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RESUMO

A padronizagdo de biomarcadores para a deteccdo de efeitos subletais em
Ancistrus multispinnis (“cascudos”) expostos ou ndo a deltametrina, em condigdes
laboratoriais, facilita o0 biomonitoramento de espécies nativas capturadas de seu habitat
natural, principalmente quando da interferéncia antropica no ecossistema. A
deltametrina, um inseticida piretroide tipo II, ¢ muito utilizada em culturas agricolas,
na medicina veterinaria contra ectoparasitas e na saide publica contra vetores por
garantir baixa toxicidade ao homem e outros mamiferos. Porém, para espécies nao-
alvos como os organismos aquaticos, principalmente os peixes, a deltametrina ¢
extremamente toxica, prejudicando, portanto, o desenvolvimento e o estado vital
destas espécies. O objetivo deste estudo ¢ determinar os efeitos de doses subletais da
deltametrina, em biomarcadores bioquimicos como os niveis de citocromo P450 total
(CYP450), a atividade da enzima EROD (etoxiresorufina — O — desetilase), a atividade
da ATPase, na forma Na" K - ATPase e a atividade da colinesterase (ChE). Os peixes
receberam doses subletais de 3 ¢ 4 mgkg' de deltametrina via intracelomatica,
dissolvida em o6leo de milho. Ap6és 96 horas de exposi¢do, os animais foram
sacrificados e os orgdos (figado, branquias, coracao, cérebro e musculo) coletados para
as analises dos biomarcadores. A atividade da ChE nao foi inibida pela deltametrina
nas condi¢Oes laboratoriais estudadas. Entretanto, a deltametrina inibiu a atividade da
Na'K'-ATPase das branquias, coragdo e esofago e induziu a quantidade total do
CYP450, bem como a atividade da EROD. Portanto, a deltametrina alterou o
equilibrio das fungdes bioquimicas da espécie estudada, demonstrando que os
biomarcadores sdo capazes de detectar efeitos subletais. O impacto da deltametrina
causado nestes biomarcadores aumenta a importancia ecotoxicoldgica deste inseticida,
principalmente pela elevada toxicidade aos peixes.



ABSTRACT

The standardization of biomarkers for the detection of sublethal effects in
Ancistrus multispinnis ("cascudos") exposed or not to deltamethrin, in laboratorial
conditions, facilitates the biomonitoring of the native species captured from their
natural habitat, mainly when anthropic interferences in the ecosystem happens.
Deltamethrin, a pyrethroid insecticide type II, is commonly used in agricultural
cultures, in veterinary medicine against ectoparasite and in public health against
vectors due to it i1s low toxicity to man and other mammals. However, to not-target
species such as aquatic organisms, mainly fishes, deltamethrin is extremely toxic,
therefore, harmful to the development and the vital state of these species. The main
goal of this study was to determine the effect of sublethal doses of deltamethrin, using
biochemical biomarkers such as the activity of cholinesterase (ChE), the total levels of
cytochrome P450 (CYP450), the activity of the enzyme EROD (7-ethoxyresorufin O-
deethylase) and the activity of the ATPase, in the form Na'K'- ATPase. The fishes
received subletal doses of 3 and 4 mg.kg™ of deltamethrin via intracelomatic. After 96
hours of exposure, the animals were sacrificed and the organs (liver, gills, heart, brain
and muscle) collected for further enzymatic analyses. The activity of the ChE was not
inhibited by deltamethrin in the studied laboratorial conditions. Nevertheless,
deltamethrin inhibited the activity of the Na'K'-ATPase of the gills, heart and
esophagus and induced the total amount of the CYP450, as well as the activity of
EROD. Therefore, deltamethrin alters the balance of the biochemical functions of the
studied species, demonstrating that the biomarkers are capable to detect sublethal
effects. The impact of deltamethrin caused in these biomarkers increases the
ecotoxicologic importance of this insecticide, mainly for the high toxicity to the fishes.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da evolu¢do humana, o homem desenvolveu suas aptidoes para
transformar e criar instrumentos e produtos para a sobrevivéncia, produzindo e
construindo nas mais diversas areas do conhecimento humano, para melhorar a
qualidade de vida.

Houve o desenvolvimento das industrias, do comércio, da ciéncia € com o
crescimento da populagcdo, uma demanda muito maior de produtos agricolas foi entdo
necessaria. Para aumentar e qualificar a producdo, o homem evoluiu suas técnicas de
plantio, aprimorando seus equipamentos, desenvolvendo agrotoxicos e recentemente
modificando geneticamente os produtos biologicos. Embora seja indispensavel o
desenvolvimento, danos foram e continuam sendo causados ao meio ambiente, em
decorréncia da falta de conhecimento, planejamento e até mesma despreocupagdo com
as conseqiiéncias futuras.

Dentre algumas conseqiiéncias, podemos exemplificar o uso indevido de
alguns pesticidas organoclorados (a maioria com uso proibido), altamente toxicos e de
alta persisténcia no ambiente os quais contaminaram fontes de dgua proximas aos
locais de aplicagdo, além de terem causado toxicidade ou morte as espécies residentes
(RAND; WELLS; McCARTY, 1995). Apos anos de utilizacdo e constatagdo tardia
dos efeitos deletérios, houve a necessidade de desenvolver pesticidas com menor
toxicidade e persisténcia no ambiente, conservando as caracteristicas eficazes para o
combate de pragas, ndo somente agricolas, mas também domésticas, veterinarias e de
saude publica.

Setenta por cento da superficie terrestre ¢ mais de noventa por cento da
biosfera ¢ composta por agua. O equilibrio deste ecossistema estd diariamente
correndo risco de ser abalado por contaminantes quimicos.

E crescente a preocupagio em avaliar os riscos que as substancias quimicas

podem causar ao homem e ao ecossistema, principalmente porque novos compostos



quimicos sintéticos sdo constantemente utilizados na industria e agricultura, € milhdes
de toneladas destes produtos quimicos sao liberados de maneira intencional ou nao no
meio ambiente. Se ndo sdo diretamente lancados para o ambiente aquatico, processos
hidrolégicos e atmosféricos eventualmente distribuem estes componentes quimicos,
depositando-os nos sistemas aquaticos.

Estes compostos toxicos naturais ou antropogénicos sao chamados de
xenobiodticos, € a ciéncia busca entender sua interagdo com a vida aquatica. Dentro
deste contexto, surgiu a ecotoxicologia, ciéncia que identifica e avalia os efeitos
causados pela presenca de xenobidticos no ecossistema. A partir dos resultados de
pesquisa nesta area passou-se a indicar se a concentracdo de um determinado poluente
seria capaz de exercer ou ndo efeitos deletérios sobre uma comunidade especifica
(HUGGETT et al., 1992).

J& a toxicologia aquatica ¢ responsavel pelo estudo quantitativo e qualitativo
de processos bioquimicos e fisiolégicos em organismos aquaticos expostos a
xenobioticos. Esta area da ciéncia inclui, também, o estudo de transporte, distribuigao
e a formagdo de substincias quimicas no meio aquatico (GOKS¢YR; FORLIN, 1992).

Viarios esforcos sao investidos para desvendar os mecanismos de acdo dos
compostos quimicos (drogas, poluentes, carcindogenos, etc.) em modelos animais como
ratos e camundongos. O objetivo principal da pesquisa comparativa ¢ detectar,
controlar e se possivel, intervir na exposi¢do quimica e nos efeitos sobre os humanos.
Em toxicologia aqudtica, procura-se preservar a saude e sobrevivéncia das espécies
aquaticas para a necessidade humana. Para auxiliar na deteccdo da contaminagdo e
preservar o meio ambiente, desenvolveram-se os biomarcadores os quais detectam
efeitos subletais dos xenobidticos, antes que os efeitos a nivel fisioldgico e
populacional sejam evidentes. A conservacdao do equilibrio das fungdes celulares do
ecossistema aquatico, nao so6 fornece o alimento e a fonte material, mas também pode

ser um indicador da saude e qualidade de vida do planeta.



1.1 PIRETROIDES

Décadas de pesquisas e desenvolvimento pelas industrias agroquimicas
resultaram em uma grande diversidade de pesticidas. Em escala cronologica, os
organoclorados foram os primeiros a serem extensivamente utilizados e em seguida, os
organofosforados. Porém, estas duas classes de inseticidas sao altamente toxicas para o
homem e persistentes no ambiente. Os piretroides foram desenvolvidos com o objetivo
de serem inseticidas eficazes e com toxicidade humana diminuida.

O termo “piretroide” ¢ comumente usado para designar pesticidas sintéticos,
os quais sdao derivados estruturalmente de piretrinas naturais, seis constituintes
inseticidas do extrato do piretro, obtido das flores de Chrisantemun cinaerarifolium.

O piretro ¢ um inseticida instdvel na luz e no ar, o que limita a sua
efetividade na protecdo de lavouras e no controle de insetos. O desenvolvimento de
piretrdides sintéticos € resultado de tentativas de modificar a estrutura das piretrinas
naturais, no sentido de diminuir a fotossensibilidade, retendo a potente e rapida
atividade de inseticida e a toxicidade aguda relativamente baixa do piretro para
mamiferos (SODERLUND et al., 2001).

O desenvolvimento de piretroides sintéticos envolve processos interativos de
modificacdo estrutural e avaliacdo bioldgica para que estes sejam comercializados. A
maioria dos piretrdides sintéticos foi obtida pela substitui¢do de elementos estruturais
das piretrinas, os quais conservam parte da molécula original, a forma molecular e
propriedades fisicas da estrutura modelo (figura 1). A inclusdo do substituinte alfa-
ciano (surgindo a classificagdo de piretroide tipo II, neste caso, e tipo I, sem o grupo
alfa-ciano) na metade alcool 3-fenoxibenzil, como na deltametrina (figura 1), produziu
compostos com maior poténcia que a permetrina, mas com fotossensibilidade

semelhante (BALINT et al., 1995).



FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA BASICA DOS PIRETROIDES,
MOSTRANDO OS SUBSTITUINTES E OS LOCAIS MAIS
UTILIZADOS PARA MODIFICAR A MOLECULA

H, 5-CN ou B-CN

Moo

FONTE: SODERLUND, D. M.; CLARK, J. M.; SHEETS, L. P.; MULLIN, L. S.; PICCIRILLO, V.
J.; SARGENT, D.; STEVENS, J. T.; WEINER, M. L. Mechanisms of Pyrethroid
Neurotoxicity: implications for cumulative risk assessment. Toxicology, 2001.

X=CH3.ClouBr

Os piretroides em geral sdo considerados moderadamente toxicos para
mamiferos (EPA categoria II). Os principais efeitos observados na exposi¢do via oral
dos mamiferos aos piretroides, aguda ou subcrdnica, sdo efeitos neuroexcitatdrios
(CLARK, 1995), diferentes entre os piretroides tipo I e tipo II. Piretréides tipo I,
geralmente produzem uma sindrome de intoxica¢ao chamada “T”, por produzir tremor
e os piretroides tipo II produzem uma sindrome chamada “CS”, por produzir
coreoatetose e salivacdo. Via dérmica, os piretréides podem causar irritacao incluindo
rubor ¢ edema na pele (SODERLUND et al., 2001).

Por serem considerados menos toxicos para humanos que os inseticidas
organoclorados e organofosforados, os piretrdéides tém multiplas fungdes de uso na
agricultura, na medicina veterinaria, no controle de pestes domésticas e na saiude
publica, principalmente para controle de vetores (BARLOW; SULLIVAN; LINES,
2001). Entretanto, quando estes inseticidas sdo utilizados, por exemplo, na agricultura,
organismos ndo-alvos como as espécies aquaticas podem ser expostas. Em peixes, os
piretrdides sdo altamente toxicos, podendo causar efeitos toxicos com uma dose cerca
de mil vezes menor comparando-se com mamiferos (WHO, 1990).

Dentre os piretroides, a deltametrina foi o composto quimico originado da

inclusdo do grupamento substituinte a-ciano no grupo 3-fenoxibenzil, atribuindo-lhe



maior poténcia inseticida que o composto anterior sintetizado (permetrina)

(SODERLUND et al., 2001).

1.1.1 Deltametrina

Quimicamente, ¢ o isdmero [1R, cis; aS] de oito estercoisdmeros ésteres do
analogo dibromo do 4cido crisantémico, ou seja, (S)- a-ciano-3fenoxibenzil-(1R)-cis-
3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato. Sua formula molecular ¢
Cy,H 9Br,NO;s e a sua estrutura quimica pode ser visualizada na figura 2. E preparada
por esterificagdo do acido 2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil) ciclopropanocarboxilico
(Br,CA) com alcool a-ciano-3-fenoxibenzil, ou por recristalizacao seletiva dos ésteres
racémicos obtidos da esterificacdo de (1R, 3R ou cis)-acido com o racémico ou alcool
-[aR, aS, ou aRS ou £] (SODERLUND et al., 2001).

E um piretrdide do tipo II, ou seja, possui em sua estrutura quimica o
grupamento alfa-ciano (figura 2). Ela ¢ estavel na luz, umidade, ar, mas instavel em

meio alcalino (WHO, 1990).

FIGURA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DA DELTAMETRINA

SO0

Metade acida Metade alcool

FONTE: SODERLUND, D. M.; CLARK, J. M.; SHEETS, L. P., MULLIN, L. S.; PICCIRILLO, V. J;
SARGENT, D.; STEVENS, J. T.; WEINER, M. L. Mechanisms of Pyrethroid Neurotoxicity:
implications for cumulative risk assessment. Toxicology, 2001.



Algumas caracteristicas fisicas e quimicas da deltametrina estdo descritas na

tabela 1, abaixo.

TABELA 1 - ALGUMAS CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS DA DELTAMETRINA

Estado fisico po cristalino

Cor sem cor

Odor sem odor

Densidade (20 °C) 0,5 g/cm3

Massa molecular relativa 505,24

Ponto de fusdo 98-101 °C

Ponto de ebulicao acima de 300 °C

Solubilidade em 4gua (20 °C) < 0,002 mg/L

Solubilidade em solventes organicos soluvel
Acetona 500 g/L

FONTE: WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Enviornmental Health Criteria 97 —

Deltamethrin. Geneva: International Programme on Chemical Safety — IPCS, 1990.

Formulada como uma emulsdo concentrada, suspensao concentrada ou como
po, sozinho ou em combinagdo com outros pesticidas. Sin6nimos € nomes comerciais
incluem Decametrina, Decis, K-Otrine, Cislin.

Em mamiferos, estudos com deltametrina radioligada demonstraram que ¢
rapidamente absorvido no trato gastrintestinal (pelo menos 96% de uma dose oral foi
excretada 6 dias depois), dependendo do veiculo ¢ bem absorvida via dérmica e ¢
rapidamente absorvida pelo trato respiratério (CLARK, 1995). O tempo de meia-vida
plasmatica para a deltametrina € cerca de 38,5 horas porém, a concentragdo em varios
elementos do SNC e periférico foi mais alta que a concentragdo do plasma, declinando

com o tempo de meia-vida similar aquele do plasma (ANADON et al., 1996).



Devido sua lipofilicidade, os piretroides tém alto grau de absorcdo nas
branquias, um fator que contribui na sensibilidade dos peixes a exposicdo aos
piretroides aquosos (POLAT et al., 2002).

Em ratos e camundongos a principal reagdo envolvida no metabolismo da
deltametrina ¢ a clivagem éster, devido a agdo do CYP450 e principalmente devido a
acdo das carboxiesterases. Os metabdlitos sdo menos toxicos que o composto
inalterado. Em peixes, entretanto, o metabolismo do piretroide ¢ quase que
exclusivamente oxidativo, ficando deficiente na metabolizacdo pelas esterases
(DEMOUTE, 1989).

O mecanismo de acdo inclui efeitos inibitorios nos receptores nicotinicos da
ACh, receptores do acido y-aminobutirico, Ca*’/Mg**-ATPases e canais de Ca®"
voltagem-dependente, porém a causa primaria de toxicidade ¢ seus efeitos excitatorios
nos canais de Na voltagem-dependente de insetos e vertebrados, resultando numa
persistente ativagido dos canais de Na' e despolarizacdo da membrana.

Comumente usada no plantio de algodao, de graos como o café, milho, trigo
e soja e na producdo de cereais, frutas e vegetais e para conservacao de produtos
estocados. Também ¢ usado na satide animal contra ectoparasitas e na satide publica
no controle de vetores.

Efeitos neurofisioldgicos, neuroquimicos e cardiovasculares sdo associados
com a intoxicagdo em mamiferos. Aumento de alguns aminoacidos neurotransmissores
e seus metabodlitos durante a intoxicagdo foram detectados como, aumento do
glutamato, serotonina e¢ dopamina (HUDSON et al.,, 1986). Doses letais de
deltametrina produziram aumento da pressdo arterial em ratos adultos. Aumento dos
niveis de noradrenalina e adrenalina no plasma, assim como de glucose e lactato foram
detectados (BRADBURY et al., 1983).

E extremamente toxica para peixes, a LCso 96h esta entre 0,4 ¢ 2,0 ug.L'l,
enquanto LDs, para ratos estd entre 31-139 mgkg' e 19-34 mgkg' para
camundongos. E capaz de causar danos neuronais, nos hepatocitos, em enzimas
bioquimicas sangiiineas (BALINT et al., 1995). Estudo com a deltametrina e com o

organofosforado metidation em Cyprinus carpio (carpas), BALINT et al. (1995)



verificaram que apenas 2 pg.L"'de uma solucio de deltametrina, usada na exposicdo
dos animais via hidrica por 72 horas, foi suficiente para causar toxicidade, expressada
pela inibi¢do da atividade da acetilcolinesterase do soro em cerca de 20%, quando
comparada com os animais controles. J& para o organofosforado, a dose testada foi de
2 mg.L™", por cinco dias, a qual também demonstrou toxicidade. Uma tinica dose de
deltametrina (0,75 pg.L™") em peixes da espécie Channa punctatus Bloch expostos por
48 horas, causou inducao de varios sistemas antioxidantes no figado, rim e branquias.
A peroxidacao lipidica foi induzida em todos os 6rgaos, principalmente nas branquias,
e a glutationa e 4cido ascorbico foram significantemente aumentados (SAYEED et al.,
2003).

REDDY e PHILIP (1994) utilizaram uma concentracdo subletal de
cipermetrina (também um piretroide do tipo II) para expor in vivo, machos de
Cyprinus carpio e verificaram a inibi¢do da atividade da AChE e ATPase.

Estudos de MOORE e WARING (2000) avaliaram o efeito do piretroide
cipermetrina na reproducao de salmao. Observaram que a exposi¢do dos machos por
cinco dias a concentragio de 0,004 pgL"' de cipermetrina via hidrica, reduziu a
habilidade do sistema olfatério dos machos a detectar o ferormdnio tipo PGF,,
liberado pela fémea na dgua, o qual resultaria no aumento plasméatico dos hormonios
sexuais no macho. Além disso, diminuiu significativamente o numero de ovos

fertilizados.

1.2 BIOMARCADORES

Durante décadas os efeitos de xenobioticos sobre o ambiente aquatico foram
avaliados pelo monitoramento de mudancas ambientais em cada nivel de organizagdo
do ecossistema como, populagdes, comunidades e o ecossistema propriamente ditam,
somente em termos de taxa de sobrevivéncia. Entretanto, estes estudos eram limitados,
pois varios efeitos bioquimicos toxicos podiam ocorrer simultanecamente, sem

considerar a complexidade e as funcdes do ecossistema (HUGGETT et al., 1992).
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A toxicologia ambiental passou a ser mais complexa, passando a utilizar
marcadores para cada nivel de organizacdo. Estes marcadores, bioquimicos,
fisiologicos e histoldgicos, devem apresentar habilidade de medir diferentes respostas
a presenca de estressores distintos (HUGGETT et al., 1992).

O monitoramento da presenca de xenobidticos em ambientes aquaticos pode,
a partir de estudos com espécies residentes, beneficiar a qualidade do ambiente,
juntamente com a saude humana. A localizagdo e a determinacao da concentragdao dos
poluentes podem assegurar a vida destas espécies, € também, um ambiente saudavel
garantindo ao homem sua utiliza¢do, quer para alimentagao, quer para o abastecimento
de 4gua, quer para o laser.

A necessidade da detec¢ao subletal dos efeitos dos toxicos sobre os
organismos levou ao desenvolvimento dos biomarcadores. Os biomarcadores refletem
o status saudavel de organismos nos niveis mais baixos de organizag¢do (molecular ou
celular) e apresentam rapida resposta ao estresse e alta importancia toxicologica. Eles
podem ser usados como indicadores precoces de alteragdes ambientais, antes da
ocorréncia de danos irreversiveis no ecossistema (HUGGETT et al., 1992). Eles sdo
quantificaveis bioquimicamente, fisiologicamente ou por metodologias histoldgicas.
Os biomarcadores podem estabelecer de acordo com a dose ou tempo-dependentes o
grau de disfun¢do que o contaminante pode produzir.

Algumas agéncias ambientais, como a EPA (Environmental Protection
Agency) e o ICES (International Council for Exploration of the Sea) recomendam a
incorporacdo da analise de biomarcadores aos novos programas de monitoramento,
como metodologias complementares, expressando o grau de toxicidade causado por
contaminantes aos organismos ambientais.

O uso de biomarcadores bioquimicos em programas de monitoramento
oferece algumas vantagens, pois sdo, normalmente, os primeiros a serem alterados,
apresentam boa sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de andlise, quando
comparados as analises quimicas. Através da andlise destes parametros pode-se: 1)
detectar precocemente a existéncia de contaminagcdo por substancias toxicas,

biologicamente significativas; 2) identificar que espécies ou populacdes encontram-se
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em risco de contaminag¢do; 3) a magnitude da contaminacao, o que ¢ fundamental e 4)
o grau de severidade dos efeitos causados pelos xenobioticos (STEGEMAN; HAHN,
1994).

Os biomarcadores bioquimicos podem ser influenciados por fatores abidticos
como variacdes sazonais, temperatura ¢ pH (DIGIULIO et al., 1995). Portanto, a
avaliagdo e controle destes fatores sdo fundamentais para a eficdcia do uso de
respostas bioquimicas no monitoramento do impacto promovido por xenobioticos,
sobre 0 meio ambiente.

Um dos biomarcadores bioquimicos mais estudados ¢ a inducao do
citocromo P450-dependente de monooxigenases (CYP450). A elevada atividade pode
indicar a exposicdo dos organismos frente a compostos indutores, conseqiientemente
avaliar o grau e o possivel risco de contaminacdo ambiental (STEGEMAN; HAHN,
1994).

Outros biomarcadores bioquimicos compreendem a Na'K'-ATPase e a
colinesterase.

A Na'K™-ATPase é uma enzima que tem como fung¢do principal no peixe
regular o balango i06nico, e tem sido muito utilizada para detectar alteragdes
osmoregulatdrias provocadas por contaminantes ambientais (LI et al., 1998).

A medida da atividade da colinesterase ¢ um biomarcador muito utilizado em
biomonitoramento aquatico (WEISS, 1958; ABOU-DONIA; MENZEL, 1967; BABU
et al., 1989; MAGNOTTI; ZAINO; McCONNEL, 1994; THOMPSON; LANGTON;
HART, 1995; SILVA DE ASSIS, 1998). A medida enzimatica da colinesterase
possibilita a detec¢do de efeitos toxicoldgicos subletais, mesmo sem a presenca de

sintomatologia clinica.

1.2.1 Citocromo P450 (CYP450)

A transformacao metabdlica (biotransformagao) dos compostos quimicos nos
organismos ¢ essencial para alterar a atividade bioldégica do composto e,

conseqiientemente, cessar a interacao entre o elemento quimico e a célula.
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A biotransformagdo inclui numerosos sistemas enzimaticos diferentes, as
quais atuam em diversos tipos de substratos. Muitas destas enzimas tém em comum a
funcdo de converter estruturas toxicas para menos toxicas, € converter quimicos
lipofilicos em estruturas hidrofilicas e conseqiientemente, rapidamente excretadas.

Freqiientemente produtos metabolicos sdo eles mesmos mais reativos e
toxicos do que o composto ndo metabolizado. Muitos xenobidticos toxicos sdo
ativados pelo metabolismo. Freqlientemente os compostos passam por uma série de
reagdes, com varias enzimas participando em etapas seqiienciais para ativacao,
desintoxicagdo, ¢ por ultimo a excrecdo do xenobidtico. WILLIAMS, propds o
conceito de reacdes de fase I (oxidagdo e funcionalizacdo) e reacdes de fase II
(conjugacao e desintoxicacdo) para distinguir as fases neste processo seqiiencial
(WILLIAMS, R. T, apud STEGMAN; HAHN, 1994).

O metabolismo oxidativo envolvendo oxigénio molecular ¢ o processo
enzimadtico inicial na biotransformacao da maioria dos compostos organicos lipofilicos
(reacdes de fase I). Os principais grupos de enzimas envolvidas nesta etapa da
biotransformagao de xenobidticos, sdo as monooxigenases flavoproteinas (FMO) e as
monooxigenases heme proteinas (citocromo P450). Ambos os grupos sao expressos
em vertebrados aquaticos e invertebrados. Entretanto, o CYP450 domina a literatura
nas monooxigenases, em mamiferos e em espécies aquaticas (STEGEMAN; HAHN,
1994).

Em peixes, e em outros vertebrados, o citocromo P450 ¢ principalmente
encontrado no reticulo endoplasmatico (RE) e nas mitocondrias de figado, rim,
cérebro, e intestino delgado, assim como em outros 6rgaos (BUCHELI; FENT, 1995).

Nao somente ¢ um sistema de enzimas crucial para a transformacgdo de
xenobiodticos, como também tem uma grande funcdo no metabolismo de varias
substancias enddgenas, como na producao de hormodnios esterdides e no metabolismo

de acidos graxos e seus derivados.

1.2.1.1 Organizagdo e funcdo

O CYP450 ¢ uma hemeproteina contendo ferro que, na sua forma reduzida,
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complexa com mondxido de carbono, produzindo um composto que absorve luz em
450nm (OMURA; SATO, 1964). O ferro da protoporfirina esta ligado a cadeia
polipeptidica das isoenzimas do citocromo P450 por forgas hidrofobicas e ligacdes
eletrostaticas covalentes. Quatro valéncias do atomo de ferro ligante estdo ligadas ao
anel da porfirina, planarmente, a quinta esta ligada ao grupo tiolato (S") da cisteina da
cadeia polipeptidica, por uma ligacao coordenada e, a sexta, esta orientada em dire¢ao
ao sitio de ligacdo do oxigénio, durante a fase I da biotransformacdo. A estrutura

basica do CYP450 esta sendo mostrada na figura 3.

FIGURA 3 - MOLECULA QUIMICA DO CYP450.

FONTE: Disponivel em:<www.pharmacology2000.com> Acesso em 01 nov.2003.

NOTA: A figura mostra o sistema enzimatico CYP450 e suas cadeias polipeptidicas em verde escuro,
e em evidéncia, o grupo prostético heme e um substrato qualquer: o atomo de ferro esta
representado em azul escuro; os atomos de nitrogénio estdo representados em azul claro, o
grupo tiolato em amarelo, oxigénio em vermelho e os a&tomos de carbono nas barras cinzas.


http://www.pharmacology2000.com/
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As moléculas de citocromo P450 estdo ligadas aos fosfolipidios da
membrana por um ou dois segmentos dos peptideos, sendo que seu sitio ativo localiza-
se proximo do citoplasma (GOKS¢YR; FORLIN, 1992). Uma parte do citocromo
P450 contendo ferro estd exposta para o lado citosélico da membrana. O grupo
prostético heme, com o sitio para a ligacdo do substrato, estdo orientados para a face
interna da membrana. A existéncia de dois canais de acesso para os substratos confere
ao citocromo P450 a habilidade de metabolizar uma variedade de compostos
hidrofilicos e hidrofébicos (BUCHELI; FENT, 1995).

Embora existam diferencas entre o sistema de monooxigenase de mamiferos
e peixes (geralmente baixa atividade da enzima, diferentes isoenzimas e a falta da
indugdo por fenobarbital para peixes), o sistema tem caracteristicas globais muito
similares. Basicamente ele consiste de duas enzimas principais, a NADPH-citocromo
P450 redutase e citocromo P450. Conectadas com estas estdo o citocromo bs € sua

redutase, NADH-citocromo bs redutase (BUCHELI; FENT, 1995).

1.2.1.2 Mecanismo de reagao

No estado em que o grupo prostético ferro heme esta sob a forma de baixo
spin Fe’*, a molécula estd no seu estado livre ou inicial. A primeira etapa é a ligagdo
do substrato, a qual usualmente resulta na conversdo para ferro no estado de alto spin,
formando um potencial de redugdo, favorecendo a redug¢do do ferro. Seguido da
ligacdo ao substrato, o ferro ¢ reduzido pela transferéncia de elétrons da flavoproteina
NADPH-citocromo P450 redutase, em alguns casos com o envolvimento de proteinas
ferro-enxofre (redoxinas). Subseqiientemente O, ¢ ligado, um ponto critico o qual a
catalise pode proceder ou ser interrompida, resultando na liberagdo de oxigénio ativo
(superodxido). A proxima etapa envolve a adi¢do do segundo elétron, em alguns casos
via citocromo bs, € a formacao de perdxido, seguido pela clivagem da ligagdao O-O, da
formagdo do radical substrato, e da hidroxilacdo do radical e liberacdo do produto.
Esta etapa ainda ndo ¢ bem conhecida. Entretanto, adicdo de hidroperdxidos organicos

como hidroperoxido de cumeno para o P450 in vitro pode ser necessario para o
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acoplamento da hidroxila ao substrato (GUENGERICH; MACDONALD, 1990;
HOLLENBERG, 1992).

1.2.1.3 A super familia P450

Até 1987 havia mais de 14 diferentes nomes em uso para o que hoje
chamamos de citocromo P450, ¢ mais de 20 nomes para proteinas homologas de
diferentes espécies. O seqiienciamento dos genes e proteinas do P450 atenuou a
confusdo entre nomenclaturas, e adotou-se uma classificacdo baseada na medida da
seqiiéncia de aminoacidos do P450 (NEBERT et al., 1987; NELSON et al., 1993). A
classificagdo inclui a designacao de CYP, seguido pelos simbolos que denotam o gene
da familia (nimero arabico), subfamilia (letra em maitscula), e o gene especifico
(nimero arabico). O nimero de genes em qualquer uma das espécies ndo ¢ ainda
conhecido. Estima-se que mais de 100 distintos genes de P450 sdo expressos nos
mamiferos (POLAND; KNUTSON, 1982; WHITLOCK, 1990). As subfamilias do
citocromo P450 sdo classificadas considerando: o peso molecular monomérico, a
composicao de aminoacidos, a seqiiéncia terminal de aminoacidos, a especificidade ao
substrato, a distingdo por anticorpos especificos € o tipo de reacdo em que estdo
envolvidas. As proteinas do CYP1A1 em ratos e camundongos sdo 93% idénticas, mas
as proteinas CYP1A1 nos ratos e trutas sdo 59% idénticas (HEILMANN et al., 1988).

Hé uma crescente utilizacdo da indugdo de CYP1A como um biomarcador
para indicar a exposicao dos organismos a varios compostos indutores (STEGEMAN
etal., 1992).

A subfamilia CYP1A1 nao ¢ encontrada no figado de humanos, mas pode ser
encontrada em tecidos extra-hepaticos, como por exemplo, em pulmado de fumantes.
Contudo, em animais aquaticos, esta subfamilia ¢ expressa cataliticamente pela
atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) que tem como substrato a 7-
etoxiresorufina, participando de uma reagdo O-desalquilagio (BUCHELI; FENT,
1995).
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1.2.1.4 Indugdo do citocromo P450 por xenobidticos em peixes

A indugdo de isoenzimas especificas de citocromo P450 ¢ uma resposta
sensivel a exposicdo dos animais a certos tipos de quimicos antropogénicos (PAHs -
hidrocarbonetos policiclicos, PCBs - bifenilas policlorinadas e dibenzodioxinas). Esta
exposi¢cdo leva a uma estimulagdo da transcricdo do gene para CYP1A, mediada por
estimulacdo do receptor, resultando no aumento do nivel de RNAm especifica nova
sintese de isoenzimas de citocromo P450 (CYP1A) e no aumento da respectiva
atividade catalitica (atividade EROD). O receptor envolvido na regulacdo da expressao
do gene CYP1A ¢ conhecido como receptor Ah (receptor hidrocarboneto aromatico).
A indugdo ¢ iniciada pela ligacdo do xenobidtico especifico ao complexo proteico que
compreende o receptor Ah e proteina 90 (hsp 90), a qual mais tarde sera dissociada do
complexo receptor-indutor. Apods a liberagdo da hsp 90, o complexo receptor-indutor
liga-se a uma outra enzima, a hidrocarboneto aril nuclear transferase (ARNT), e pode
entdo ser transferido do citoplasma da célula para o nucleo. No nucleo, a ARNT liga-
se a regido especifica do DNA, o elemento de resposta a xenobidtico (XRE). Fatores
transcricionais sao usados para acessar a regido promotora do gene CYPIA, e o RNA
mensageiro pode ser sintetizado (STEGEMAN; HAHN, 1994). A figura 4 mostra as
etapas da indugdo do CYP1A pelo composto TCDD.

Ha fortes evidéncias de que o aumento do contetido enzimatico e a atividade
induzida do CYP1A em peixes por hidrocarbonetos aromaticos policlorados e outros
hidrocarbonetos aromaticos seja dose-dependente. Este aumento do contetido
enzimatico e/ou da atividade tem sido relatado por contaminacdo em numerosos
estudos realizados (GUENGERICH; MACDONALD, 1990; GOKS¢YR; FORLIN,
1992; STEGEMAN; HAHN, 1994; BUCHELI; FENT, 1995; DIGIULIO et al., 1995).

Varios fatores influenciam a atividade do citocromo P450 de peixes € a sua
conseqiiente determinagdo. Primeiramente, diferentes tratamentos da amostra (por
exemplo, o nivel de estresse, preparacao do tecido, conservagdo da amostra) e a
execucdo do ensaio. A temperatura ¢ provavelmente o fator abidtico dominante que

exerce influéncia sobre o citocromo P450.
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FIGURA 4 - HIPOTESE DO MECANISMO DA INDUCAO DO CITOCROMO P450 1A (CYPI1A),
COMUMENTE REFERIDO COMO A TEORIA DO RECEPTOR-A.

NUCLEQ

CITOPLASMA

{ GenCYPIA Promotor HZBE

ENAm CYP1A

l Detoxificagdo
PROTEINAS CYP1A —J Bioativagio
Tomcidade?

FONTE: A autora

NOTA: AhR, receptor hidrocarboneto aromatico, HSP90, proteina 90 de choque térmico “HEAT
SHOCK”; TCDD, 3.,4,7,8-tetraclorodibenzodioxina; XRE, elemento de resposta a
xenobidtico, ARNT, hidrocarboneto aril nuclear transferase; RNAm, acido ribonucléico
mensageiro.

Alguns estudos tém encontrado elevada atividade enzimatica em peixes que
vivem em aguas com altas temperaturas. E de crucial importincia a selecdo das

espécies de peixes para o estudo (BUCHELI; FENT, 1995).

1.2.1.5 Avaliagao da atividade catalitica

Neste trabalho a atividade catalitica do CYP450 sera avaliada pela atividade

da EROD (etoxiresorufina-O-desetilase).
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Ha varias maneiras complementares para se estudar a atividade catalitica do
CYP450. Estas incluem a analise da atividade de proteinas purificadas, a correlagdao da
taxa do metabolismo microssomal de diferentes substratos, a correlacdo da taxa do
metabolismo de um determinado substrato com o conteido do P450 particular, a
utilizagdo de inibidores quimicos especificos e ainda a utilizagdo de anticorpos
especificos e inibitorios.

A atividade catalitica determinada com substratos especificos tem sido
extensivamente utilizada como marcador da exposi¢do a contaminantes ambientais e
para indicar regulacdo diferencial de formas distintas de CYP450. Entretanto, inferir a
identidade do CYP450 somente com base na atividade catalitica ¢ arriscado. Proteinas
homologas em uma espécie podem catalisar diferentes reagdes.

Alkoxi derivados da resorufina (figura 5), descritos por BURKE ¢ MAYER
(1983 e 1985), tém sido preferencialmente utilizados como substratos para analisar a
atividade catalitica do CYP450. Resorufina é uma estrutura com multi anéis, com
forma similar a varios substratos indutores de CYP1A. Resorufinas substituidas sio
desalquiladas pelo CYP450, ¢ a identidade do substituinte aparentemente pode

determinar o acesso a sitios ativos de diferentes formas de CYP450.
FIGURA 5 - ESTRUTURA QUfMICA DOS DERIVADOS DA ALKOXIRESORUFINA.

RO 0

FONTE: STEGEMAN, J.J.; HAHN, M.E. Biochemistry and Molecular Biology of Monooxigenases:
current perspectives on forms, functions and regulation of cytochrome P450 in aquatic
species. Aquatic Toxicology: Molecular, Biochemical and Cellular Perspectives.
OSTRANDER, G. K.; MALINS, D. Lewis Publishers, Boca Raton, FL. 1994,

NOTA: R=metil, etil, benzil, propil ou pentil; O= oxigénio e N= nitrogénio.

A EROD catalisa uma reagdo de O-desalquilacdo, dependente de NADPH,
na qual o substrato ¢ a 7-etoxiresorufina (7 ER) (STEGEMAN; HAHN, 1994).
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O aumento da atividade da EROD em vertebrados ¢ um indicador da inducao
do CYPI1A auxiliando, portanto, no monitoramento ambiental.

Uma das vantagens primarias da indu¢do da atividade da EROD como
biomarcador ¢ a simplicidade de ser mensurada. O produto formado na reacdo, a
resorufina, pode ser medido por espectrofotometro ou espectrofluorimetro.

A reagdo quimica da EROD esta sendo mostrada na figura 6.

FIGURA 6 - REACAO QUIMICA CATALISADA PELO CYP450, EXPRESSADA PELA ENZIMA
EROD (ETOXIRESORUFINA — O — DESETILASE).

OCH,

OH
CYP4501A “*x”

Etoxresorufina Resorufina

FONTE: BURKE, M.D. e MAYER, R.T. Differential effects os phenobarbitone and 3-
methylcholanthrene induction on the hepatic microssomal metabolism and cytochrome
P450-binding of phenoxazone and a homologous series of its n-alkyl ethers
(alkoxyresorufins). Chemical Biologic Interactive, v.45, p.243, 1983.

NOTA: O =oxigénio; N = nitrogénio; OH = grupo hidroxila.

1.2.2 Na'K'-ATPase

Nos ultimos 50 anos, tem sido feito estudos sobre o transporte do ion sddio
(Na") no epitélio, o qual é o processo de transporte mais bem caracterizado de todas as
células eucaridticas (AHEARN et al., 1999). Na maioria dos casos, a absor¢do do Na"
através do epitélio envolve o processo de difusdo do Na" do meio extracelular para a
célula através de canais ou carreadores proteicos (difusdo facilitada). A saida do Na'
da célula para a corrente sangiiinea ¢ contra um gradiente eletroquimico, e realizada
pela Na'K'-ATPase (“bomba de sodio”), usualmente localizada na membrana
basolateral (THERIEN; BLOSTEIN, 2000).

Os processos fundamentais na transferéncia de solutos através da célula

epitelial incluem: (1) adsor¢ao do soluto na superficie da membrana celular, (i1) entrada
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do soluto através da membrana, para a célula, (ii1) trafego intracelular e/ou
armazenamento do soluto em compartimentos e (iv) saida do soluto da célula para o

sangue (Figura 7).

FIGURA 7 - TRANSFERENCIA DOS SOLUTOS ATRAVES DO EPITELIO

Extracelular Mucosa Epitélio Sangue
I o \ J
Mg | K+ el | "
: [+ : {37
Cl_ | {\:;I | 3 Ha+
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Cl- | |
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| Sl

w Proteinas plasmdticas

82 Deltametrina
FONTE: A autora

NOTA: CI' = fons cloreto; K = ions potassio; Na” = ions sodio e Ca*" = fons calcio.

A adsor¢ao inicial do soluto na superficie celular pode envolver varios
eventos fisico-quimicos, dependendo da complexidade da superficie epitelial. Por
exemplo, eletrolitos podem difundir através de camadas estdticas ou ndo fluidas e
precisarem de misturas complexas de mucoproteinas, secretadas na superficie epitelial.
A entrada do soluto do meio extracelular para a célula pode envolver uma variedade de
carreadores (por exemplo, canais e co-transportadores). Uma vez dentro da célula, o
soluto pode ser conduzido (diretamente por proteinas carreadoras intracelulares) a um
compartimento especifico subcelular (por exemplo, mitocondria, reticulo

endoplasmatico), onde serdo armazenados ou disponibilizados para serem exportados
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da célula. A saida da célula para o sangue pode envolver uma variedade de
carreadores, especialmente transportadores primarios, que utilizam a energia
armazenada (por exemplo, hidrélise do ATP) para mover o soluto contra um gradiente
eletroquimico do sangue (HANDY; EDDY; BAINES, 2002).

Sob circunstincias normais, a Na'K'-ATPase utiliza a energia liberada da
hidrélise do ATP para exportar 3 fons Na' da célula em troca de 2 ions K do sangue
para a célula. Recentemente, observou-se também seu envolvimento no transporte de
vérios metais, os quais podem inibir a Na'K'-ATPase.

A ATPase ¢ encontrada em varias formas ion-dependente (Na K" - ATPase;
Ca’" - ATPase; Ca’'HCO; - ATPase; Mg2+HCO3' - ATPase), e regula o volume
celular, pressdo osmotica e permeabilidade da membrana, além de contribuir para
restabelecer o potencial de membrana de todas as células animais.

Em peixes ¢ principalmente encontrada nas branquias e em outros tecidos
como esdfago, intestino e rins.

A Na'K'-ATPase ¢ inibida pela ouabaina e outros digitalicos que atuam em
sitios extracelulares da membrana. Varios compostos quimicos podem inibir a
atividade da ATPase, principalmente os metais pesados como chumbo e prata. A
alteragdo da atividade da ATPase pode resultar em queda do mecanismo de transporte
ativo, necessario para a absor¢ao de nutrientes, ions e metabodlitos. A inibicdo da
Na'K'-ATPase, provavelmente resulta numa incontroldvel entrada de Na+ para o
interior da célula, a favor do gradiente de concentragdo, juntamente com moléculas de
agua, a favor do gradiente osmotico. Este processo pode causar inchago da célula e
finalmente ruptura da membrana (THAKER et al., 1996).

Esta bomba ¢ regulada pela concentragio de ions Na' e K' e pela
estimulacio hormonal via AMPc e ativacdo da proteina quinase A (PKA)
(FERGUSON; BOUTILIER, 1989). A PKA pode modificar proteinas alvos por
fosforilagdo de residuos de aminoacidos especificos.

A Na'K'-ATPase é uma fosfo-ATPase composta de pelo menos trés
subunidades: a, 3 e Y (BLANCO; MERCER, 1998). A subunidade o (massa molecular

de ~ 112 kDa) ¢ responsavel pelas propriedades cataliticas, a qual contém um sitio de



22

ligacdo para cations e ATP, e sofre mudanca conformacional utilizando a energia
liberada da hidrolise do ATP para o transporte idnico. A subunidade o da Na'K'-
ATPase parece ser um substrato para serina/treonina quinases: proteina quinase AMPc
dependente (PKA) e proteina quinase Ca’'/fosfolipidio dependente (PKC).
Modificacdes covalentes da Na'K'-ATPase pelas quinases e fosfatases, representam
um mecanismo pelo qual os hormoénios podem modular a atividade da Na'K -ATPase
através da fosforilagao e desfosforilacao.

A PB-subunidade glicosilada (massa molecular ~ 35 kDa) tem papel
importante na expressdo, maturagdo ¢ movimentacdo da enzima pela membrana. A
subunidade y ¢ polipeptidio nio essencial para a atividade da Na'K'-ATPase, mas
parece que modula a afinidade do ATP e K' da enzima renal (MAHMMOUD;
CORNELIUS, 2000).

Na'K"™-ATPase ¢ uma das mais importantes enzimas associadas com a
regulagcdo idnica em branquias de peixes porque indiretamente fornece energia para
excrecado branquial de NaCl de teledsteos marinhos (MCCORMICK, 1995). O
envolvimento da Na 'K '-ATPase no balango idnico de peixes de 4gua doce ainda nio é
bem compreendido (PERRY, 1997). Também esta envolvida em processos que
mantém o volume celular (BLANCO; MERCER, 1998). Dois exemplos de estudos em
peixes sdo as células clorinadas em teledsteos marinhos e células tubulares na glandula
retal de elasmobrinquios. Nestes dois tipos de células, a Na'K'-ATPase estd
localizada ao longo da membrana basolateral e/ou sistema tubular. Muitas pesquisas
tém reportado uma correlagio positiva entre o ambiente salino e a atividade da Na'K'-
ATPase das branquias em peixes teledsteos, especialmente em salmonideos
(BLANCO; MERCER, 1998).

Recentemente, estudos da regulagdo da Na'K'-ATPase branquial de peixes
com anticorpos homologos e heterdlogos e com seqiiéncias parciais de DNAc para a
subunidade o estdo sendo cada vez utilizados. Por exemplo, mudancgas na atividade da
Na'K'-ATPase branquial tém sido positivamente correlacionada com o nivel de
RNAm e proteinas especificas para Na'K'-ATPase, sugerindo que mudancas na

atividade da Na'K'-ATPase branquial de peixes sdo devido a mudancas na relativa
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abundancia da enzima. Em mamiferos, ativagio de Na'K'-ATPase latentes tém
mostrado ser a responsavel por mudangas na atividade da enzima mas, isto ndo tem
sido muito estudado em peixes (UCHIDA; KANEKO, 1996).

Células ricas em Na 'K -ATPase podem ser imunolocalizadas tanto na regido
lamelar da branquia quanto na interlamelar de salmdes de dgua doce. Tem sido
sugerido que as células ricas em Na'K'-ATPase encontradas na lamela podem estar
envolvidas com a captacdo dos ions em peixes de agua doce, enquanto as células
encontradas na regido interlamelar sdo associadas com a excrecdo de NaCl no

ambiente marinho (UCHIDA; KANEKO, 1996).

1.2.3 Colinesterase

O mecanismo da neurotransmissao colinérgica requer a rapida inativagao da
acetilcolina (DALE, apud MASSOULIE; BON, 1992). LOEWI ¢ NAVRATIL
mostraram em 1926 que a acetilcolina podia ser destruida por uma enzima que existia
no extrato aquoso de tecidos de sapo. STEDMAN, Ed. e STEDMAN, El., citado por
MASSOULIE; BON, (1992), caracterizou uma esterase que hidrolisa especificamente
¢ésteres de colina em soro de cavalo, a qual chamou de colinesterase.

O termo colinesterase ¢ normalmente utilizado para referir-se a soma da
atividade da “pseudocolinesterase” ou butirilcolinesterase com a atividade da
acetilcolinesterase ou “colinesterase verdadeira”. Estas enzimas diferem na afinidade
pelo substrato, bem como na velocidade de degradacdo deste, diferem na localizagdo e
concentragdo numa mesma espécie. Diferentes formas moleculares também tém sido
encontradas em uma mesma espécie. A butirilcolinesterase tem maior especificidade a
hidrolise da propionilcolina e butirilcolina ¢ na maioria dos peixes, ¢ encontrada
principalmente no soro e em menor quantidade nos tecidos como o muscular e o
nervoso. A acetilcolinesterase tem maior afinidade para hidrolisar a acetilcolina e ¢
principalmente encontrada nos eritrocitos, musculo e cérebro. Ambas sdo enzimas

encontradas soltveis ou ligadas &4 membrana (MASSOULIE; BON, 1992).
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As propriedades cataliticas da colinesterase, assim como a sua ocorréncia e
localizagdo histoquimica em tecidos de varias espécies animais, tem sido
extensivamente estudados.

A atividade da colinesterase pode ser determinada em diferentes tecidos e
fluidos, e entre a mesma espécie a sensibilidade enzimatica pode variar considerando o
compartimento onde a atividade ¢ medida (SILVA DE ASSIS,1998).

Compostos como os inseticidas organofosforados (OP) e carbamatos inibem
a colinesterase de maneira irreversivel e reversivel, respectivamente. Outros
compostos como metais pesados e organoclorados parecem também inibi-la, porém a
concentragao necessaria para promover esse efeito ¢ relativamente mais alta (STURM
et al, 2000; GALGANI; BOCQUENE; CADIOU, 1992).

A medida da atividade da ChE ¢ muito utilizada para diagnosticar exposi¢ao
a toxicos anticolinesterasicos em peixes, € pode ser considerado um dos mais antigos
biomarcadores (SILVA DE ASSIS,1998; STURM, et al., 2000).

WEISS, 1958 demonstrou que peixes expostos a organofosforados (OP)
apresentaram reducdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) proporcional a
concentracdo e ao tempo de exposi¢do. A inibi¢do ainda foi dependente da natureza do
OP e da espécie de peixe exposta. A retirada dos peixes para um sitio ndo contaminado
levou a recuperacao dos niveis de AChE, sendo o tempo de recuperagao uma fungdo
do grau de inibicao inicial e da natureza do composto.

Apesar da inibi¢ao da colinesterase ser um biomarcador mais especifico de
animais expostos aos organofosfatos ou carbamatos, similares resultados tem sido
descrito para a deltametrina (SZEGLETES et al.,, 1995a). Tratamento com
deltametrina in vivo em carpas adultas (Cyprinus carpio L.) por trés dias causou uma

diminuicao de 20% na atividade da colinesterase plasmatica (BALINT et al., 1995).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da contaminag¢do pela deltametrina, em concentracoes
subletais, em cascudos (Ancistrus multispinnis), utilizando biomarcadores

bioquimicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar o efeito da deltametrina sobre a quantidade total do CYP450 em
Ancistrus multispinnis expostos via intracelomatica, em concentracdes subletais.

b) Determinar o efeito da deltametrina sobre a atividade catalitica do CYP450
expressa sob a forma da atividade da EROD, em Ancistrus multispinnis expostos
via intracelomatica, em concentracoes subletais.

c¢) Determinar o efeito da deltametrina sobre a atividade da ATPase, na forma Na'K" -
ATPase, em Ancistrus multispinnis expostos via intracelomatica, em concentragdes
subletais.

Determinar o efeito da deltametrina sobre a atividade da colinesterase
muscular em Ancistrus multispinnis expostos via intracelomatica, em concentracoes

subletais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Peixes da espécie Ancistrus multispinnis foram selecionados como animais
testes. Esta espécie foi escolhida por apresentar dimorfismo sexual, ser facilmente
aclimatada em laboratorio e por ser uma espécie nativa. Os animais foram adquiridos
de fornecedor comercial conhecido, transportados ao laboratério em saco plastico com
dgua e oxigénio saturado e imediatamente foram transferidos para aquarios
previamente preparados, atendendo nossas condi¢des padronizadas: temperatura da
agua em 23°C + 2°C, pH de 7.3 £ 0.2, fotoperiodo de 12 horas e alimentacdo com
racdo enriquecida com algas uma vez ao dia. Foram utilizados espécimes machos e

fémeas com comprimento corporal de 10 = 2 cm.

3.2 ACLIMATACAO

Os peixes foram aclimatados em aquarios-estoque com 120 litros de
capacidade, com caracteristicas fisicas e quimicas controladas (temperatura em 23°C +
2 °C, fotoperiodo de 12 horas e pH = 7.3 + 0.2), por um més. Neste periodo, os

animais foram alimentados com ragao enriquecida com algas, diariamente.

3.3 SUBSTANCIA EXPERIMENTAL

Deltametrina (Cy,H9Br,NO3) de grau técnico 99,8% Sigma, foi dissolvida

em O6leo de girassol de procedéncia comercial.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

ApoOs aclimatagdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro

BIOMARCADORES PARA A DETECCAO DE EFEITOS SUBLETAIS CAUSADOS PELA DELTAMETRINA EM Ancistrus multispinis
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aquarios, com 12 animais cada (figura 8):

FIGURA 8 - GRUPOS DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS PARA O ESTUDO

Grupo 1 Grupo 2
(controle) (deltametrina 3 mg.kg™)
n=12

n=12

Grupo 3 Grupo 4
(deltametrina 4 mg.kg™) (3MC 30 mg.kg™)
n=12 n=12

FONTE: a autora

A via de administracdo utilizada em todos os peixes foi a via intracelomatica,

com auxilio de seringa de 1 mL e agulha 13 x 0,45mm.

O protocolo experimental foi repetido, com exce¢do do grupo que recebeu o

composto 3MC, totalizando 24 animais por grupo. Segue abaixo o procedimento
realizado:

a) os animais testes foram pesados e, receberam diferentes doses de
deltametrina (3 ou 4 mg.kg™) dissolvida em 6leo de girassol comercial,

via intracelomatica, sendo que o volume da solu¢do administrada variou

de acordo com o peso corporal de cada animal;

BIOMARCADORES PARA A DETECCAO DE EFEITOS SUBLETAIS CAUSADOS PELA DELTAMETRINA EM Ancistrus multispinis
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b) os animais do grupo controle receberam apenas Oleo de girassol
comercial, também via intracelomatica, com variagdo do volume

administrado de acordo com o peso corporal do animal;

c) ao quarto grupo, administrou-se o composto 3-metilcolantreno (3MC) na
dose de 30 mg.kg”, potente indutor do CYP1A, para controle positivo e
validacdo da metodologia da atividade do CYP450;

d) os animais permaneceram nos aquarios testes por um periodo de 96
horas, nas mesmas condi¢coes padroes de aclimatacao, incluindo
alimentagdo uma vez ao dia;

e) apds 96 horas, os animais foram sacrificados por seccao da coluna
vertebral,

f) o peso (g) e o comprimento corporal (cm) de cada animal foram
verificados, juntamente com a analise do sexo;

g) o figado, coragdo, esdfago, branquias, cérebro e o musculo axial foram

retirados para serem processados para as analises enzimaticas.

3.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.5.1 Figado

Para a quantificagdo do CYP450 total e para a andlise da atividade da EROD,

o figado foi processado para a extracao das fragcdes Sy e microssomal, baseando-se nas

metodologias descritas por STEGEMAN, BINDER e ORREN (1979) e por SILVA
DE ASSIS (1998). O processamento do figado foi assim realizado:

a) as amostras (armazenadas em nitrogénio liquido em pool de 4 figados)
foram descongeladas em temperatura de 4°C;

b) para a homogeneizacdo, foi adicionada a amostra uma quantidade de

BIOMARCADORES PARA A DETECCAO DE EFEITOS SUBLETAIS CAUSADOS PELA DELTAMETRINA EM Ancistrus multispinis
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tampao para manter a relagdo de 1 mg de proteina por mL de tampao
(fosfato de potassio 0,1M pH 7,4). A amostra foi homogeneizada a 4°C
com auxilio do homogeneizador automatico Potter - Elvejhem;

c) o homogeneizado foi dividido em dois eppendorfs para serem
centrifugados;

d) as amostras foram centrifugadas por 20 min a 10.000 x g a 4°C;

e) o sobrenadante foi coletado (fragdo So) e o precipitado desprezado. 500
uL do sobrenadante foram aliquotados e armazenados a — 70°C (para as
analises da atividade da EROD e da quantidade de proteina), € o restante
foi transferido para um tubo especial de ultracentrifuga;

f) afragdo Sy foi ultracentrifugada por 1 ha 100.000 x g a 4 °C;

g) o sobrenadante foi dispensado (citosol) e o precipitado (microssoma) foi
ressuspendido com 500 pL de tampao de ressuspensao gelado:

- tampao de ressuspensao:
citrato de sodio 0,1 M pH =7.4
cloreto de potassio 0,1 M
ditiotheitrol 1 mM
glicerol 30% (v/v);
h) aliquotas do microssoma foram armazenadas em — 70°C para analise da

proteina e atividade da EROD.

3.5.2 Branquias, Coracao, Esdfago e Cérebro

Para a analise da atividade da Na'K'-ATPase foram utilizadas as branquias,

0 coragdo, o esofago e o cérebro. Logo apos a retirada das branquias, os filamentos

branquiais foram separados cuidadosamente dos arcos, com auxilio de um bisturi,

padronizando o local do corte para evitar possivel conteido proteico falsamente

elevado (figura 9). Os filamentos branquiais foram armazenados individualmente em
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temperatura de -70°C. O coracdo, o es6fago e o cérebro foram armazenados em pool

de 4 em temperatura de -70°C.

FIGURA 9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO ARCO E DOS FILAMENTOS
BRANQUIAIS

Arco Branquial

r - H‘x: Lamelas branquiais
AT
Ig :tii?anginus 0 ‘aﬂ\\ Filamentos

branquiais

:\-Artéria aferente
Artéria eferente

Local do corte ideal

FONTE: A autora

As amostras foram processadas como segue a baixo:

a) no momento da andlise, as amostras foram descongeladas em temperatura
de 4°C e homogeneizadas em tampao SEI pH 7.4, na propor¢dao de 1mg
de proteina por mL de tampao, com homogeneizador automatico Potter —
Elvejhem:

- tampao SEI:
0,3 M sacarose

0,1 mM Na,EDTA

BIOMARCADORES PARA A DETECCAO DE EFEITOS SUBLETAIS CAUSADOS PELA DELTAMETRINA EM Ancistrus multispinis
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30 mM imidazol
10 mM de B-Mercaptoetanol para preservar a atividade;
b) o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g durante 5 min a 4°C,;

c) o sobrenadante foi transferido para um eppendorf e seu volume medido;
d) foi adicionada ao sobrenadante uma solucdo de saponina (0,2 mg de
saponina. mg de proteina™), para aumentar a sensibilidade ao substrato;

e) o material resultante foi utilizado para verificar a atividade da Na'K'-

ATPase e a quantidade de proteina.

3.5.3 Mausculo Esquelético

O musculo axial dos cascudos foi utilizado para a medida da atividade da ChE,
os quais estavam armazenados em freezer convencional. O procedimento para a

homogeneiza¢ao do musculo segue a baixo:

a) as amostras foram descongeladas em gelo;

b) 250 mg do musculo foram adicionadas em frasco para homogeneizagao
com 2 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 7.5 (1 mg de proteina/ mL de
tampao);

c) as amostras foram homogeneizadas em homogeneizador automatico
Potter - Elvejhem e transferidas individualmente para eppendorf;

d) o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C durante 10 min;

e) o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a — 20°C para andlise de

proteina e da atividade da colinesterase.

3.6 ANALISES ENZIMATICAS

3.6.1 Medida do Citocromo P450 Total

BIOMARCADORES PARA A DETECCAO DE EFEITOS SUBLETAIS CAUSADOS PELA DELTAMETRINA EM Ancistrus multispinis
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A medida do CYP450 total foi baseada nos métodos de OMURA e SATO
(1964) e CUNHA BASTOS, et al., (1989), fundamentados no principio de que o
CYP450, na sua forma reduzida, complexa com o mondxido de carbono (CO),
produzindo um composto que absorve luz em 450nm. A amostra reduzida ¢ oxidada e
um espectro diferencial entre as duas ¢ medido espectrofotometricamente. O protocolo
para medida do citocromo P450 total segue a baixo:
a) as amostras foram diluidas com tampao de ressuspensdo diretamente em
cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico (1 mg de proteina. mL™);
b) foi adicionado a amostra na cubeta 50 pL. de fenasina metassulfato 20 uM
e 50 uL de ascorbato de sodio 2 mM;
c) a este conteudo foi borbulhado levemente mondxido de carbono, durante
30 segundos;
d) a amostra foi colocada no espectrofotdmetro Beckman DU-650 e
escaneada entre os comprimentos de onda de 400 e 650 nm, para registrar
a curva de referéncia;
e) apods o registro da curva da amostra reduzida, foram adicionados alguns
cristais do agente oxidante ditionito de sodio;
f) a amostra foi misturada por inversdo e recolocada no espectrofotometro
para a nova leitura.
Para cada amostra, foram realizadas trés leituras consecutivas, com intervalo
de 1 minuto. Para o calculo, utilizou-se a média das trés leituras. O resultado
representa a diferenga entre o espectro reduzido e complexado com CO e o espectro

oxidado.

3.6.1.1 Calculo do citocromo P450 total

Para calcular a quantidade do citocromo P450 total, utitilizamos a diferenga

entre as absorbancias em 450 nm ¢ 490 nm, com base no coeficiente de extingao de
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91lcm 'mM™:

CYP450 total (nmol.mL™") = Absorbéncia 450 — absorbancia 490 x 1000
91

A quantidade de CYP450 total especifica foi assim calculada:

CYP450 total (nmol.mL™" . mg proteina™) = nmol.mL™ x D

[proteina]
considerando:
D= fator de diluicdo da amostra

[proteina]= quantidade de proteina na amostra (mg. mL™)

3.6.2 Medida da Atividade da EROD

A atividade da EROD foi medida segundo o método de BURKE ¢ MAYER
(1974), modificado por SILVA DE ASSIS (1998) e adaptado as nossas condigdes
laboratoriais. O principio do método consiste na deteccdo fluorimétrica do produto
final (resorufina), depois de uma reacdo de oxigé€nio-desetilagdo. A medida da
intensidade da fluorescéncia corresponde a soma da resorufina produzida por unidade
de tempo e ¢ equivalente a atividade do CYP450 da amostra. A reagdo foi medida no
espectrofluorimetro Shimadzu e calculada usando a curva do padrao externo ou curvo

de calibracao.
3.6.2.1 Preparo da solugdo de resorufina
Um cristal de resorufina (PM=235.17) foi dissolvido em metanol, em frasco

envolto com papel aluminio (fotossensivel). Quando o cristal estava totalmente

dissolvido, determinamos a concentra¢dao exata da solu¢ao espectrofotometricamente,
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assumindo € (A =572 nm, pH 8.0)=73 mM . cm™.

A =c.e.donde A = absorbancia
¢ = concentragao
¢ = coeficiente de extingdo molar

d = caminho optico (1 cm)

A partir desta solugio, preparamos uma solucdo de resorufina 10 pg.mL™
para a realizacdo da curva de calibracdo ou do padrio externo de 0 a 1,4 pg.mL'de

resorufina.

3.6.2.2 Preparo da solucdo de 7-etoxiresorufina

Um cristal de 7-etoxiresorufina (7 ER, PM = 241,2) foi dissolvido em
metanol em frasco envolto com papel aluminio (fotossensivel).

A concentracao da solucdo de 7 ER foi determinada por espectrofotdmetro,
assumindo € (A =482 nm, pH 8.0)=22,5mM". cm .

A partir desta solucao, preparamos uma solucao 2,6 uM de 7 ER em tampao

Tris-NaCl 0,1 M pH 7.5 para a andlise da atividade da EROD.

3.6.2.3 Ensaio da atividade da EROD

Os procedimentos para a medida da atividade da EROD foram os seguintes:

a) no momento da andlise, uma das fragdes foi descongelada (a fragdes So
ou a microssomal) sob o gelo;

b) a amostra (1 mg.mL™") foi pipetada na propria cubeta do equipamento e
em seguida, adicionou-se a solugdo de 7 ER 2,6 uM em tampao pH 7.5,
até completar o volume final da cubeta de 500 pL;

c) o conteudo da cubeta (branco da reagdo) foi incubado a 27 °C por 5 min
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no espectrofluorimetro Shimadzu;

d) apés o periodo de incubagdo, imediatamente adicionamos 30 uL de
NADPH 2,6 mM, iniciando a reagao;

e) a reacdo foi lida no comprimento de onda de excitacao de 530 nm e de
extingao de 590nm, com abertura da fenda da luz de 3mV durante 15min;

f) a concentragdo da resorufina de cada amostra foi calculada pela média de

duas medidas.

3.6.2.4 Calculo da atividade da EROD

A partir da curva de calibragdo obtivemos, pela regressao linear, a equagao

da reta:

y=ax-+b

F = m. concentragdo (pmol/cubeta) + b
Onde:

F = fluorescéncia

b=0

m=declive da curva (“slope”)

O calculo da atividade (em pmols resorufina formada.min™/cubeta) foi

obtido pela divisdo do delta F.min™" pelo slope m da curva de calibragio:

atividade =  delta F.min™

m

O célculo da atividade especifica foi obtido pela seguinte equagao:

atividade especifica (pmol.min™" . mgproteina™) = atividade

VA/NTx C
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onde: VA = volume da amostra ( em pL)
VT = volume total na cubeta (em puL)

C = quantidade de proteina ( em mg.mL™)

3.6.3 Medida da Atividade da Na'K'-ATPase

A medida da atividade da Na'K'-ATPase foi analisada pelo método de
QUABIUS, BALM, ¢e WENDELAAR BONGA, 1997, o qual baseia-se na medida da

formagdo do fosfato inorganico, a medida que a enzima hidrolisa o ATP.

Em cada cavidade da microplaca, sobre frasco com gelo, foi adicionado:
a) 10 pL amostra diluida para 1 pg.pL
b) em seguida, foram adicionados 100 pL de tampdo Na'K™ -ATPase “A”
ou “B” pH 7,4:
- tampdo Na'K' -ATPase “A”:
30 mM imidazol
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
13 mM KCl
0,1 mM Na,EDTA
3 mM ATP;
- tampdo Na'K' -ATPase “B”:
30 mM imidazol
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
2,5 mM de ouabaina
0,1 mM Na,EDTA
3 mM ATP;
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c) a amostra foi incubada a 25°C durante 45 min no escuro (ocorreu a
formacao de fosfato inorganico);

d) apds o tempo de incubacao, foram adicionados 200 uL do reagente de cor
gelado;

- reagente de cor:

¢ uma mistura 1:1 de ATC 8,6 % (interromper a reacdo) e do reagente de
cor propriamente dito: 0,66 mM de H,SO,4 (97%); 9,2 mM molibdato de
amonia e 0,33 mM Fe,SO,. 7H,0;

e) a leitura foi realizada em espectrofotdmetro 2 min apos a adicao do

reagente de cor, em filtro de 620 nm.

Cada amostra foi analisada em triplicata sendo: 3 com cloreto de potassio e 3
sem cloreto de potassio, mas com ouabaina.
Como branco da reacao, utilizou-se agua e, como padrdo, fosfato de célcio

1620 uM.

3.6.3.1 Calculo da atividade

A atividade enzimatica foi calculada com o auxilio da seguinte formula:

Abs. KCl - Abs.ouabaina x concentragdo padrdo x 1 x tempo de incubagdo
Abs. padrao conc. proteina 60 min

Concentracdo do padrdo = 1620 uM
Quantidade de proteina = mg.L"

Unidade = uM Pi. mgproteina™. h™!

3.6.4 Medida da Atividade da ChE

A atividade da ChE foi medida segundo o método de ELLMAN et al,, (1961)
modificado para microplaca por SILVA DE ASSIS (1998). E baseado na hidrélise da
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acetiltiocolina pela ChE, originando colina que, combinando-se com DTNB (5,5 —
Ditio — bis — 2 — nitrobenzoato), produz um composto de coloragdao amarela, medido
em espectrofotometro. O equipamento utilizado foi um espectrofotdometro da marca
Tecan (doacao do DAAD, servico de intercambio alemao).
O procedimento para a medida da atividade foi o seguinte:
a) o homogeneizado foi diluido em 4gua destilada (1 mg.mL™) e pipetado 50
uL nas cavidades da microplaca (quatro repeti¢oes);
b) em seguida, foi adicionado 200 puL. do DTNB (5,5’ — Ditio — bis — 2 —
nitrobenzoato), preparado a 0,75 mM em tampao fosfato e pH 7,5;
c) 50 uL do substrato acetiltiocolina, preparado a 9 mM, foram
acrescentados a cada amostra, iniciando a reagao;
d) imediatamente apoOs a adicdo do substrato, foram realizadas as leituras da

absorbancia no espectrofotometro em 415 nm, durante 3 min.

3.6.4.1 Calculo da atividade da ChE

Foi baseado na equacdo de Lambert-Beer:

A=c.e.d A = absorbancia (OD)
¢ = concentragao
€ = coeficiente de extingao molar
(1,36. 10" mmol™ . cm™)
d = caminho optico (0,9 cm)

Assim:

counmol . min" . mL" = (delta OD.min™") x 1000

(13,6 x 0,9)

A atividade especifica pode ser calculada pela formula:
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atividade especifica (nmol. min™ . mL™" ) = c

VA/VT . p

VA = volume da amostra (50 pL)
VT = volume final da reacao (300 pL)

p = concentragdo de proteina contida na amostra (mg.mL™")

3.7 ANALISE DA QUANTIDADE DE PROTEINA

Para medir a quantidade de proteina de todas as amostras, utilizamos o

método de BRADFORD (1976), com curva padrao de soro albumina bovina.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para comparacdo entre os grupos, os resultados foram analisados
estatisticamente por ANOVA de uma via, seguida da Prova de Tukey.

A correlagdo entre parametros como comprimento, peso € atividade
enzimatica da ChE, ¢ entre a atividade da EROD na fragao So e na fragao microssomal,

utilizamos a correlacao de Pearson.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 CITOCROMO P450 TOTAL

O citocromo P450 total, analisado na fragdo microssomal do figado, foi
induzido pela deltametrina nos animais expostos por 96 horas & dose de 4 mg.kg™,
como observado na figura 10. O valor da quantidade total de 65,96 = 2 pmol.mg
proteina” foi significativamente maior que o grupo controle, que foi de 56,3695 + 3
pmol.mg proteina™.

O grupo que foi tratado com o composto 3MC (controle positivo) também

apresentou aumento da concentracdo do CYP450 total.

FIGURA 10 - QUANTIDADE DO CITOCROMO P450 TOTAL.

10014 ———

%

f

CYP450 total
(pmol.mg proteina™)
[\S]
(9]
1

- m|
controle 3 mgkg 4 mg.kg 3MC

NOTA: * p< 0,05 em relagdo ao grupo controle ¢ ** p< 0,001 em relacdo ao 3MC (ANOVA).

4.2 ATIVIDADE DA EROD

Os resultados observados neste trabalho demonstram que a atividade da
EROD da espécie Ancistrus multispinnis foi induzida pela deltametrina nas doses de 3

e 4 mg.kg'1 na fragdo microssomal do figado. Na fracdo So, apenas foi detectada
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inducio na dose de 4 mg kg™ (figura 11).

FIGURA 11 - ATIVIDADE DA EROD NA FRACAO Sy E NA FRACAO MICROSSOMAL.
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' Fracao S, " Microssoma

NOTA: * p< 0,01= em relagdo ao controle de Sy ** p< 0,001= em rela¢do ao controle do microssoma
#*% p< 0,01= em relagdo a deltametrina 3 mg.kg™' no microssoma e + p< 0,01= em relagio ao
controle do microssoma (ANOVA).

A figura 12 nos mostra a correlagdo positiva entre a atividade da EROD

entre nas fragdes S¢ € microssomal.

FIGURA 12 - CORRELACAO ENTRE A ATIVIDADE DA EROD NA FRACAO S9 E NA
FRACAO MICROSSOMAL (correlagio de Pearson).
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4.3 ATIVIDADE DA Na'K'-ATPase

As figuras 13, 14 e 15 mostram os resultados da atividade da Na'K"-ATPase.

A figura 13 mostra que a Na'K'-ATPase foi inibida pela deltametrina nas
doses de 3 e 4 mgkg', em esofago de Ancistrus multispinnis (figura 13). A
porcentagem de inibicao estd representada na figura com o valor entre parénteses.

FIGURA 13 - ATIVIDADE DA Na'K'-ATPase NO ESOFAGO DE Ancistrus multispinnis. * p<0,05
(ANOVA)
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A figura 14 mostra a atividade da Na'K'-ATPase no coracdo de Ancistrus
multispinnis, a qual foi inibida pela deltametrina nas duas doses testadas. A

porcentagem de inibigdo esta representada na figura com o valor entre parénteses.

A figura 15 mostra que a atividade da Na'K'-ATPase nas brinquias de
Ancistrus multispinnis, foi inibida pela deltametrina na dose de 4 mgkg'. A

porcentagem de inibicao estd representada na figura com o valor entre parénteses.

BIOMARCADORES PARA A DETECCAO DE EFEITOS SUBLETAIS CAUSADOS PELA DELTAMETRINA EM Ancistrus multispinis



46

FIGURA 14 - ATIVIDADE DA Na'K'-ATPase NO CORACAO DE Ancistrus multispinnis. *
p<0,05 (ANOVA)
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FIGURA 15- ATIVIDADE DA Na'K'-ATPase NAS BRANQUIAS DE Ancistrus multispinnis.
p<0,05 (ANOVA)
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A figura 16 mostra que a atividade da enzima no cérebro nao foi alterada nos

peixes intoxicados com deltametrina, em nenhuma das doses testadas.

FIGURA 16 - ATIVIDADE DA Na'K"-ATPase NO CEREBRO DE Ancistrus multispinnis.
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4.4 ATIVIDADE DA COLINESTERASE

Os resultados observados neste trabalho demonstram que a atividade da
colinesterase de tecido muscular da espécie Ancistrus multispinnis ndo sofreu alteragao

nas duas doses de deltametrina testadas em relacdo ao grupo controle, como mostra a

figura 17.

FIGURA 17 - A ATIVIDADE DA ChE DE MUSCULO ESQUELETICO EM Ancistrus multispinnis.
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A figura 18 mostra que ha correlacdo negativa entre o peso corporal dos
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animais e a atividade da colinesterase dos animais controles.

FIGURA 18 - CORRELACAO ENTRE O PESO CORPORAL (g) E A ATIVIDADE DA ChE DE
MUSCULO ESQUELETICO EM Ancistrus multispinnis. r = - 0,77 e p< 0,0001
(corelagdo de Pearson).
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A figura 19 mostra que a correlagdo entre o comprimento corporal e a atividade

da ChE em Ancistrus multispinnis do grupo controle,também ¢ negativa.

FIGURA 19 - CORRELACAO ENTRE O COMPRIMENTO CORPORAL (cm) E A ATIVIDADE
DA ChE DE MUSCULO ESQUELETICO. r = -0,77 ¢ p < 0,0001 (corelagdo de

Pearson).
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Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as atividades dos

machos e das fémeas de Ancistrus multispinnis, como mostra a figura 20.
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FIGURA 20 - ATIVIDADE COLINESTERASICA EM MUSCULO ESQUELETICO DA ESPECIE
Ancistrus multispinnis DE ACORDO COM O SEXO.
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5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

5.1 EFEITOS DA DELTAMETRINA NO CITOCROMO P450

Os resultados mostraram que a deltametrina induziu a quantidade total do
CYP450 e a atividade catalitica expressada pela EROD, nos cascudos que foram
intoxicados via intracelomatica por 96 horas.

O CYP450 (e em particular a inducao deste sistema) ¢ um dos biomarcadores
mais estudados no ambiente aqudtico por ser um sistema de enzimas altamente
sensiveis e especificas a grupos de contaminantes organicos, como por exemplo, os
PAHs (STEGEMAN; HAHN, 1994). A exposicdo a produtos quimica indutores
conduz a uma estimulacdo seletiva, mediada pelo receptor Ah, da transcricdo do gene
CYPIA, resultando no aumento do nivel do RNAm especifica nova sintese das
isoenzimas do CYPIA, e um aumento na respectiva atividade catalitica (por exemplo,
EROD). Assim, a inducdo pode ser medida pela quantidade total da enzima, pela
atividade enzimatica e a pela de sintese de RNAm, uma complementando a outra
(POLAND; GLOVER, 1987; GUENGERICH; MACDONALD, 1990; WHITLOCK,
1990; STEGEMAN; HAHN, 1994).

Compostos com estrutura molecular planar como PCDDs, PAHs sdao os mais
estudados e caracterizados compostos indutores deste sistema (STEGEMAN; HAHN,
1994). O mecanismo baseado na relacdo indugdo/estrutura quimica do composto ainda
nao ¢ conhecido. A inducgao esta relacionada pelo menos parcialmente com a relagao
estrutura/atividade na ligagdo com o receptor. Este tipo de mecanismo nao tem sido
muito definido nas espécies aqudaticas. Nos mamiferos, a ligagdo da substancia ao
receptor ndo € o suficiente para a indugdo ocorrer, alguns compostos ligam, mas nao

produzem complexos receptor-efetor. H4 a necessidade de se definir os eventos
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celulares relacionados com a captagdo de varias estruturas para resultar na resposta de
indugdo, e a necessidade de testar outros produtos como indutores de CYPIA
(STEGEMAN; HAHN, 1994). Devido a estrutura da deltametrina nao ser similar a dos
PCDDs e PAHs, por exemplo, o mecanismo de agao da indu¢dao do CYP1A nao pode
ser explicado baseado na relagdo indugdo-estrutura quimica da deltametrina. Porém,
outros estudos também observaram o aumento do CYP1A1/1A2 e da atividade da
EROD pela deltametrina em figado e cérebro de ratos Wistar (DAYAL et al., 1999),
mas nao explicaram o mecanismo desta inducdo. Desse modo mais estudos deverdao
ser realizados para pesquisar o mecanismo de inducao da deltametrina.

A medida da quantidade total do CYP450, embora freqiientemente utilizada
e de facil determinacdo, ¢ menos sensivel a indu¢do do que isoenzimas
especificamente induziveis ou suas respectivas atividades. Em alguns trabalhos, a
quantidade do CYP450 total permaneceu inalterada, enquanto CYP1A e/ou a sua
atividade correspondente foi significantemente induzida como resultado da exposi¢ao
a contaminagdo (PAYNE et al.,, 1987; ELSKUS; STEGEMAN, 1989). Em nosso
estudo, a quantidade total do CYP450 foi induzida apenas pela dose de 4 mg.kg™ da
deltametrina, enquanto que a atividade da EROD foi induzida também pela dose de 3
mg.kg", possivelmente devido a maior sensibilidade de inducdo da EROD ou maior
sensibilidade na medida da atividade.

A quantidade do CYP450 total também se torna menos sensivel quando
compostos simples atuam como indutores de algumas isoenzimas especificas inibindo,
porém outras. Isto pode resultar em uma considerdvel alteracdo do contetido ou
atividade da isoenzima, sem afetar a quantidade total do CYP450 (MIRANDA et al.,
1990).

A atividade catalitica, determinada principalmente como atividade da EROD,
também ¢ um método simples quando comparado com medida do nivel do RNAm, e
varios autores consideram a atividade da EROD, quando pardmetro de indugao,

quantitativamente mais sensivel que a medida do contetido proteico de CYPIA por
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imunoquantificacdo (ELISA ou immunoblotting). A imunoquantificacao, porém, tem a
vantagem de ser aplicada em amostras de baixa qualidade, como, por exemplo,
amostras desnaturadas (STEGEMAN; HAHN, 1994).

Fatores bioticos e abiodticos, nao relacionados ao poluente, podem afetar o
estado do CYP450 e podem interferir nos métodos analiticos. Os mecanismos € o grau
dos efeitos destes fatores em diferentes espécies ainda ndo estd esclarecido
(STEGEMAN; HAHN, 1994). Para detectar a inducao do CYP450 pela deltametrina,
foi necessaria a padronizagdo dos métodos, considerando as caracteristicas
bioquimicas do Ancistrus multispinis, € as condi¢des laboratoriais. KLEMZ, 2002,
trabalhando com a mesma espécie de animais, padronizou o método para a quantidade
de CYP450 total, o qual foi adotado neste estudo. Na padronizagdo, o autor utilizou o
composto 3MC como controle positivo, o qual mostrou-se um indutor de CYPIA na
espécie Ancistrus multispinis, comprovado também pelo método de western blot. O
3MC também se mostrou um indutor do CYP450 neste estudo, e fo1 utilizado como
controle positivo na anélise do CYP450 total e na atividade da EROD.

Os principais fatores bidticos que consideramos na padronizagdo dos
métodos foram a temperatura, o tamanho do animal e a condi¢do nutricional da
espécie. Os peixes neste trabalho foram aclimatados a temperatura laboratorial por um
més, ¢ mantidos assim durante o experimento para evitar influenciar a toxicidade da
deltametrina. Correlagdes inversas tém sido encontradas entre o nivel de CYP1A
(atividade da EROD ou proteina CYP1A) e a temperatura, podendo mascarar o efeito
do poluente. Os peixes sintetizam mais enzimas para compensar a perda da
temperatura corporal, e atividade enzimatica declina com a temperatura (GOKS¢YR;
FORLIN, 1992). O tamanho do animal reflete a idade do animal e o estagio de
maturacdo sexual. Selecionamos animais jovens, machos e fémeas fora do periodo
reprodutivo, ja que o estradiol ¢ um regulador da atividade monooxigenase, alterando
o conteudo e/ou a atividade de varios CYP450. Estudos confirmaram a supressao do

CYPI1A pelo estradiol por um mecanismo desconhecido. Quanto ao estado nutricional,
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este ¢ um fator que também pode afetar a atividade das enzimas de detoxificacao dos
peixes. Peixes com estado nutricional prejudicado revelaram significante redugdo da
atividade da EROD. Entretanto, poluentes podem induzir a atividade do CYP1A em
peixes com moderada desnutricdo (GEORGE; HENDERSON, 1992). Assim, na
aclimatacdo laboratorial, os peixes foram condicionados a alimentacdo com ragdo a
base de algas, mantendo uma boa nutrigao.

M¢étodos para a coleta, processamento e armazenamento das amostras de
figado também foram padronizados. O figado foi rapidamente coletado, rinsado em
tampao e armazenado em nitrogénio liquido. A atividade do CYP450 diminui e
aumenta a variabilidade cerca de 15 min apos a retirada do 6rgdo, dependendo da
temperatura externa. A contaminacao com bile ou hemoglobina pode interferir com as
leituras de fluorescéncia e com o espectro do CYP450 ou até mesmo inibir o CYP450
(HODSON et al., 1991). Uma simples precaucao que adotamos apos a dissecacao do
figado foi rinsd-lo imediatamente no tampao de homogeneizagdo para remover tragos
de sangue e bile.

Testamos a atividade da EROD em duas fragdes da amostra homogeneizada:
o sobrenadante pds-mitocondrial, também chamado fracdo Sy e o depdsito de
microssoma, ou microssoma.

O interesse em testar a atividade nas duas fragdes foi analisar se haveria
correlagdo entre a atividade da EROD na fragdo Sy ¢ entre a atividade da EROD no
microssoma. Nossos resultados mostraram que ¢ possivel quantificar a atividade tanto
na fra¢do Sy, quanto na microssomal, ja que nas duas verificamos a possivel indugdo
da enzima, obtendo boa correlagdo entre as fracdes, embora nao tenhamos detectado
inducio da EROD na dose de 3 mg.kg" de deltametrina na fracio Se.

Varios protocolos recomendam o uso da fragdo microssomal, pois durante o
processo de ultracentrifugagdo, boa parte das proteinas inespecificas seria eliminada e
exerceria menor interferéncia na medida da EROD. Outros sugerem o uso da fragdo

So, j& que encontraram boa correlagdo entre as analises no microssoma € Sg. Em
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experimentos com a espécie de peixe Limanda limanda, EGGENS et. al., (1992)
encontrou uma alta correlagao (r = 0,97, p<0,001) entre os resultados da atividade da
EROD nas duas fracoes. A utilizacao da fragdo Sy em programas de biomonitoramento
ambiental facilita a medida do CYPIA, por dispensar ultracentrifuga¢ao e diminuir
etapas técnicas, desde que a amostra esteja padronizada.

A deteccao da indugdo do CYP450 pela deltametrina, ap6s padronizagao
metodoldgica, indica uma resposta adaptativa do animal e pode resultar em maior
metabolismo e excre¢do do pesticida. Embora a detoxificagdo seja essencial para o
animal, o CYP450 também pode estar envolvido em varios mecanismos de
intoxicacdo. Alguns pré-toxicos, pré-mutagénicos e pré-carcinogénicos sao
convertidos por este sistema em produtos mais reativos e toxicos. Distarbios do ciclo
catalitico do P450 podem levar a producao de radicais livres, eles mesmos sdo toxicos
e mutagénicos (STEGEMAN; HAHN, 1994). O aumento da atividade do CYP1A
pode alterar o perfil dos hormonios esterdides, pode mudar o metabolismo de tiroxina
e vitamina A, alterar o sistema reprodutivo € imune, ¢ aumentar a prevaléncia de
doengas (MUNKITTRICK et al., 1991).

A ocorréncia simultanea de efeitos adversos e a indugao do CYP450 indicam
que as medidas da indugdo justificam os estudos além do impacto bioldgico. A
indugdo € uma das mais faceis e mais sensiveis respostas para se detectar. Se a indugao
for evitada, presumivelmente outras respostas biologicas mediadas pelo xenobidtico
também serao evitadas. Se a indugdao ¢ detectada, sdo necessarios estudos mais
detalhados sobre a sobrevivéncia, crescimento, reproducdo e bioacumulagdo do
indutor na comunidade dos peixes no local da exposicao.

O conceito de que a exposicdo a baixas concentracoes de poluentes
ambientais afeta primeiramente os niveis mais baixos da organiza¢do biologica
(molecular e subcelular) e, que concentragdes elevadas afetam niveis mais altos, tem
sido um motivo para vdrias investigagdes. Com o aumento da concentracdo do

xenobiodtico, a indugdao do P450 ¢ aumentada. Entretanto, altos niveis de contaminagao
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podem inibir a atividade da enzima (inibigdo competitiva enquanto, freqlientemente, o
conteudo proteico permanece alto (HAHN et al., 1994). Eventualmente, a capacidade
enzimatica para detoxificacdo ¢ perdida, e efeitos histopatologicos (os quais podem
parcialmente ser causados pela biotransformacdo de substancias inativas em ativas)
comecam a ser evidentes. Neste estagio, o conteudo e a atividade enzimatica pode ser
novamente alterado devido ao desequilibrio da fun¢do das células e de todo o 6rgao)

(CURTIS et al., 1993).

5.2 EFEITOS DA DELTAMETRINA NA ATIVIDADE DA NA K -ATPASE

A atividade da Na K -ATPase também foi um biomarcador bioquimico
utilizado para verificar o efeito subletal da deltametrina. Neste estudo, a deltametrina
inibiu a atividade desta enzima em varios oOrgaos estudados (branquias, coracdo e
es6fago) no Ancistrus multispinnis. O coragdo e as branquias foram os 6rgdos mais
sensiveis para detectar a contaminagdo pela deltametrina pois, a atividade da enzima
nos orgaos dos animais controles foi maior e a inibi¢ao pela deltametrina foi maior nos
animais intoxicados. Esta inibi¢do pode resultar na inibi¢ao do transporte de ions sdédio
através da membrana, desregulando o balango i6nico da célula, podendo causar danos
irreversiveis no tecido.

Hé poucos estudos relatando a influéncia de piretroides na atividade da
Na K -ATPase em peixes. Cipermetrina, também um piretréide tipo II, causou
inibicdo da atividade da ATPase do cérebro, figado e rim de carpas Labeo rohita,
expostas via hidrica a dose de 0,014 ppm durante 45 dias (DAS; MUKHERJEE,
2003). Em Cyprinus carpio a atividade desta enzima foi inibida pelo fenvalerato,
também um pesticida piretroide, nas branquias, cérebro, musculo esquelético e figado
(REDDY; PHILIP, 1991). Em nosso estudo, ndo observamos inibicdo da Na+K+-
ATPase do cérebro, nas doses de deltametrina testadas. Este resultado pode ser devido

a diferentes isoformas da enzima em diferentes tecidos e especificamente, por
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diferentes isoformas da subunidade a (3 tipos ja caracterizados em alguns peixes),
responsavel pela atividade catalitica. As isoformas da subunidade o da Na K -ATPase
podem ter diferentes distribui¢des de acordo com o tecido e diferentes afinidades pelo
substrato (ion) e pela ouabaina (BLANCO; MERCER,1998), além de diferentes vias
de regulagdao hormonal e ou por proteinas quinases (THERIEN; BLOSTEIN, 2000).

E importante ressaltar que mesmo administrando o toxico via
intracelomatica, houve inibicdo da enzima nas branquias. Como as branquias
constituem cerca de 90% da éarea da superficie corporea dos peixes, e estdo em contato
intimo com a agua ambiental, elas sdo os alvos primdrios para poluentes aquaticos
(MCDONALD; WOOD, 1993). Sendo uma enzima essencial para controlar o balango
de ions das células e, conseqiientemente, atuar na homeostase de varios mecanismos
enddcrinos e também na liberacdo de neurotransmissores, possibilita detectar efeitos
precoces no organismo, antes que a contaminacdo persistente prejudique os sistemas

vitais.

5.3 EFEITOS DA DELTAMETRINA NA ATIVIDADE DA CHE

Nos experimentos realizados, a atividade da colinesterase de musculo
esquelético de Ancistrus multispinnis nao sofreu inibi¢ao, quando estes foram expostos
as duas doses de deltametrina. Embora ndo tenhamos encontrado nenhum dado na
literatura sobre estudos da atividade da colinesterase e efeitos da deltametrina em
cascudos, efeitos de inibicdo da colinesterase tém sido determinados previamente para
piretroides (REDDY; PHILIP, 1994; SZEGLETES et al., 1995a) incluindo
cipermetrina e deltametrina (BALINT et al., 1995; REDDY; PHILIP, 1994;
SZEGLETES et al., 1995a). SZEGLETES et al., 1995b, realizou o estudo dos efeitos
in vivo da exposicdo a deltametrina (2 pg.L™' em agua 12°C por 3 dias) na atividade e
distribuicdo das formas moleculares da acetilcolinesterase de carpas (Cyprinus carpio

L.). Diferentes orgaos foram examinados (cérebro, coragdo, figado e musculo
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esquelético) e o sangue e, a atividade da enzima diminuiu mais que 20% quando
medida no plasma. Além do mais, sabemos que pode haver variacdes na quantidade ou
na isoforma da enzima de acordo com o 6rgao.

A atividade da enzima também mostrou que a correlagdo entre o peso (g) € o
tamanho (cm) corporais pela atividade da colinesterase ¢ negativa, corroborando com
os dados encontrados por KLEMZ (2002), que estudou cascudos contaminados com
endosulfano. Resultados semelhantes também foram encontrados por LUNDIN
(1962), que avaliou a atividade desta enzima em diversos peixes, tanto de agua doce
como de agua salgada. O autor concluiu que a atividade da enzima em musculo
esquelético obedeceu a uma relacao inversa do comprimento corporal das espécies por
ele investigadas.

Estes resultados podem ser explicados porque as colinesterases parecem ser
formadas em taxas mais elevadas nas fases iniciais de desenvolvimento. Uma
atividade maxima ¢ atingida apds um certo periodo, depois do qual, a diminuigdo
continua da atividade enzimatica passa a acompanhar, progressivamente, o aumento do
tecido muscular (SAWYER, 1944).

Em bioensaios ou em programas de biomonitoramento, onde ¢ necessaria a
comparagdo da atividade enzimatica dos peixes coletados em locais diferentes e em
diferentes estagdes do ano, estas informagdes se tornam relevantes para aumentar a

confiabilidade dos resultados.
Quanto ao sexo dos animais, ndo encontramos nenhuma diferenga na

atividade da colinesterase em machos e em fé€meas. Estes resultados estdo em
concordancia com estudos realizados por SILVA DE ASSIS, (1998), o qual ndo
observou diferenga na atividade entre machos e fémeas, igualmente com KIRBY et al.
(2000) que, na espécie Platichthys flesus, também ndo encontrou diferengas entre os
SeXO0s.

Analisando os resultados em conjunto, observamos que a deltametrina altera
o equilibrio das fungdes bioquimicas em Ancistrus multispinnis, mesmo em

concentragdes subletais. Portanto, o impacto da deltametrina causado nos
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biomarcadores estudados faz deste inseticida um importante contaminante para

espécies aquaticas, implicando assim no seu monitoramento.
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6 CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

A quantidade de CYP450 total da espécie Ancistrus multispinnis foi induzida

pela deltametrina nas condigdes experimentais apresentadas.

Para a analise da atividade da EROD, a fragao microssomal ou a fracao Sg

podem ser utilizadas.

A deltametrina induziu a atividade da EROD nos peixes intoxicados via

intracelomatica, nas condi¢des laboratoriais padronizadas.

A Na'K'-ATPase foi inibida pela deltametrina nas branquias, no esofago e

no cora¢do, com excec¢ao do cérebro, nas condigdes experimentais estudadas;

As branquias e o coragao foram os Orgaos mais sensiveis para detectar a

inibicio da Na'K ' -ATPase pela deltametrina na espécie Ancistrus multispinnis;

A deltametrina ndo causou inibigdo da atividade colinesterdsica na espécie

Ancistrus multispinnis, nas condi¢des experimentais apresentadas;

A atividade colinesterasica apresentou correlagao negativa com o peso € com

o comprimento corporal dos peixes € ndo houve variagao entre os sexos;
Os biomarcadores estudados detectaram os efeitos subletais causado pela

deltametrina no Ancistrus multispinnis, intoxicados via intracelomatica, ¢ podem ser

empregados em biomonitoramento.
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