Chrisantemun cinaerarifolium

O piretro € um inseticida instavel na luz e noamue limita a sua efetividade na
protecdo de lavouras e no controle de insetos. S@ndelvimento de piretroides sintéticos €
resultado da tentativa de modificar estruturalmenéstrutura das piretrinas naturais, no sentido
de reduzir a fotossensibilidade, retendo a potent#pida atividade de inseticida e a toxicidade
aguda relativamente baixa do piretro para mamifg@@OERLUNDet al., 2001).

Os piretroides em geral sdo considerados moderadartaxicos para mamiferos (EPA
categoria IlI). Os principais efeitos observados exposicdo via oral dos mamiferos aos
piretroides, aguda ou subcrbnica, sdo efeitos eaoiatorios (CLARK, 1995), diferentes entre
os piretroides tipo | e tipo Il. Piretrodes tipogeralmente produzem uma sindrome chamada
“T”, por produzir tremor e os piretroides tipo Ifgguzem uma sindrome chamada “CS”, por
produzir coreoatetose e salivagdo. Por via dérmisapiretréides podem causar irritacao
incluindo rubor e edema na pele (SODERLUBIAL, 2001).

Por serem menos toxicos para humanos que os idssticorganoclorados e
organofosforados, os piretroides tém multiplas &@scde uso na agricultura, na medicina
veterinaria, no controle de pestes domésticassaide publica, principalmente para controle de
vetores (BARLOWet al, 2001). Entretanto, quando estes inseticidas wéiaados, por
exemplo, na agricultura, organismos ndo alvos camespécies aquaticas podem ser expostas.
Em peixes, os piretroides sé@o altamente toxicodempado causar efeitos toxicos com uma dose

cerca de mil vezes menor comparando-se com mamif&rblO, 1990).
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2.1 —Decis’ (Deltametrina)

Dentre os piretréides, a deltametrina (Figura @8)of composto quimico originado da
inclusdo do grupamento substituindeciano no grupo 3-fenoxibenzil, atribuindo-lhe nraio
poténcia inseticida que o composto anteriormemtetszado (permetrina) (SODERLUNEX
al., 2001).

Quimicamente, é o isbmero [IR, cigS] de oito estereocisdbmeros ésteres do analogo
dibromo do acido crisantémico, ou seja, ¢)}ano-3-fenoxibenzil-(1R)-cis-3-(2,2-dibrovinil)-
2,2-dimetilciclipropano carboxilato (SODERLUN#& al, 2001).

E um piretréide do tipo Il, possui em sua estrutprémica o grupamento alfa-ciano. Ela

€ estavel na luz, umidade, mas instavel em meadimc(WHO, 1990).

Figura 03 — Férmula estrutural da deltametrina

Fonte http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/monografiasd@df#search=%22deltametrina%22

Formulada em uma emulséo concentrada, suspenséent@ta ou como pd, sozinho ou
em combinagdo com outros pesticidas. SinGnimosneeaocomerciais incluem Decametrina,
Decis, K-Otrine, Cislin.

Em mamiferos, estudos com deltametrina radioligbgfaonstraram que é rapidamente
absorvida no trato gastrointestinal, dependendeedculo é rapidamente absorvida via dérmica
e € rapidamente absorvida pelo trato respirat@@bARK, 1995). O tempo de meia-vida
plasmatica para a deltametrina é cerca de 38,5 hooeém, a concentracdo em varios elementos
do SNC e periférico foi mais alta que a concentraigiplasma (ANADOMt al, 1996).

Devido sua lipofilicidade, os piretroides tém afpaau de absorcdo nas branquias, um
fator que contribui na sensibilidade dos peixeg@osicdo aos piretroides aquosos (POLAT
al., 2002).
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O mecanismo de ac¢édo inclui efeitos inibitorios rexseptores nicotinicos da acetilcolina,
receptores do &cido gama-aminobutirico,*’Még**-ATPases e canais de Cavoltagem-
dependente, porém a causa primaria de toxicidanleseds efeitos excitatorios nos canaid Na
voltagem-dependente de insetos e vertebradostaedalnuma persistente ativagcdo dos canais
Na’ e despolarizacdo da membrana.

Comumente usada no plantio de algodao, de grdoe oorafé, milho, trigo e soja e na
producdo de cereais, frutas e vegetais e parase@tao de produtos estocados. Também é
usada na saude animal contra ectoparasitas e a@ galblica no controle de vetores.

E extremamente téxica para peixes, ag36 h esta entre 0,4 e 2,0 pg Lenquanto a
DLso para ratos esta entre 31-139 mgtkeg 19-34 mg. KJd para camundongos. E capaz de
causar danos neuronais, nos hepatocitos, em enbim@simicas sanguineas (BALINGt al.,
1995).

REDDY e PHILIP (1994) utilizaram uma concentracéblstal de cipermetrina (também
um piretréide do tipo Il) para expor vivo, machos d€yprinus carpioe verificaram a inibi¢cao
da atividade da AChE e da ATPase.

3 - BIOMARCADORES

Durante décadas os efeitos dos xenobioticos solammlmente aquatico eram avaliados
pelo monitoramento de mudancas ambientais nos snidei ecossistema. Entretanto, estes
estudos eram limitados, pois varios efeitos impbem podiam ocorrer simultaneamente. A
toxicologia ambiental passou a estudar estes sfeititizando marcadores para cada nivel de
organizacdo (molecular ou celular). Esses biomaresd refletem ostatus saudavel dos
organismos nos menores niveis de organizacdo enpade utilizados como indicadores
precoces de alteracdes no ecossistema antes dérmiarde danos irreversiveis (HUGGE@TT
al., 1992).

A utilizacado de biomarcadores em programas de m@mtento oferece vantagens, pois
eles sdo, normalmente, os primeiros a sofrer glieraapresentam boa sensibilidade, relativa
especificidade e baixo custo de analise quando amdps as andlises quimicas (HUGGETT
al., 1992).

Biomarcadores indicam se um grupo de organismos daain ambiente esta dentro de
seus padrdes fisioldgicos normais. Se a resposteeffativa, investigacdes adicionais podem ser
justificadas para determinar a natureza e o grazod@minacdo. Por esta razdo, biomarcadores
devem ser considerados como indicadores precoaamtiEminacao (WALKERt al, 1996).
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Os biomarcadores podem ser classificados em dtegocas: de exposicao e de efeito.
Biomarcadores de exposi¢do sdo aqueles que indieaom individuo foi ou estd4 exposto a
alguma espécie de poluente sem, no entanto, pequéliquer inferéncia a respeito do grau de
efeitos adversos causados. Biomarcadores de sfmtaqueles que demonstram a ocorréncia de
um efeito toxico no organismo estudado. Geralmeasealteracdes bioquimicas podem ser
consideradas marcadores tanto de exposicéo coefeite (WALKER et al, 1996).

Neste trabalho os efeitda vivo e in vitro dos pesticidas serdo avaliados através de
biomarcadores bioquimicos para neurotoxicidade catodade da acetilcolinesterase, para
estresse oxidadivo como atividade da glutationeaSsterase e catalase e lipoperoxidagao e

ainda genéticos como o micronucleo pisceo.
3.1 — Neurotoxicidade

3.1.1 — Atividade da Acetilcolinesterase

A acetilcolina é um neurotransmissor cuja funcasiaapses e na juncao neuromuscular
tem sido bastante estudada. E sintetizada no rieuféigura 04), a partir da acetilcoenzima A e
da colina, sob a influéncia da colina acetilasetrdedas vesiculas, que estdo em toda a célula,
mas principalmente nas terminacdes axonais. E vaddi por hidrélise sob acdo da
acetilcolinesterase, com formacéo de colina e aamfico. A colina é reutilizada para nova
sintese de acetilcolina e o &cido acético, para oemdcdo da acetilcoenzima A
(SCHVARTSMAN, 1991; GALLO e LAWRYK, 1991).

Figura 04 — Sintese e degradacgéo da acetilcolina.
ACE= Acetilcolinesterase; ACh= Acetilcolina; CAT=oltha acetil-transferase

Fonte: http: //www.medicinainformacion.com/rudimesntace.htm
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A acetilcolina é o mediador quimico necessario pamsmissao do impulso nervoso nas
fiboras (a) pré e pos-ganglionares do Sistema NervAstdbnomo (SNA) simpatico e
parassimpatico; (b) fibras parassimpaticas posigarages (6rgdos efetores) e algumas fibras
simpéticas pos-ganglionares (glandulas). Ainda tansmissor neuro-humoral (c) do nervo
motor do musculo estriado (placa mioneural); ed@jplgumas sinapses interneurais do Sistema
Nervoso Central (GALLO e LAWRYK, 1991, MORAES al, 1995, MORAES:t al, 1998).

Na acetilcolinesterase existe um centro ativo reitivacdo da ACh, que contém um
sitio anibnico e um esterasico. A inibicdo da #odthesterase por carbamatos e OF da-se
através da sua ligagdo com o sitio esterdsico demandiferindo apenas o tipo de ligacdo
(fosforilacdo em OF ou carbamilacdo em carbamafbais substancias sdo posteriormente
hidrolisadas e a enzima regenerada (BARON, 1991RMES et al, 1995; SOARES, 1998). A
taxa de regeneracgao varia de acordo com o com@dsttal ndo ocorre, supde-se que seja uma
forma fosforilada muito estavel. O que ocorre é guimibicdo da enzima acetilcolinesterase
pelos OF é feita inicialmente por uma ligacdo i@nimas a enzima é progressivamente
fosforilada por uma ligacdo covalente, processo mpienalmente leva 24 a 48 horas para
ocorrer. Tal fendbmeno denomina-snvelhecimentoda enzima e quando ocorre, esta ndo mais
se regenera (QUINBY e WASH, 1964; MORTENSEN, 1963LLO e LAWRYK, 1991,
MORAESet al, 1995; SOARES, 1998; CARLTON, SIMPSON e HADDAD298).

Desta forma, os OF sé&o ditos inibidores irreveisida AChE, enquanto os carbamatos
s&o ditos inibidores reversiveis (sofrem hidroliseivo em 12 a 48 horas) (MIDIO e SILVA,
1995; MORAES, 1998).

Durante a década de 1950, a atividade da acetiéstérase cerebral foi proposta como
um indicador de exposicao a organofosforados etmoetos (WEISS, 1958). As relacdes entre
a exposicdo a organofosforados e carbamatos evidaa das acetilcolinesterases tém sido
estudadas em muitas espécies de organismos agui@tbando moluscos, crustaceos e peixes
(VARO et al.,2003).

As colinesterases de vertebrados séo tradiciongéémedivididas em duas classes:
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterag@ChE) ou pseudocolinesterase. As duas
enzimas podem ser distinguidas funcionalmente case Ima especificidade ao substrato e na
diferente susceptibilidade aos seus inibidores.riAcgpal funcdo da AChE € a hidrdlise da
acetilcolina (ACh), o neurotransmissor da sinapsleérgica do sistema nervoso. A BChE é

encontrada, principalmente no soro, mas esta pgesambém no figado, madsculo e outros
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tecidos. Em muitos peixes, o tecido cerebral comggsdominantemente AChE. O musculo axial
de peixes pode conter apenas AChE ou AChE e BCHBENMEIROet al., 2004).

A inibicdo da atividade da AChE tem sido utilizadlam organismos aquaticos para
diagnosticar exposicdo a agentes anticolinest@@isaomo pesticidas organofosforados e
carbamatos. Estudos recentes demonstram que discdioeisterases sdo também sensiveis a
outros tipos de contaminantes ambientais como meti@gtergentes e misturas complexas de
poluentes (VALE, 1998; PENA-LLOPISt al, 2003; FERRAREt al, 2004; MONTEIROet
al., 2004; SHAONANet al, 2004). Porem, a maioria dos estudos € realizada peixes de
paises nordicos, existindo poucos estudos em tekagsi peixes nativos brasileiros. Assim, faz-
se necessario estudos de biomarcadores em petikassna

3.2 — Estresse Oxidativo e Biotransformacéo

Os radicais livres sao atomos ou moléculas queupassum ou mais elétrons néo
pareados em sua Orbita externa, geralmente peda per ganho de elétrons (oxirreducédo). Em
meio biologico a maioria das moléculas ndo se dmecara forma de radicais, permanecendo
com elétrons pareados, entretanto, em determinaiaacdes os radicais livres, também
denominados espécies reativas sdo formados e podesar efeito fisiolégico e patoldgico
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadaséstidey reducéo parcial do oxigénio até
agua atraves de sucessivas reacdes. O desequéditir® a producdo de espécies reativas de
oxigénio e o sistema antioxidante endégeno € uan fatdominante que pode causar uma série
de mudancas fisiologicas, chamadas de estressationidHALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999).

O efeito do estresse oxidativo pode resultar emdiférentes processos: 1) adaptacao por
regulagem do sistema antioxidante; 2) injuria teaidpodendo causar dano a qualquer molécula
alvo (DNA, proteinas e lipidios); 3) morte celulgor necrose ou apoptose (HALLIWELL,
2001).

As espécies reativas de oxigénio podem reagir coomdiéculas como proteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucléicos. Nas ginais tanto a ligacdo peptidica quanto as
cadeias laterais podem ser alvos (LEVINE, 2002)mQelagcdo ao DNA, estudos associam

fragmentacao deste causada por estresse oxidativo
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O estresse oxidativo ocorre quando o balanco eréittre oxidantes e antioxidantes é
desregulado devido & deplecéo de antioxidantesaessiva acumulacdo de espécies reativas de
oxigénio, ou ambos, levando ao dano. Muitos xerimoi® como 0s pesticidas, podem causar
estresse oxidativo levando a geracdo de espécatrae de oxigénio e alteracbes em
antioxidantes. Espécies reativas de oxigénio esdtag por contaminantes sao associadas com
diferentes processos patoldgicos envolvidos ndogie de muitas doencas de peixes e também,
podem ser um mecanismo de toxicidade em organisagositicos expostos a poluentes
(BANERJEEset al,, 1999).

Porém, estresse oxidativo pode ocorrer quandodrégrformacédo de radicais livres e as
defesas antioxidantes ndo capazes de elimina-lng.edultado do dano oxidativo, por exemplo,
€ a peroxidacéo lipidica e a inativacdo de enzirbessa forma, enzimas antioxidantes tém
funcdo crucial na manutencdo da homeostase celAarrespostas ao dano oxidativo,
mencionadas acima, tém sido propostas como biodwes de estresse oxidativo em varios
organismos aquaticos (ZHAN& al, 2004).

Antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos saessgrios para manter o estado redox
das células do peixe e servem como uma importafesal bioldgica contra estresse oxidativo.
Antioxidantes de peixes podem ser utilizados conemnarcadores de exposicao a poluentes
aquaticos. Mecanismos bioquimicos sédo particulatenexievantes para compreender os efeitos
deletérios de muitos metais ou outros poluenteseatais, como pesticidas (MONTEIRE al.,
2006).

3.2.1 — Atividade da Glutationa S-Transferase (GST)

O metabolismo de xenobioticos usualmente envolaedes enzimaticas de Fase | e |Il.
As reacOes de Fase | sdo de oxidacao, reducaodoili$e, e os produtos sdo freqientemente
mais reativos ou mais toxicos que 0s iniciais, is€loy como ponto de ataque para o sistema
conjugador. As reacdes de Fase Il envolvem a capf@ que acarreta em compostos inativos.
Ambas as etapas diminuem normalmente a lipossmlaligé da substancia, aumentando a taxa
de eliminacao renal. E o sistema de enzimas métalokas pode ser considerado um sistema
nao seletivo de desintoxicagao para eliminar dammsgno uma grande variedade de xenobiontes
(RANG et al, 1997).

As enzimas mais estudadas da Fase Il sdo as gh#tatiransferases, UDP-

glucuronosiltransferases e sulfotransferases (HUGIGE al, 1992). Enzimas de Fase Il podem



20

ser utilizadas como biomarcadores tanto de expmsiggno de efeito, por serem alteradas por
varios xenobiontes.

A glutationa S-tranferase forma uma familia de m@a de biotranformacéo da Fase I
multifuncional, esta presente no citosol de mutdslas catalisando a conjugacao do tripeptideo
glutationa em uma unidade de compostos com o néddmfilico envolvidos na eliminacéo de
radicais de oxigénio e intermediarios reativos (R al, 2000). Em mamiferos e peixes a
suscetibilidade para diferentes espécies de cag@nmese quimica pode ser modulada pela
atividade da glutationa S-transferase (HUGGIETalL, 1992).

Experimentos prévios com peixes expostos a difesedasses de pesticidas mostraram
aumento na atividade da GST hepética. SAYE&Dal (2003) demonstraram inducdo da

atividade da GST em peixes expostos a deltameatramendosulfano.
3.2.2— Atividade da Catalase (CAT)

As reacbes do sistema biolégico a producao de amdlivres, especialmente radicais
livres de oxigénio, sdo complexas. Quando expogiol@gicdo, o organismo tenta, usualmente,
um metabolismo de depuragdo, minimizando algum dastolar que esses radicais possam
causar. Espécies reativas de oxigénio geradas moabolismo e xenobiontes podem ser
removidas pelo sistema de defesa antioxidante.

A catalase € uma enzima antioxidante que catalisi@c@mposicdo do peroxido de
hidrogénio em oxigénio e agua. E encontrada enstadaélulas aerdbicas, em altos niveis no
figado, rim e sangue, e baixos niveis no tecidguedivo e cérebro (CHEN, 2003).

Quando ha um estresse oxidativo, muitos anions xjpE® sao liberados e séo
transformados em peréxidos de hidrogénio que emidegao decompostos pela catalase (GUL

et al, 2003). Como mostra a reacao:

CAT
p ) SN0 S— > 2H0 + O

A catalase pode decompor soment®HA atividade da catalase esta associada com 0s
PEeroxissomos ou pequenos corpos que estdo assoaadonetabolismo de acidos graxos.
Durante a oxidagéo do &cido graxo peroxissom@hté produzida e a catalase atua degradando-
a (HUGGETTet al, 1992).

Em um estudo conduzido por MONTEIRSD al. (2006), Brycon cephalugxpostos ao

Folisupel’ (organofosforado) por 96 horas tiveram signifieanalteracées em suas enzimas
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antioxidantes. A atividade da catalase aumentogando um elevado estado antioxidante para
reduzir o impacto de espécies reativas de oxiggeniadas pelo pesticida.

3.2.3- Lipoperoxidacéo (LPO)

A lipoperoxidacdo em uma célula causa a perda gridade da membrana celular e
pode tornar o ambiente favoravel ao ataque do DHI&UCHI, 2003).

A lipoperoxidacéo utilizada como um sinal deeste oxidativo celular ocorre em uma
sequéncia de reacfes ja conhecida. No passo jniométomo de hidrogénio é sequestrado do
acido graxo contendo ao menos duas duplas ligagpesadas por metilenos intercalados (LH),
radical livre centrado no carbono (radical lipidi¢h’) com um rearranjo das duplas ligacbes
(conjugacao de dienos). Seguido pela interacdo ‘dooln o oxigénio molecular ¢ para
formar um radical peroxil (LOQ) que pode entdo retirar um atomo de hidrogémitotdo LH
adjacente (induzindo uma reacao de propagacao), cenoutro doador de hidrogénio , como,
por exemplo, um antioxidante. Em ambas as circono&t§, um hidroperéxido de acido graxo
(LOOH) é formado (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

LH+OH — L +H),0
L + O — LOO
LH+ LOO— L + LOOH

As conseqiéncias mais comuns da lipoperoxidacéesmondem a perturbacdo das
funcdes essenciais das membranas celulares e @gamentre elas esta o processo de
transporte, a transducéo de sinais mediada pgotares e o gradiente de ions e metabdlitos.

A peroxidagéo lipidica ou lipoperoxidacdo é um pssD fisiolégico regular visto que
possui um importante papel na maturacao celulaHEBEE et al, 1986; MATSUIet al, 1997)

e mobilizacdo de lipidios (FEUSSNER al, 2001). Determinadas classes de contaminantes
podem conduzir a uma disfuncdo com efeitos detet¢BEVANIAN e URSINI, 2000) levando

ao mau funcionamento celular (BAKER e KRAMER, 199@)mprometendo a funcdo das
membranas celulares e organelas essenciais (MEAGHHRZGERALD, 2000).

Durante a lipoperoxidagcédo os grupos hidroperoxid@sn-se aos sitios hidrofébicos dos
acidos graxos insaturados, levando a perturbacgginteaacoes lipidicas e, conseqientemente, a
alteracOes estruturais das biomembranas e lipdpastee também, a formacdo de radicais
livres, que podem induzir a modificagdo secundéléaoutros constituintes da membrana
(GIROTTI, 2002).
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SAYEED et al (2003) mostraram que a peroxidacdo lipidica é unfarmacéo
importante sobre a exposicao a pesticidas, contardetrina e endosulfano.

Lipoperoxidag&o tem sido reportada como a prinapalribuinte para a perda de funcao
celular sob condicbes de estresse oxidativo. Cermido que a reacéo tipica durante o dano
induzido por espécies reativas de oxigénio envalperoxidacdo de acidos graxos insaturados;
os resultados obtidos por MONTEIRE al (2006) mostraram que a exposicdo ao paration

metilico por 96 horas levou a estresse oxidativo aamento da lipoperoxidacao.

3.3 - GENOTOXICIDADE

Agentes toxicos induzem em organismos aquaticastdsfgenéticos devido a mutacdes
e efeitos teratogénicos em células germinativasitosf carcinogénicos (MICHELMORE e
CHIPMAN, 1998b), declinio populacional (reducéo st@brevivéncia de embrides, larvas e
adultos), reducao de crescimento e desenvolvinardmmal (LEE e STEINERT, 2003).

Devido as implicacdes ecologicas associadas conotgednidade, a deteccdo e
quantificacdo de danos genéticos sdo de interesssteidos ambientais. Genotdxicos produzem
modificacdes quimicas e fisicas ao DNA, chamadaasddetos de DNA (produto da ligacao do
DNA com outra molécula) ou quebra de fita de DN&spectivamente (NAC@&t al, 1996).

Muitos biomarcadores tém sido utilizados na detedgiexposicao e efeitos da poluicéo
genotdxica. Estes incluem a presenca de aductDiNéde aberracdes cromossdmicas quebras da
fita de DNA, presenca de microndcleo e outras eetgs anomalias nucleares (BOMBAédL
al., 2001).

3.3.1 - Teste do Micronucleo Pisceo

Os micronucleos foram descritos no citoplasma dedeitos ha mais de um século, e
foram chamados de “fragmentos do material nuclepdt Howell ou “corpusculos
intraglobulares” por Jolly; no final do século XIX inicio do século XX. Devido a esta
descoberta os hematologistas chamavam esta eatrdtir“corpusculo de Howell-Jolly”
(KIRSCH-VOLDERSet al, 2003).

Entre os testes desenvolvidos para investigar geividade, o teste do micronucleo tem
se provado um sensivel indicador de danos cromassém tem sido usado com sucesso em

tecidos hematopoiéticos e epiteliais de muitosmisgaos (DE LA SIENRAAet al, 2003). Em
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medula Gssea e sangue periférico, este teste éoanmdlhores da citogenétiaa vivo, para
estudos de genotoxicidade; no entanto, ndo é aplica qualquer tipo celular, ndo pode ser
usado eficientemente ou quantitativamente em popesacelulares que ndo sofrem divisdo ou
células em divisdo em que a cinética da divisdolaxehdo € bem compreendida ou controlada
(FENESH, 2000).

O teste do micronucleo € o ensaiovitro mais amplamente utilizado para a detec¢éo de
agentes clastogénicos (que quebram cromossomaiy), agentes aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacao cromossémica anormal).

Os micronucleos aparecem nas células filhas, emrdgwia de danos induzidos nas
células parentais. Os fragmentos cromossémicos rgsigitam de quebras podem nado ser
incorporados no nucleo principal das células filapés a mitose. Uma membrana nuclear se
formara em volta do fragmento, o qual sera visiteeho um pequeno nucleo separado do nucleo
principal da célula (RIBEIR@t al, 2003).

Micronucleos resultam de lesdes no DNA ou cromossprau em nivel de proteinas
direta ou indiretamente envolvidas na segregacaocrdenossomos (como tubulina, por
exemplo). Formac&do de micronucleos depende da perdeagmentos cromossémicos ou de
cromossomos inteiros e requer divisdo meidtica atica (KIRSCH-VOLDERSet al, 2003).

As vantagens do teste do micronucleo, incluem (frandcleo pode ser observado
durante o ciclo celular, e 0 numero de células&ais € ilimitado; (2) a contagem pode ser feita
por qualquer pessoa com pouco treinamento em aiébige; (3) ndo é necessario o cariotipo;
(4) o micronucleo formado persiste pelo menos apEéaima intérfase; (5) ndo é necessario
nenhum reagente para bloquear o fuso (HEDBLE&., 1983).

Os microndcleos sdo muito menores que o nucleaipah sendo uma proporcédo 1/5 até
1/20 do tamanho deste. Em peixes 0s micronlcle@eg@a ser menores que 0s sugeridos, pois
o tamanho de seus cromossomos é menor que em ma@snfertanto a proporcdo é de 1/10 até
1/30 do tamanho do nucleo principal (AL-SABTI e MEALFE, 1995).

O teste do micronucleo é rotineiramente usado cteste padrdo durante o primeiro
estagio de desenvolvimento de novas drogas farmeagupara identificar possiveis aberracdes
cromossomicas (PHELRS al, 2002).

HOOFTMAN e RAAT (1982)apud FERRAROet al (2004), tomando por base o teste
do micronucleo originalmente desenvolvido em 19&rapcélulas de medula éssea de

camundongos, introduziram-no nos estudos de cékdamguineas de peixes mantidos em
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laboratério. Esta modificacdo do teste original spas a ser conhecida comBiscine
Micronucleus Teste adotado neste trabalho como Teste do MicroaRisceo.

CAPITULO I:

DETECCAO DOS EFEITOS SUBLETAIS DE TRES DIFERENTES
PESTICIDAS EM Corydoras sp. UTILIZANDO BIOMARCADORES
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1 - INTRODUCAO

O homem desenvolveu suas aptiddes e habilidadasapaéncia e tecnologia mostrando
que tem capacidade de transformar e criar. Atrde&sanos, as inddstrias cresceram, a ciéncia
evoluiu, a populacdo aumentou. Para aumentar digalah producdo, o homem aprimorou suas
técnicas de plantio, aperfeicoando equipamentoserm®lvendo agrotoxicos e recentemente,
modificando geneticamente os organismos biologiEbBEOMPSONet al, 1995).

O Brasil € um dos maiores consumidores de pessicdiddamundo (CALDAS, 2000). A
utilizacdo de pesticidas cresceu com a exploragéicada intensiva, pois melhora a producéo
animal e vegetal porque elimina parasitas que ctanpgor alimentos ou causam doencgas.
Entretanto, estas substancias trazem riscos ao angiiente e a saude humana e animal, pois
podem causar intoxicagdo aguda além de possiveisoefcrénicos, dificeis de serem
relacionados a exposicao em baixas concentrac@2ORERet al, 1999).

Os erros de manejo do equipamento de aplicacapekigidas e o uso em larga escala
causam preocupacdo. Por ndo serem substanciasaseketpragas, hd o risco de causarem um
desequilibrio ambiental, podendo levar a um aumeatreducéo da riqueza e da abundancia de
espécies nos niveis tréficos (ARAUJO, 2005).

Ha uma preocupacéo crescente em avaliar os rismag|substancias quimicas podem
causar ao homem e ao ecossistema porque estesstompao liberados no meio ambiente. Se
ndo sdo diretamente lancados no ambiente aqudtiooessos hidrologicos e atmosféricos
eventualmente distribuem estes componentes quimiep®sitando-0s nos sistemas aquaticos.
Em toxicologia aquatica, objetiva-se preservar @sae sobrevivéncia das espécies aquaticas
Dentre as substancias capazes de causar dancadabigitica estdo os inseticidas piretréides,
organofosforados e carbamatos. Os biomarcadorespedr utilizados como ferramentas para
detectar a contaminacdo por estas substanciasseryae o meio ambiente. Eles detectam os
efeitos subletais dos xenobidticos, antes que egosf fisiologicos e populacionais sejam
evidentes (HUGGETEt al, 1992).

Dentre os biomarcadores utilizados neste trabadk@oea acetilcolinesterase a qual tem
sua atividade inibida por carbamatos e organofadfis (BARON, 1991). A catalase e a
gluationa S-transferase sé&o biomarcadores de sst&glativo. A catalase converte peréxido de
hidrogénio em agua e oxigénio. A glutationa S-tienase € uma enzima da Fase Il da
biotransformacg&o que pode ser alterada por valésses de xenobioticos (HUGGEET al,

1992). A lipoperoxidacdo causa a perda da intedgedda membrana celular e pode tornar o
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ambiente favoravel ao ataque do DNA (HIGUCHI, 2003)Teste do Microndcleo Pisceo é
utilizado para detectar lesdes no DNA que resutterquebras cromossomicas (RIBEIRCal,
2003).

A espécieCorydoras sp.foi o0 modelo animal utilizado neste trabalho. Oneg@
Corydoras(Figura 05) Lacépede, 1803 - € composto por 1p8adss amplamente distribuidas
na América do Sul. Pertence & Ordem Siluriformes Feamilia Callichthyidae. A distribuicdo
geografica compreende a bacia do rio Parana ecasieiros do Brasil e Uruguai. No sul do
Brasil, regido com fortes interferéncias antrépicasa presente em todos os Estados. E um
peixe facilmente diferenciado de seus congénerés pedrédo de colorido de trés manchas
castanho escuras nas regioes lateral e dorsabwiooire nadadeira caudal estriada (SHIBATTA
et al, 2005). Popularmente, € conhecida como diabimhpa-fundo e cascudinho.

Espécies do géner€orydoras foram caracterizadas como habitantes de fundo e
demonstrando preferéncia por substrato arenoso MRBA et al., 1993). A sua estratégia
alimentar foi caracterizada por FOGAGA al. (2003) em escavadores (revolvem o substrato
areia em busca de alimento) e raspadores (quamad@pecem no fundo raspando a vegetacao e
0S microrganismos que se desenvolvem sobre assto8hsua dieta € composta por larvas de
dipteros, microcrustaceos planctonicos e algas di alta freqiiéncia de areia nos estbmagos
sugerindo que se alimentam do substrato (ARANSAI, 1993).

Figura 05 — Exemplar déorydoras sp.

Fontehttp://images.google.com.br/imgres?imgurl=http:/imakvarium.sk/ryby/corydoras_palea
tus
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da contaminacdo pelo SéyirFolisuper 600 e DeciS, em

concentracdes subletais, €uarydoras sputilizando biomarcadores.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o efeito agudo da exposicdo subletal adrSewao Folisuper 600e ao Decis,
emCorydoras sp.sobre a atividade das enzimas:
= acetilcolinesterase cerebral e muscular;
= catalase e
= glutationa S-transferase.
= Avaliar o efeito agudo da exposicdo subletal adrSewao Folisuper 600e ao Decis,
emCorydoras spsobre a lipoperoxidagao.
= Avaliar a genotoxicidade na exposicdo aguda aonSesb Folisuper 600e ao Decis,

em concentracdes subletais, €arydoras spatravés do Teste do Micronucleo Pisceo.
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3 — MATERIAL E METODOS
3.1 - OBTENCAO E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Os peixes Corydoras sp. foram adquiridos de estabelecimentos comerciais e
transportados ao Laboratério de Toxicologia Aml@knib Departamento de Farmacologia da
UFPR sendo mantidos em aquarios estoques de 12@alaglimatacdo, com fotoperiodo 12 h,
aeracdo constante e temperatura da agua de 28 £S2gundo as normas do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias edeaidas em Guide for the Care and
Use of Experimental Animals (Canadian Council onnfat Carg. Aprovado no Comité de

Etica em Experimentacédo Animal do Setor de CiérBia®gicas sob o nimero 216.

3.2 - DETERMINACAO DAS CONCENTRAGCOES SUBLETAIS DOS
PESTICIDAS SEVIN", FOLISUPER 600’ E DECIS”

Apés o periodo de aclimatacéo os animais foramilgistios randomicamente em grupos
para a determinacao das concentracdes subletaisra stilizadas nos experimentos definitivos.
Os grupos foram compostos de cinco animais cadgpesios em aquarios de 20 litros.

Grupos:

Experimento Sevirf’

Controle agua

3,5 mg. L* de carbaril
7.5 mg. L* de carbaril
15,0 mg. * de carbaril
30,0 mg. * de carbaril

Experimento Folisuper 606’

Controle agua

0,5 mg. ! de paration metilico
1,0 mg. L* de paration metilico
2,0 mg. ! de paration metilico
4,0 mg. ! de paration metilico

Experimento Decis’

Controle agua
Controle acetona

0,1 pg. ! de deltametrina
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0,5 pg. L* de deltametrina

1,0 pg. ! de deltametrina

2,0 pug. L* de deltametrina

4,0 pg. * de deltametrina

O inicio do experimento deu-se com a exposicaadosais ao pesticida por via hidrica.
O experimento teve duracdo de 96 horas e nestedpeds animais ndo foram alimentados.
Baseado nos resultados as concentracfes sublet@sop experimentos definitivos foram

escolhidas.

3.3 - DESENHO EXPERIMENTAL

Para o ensaio de 96 horas os peixes foram disiobudleatoriamente em grupos-teste e
controle (=20 para Sevinn=16 para o Folisuper 60G n=20 para Deci§. Os grupos-teste
foram expostos as concentracées 7,2 e 14,4 thdelcarbaril (Sevir); 0,5; 1,0 e 2,0 mg. t.de
paration metilico (Folisuper 66De 0,05 e 0,1 ug.t.de deltametrina (Deci$. Para o ensaio
com o Decis foi adicionado um grupo controle-acetona (solven@$ grupos-controle nao
sofreram contaminacdo. O ensaio biologico foi carmttu por 96 horas observando-se o
comportamento e mortalidade dos peixes. Durantexmeranento os animais ndo foram
alimentados. O experimento finalizou com a eutandss animais por sec¢cdo medular.

Os peixes foram pesados e medidos e os figadoadedi e agrupados dois a dois,
formando pools e em seguida armazenados em freezer -80°C palseada atividade da
catalase, glutationa S-transferase e lipoperoxaathn fragmento de musculo e o cérebro
foram retirados de cada animal e armazenados esrzefrea -20°C para a andlise da

acetilcolinesterase.

3.4 — ANALISES DOS BIOMARCADORES

3.4.1 — Processamento do material

As amostras de musculo e cérebro foram descongelagtagelo moido e pesadas,
aproximadamente 100 mg e 50 mg, respectivamentansstras foram homogeneizadas na
proporcdo 1:10 em tampéao fosfato 0,1 M pH 7,5. @dgeneizador utilizado foi o Potter-
Elvejhem. O homogeneizado foi centrifugado por 2@utos a 10.000 x g a 4°C, obtendo-se

assim o sobrenadante, no qual foi medida a atieidadacetilcolinesterase.
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As amostras de figadgools de dois figados foram descongeladas em gelo meido
pesadas sendo aliquotadas em partes iguais. Seralparte homogeneizada na proporc¢éo 1:10
em tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 com auxilio de hoemegzador Potter-Elvejhem. O
homogeneizado foi centrifugado por 30 minutos &0dM.x g a 4°C, obtendo-se assim o
sobrenadante, do qual foram retiradas duas aligymtea medir a atividade da catalase e
glutationa S-transferase. A outra parte foi homegesda na proporgéo 1:10 em metanol 30% e
centrifugada por 10 minutos a 10.000 x g a 4°C raliese o sobrenadante para medir a

lipoperoxidacao.

3.4.2 — Atividade da Acetilcolinesterase

O principio da técnica € a exposicdo de um homdgate de tecido muscular ou
cerebral e do reagente DTNB ao substrato acetliime. Este substrato € hidrolisado pela
AChE em tiocolina e acetato. A tiocolina resuléardage com o DTNB gerando o anion 5-Tio-
2-nitrobenzoato responsavel pelo aparecimento ldeag@o amarela.

A analise da acetilcolinesterase foi realizada pe&iodo de ELLMANet al. (1961)
modificado para microplaca por SILVA DE ASSIS (1998

Os sobrenadantes das centrifugacbes dos musculosrebros foram diluidos na
proporcao 1:5 e pipetados (50 pL) nas cavidadesideoplaca (quatro repeticoes). O DTNB
(5,5 — Ditio-bis-2-nitrobenzoato) a 0,75 mM foi @dnado (200uL) a cada amostra. O substrato
acetiltiocolina a 9 mM foi adicionado (50 uL) a eazthvidade imediatamente antes da leitura no
espectrofotdmetro de microplaca TECAN A-5082 a AGb Os resultados foram expressos em

nmol.min*.mgproteind.

3.4.3 - Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

As amostras diluidas na propor¢édo 1:10 foram pijaest€100 ul), em microplaca e em
seguida foi adicionado 200 pl de solucdo reacadNER2,5 mM), GSH (2,0 mM) e tampao
fosfato). A conjugacdo do substrato CDNB com GSHatalisada pela GST, formando um
tioéter, e pode ser conferida através do aumentbdarbancia (KEEN, 1976). A absorbancia
foi medida com comprimento de onda de 340 nm ereotsgotometro TECAN A-5082. Os
resultados foram expressos em nmol:hrimgproteind.
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3.4.4 - Atividade da Catalase (CAT)

As amostras diluidas na proporcao 1:5 foram pipetgd0 pl) em trés réplicas, em
cubetas de quartzo. Em seguida foram adicionadd$.B8e solugéo reacdo 20 mM (Tris-base a
50 mM, EDTA 0,25 mM, pH 8,0, 25°C; peroxido de bigiEnio a 20 mM e agua miliqué). As
leituras procederam-se em intervalos de 2 s 240 nm). O decréscimo gradual na absorbancia
devido a degradacao de peroxido de hidrogénio (AES34), foi registrado num intervalo de 1
min e 10 s. Os resultados foram expressos em pimdimgproteind.

3.4.5 - Lipoperoxidagao (LPO)

A producdo de hidroperoxidos lipidicos foi verifigapelo método d&OX (Ferrous
Oxidation /Xylenol Orange Methdd Esse método tem por principio a rapida oxidai@iée?
mediada por peréxidos sob condicdes acidas e msimmacao do complexo Ee- laranja de
xilenol (fonte de absorg&o de luz) na presencastkb@izador hidroxitolueno butilado (JIANG
et al, 1992).

O sobrenadante foi diluido na proporcdo 1:5 em moeta0%, levado ao ultrassom por
dois minutos e finalmente, centrifugado por 10 noswa 10.000 x g a 4°C obtendo-se a amostra.

As amostras foram pipetadas (30 pl), em micropéaean seguida foi adicionado 270 ul
de solucdo reagéo [(laranja de xilenol a 100 uMS® a 25 mM, BHT (hidroxitolueno
butilado) a 4 mM, FeS£NH, (sulfato ferroso amoniacal) a 250 UM (acrescergadoseqiéncia

descrita a metanol 90%)], e incubadas por 30 miesatha leitura. Foram feitas trés réplicas. A
leitura foi feita em espectrofotébmetro de microplaEECAN A-5082 X = 570 nm). Os

resultados foram expressos em concentracéo depkidrdados (mmol.mif.mgproteind).

3.4.6 - Andlise da Concentracao de Proteina

Para a quantificacdo da proteina nas amostrastiizado o0 método de BRADFORD

(1976), com curva padréo de soro de albumina bovina
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3.3.7 - Teste do Micronucleo Pisceo

Para o Teste do Micronucleo Pisceo foi utilizadprotocolo descrito por HEDDLE
(1973) e SCHMID (1975). A técnica consiste em eoleima gota de sangue em uma lamina.
Apoés, procede-se o esfregaco 0 qual seca a tempenbiente. Posteriormente a secagem a
lamina é fixada com alcool etilico absoluto por umea e corada com Giémsa 10% por 15 min.
A leitura é feita por teste cego contando-se 2¢¥)0las por animal. S6 sdo consideradas para

analise heméacias nucleadas com membrana citopiaanrétcta.

3.5 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos de atividade enzen& lipoperoxidacdo foram
analisados estatisticamente através do ProgfaraphPad Prism3 por ANOVA de uma via
para determinar se havia diferenca entre os grupegyida de Prova de Bonferroni para
demonstrar qual grupo diferia do controle, com PS@& expressos em média + erro padrao da

média.
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4 — RESULTADOS

4.1 —-DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES SUBLETAIS DOS PESTIC IDAS
SEVIN®, FOLISUPER 60¢° E DECIS®

Os resultados da mortalidade dos animais estaoitdssta Tabela 1.

No experimento com Sevirhouve mortalidade de 60% dos animais no grupo B30
L™ de carbaril e de 20% no grupo 15,0 mg. Nos grupos 3,5 e 7,5 mg:'lde carbaril ndo
ocorreu mortalidade.

Em relac&o ao Folisuper 60@correu mortalidade de 60% dos animais no grupand.
L™ de paration metilico. Nos grupos 0,5, 1,0 e 2,0 hiyde paration metilico ndo ocorreu
mortalidade.

Houve mortalidade de 100% dos animais horas amdp@sicdo nas concentracdes 1,0;
2,0 e 4,0 pg. £ de deltametrina (Deci$. Na concentracdo 0,5 pg locorreumortalidade de
60% dos animais e na 0,1 pg’ henhum animal morreu. As concentracdes escollpdes
serem usadas nos experimentos definitivos foratne 24,4 mg.L de carbaril (Sevit), pois na
concentracdo 15,0 mg'L ocorreu mortalidade de um animal entdo, optou-ee yma
concentracdo um pouco menor; onde n&do ocorreu ldada. As concentracbes de paration
metilico (Folisuper 600) a serem utilizadas no experimento definitivo for®,5, 1,0 e 2,0 mg.
L de paration metilico, pois ndo houve mortalidagssas concentracées. Em relacdo a
deltametrina (Deci§, 0,1 pg. L* foi utilizada no experimento definitivo e a metateste valor

(0,05 ug. [ foi escolhida como a outra concentracdo a seadasio experimento definitivo.

TABELA 1 — Determinacéo das concentracdes subletais dasiges Sevifi, Folisuper 608 e
Decis’.

Grupos Mortalidade

Experimento Sevirf’

Controle agua

3,5 mg. " de carbaril

7,5 mg. L de carbaril

15,0 mg. L* de carbaril

w| k| Ol O] O

30,0 mg. L' de carbaril
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Experimento Folisuper 606’

Controle agua 0

0,5 mg. L' de paration metilico

1,0 mg. ! de paration metilico

2,0 mg. L* de paration metilico

w| o] o] o

4,0 mg. L' de paration metilico

Experimento Decig’

Controle agua 0

Controle acetona 0

0,1 pg. L' de deltametrina

0,5 pg. L' de deltametrina

1,0 ug. L de deltametrina

g 01 w| O

2,0 pg. [ de deltametrina

4,0 pg. L' de deltametrina 5

4.2 — EXPERIMENTO SEVIN®

Durante o experimento com o Sévhouve mortalidade de 01 peixe do grupo 7,2 mg. L
e de 02 peixes do grupo 14,4 mg'. [Foram observados sinais de intoxicacdo como: meno
atividade geral em relacdo ao grupo controle, pead&quilibrio e menor movimentacdo em
locais como o nivel médio da agua.

Na atividade da acetilcolinesterase muscular (Bigl@) dos peixes expostos ao S8vin
nao foi observada diferenca significativa entregagpos-teste e controle. Entretanto quando
analisada a acetilcolinesterase cerebral (Figurali§ervou-se diferenca estatistica entre as duas
concentracdes de SeViiem relacéo ao grupo controle. Uma inibicdo em 84%atividade da
enzima na concentracéo 7,2 mg.e.88% na concentracid,4 mg.L* foi observada.

Na atividade da GST (Figura 08) e da catalase (&if8) e também na lipoperoxidacao
(Figura 10) ndo foram observadas diferencas saatifias entre 0s grupos-teste e o grupo
controle. No Teste do Micronucleo Pisceo ndo formsontradas alteragbes morfologicas

nucleares nos grupos analisados.
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Figura 06 -Atividade da acetilcolinesterase musculaCieydoras spexpostos ao Sevir(Carbaril) por
96 horas. Controle n= 20; 7,2 mg.ln=19 e 14,4 mg.tn=18. As barras expressam a média da atividade
da acetilcolinesterase muscular + erro padrao.
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Figura 07 -Atividade da acetilcolinesterase cerebralieydoras spexpostos ao SevinCarbaril) por

96 horas. Controle n= 20; 7,2 mg.ln=19 e 14,4 mg.Ln=18. As barras expressam a média da atividade
da acetilcolinesterase muscular + erro padrées difere significantemente do controle (p<0,001armo
testados por ANOVA de uma via seguida de TesteaddBroni.
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Figura 08 -Atividade da Glutationa S-transferase@erydoras spexpostos ao Sevin(Carbaril) por 96
horas. Amostra poolsde dois figados. Controle n= 10; 7,2 my.In=9 e 14,4 mg.t n=8. As barras
expressam a média da atividade da GST = erro padréo
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Figura 09 -Atividade da catalase deorydoras spexpostos ao Sevin(Carbaril) por 96 horas. Amostra
= poolsde dois figados. Controle n= 10; 7,2 mgn=9 e 14,4 mg.t n=8. As barras expressam a média
da atividade da catalase + erro padréo.
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Figura 10 — Lipoperoxidacao expressa por concgdrde hidroperéxidos e@orydoras spexpostos ao
Sevirt’ (Carbaril) por 96 horas. Amostrapeolsde dois figados. Controle n= 10; 7,2 mb.h=9 e 14,4
mg.L" n=8. As barras expressam a média da concentrachidperoxidos + erro padréo.

4.3 — EXPERIMENTO FOLISUPER 600"

No experimento com o Folisuper 60840 houve mortalidade dos animais. Nos grupos-
teste ocorreram 0s mesmos sinais de intoxicacdenamos com o Sevin, mas em maior
intensidade.

Houve uma inibicéo significativa da atividade datdcolinesterase muscular (Figura 11)
e cerebral dos peixes expostos. Uma inibicdo sogiiva de 92,2% da atividade da enzima na
concentracdo 1,0 mg. e 97,9% na concentrac2® mg.L* e pode-se observar que houve
diferenca estatistica também entre as concentradd@se 2,0 mg.l. Analisando a
acetilcolinesterase cerebral (Figura 12) obseneoueiferenca estatistica entre as trés
concentracdes de Folisuper @00 controle. Ocorrendo uma inibicdo em 74% dadatile da
enzima na concentracdo 0,5 mg, B9,7% na concentracd® mg.L* e 97,7% na concentracéo
2,0 mg. L.

Quanto a atividade da GST (Figura 13), catalasgu(ki 14) e na concentracdo de
hidroperéxidos (Figura 15) ndo foi observada difeee significativa entre os grupos-teste e
controle.

No Teste do Micronucleo Pisceo ndo foram encorgraaléeracbes morfologicas

nucleares nos grupos analisados.
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Figura 11 —Atividade da acetilcolinesterase muscular @erydoras sp.expostos ao Folisuper 600
(Paration metilico) por 96 horas. As barras expmes® média da atividade da acetilcolinesterase
muscular + erro padrdo (n=16 para cada grupo). = tlifere significantemente do controle (p<0,001)
quando testados por ANOVA de uma via seguida deeTEsBonferroni.
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Figura 12 —Atividade da acetilcolinesterase cerebral @Gerydoras sp.expostos ao Folisuper 600
(Paration metilico) por 96 horas. As barras examesa média da atividade da acetilcolinesterasére

* erro padrao (n=16 para cada grupo). * = difégaiBcantemente do controle (p<0,001); ** = dife
significantemente do controle (p<0,05) quandoatist por ANOVA de uma via seguida de Teste de
Bonferroni.
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Figura 13 -Atividade da glutationa S-transferase@lerydoras spexpostos ao Folisuper 60(Paration
metilico) por 96 horas. As barras expressam a nuad&tividade da glutationa S-tranferase + errogmad
Amostras 9poolsde dois figados sendo n=08 para cada grupo.
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Figura 14 -Atividade da catalase dBorydoras spexpostos ao Folisuper 60(Paration metilico) por 96
horas. As barras expressam a meédia da atividadatdéase + erro padréo. Amostrapeols de dois
figados sendo n=08 para cada grupo.
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Figura 15 -Lipoperoxidacdo expressa por concentracdo de hedbzjumlos deCorydoras spexpostos ao
Folisuper 600 (Paration metilico) por 96 horas. As barras exgamesa média da concentracdo de
hidroperoxidos + erro padrdo. Amostrapceolsde dois figados sendo n=08 para cada grupo.

4.4 — EXPERIMENTO DECIS"

No experimento com o De€isndo houve mortalidade dos animais. Os grupos-test
apresentaram reducédo da locomocao permanecendmdo flo aquario. Nao houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos em relacatividade da acetilcolinesterase muscular e
cerebral, glutationa S-transferase, catalase péipxidacéo (Figuras 16 a 20).

No Teste do Micronucleo Pisceo ndo foram encorgraaléeracbes morfologicas

nucleares nos grupos analisados.
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Figura 16 — Atividade da acetilcolinesterase muscular @erydoras sp.expostos ao Decis
(Deltametrina) por 96 horas. As barras expressamédia da atividade da acetilcolinesterase museular
erro padréo (n=20 para cada grupo).
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Figura 17 -Atividade da acetilcolinesterase cerebralieydoras spexpostos ao DecigDeltametrina)
por 96 horas. As barras expressam a média da advida acetilcolinesterase cerebral = erro padréo
(n=20 para cada grupo).
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Figura 18 —Atividade da glutationa S-transferase @erydoras spexpostos ao Decis(Deltametrina)
por 96 horas. As barras expressam a média da adiwidla glutationa S-transferase * erro padréo.
Amostras poolsde dois figados sendo n=10 para cada grupo.
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Figura 19 -Atividade da catalase deorydoras spexpostos ao Decis(Deltametrina) por 96 horas. As
barras expressam a média da atividade da catakse padréo. (Amostraspoolsde dois figados sendo
n=10 para cada grupo.
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Figura 20 -Lipoperoxidacdo expressa por concentracdo de hedbzjmlos deCorydoras spexpostos ao
Decis’ (Deltametrina) por 96 horas. As barras expressamédia da concentracéo de hidroperdxidos +
erro padrdo. Amostraspoolsde dois figados sendo n=10 para cada grupo.
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5 - DISCUSSAO

Como reconhecido recentemente pelas organizact@esacionais e agéncias ambientais,
o0 risco estimado de contaminacédo ndo pode baseamsente na analise quimica das amostras
ambientais, pois esta abordagem néo indica ooefadletérios dos contaminantes na biota. Para
detectar e estimar os efeitos de baixas concemisagde complexas misturas tem sido utilizados
os biomarcadores de exposicédo e efeito de contatemam organismos (LIONETTE al.,
2003).

Organofosforados e carbamatos sao grupos de camspgsimicos bastante dificeis de
serem analisados quimicamente devido sua altailddale e baixa persisténcia no ambiente.
enzima € bastante util no diagndstico de intoxieacpor organofosforados e carbamatos.
Embora estes inseticidas sejam relativamente naégisfmntes em ambientes aquaticos, sua
aplicacdo constante € necesséria, e sua deteccgwognamas de monitoramento atraves da
inibicdo da atividade da acetilcolinesterase amtaseons resultados (BOCQUENEal, 1990;
NAJIMI et al, 1997; STURMet al, 1999; TORTELLIet al, 2006). Apesar da efetividade da
medida da atividade acetilcolinesterase como bioadar, a legislacdo brasileira (CONAMA,
2005) ainda ndo preconiza sua utilizacdo no diagmdde contaminacdo ambiental por estes
COmMpOstos e poucos sao o0s estudos com peixessativo

Os resultados deste trabalho mostraram que a A€fgbral foi mais sensivel ao Sevin
e ao Folisuper 600Q pois foi inibida em todas as concentracdes tastadl AChE muscular néo
foi inibida nos animais expostos ao Seyisendo inibida nas maiores concentragées (1,0 e 2,
mg.L™") nos animais expostos ao Folisuper600

Isso corrobora com os estudos que propdem quegasaosforados tém uma ligagéo
mais forte com a enzima AChE do que os carbamadBIQ e SILVA, 1995; MORAES,
1998).

Nos organismos aquaticos ha uma consideravel diagis nas propriedades bioquimicas
e na distribuicdo da acetilcolinesterase, assim ocoma sua sensibilidade aos agentes
anticolinesterasicos (LIONETT®@t al.,2003). EmCyprinus carpiohouve uma inibicdo de 55-
57 % da AChE cerebral em individuos expostos achlioifon por 24 horas, sendo a atividade
da enzima restaurada somente apods sete dias (CHANERARA et al, 2005). SILVAet al
(1993) observaram ef@allichthys callichthysntoxicados com Folidol 600(paration metilico)
um retorno dos niveis normais de colinesterase diits apos a exposi¢ado, provavelmente, como

consequéncia da desintoxicacdo do paration meéld® sintesée novodesta enzima
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SARIKAYA et al. (2004) investigaram a toxicidade aguda do inseti¢ehitrotion em
Corydoras paleatuse encontraram o valor de gLde 3,51 mg.l. As mudancas
comportamentais apds a exposicdo foram tipicasedeotoxicidade: menor atividade geral em
relacdo ao grupo controle, perda do equilibrioagéd irregular e menor movimentagcdo em
certos locais, geralmente no nivel médio de agup@dodos prolongados.

Estudosin vitro de STURMet al. (2000) mostraram que a BChE do musculo foi trés
vezes mais sensivel do que a AChE do cérebro e dleculdo em peixes expostos aos
organofosforados paraoxon e diclorvos. Em outrodestom o mesmo meétodo, estes resultados
foram encontrados para as espétigsanda limanda, Serranus cabrilla Platichthys flesus
(STURM et al, 1999). WHITEHEADet al (2005) tiveram como resultado maior sensibilidade
da AChE muscular ao diazinon éatostomus occidentalis.

Carbaril, em concentracdes subletais, exerce urioefeibitorio na atividade da
acetilcolinesterase em tecidos de peixe. Num estedlizado por SHARMAet al. (1993) o
carbaril causou maior inibicdo na atividade dailodinesterase de cérebro e branquias do que
de figado e musculo. A inibicao foi mais pronunei@dm concentracdes subagudas do pesticida
(1,0; 2,0 e 6,0 mg:t) por 15 dias do que por 96 horas.

A AChE cerebral ddctalurus punctatusfoi sensivel ao carbamato Aldicarb, mas os
peixes mesmo com 90% da atividade neuronal diménéddam capazes de sobreviver tendo
apenas sinais moderados de toxicidade. Estes dagesram que a inibicdo da AChE muscular
€ o fator mais importante na mortalidade de peexg®stos ao Aldicarb. A perda do controle
muscular pode causar varios problemas para o pieislejndo perda do controle da natagcéo e
cessacao do movimento opercular (PERKINS e SCHLENK).

Com relacdo aos peixes expostos ao piretréide Deéis houve diferenca significativa
na atividade da AChE entre os grupos-teste e dent® literatura descreve que outros
compostos além dos organofosforados e carbamatesepa ter capacidade de inibir as
colinesterases, porém segundo STURM al. (1999) as concentracfes destes inibidores
requeridas para promover efeitos sobre a AChE reerglativamente altas em relacdo aos
organofosforados e carbamatos. Essa poderia selexpligacdo para a auséncia do efeito do
piretréide sobre a enzima neste estudo.

Com este estudo foi possivel demonstrar que a@ietesterase d€orydoras sppode
ser utilizada como biomarcador de contaminacdo emtddi por Sevin (carbaril) e Folisuper
600" (paration metilico), pois a enzima foi inibida T até 99,7%. O cérebro foi o tecido que

apresentou maior sensibilidade, pois houve inibdgienzima em todas as concentracdes.
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A GST esta envolvida na desintoxicacdo de xenalu$te excrecdo destes e de seus
metabodlitos (MONTEIROet al, 2006). A GST pode ser induzida por pré-oxidartésu
compostos eletrofilicos através de uma respostioxadnte (FERRARIet al, 2007).
Entretanto, os resultados revelaram uma auséndiaddedo da enzima nos peixes expostos ao
Sevin', Folisuper 600 e Deci§. Somados a estes resultados concentracdes désmaétfl
falharam em induzir a atividade da GST em figadimnede carpasQyprinus carpiy. Tem sido
reportado que a inducdo desta enzima em peixesi&@lae tem alta variabilidade individual
entre espécies. ERR al. (2002) encontraram que a atividade da GST dahatlayctosa hilaris
nao foi afetada pelo clorpirifés enquanto, KHERal(2001) também ndo encontraram inducao
da GST por pirimifésmetil er@hironomus riparius

Em peixesGambusia yucatanado foi observado nenhum efeito na atividade da GS
guando expostos ao glifosato e clorpirifés (sozénbo em mistura) sugerindo que a GST néo
participa da desintoxicacdo destes compostos. seaulo estudo afirmam que estes resultados
podem ser parciais, uma vez que existem variasrisals de GST. No entanto, o carbofuran
inibiu a GST deGambusia yucatanRENDON-VON OSTENet al, 2005).

JENSENet al (1991) trabalhando com a truta arco-iris veriica que o inseticida
endosulfano né&o interferiu na atividade da GSTizatido os substratos CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) e DCNB (1,2-dicloro-4- nitrobenzgno

TRUTE et al (2007) também néo verificaram inibicdo da GSTh@tazina e clorpirifés
e pouca inibicdo por paration metilico indicande guigado do salma®qcorhynchus kisutgh
tem sensibilidade limitada a inibicdo mediada pestigcidas e isto pode levar estas espécies a
suscetibilidade a injarias quimicas.

Entretanto, alteragfes significativas na atividade GST também sdo reportadas por
outros autores (SANDVIKet al, 1997; EGAASet al, 1999; SAYEEDet al, 2003 e
MONTEIRO et al, 2006). A resposta da GST aos toxicos € contsavporque ela é altamente
dependente do tipo de xenobidtico, da concentrag@&mpo de exposicdo ao xenobidtico e das
espécies envolvidas (FERRARI al, 2007). Devido apresentarem varias isoformas toelas
podem ser alteradas por todos 0s xenobidticos. Wemunda razdo para os resultados
encontrados pode ser que o CDNB, substrato utdiza@lo é especifico para a GST induzida por
estes xenobidticos (CLAREKt al, 1986).

A catalase é principalmente localizada nos peroriss e é responsavel pela reducao do
peroxido de hidrogénio produzido pelo metabolisnos dcidos graxos de cadeia longa nos

peroxissomos (ZHANGet al, 2004). Em alguns estudos a catalase € indunmdaesposta a
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exposicdo a pesticidas, metais e hidrocarbonetiisqticos aromaticos (RODRIGUES-ARIZA

et al, 1993; DIMITROVA et al, 1994; FERRARIet al, 2007). Entretanto, a atividade desta
enzima em peixes pode ser reduzida apos exposic&enabioticos como reportado por
LIVINGSTONE (2001). Neste trabalho observou-se usraléncia de reducéo da atividade da
catalase nos grupos expostos aos pesticidas, mashodve diferenca estatisticamente
significativa. Alguns autores relatam que o fldeoradicais superdxido pode estar inibindo esta
enzima quando ocorre exposicao a pesticidas.

SAYEED et al (2003) verificaram reducdo da atividade da CAT feggado e rim de
Channa punctatusxpostos a deltametrina.

KAVITHA e RAO (2007) demonstraram uma inducado davidgade da CAT pelo
pesticida monocrotofos eambusia affinisAs enzimas superoxido dismutase e catalase sao a
primeira linha de defesa do organismo contra ralicee oxigénio e um marcador para
toxicidade por pesticidas gerada por espécies/asatie oxigénio.

DURMAZ et al (2006) nédo verificaram alteracdo na CAT de rioménquias e musculos
de Oreochromis niloticusexpostos ao diazinon indicando que a atividadeCAa basal foi
suficiente para remover o peroxido de hidrogénio.

MONTEIRO et al (2006) utilizando o Folisuper 680mesmo pesticida utilizado neste
trabalho, encontrou uma inducdo na atividade da Cé&m peixes Brycon cephalus
demonstrando que a auséncia de efeitdCemydoras sppode ser devido a caracteristicas desta
espécie.

O dano oxidativo pode ocorrer quando o sistemaedintbxicagdo e antioxidante sao
deficientes e ndo sao capazes de neutralizar @mietiarios ativos produzidos pelos
xenobidticos e seus metabodlitos. A oxidacdo de o&cigraxos polinsaturados leva a
lipoperoxidacao (LPO). A peroxidacéao lipidica pade o primeiro passo de dano a membrana
celular por pesticidas (ORU@t al, 2004). Entretanto, neste estudo, os pesticidasns
Folisuper 6080 e DeciS ndo foram capazes de causar lipoperoxidacao,istisnente
significativa. Baixos niveis de peroxidacéao lipamos tecidos refletem os efeitos protetores das
enzimas oxidativas. No entanto, ndo se verificteratao na atividade das enzimas GST e CAT
indicando que outro mecanismo que Nao enzimasxaaiates possa estar atuando.

RODRIGUEZ-ARIZA et al (1993) mostrou uma inibicdo da lipoperoxidagds na
mesmas espéecies de peixe na presenca de PCBs,ePpddticidas, mas em outras espécies um
aumento foi observado na exposicdo ao Aroclor 1(@82B). Os resultados mostram grande

variabilidade para este biomarcador.
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Devido as implicacbes ecolégicas associadas a @<doolade, a deteccdo e a
quantificacdo de danos genéticos sdo de interessestudos ambientais. Alguns tipos de
contaminantes encontrados em ambientes aquaticosnéam significativamente o numero de
micronucleos e altera¢cdes morfoldgicas nucleaneandp os peixes sS40 expostos a compostos
como PCBs, PAHs e pesticidas (HOS&Eal, 1987).

Com base nisso, o Teste do Micronucleo Pisceotii@ado neste estudo, porém néao
foram encontradas alterac6es morfologicas nuclesmesmicrondcleos em nenhum dos grupos
expostos aos trés pesticidas.

Alguns autores (AL-SABTI e METCALFE, 1995; SANCHEZALAN et al, 1999;
PORTOet al, 2005; KIM e HYUN, 2006) discutem a sensibilidadie Teste do Micronucleo
Pisceo quando utilizado em experimentositu Foram observadas diferencas de resposta em
espécies coletadas em locais poluidos e nédo pelsiggerindo que algumas delas sdo mais ou
menos adequadas para estubiositu. Este pode ser o caso da espécie utilizada, pagm
foram encontrados dados na literatura €@onydoras sppara comparacéo de resultados.

Verifica-se que nao foram observadas diferencasifgigtivas nas atividades das
enzimas GST e CAT e também na LPO, além de naacterido alteracdo genética detectavel
pelo Teste do Micronucleo Pisceo. Na literaturaghegtos de alteracdo na atividade das enzimas
e também na LPO em estudos com pesticidas pertescars mesmos grupos testados. Por isso,
supde-se que o que esta influenciando nas respsdggesticidas € o metabolismo da espécie
testada. Provavelmente, esta espécie possui algianmetabdlica alternativa para metabolizar
estes pesticidas. Os resultados sugerenCgugdoras sppode ndo ser a espécie mais sensivel
e apropriada para estudos de detecc¢ao de pestitiizando biomarcadores. Contudo, a enzima
AChE foi alterada pelo carbamato e pelo organofasim Em relacéo ao piretréide Degist
alta volatibilidade e fotossensibilidade deste costp pode ter contribuido para a auséncia de
efeito, pois nenhum dos parametros testados feriaald.

No entanto, estudos com espécies resistentes gawtamtes, pois elas também estao
presentes no ambiente aquatico e se seu sisterimaatioa estiver alterado provavelmente, o

ecossistema estara altamente impactado.
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6 — CONCLUSOES

A AChE confirmou-se um biomarcador especifico parganofosforados (Folisuper
600”) e carbamatos (Sevih em Corydoras sp sendo que o cérebro mostrou-se o tecido mais
sensivel.

Os pesticidas Sevih Folisuper 600 e Deci§ ndo causaram estresse oxidativo em

Corydoras sp

Os pesticidas Sevin Folisuper 600 e Deci§ ndo causaram dano genético em

Corydoras spdetectavel através do Teste do Micronucleo Pisceo
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CAPITULO II:
AVALIACAO DA TOXICIDADE DO SEVIN ©, FOLISUPER 60¢° E DECIS®
EM HEPATOCITOS DE Hypostomus commer soni
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1- INTRODUCAO

A toxicologia é uma ciéncia que utiliza diferengdmrdagens para identificar ameacas e
entender 0s processos basicos que ocorrem nomassteioldgicos. Modelogn vitro que
retenham as condi¢cOes basicas das interagdeso mais complexas sdo muitos Uteis nesse
campo de pesquisa (BAKSI e FRAZIER, 1990).

Dentre as diversas células diferenciadas de vadebr os hepatdcitos sdo provavelmente
as mais versateis do ponto de vista metabdlico.igadé possui importancia chave na
manutencdo da homeostase interna em vertebradosadépta-se a flutuagbes nas condicdes
ambientais por continuamente ajustar as estrutwaduncdes hepatocelulares, como:
metabolismo de nutrientes, estoque de energiaof@ito e lipidios), sintese e secrecdo de
proteinas (albumina, vitelogenina, lipoproteinas),etmanutencdo dos niveis de glicose do
plasma, eliminacdo de compostos nitrogenados degaisformacdo de uréia e amonia,
metabolismo de xenobidticos, metabolismo de horo®r@ formacdo da bile. A natureza
altamente dinamica do figado e sua regulacdo erntosnprocessos metabdlicos e fisiologicos
fazem deste 6rgdo um valioso modelo de estudo dmmisnos de aclimatagdo ambiental
(SEGNER, 1998). Células isoladas de figado propoarh um excelente sistema para avaliar
varios aspectos do metabolismo hepatico, incluindoprocessos celulares e bioquimicos
envolvidos na ativacao de quimicos toxicos e pakgambientais (BAKSI e FRAZIER, 1990).

Dentre os diversos ensai@s vitro com hepatdcitos, o cultivo primario merece um
destaque especial, pois permite ensaios biomeicasittastante elaborados e sofisticados, onde
as células sdo mantidas sem a complexidade dagatesistémica (SEGNER, 1998).

Hepatdcitos recém-isolados respondem aos sinasgsaquais eles respondiam antes da
dissociacdo do figado e sao ricos em enzimas debwietmo de xenobidticos (GUILLOUZEX
al., 1990). Os dados disponiveis indicam uma maiotabdglade em enzimas de
biotransformacéao de teledsteos que de mamiferdSGREN e ANDERSON, 1997).

Para o cultivo de hepatoécitos de peixe é necesgimitificar condicbes que previnam,
ou ao menos reduzam, a perda de diferenciacadd#idaale das células isoladas. Os fatores que
mudam com a transferéncia do ambienteivo para oin vitro incluem o suprimento de sangue
(provisdo de nutrientes, fatores endocrinos, remal# metabdlitos etc) e o microambiente
celular (contato celular e componentes de matriaeglular). Portanto, parece ser necessario
que fatores como os componentes sollUveis do meiataz extracelular e as interagdes célula-
célula sejam recriadas vitro (GUILLOUZO et al, 1990).
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As metodologias de isolamento de hepatdcitos jaoelsem conhecidas para diversos
peixes exoticos (truta, carpa, salméo, linguadh étdistéria evolutiva de espécies exadticas €,
geralmente, diferente da vivida por espécies matiortanto, modelos importados néo
necessariamente aplicam-se aos ecossistemas ibvasite que requer o desenvolvimento de
modelos empregando espécies nativas, como a espgmstomus commersoni

A espécieHypostomus commerso(iValenciennes, 1836) — cascudo — (Figura 21) —
pertence a Ordem siluriformes e a Familia Loridagi Possui ampla distribuicdo na América do

Sul. Ocorre em rios e lagos e alimenta-se de dstdtalgas presentes no fundo (FISHBASE,
2007).

Figura 01 — Exemplar ddypostomus commersonicascudo. Peixe mantido no Laboratério de
Toxicologia Ambiental — Setor de Ciéncias Biolégiean aquarios de 120 L (A,B).
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2 — OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos pesticidas SeVifrolisuper 600 e Deci§ em cultura priméaria de

hepatdcitos delypostomus commersoni

2.2 — OBJETIVO ESPECIFICO

= Avaliar possiveis efeitos citotéxicos do SelirFolisuper 600 e Deci§ através de
biomarcadores bioquimicos: atividade da cataldsedade da glutationa S-transferase e
lipoperoxidacao.

3 — MATERIAL E METODOS

3.1 - OBTENCAO E CUIDADOS COM OS PEIXES

Os oito peixeslypostomus commersoimram obtidos de uma Estacao de Piscicultura na
regido de Araucéria. Os animais foram transportadokaboratdrio de Toxicologia Ambiental
do Departamento de Farmacologia da UFPR sendo doantndividualmente em aquarios
estoques de 120 L, com fotoperiodo de 12 h, aeramdsiante e temperatura da agua de 23 + 2
°C.

3.2 — ISOLAMENTO DAS CELULAS

As culturas foram realizadas no Laboratorio de iGulCelular do Departamento de
Biologia Celular, segundo o método de FILIPAK NETZD06) modificado por BUSSOLARO
(2008). Foram realizadas quatro culturas, sendopqu& cada cultura primaria realizada, dois
espécimes de peixe foram anestesiados (MS222 %&0HRagua). Apds procedeu-se a eutanasia
por seccao espinhal logo abaixo do cranio. A asseios realizada com etanol a 70% e
clorexidina alcodlica a 2%. O espécime foi levado fuxo laminar e o figado foi
cuidadosamente removido para uma placa de Pefrig&b foi, em seguida, cortado com auxilio
de pincas e lamina de bisturi em solucdo de PB8pda fosfato salino, pH 7,4) contendo
EDTA (acido etileno diamino tetracético) a 0,02%pdina a 0,05%. Empregando pipetas

Pasteur de plastico estéril, os pedacos de tecido e Elideam gentilmente aspirados e



54

espirados durante 10-20 min e passados atravésaéela de metal (poros de aproximadamente
1 mm) para melhor dissociacdo das células. As alfdram coletadas em PBS ou meio de
cultura, lavadas e centrifugadas em baixa rotad®9-120 x g) para remocdo de ceélulas

rompidas e restos de figado.

3.3 - CONDICOES PARA O CULTIVO CELULAR

As células foram semeadas em garrafas de cultunair@8 de 25 e 75 cmcom meio
RPMI 1640 (D-glucose a 2 g} suplementado com HEPES (15 mM), NaHC@®mM),
insulina mista (0,1 U.r), sulfato de gentamicina (40 mg)Le soro bovino fetal (5%). As

garrafas foram mantidas a 22 °C em estufa convealojpCQ atmosférica).

3.4 — RENDIMENTO DO ISOLAMENTO E DETERMINACAO DA
VIABILIDADE CELULAR

O nuamero de células isoladas foi determinado potagem manual em camara Neubauer
e correlacionado com a massa do figado (verifieaties da dissociacdo das células).

A viabilidade celular foi estimada atraves do teleexclusdo do corante azul de Tripan.
Com essa finalidade, meio de cultura contendo @&gleim suspenséao (20 pL) e o corante azul de
Tripan a 0,4% (20 uL) foram adicionados a um tubd@d mL e misturados. Apés 1 min, 200
células foram classificadas visualmente em viaye&ulas ndo coradas e com membrana
integra) e ndo viaveis (células coradas e com nmamahméo integra) sob microscopia de campo

claro.

3.5 — PRE-TRATAMENTO PARA MELHORAR A ADESAO CELULAR

As garrafas de cultura foram previamente tratadasaolageno do tipo | desnaturado

(gelatina) para melhorar a adesao das células.

3.6 — DESENHO EXPERIMENTAL

Primeiramente, as células foram cultivadas pordi@s para que houvesse recuperacéo
do procedimento de isolamento, adesédo e reagredagtm, a maioria das células ndo aderidas
e mortas foi removida na troca do meio antigo pormaeio novo contendo os pesticidas. Foram
estabelecidos oito grupos experimentais: gruporoen{sem exposi¢cao aos pesticidas), grupo
controle solvente (acetona a 0,00018%), CB | (eélekpostas a SeVirquivalente a 20 uM de
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carbaril), CB Il (células expostas a Séviequivalente a 200 pM de carbaril), MP | (células
expostas a Folisuper 6D@quivalente a 5 pM de paration metilico) e MRél{las expostas a
Folisuper 608 equivalente a 50 pM de paration metilico), DCélutas expostas a Delis
equivalente a 10 nM de deltametrina), DC Il (c#$ukxpostas a Deligquivalente a 100 nM
de deltametrina). As células foram cultivadas cgnaffos expostos) e sem (grupos controle) os
xenobioticos durante quatro dias, sem troca de deeultura durante a exposicao.

ApoOs os quatro dias de exposicdo, as ceélulas faemovidas com o emprego do
cellscrapere ressuspensas em 750 pL de PBS. As células foertidas em freezer -70°C até a

realizacdo das analises.

3.7 — ANALISES DOS BIOMARCADORES

3.7.1 — Atividade da Glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase foi moaitiar através do aumento da absorbancia
(A0 = 340 nm) resultante da formagdo de um tioéter spelabstratos GSH e 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB).

As amostras foram descongeladas em gelo (item @@ .6apitulo 1) e centrifugadas a
10.000 x g por 20 min a 4°C (item 3.3.4 do Capitul® volume de 50 uL do sobrenadante da
amostra foi adicionado a microplaca e imediatamamtes das leituras, 100 pL de solucdo
reacdo (GSH a 1,5 mM, CDNB a 2,0 mM, tampao fosfaltb 6,5 e etanol a 4%) foram
rapidamente acrescidos (KEEN al, 1976). A absorbancia em espectrofotdmetro TEGAN

5082. Os resultados foram expressos em nmof.migproteind.

3.7.2 — Atividade da Catalase (CAT)

As amostras (células em PBS) foram descongeladas c®scrito anteriormente para
LPO e centrifugadas a 10.000 x g por 20 min a 480eAuras procederam-se em intervalos de 2
s (L = 240 nm) imediatamente apdés serem adicionados @ aubeta de quartzo e serem
misturados por inverséo, 990 ul de solugcao reaQauaM (Tris-base a 50 mM, EDTA 0,25 mM,
pH 8,0, 25°C; peroxido de hidrogénio a 20 mM e agubqué) e 10 pl de amostra. O
decréscimo gradual na absorbancia devido a degiadicperoxido de hidrogénio foi registrado
num intervalo de 1 min e 10 s segundo o métodokRI A1984). Os resultados foram expressos

em umol.mift.mgproteind.
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3.7.3 — Lipoperoxidacéao (LPO)

A producédo de hidroperoxidos lipidicos foi verifilcapelo método dEOX (JIANG et
al.,1992).

As amostras foram descongeladas em gelo, submeiidakrassom por 2 min em gelo,
apos acréscimo de metanol (600 uL) e centrifugad48.000 x g por 10 min a 4°C. Para as
leituras, 30 puL do sobrenadante mais 270 uL dagdolueacao [(laranja de xilenol a 100 uM,
H.SO, a 25 mM, BHT (hidroxitolueno butilado) a 4 mM, k&SNH, (sulfato ferroso amoniacal)

a 250 uM (acrescentados na seqUéncia descrita anohe®0%)] foram adicionados a
microplaca. Apdés 30 min de reacdo a temperaturaiest@bem microplacas tampadas, para
reduzir a evaporacdo do metanol, procedeu-se admeédi absorbancia em espectrofotdbmetro de

microplaca TECAN A-5082A( = 570 nm). Os resultados foram expressos em caonagéiot de

hidroperéxidos (mmol.mihmgproteind).

3.7.4 — Analise da concentracao de proteina

Para a quantificacdo da proteina nas amostrastifizado o método de BRADFORD
(1976), com curva padrao de soro de albumina bomamicroplaca, adicionaram-se 10 uL do
sobrenadante das amostras seguidos de 250 puL denteade Bradford e as leituras de
absorbancia foram realizadas em comprimento de aed®20 nm em espectrofotometro
TECAN A-5082.

3.8 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios bioquimicos e de viad#éidoram analisados estatisticamente
através do Program@raphPad Prism3 por ANOVA de uma via para determinar se havia
diferenca entre os grupos, seguida de Prova deesBonf para demonstrar qual grupo diferia do
controle, com p<0,05 e expressos em média + ed@pala média.
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4 — RESULTADOS

4.1 — RENDIMENTO DO ISOLAMENTO E VIABILIDADE CELULA R

Em relacdo ao rendimento do isolamento (total tidaeisoladas por grama de 6rgao)
obteve-se 6 a 8 x $Bepatdcitos por grama de figado.

A viabilidade celular apds 96 horas de exposic@&opasticidas foi em média de 73%.
Houve uma reducgéo de 34% (estatisticamente sigtifet) em relacdo ao controle no grupo
DMI (Figura 22).
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Figura 02 —Viabilidade celular estimada através do ensaioxdtusdo com azul de tripan. Viabilidade
em n° de células viaveis a cada 100 células. Ontrale; ACE = acetona; CBI Sevirf equivalente a
20 uM de carbarilCBIl = Sevir® equivalente a 200 pM de carbaril; MPI = Folisupeg®
equivalente a 5 pM de paration metilico; MPII = iSaper 608 equivalente a 50 pM de
paration metilico; DMI = Decf$ equivalente a 10 nM de deltametrina e DMII = D&cis
equivalente a 100 nM de deltametritfa = difere significantemente do controle (p<0)0%uando
testados por ANOVA de uma via seguida de TesteaddBroni.

4.2 — MORFOLOGIA DOS HEPATOCITOS EM CULTURA

No tempo zero verifica-se que 0s hepatdcitosHgpostomus comersorsdo células
arredondadas (Figura 23A). Apés trés dias de aultbigura 23B) observa-se um processo de
migracdo e reorganizacdo da cultura, o que podewsdenciado pelas mudancas no formato
celular ap0s adeséao, reorganizacdo de especiadzad® membrana e pela delimitacdo de
espacos ndo ocupados pelas células. No sétimoediultura (Figura 23C) observa-se uma
reagregacao de células e delimitacdo de espacasnfiados pelas células.
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Figura 03 — Morfologia de hepatécitos em culturateinpo 0; B= trés dias de cultura e C= sete
dias de cultura.

4.3 — ATIVIDADE ENZIMATICA DA CATALASE E DA GLUTATI  ONA S-
TRANSFERASE E LIPOPEROXIDACAO

Na maior concentracdo do pesticida organofosfofgdapo MPII) ocorreu inducdo da
atividade da catalase, o que n&o foi observadetgao aos demais grupos (Figura 24).

N&o houve diferenca estatistica significativa eoegrupos em relacdo a atividade da
glutationa S-transferase e lipoperoxidacéo (Figgas 26).
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Figura 04 —Atividade da Catalase de hepatdcitosHigpostomus commersorC = controle; ACE =
acetona; CBI = Sevihequivalente a 20 pM de carbaril; CBIl = Sévaguivalente a 200 pM de carbaril;
MPI = Folisuper 608 equivalente a 5 uM de paration metilico; MPII digiger 606 equivalente a 50
UM de paration metilico; DMI = Dedisequivalente a 10 nM de deltametrina e DMIl = D&cis
equivalente a 100 nM de deltametrina. As barrasessam a média da atividade da CAT = erro padrao *
= difere significantemente do controle (p<0,05)ampo testados por ANOVA de uma via seguida de
Teste de Bonferroni.
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Figura 05 —Atividade da Glutationa S-transferase de hepat®aiteHypostomus commersonC =
controle; ACE = acetona; CBI Sevirf equivalente 20 pM de carbaril; CBIl = Sevihequivalente a
200 puM de carbaril; MPI = Folisuper 6D@quivalente a 5 uM de paration metilico; MPII Jigigper
600° equivalente a 50 uM de paration metilico; DMI =ci38 equivalente a 10 nM de deltametrina e
DMII = Decis® equivalente a 100 nMe deltametrinaAs barras expressam a média da atividade da
GST = erro padréo.
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Figura 06 —Lipoperoxidacédo expressa por concentracdo de heddsjmos de hepatocitos éypostomus
commersoniC = controle; ACE = acetona; CBISevirf equivalente 20 pM de carbaril; CBIl =
Sevirf’ equivalente a 200 uM de carbaril; MPI = Folisupe®d equivalente a 5 uM de paration metilico;
MPII = Folisuper 608 equivalente a 50 uM de paration metilico; DMI =38 equivalente a 10 nM de
deltametrina e DMII = Decfsequivalente a 100 nde deltametrinaAs barras expressam a média da
concentracao de hidroperoxidos + erro padrao.
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5 — DISCUSSAO

Os testes experimentais envolvendo os estudosfeitssedos poluentes em organismos
aquaticos sdo baseados no reconhecimento de q@spasta do organismo ao toxico €
dependente do nivel de exposicado a este agente.plstipio € a descricdo da relagdo entre
concentracao e resposta (ZHANGal, 2004).

Com base nisso, foi testada a toxicidade de tn@sogrde pesticidas em hepatocitos de
Hypostomus commersoraitravés do uso de biomarcadores. A esgdgmostomus commersoni
pertence ao mesmo nivel tréfico da esp&weydoras sputilizada no estudim vivo. Devido ao
estudoin vitro ter algumas vantagens sobre os estuidasvo ele foi utilizado neste trabalho.
Dentre estas vantagens pode-se citar: a possdelide um controle rigoroso das condi¢cbes
experimentais (condi¢des fisico-quimicas do ambiemular e concentracéo fisiolégica dos
ions); a facilidade em se aumentar o nimero décadpla baixa variabilidade experimental; a
geracdo de menos residuos toxicos; 0 menor nuneessgecimes requeridos para os estudos;
ensaios geralmente rapidos; e de custo ndo elewéor de ndo causarem sofrimento aos
animais, sendo aquele do seu sacrificio. A despestas vantagens dos sistenmagitro estes
modelos possuem algumas limitagbes em comparagéoososistemasn vivo, tal como: a
dificuldade de extrapolar os dados para a situagg&ontrada no organismo devido a perda das
interacOes entre tecidos e orgaos. Os estudus/o e in vitro devem ser integrados para uma
aquisicao holistica de dados sobre toxicidade (BEIRA RIBEIROet al, 2007).

A catalase foi um dos biomarcadores avaliados resaptou uma inducdo de sua
atividade no grupo exposto ao Folisuper®0a concentracdo equivalente a 50 pM de paration
metilico, demonstrando uma toxicidade potenciated@®sticida. Um dos papéis da CAT &
reduzir o risco de formacao do radical hidroxilpaatir do peréxido de hidrogénio. Isso € de
grande importancia, uma vez que a permeabilidadenrdanbranas biolégicas ao perdxido de
hidrogénio é superior a de qualquer outra espéeitva de oxigénio e ele pode servir como uma
fonte de hidroxila (NORDBERG e ARNER, 2001). A fugila pode oxidar qualquer
biomolécula, incluindo o DNA, proteinas e lipidilBREEN e MURPHY, 1995). A elevada
concentracdo de perdxido de hidrogénio pode témelstdo a transcricdo enzimética e como
consequéncia aumento de sua atividade (FILIPAK NEXID7).

Hepatocitos dedoplias malabaricusquando expostos ao DDT tiveram uma inducdo da
atividade da CAT gerada pela producédo de espéems/as de oxigénio (FILIPAK NETO,
2007).
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Outros autores, entretanto, relatam que a redug@atalase indica citotoxicidade devido
a producédo de espécies reativas de oxigénio. NASRA (2007) verificaram uma reducéo da
catalase em células do neuroblastoma humano (SH-S&¥postas ao endosulfano e zineb. O
fungicida iprodiona também provocou reducdo da C&m hepatdcitos de truta arco-iris
(RADICE et al, 2001).

Com base nisso, pode-se verificar que a atividad=athlase pode ser inibida ou induzida
em resposta a producdo de espécies reativas dénaxica resposta depende do pesticida
analisado e da espécie estudada.

Nos grupos expostos aos pesticidas SeeiDeci§ ndo houve alteracdo desta enzima,
demonstrando que nao foi gerado estresse oxidativo.

O processo de LPO é propagado via uma cadeia #alitica de reacfes e influencia a
fluidez de membrana bem como a integridade de Héwpulas associadas a membrana. O
resultado da LPO pode ser dano estrutural a memheaa geracdo de produtos de oxidacgao,
alguns dos quais séo reativos e podem causar deaitudal (MONTINEet al, 2004). Estudos
demonstrando aumento da LPO ap0ds exposicdo a xdicoki sdo comuns. A LPO aumentou
em células hepaticas humanas (WRL - 68) expostasexourio (BUCIOet al, 1999); em
células do neuroblastoma humano (SH-SY5Y) expastasndosulfano e zineb (JIA e MISRA,
2007) e em hepatécitos Hmwplias malabaricugxpostos ao DDT (FILIPAK NETO, 2007).

Entretanto, o0 mesmo ndo ocorreu no presente t@balide se verificou que a LPO
(medida em concentracdo de hidroperéxidos) naedtitisticamente diferente entre controle e
grupos-teste. Isso indica que as concentracOdzadils de pesticidas ndo foram capazes de
alterar a membrana, podendo-se estender esta @liomaclusive para o grupo MPII que
apresentou inducéo da catalase.

A GST esta envolvida na biotransformacéao de xenicb® e excrecdo destes e de seus
metabolitos. Ela exerce um papel importante naepém do tecido contra o estresse oxidativo
(MONTEIRO et al, 2006). A GST pode ser induzida atuando comangmzantioxidante frente a
xenobioticos. Entretanto, os resultados revelarnara auséncia de inducéo da enzima nos peixes
expostos ao Sevin Folisuper 600 e Deci§. Varios trabalhos revelam que a resposta desta
enzima aos xenobioticos é altamente variavel degpetalda espécie analisada.

DIERICKX (2001) nao verificou alteracdo da GST e#tutas derivadas de hepatoma de
rato (Fa32) expostas ao quinalfés e diamide, emttet os pesticidas alaclor, metolaclor,
propaclol, carbaril, benomil e carbendazimduziram a GST.
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Os pesticidas carbaril, quinalfés, benomil e o eadazim foram investigados em células
derivadas de hepatoma de rato (Fa32) e humanoGREp causaram citotoxicidade evidenciada
pela inducdo da EROD, além da glutationa ter mdsttan efeito protetor contra os pesticidas
(DIERICKX, 1999).

O carbamato clorprofam induziu disfungdo mitocaaldrevidenciada pela rapida
deplecao de ATP via fosforilacdo oxidativa (NAKAGAVt al, 2004).

Em relacéo a viabilidade celular, ndo houve redeg&eto para o0 grupo exposto a menor
concentracdo de deltametrina (DMI). Revelando-de pssticida como causador de morte

celular no referido grupo, embora néo tenha alteremhhuma das enzimas testadas.

6 — CONCLUSAO

O pesticida Sevihnéo alterou as enzimas testadas, ndo causandssestixidativo para
hepatocitos delypostomus commersoni

O Folisuper 600 alterou a atividade da catalase demonstrando giatetdxico, no
entanto, a biotransformacéo nao foi alterada eoséoeu dano de membrana.

Em relacdo ao Decis houve uma reducdo da viabilidade celular no greymosto a
menor concentracdo do pesticida, porém nao caltsvag@o da atividade da CAT e GST e nem
LPO.
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CONSIDERACOES GERAIS

Os pesticidas Sevin Folisuper 600 e Deci$ foram investigados neste trabalho em dois
estudosin vivo (Capitulo 1) ein vitro (Capitulo II).

No Capitulo I, foram analisadas as atividades dasras acetilcolinesterase cerebral e
muscular para avaliar a ocorréncia de neurotoxigda também a atividade da glutationa S-
transferase, da catalase e a lipoperoxidacdo paabarao estresse oxidativo na espécie
Corydoras spA genotoxicidade também foi avaliada através detd do Micronucleo Pisceo.
Neste capitulo utilizou-se o estuithovivo no qual ocorrem interacdes entre tecidos e 0rgaos.

A AChE confirmou-se um biomarcador especifico parganofosforados (Folisuper
600") e carbamatos (Sevijy mas os pesticidas SeVirFolisuper 600 e Deci§ n&o causaram
dano genético enCorydoras sp detectavel através do Teste do Micronlcleo Pisce®m
estresse oxidativo.

Como na literatura varios estudos demonstram ac@erde estresse oxidativo quando
estudados pesticidas pertencentes aos mesmos gregtasdos supdem-se que 0 que esta
influenciando nas respostas aos pesticidas é dniestao da espécie testada. Com base nestes
resultados o Capitulo Il (estudio vitro) foi realizado com o objetivo de verificar quatiaeo
comportamento dos pesticidas diretamente nos hafmosem a interferéncia do metabolismo
do organismo. Para tanto, foi utilizada a espelgipostomus commersopertencente a mesma
Ordem e nivel trofico d€orydoras sp(espécie testada no Capitulo I).

No Capitulo II, o Folisuper 600alterou a atividade da catalase demonstrando giaten
téxico e o Decis reduziu a viabilidade celular em um dos gruposs m&evifi ndo alterou as
enzimas testadas, ndo causando estresse oxidatvbgpatocitos ddypostomus commersoni

Com base nos resultados dos dois Capitulos veséiague o carbamato Sevimibiu a
AChE cerebral demonstrando neurotoxicidade, masaftéoou nenhum dos outros parametros
analisados tantim vivo comoin vitro.

A menor concentracdo do piretroide Décieduziu a viabilidade celular no estuito
vitro, mas nenhum dos outros parametros foi alteradanebos os estudos.

O organofosforado Folisuper 60@oi o que gerou maior toxicidade entre os pesiisid
testados, inibiu tanto a AChE muscular como cetamaniveis proximos a 100%n(vivo) além
de induzir a catalage vitro. Os outros parametros nao foram alterados poipestecida.

Considerando estes resultados verifica-se a ndeglestde mais estudos para elucidar que
aspectos do metabolismo @erydoras spestao envolvidos na desintoxicacao destes pessici
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