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Recentemente ha uma tendéncia de substituicdo alaass inseticidas organofosforados e
organoclorados pelos inseticidas piretroides paesgmtarem uma baixa toxicidade aos
mamiferos. Ao atingir os ambientes aquéaticos, ostrpides atingem os peixes, predadores
naturais das larvas dAedesaegypti, que sdo particularmente sensiveis a egeede
composto Este trabalho teve por objetivo avaliar os efededratamentos de curta (96 h) e
longa (28 dias) duracdo com o inseticida piretrd@lpermetrina em peixes da espécie
Poecilia viviparg por meio do Teste de Micronucleo e da analisestierases. Os resultados
obtidos pelo Teste de Micronucleo revelaram nédoehaliferencas entre as taxas de
micronucleos dos grupos controle e tratados tanttratamentos de curta, quanto nos de
longa duracédo (curta duragéo, F= 0.8756, P= O@®jd duragéo, F= 0.6718, P= 0.69). A
analise da atividade esterasica no gel de pokawiila revelou as bandas EST-1 e EST-2 que
foram detectadas em todos os tempos de exposagéo,no tratamento de curta quanto no de
longa duracdo. Os valores de densidade Optica dé-2E%classificada como uma
carboxilesterase) nos grupos tratados sofreramngnemento significativo em relagéo aos
grupos controle durante os tratamentos de curtengalduracdo, apresentando maior indice
apos 21 dias de exposicdo (F= 342,4690,0,001). Os resultados do Teste de Micronucleo
revelaram que a Cipermetrina ndo apresenta efleigbogénico nas condicdes utilizadas no
experimento. O incremento na atividade da EST-2lomgo dos tratamentos pode ser

explicado pela propriedade detoxificativa das cailbsterases.
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Micronucleus Test and Esterase Pattern as Biomarksrof Cypermethrin Effects

Recently there is a tendency to substitute theafissrganophosphorus and organochloride
insecticides for pyrethroid insecticides for exhibiv toxicity to mammals. When achieve the
aquatic environments, the pyrethroids achieve igtee$, natural predators Akdes aegypti
larva, which are particularly sensitive to thisdiaf compound. This work had the objective
to evaluate the effects of short (96 h) and lon§ @(&ys) duration treatments with the
pyrethroid insecticide Cypermethrin in fishes Rdecilia viviparg using the Micronucleus
Test and the esterase analysis. The obtainedisdsulthe Micronucleus Test showed that
there aren’t any differences between the micromscleates of Control (not exposed to
Cypermethrin) and Treated (exposed to Cypermetigriojips even in short as long duration
treatments (short duration F= 0.8756, P= 0.53; ldongation F= 0.6718, P= 0.69). The
analysis of esterasic activity at polyacrylamidé rggealed the bands EST-1 and EST-2 that
were detected in all times of exposition, even mors duration treatment as in the long
duration one. The values of optic density of ES{ciassified as a carboxylesterase) in the
treated groups suffered a significant increaseliation to the control groups during the short
and long duration treatments, exhibiting a highetex after 21 days of exposition (F=
342.4690; P< 0.001). The results of Micronucleust Tevealed that Cypermethrin seems not
present the clastogenic effect at the conditiongzed in the experiment. The increasing in
the EST-2 activity during the treatments can belarpd by the detoxification property of

carboxylesterases.
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INTRODUCAO:

A dengue, uma das principais doencas
transmitidas por virus, € um problema
gravissimo especialmente em paises
tropicais como o Brasil, onde o clima e os
habitos oferecem

urbanos condicbes

Otimas para o desenvolvimento e
proliferagdo de seu principal vetor, o
mosquito Aedes aegypti descrito por
Linnaeus em 1762 (Forattini, 1999).

Em programas publicos de controle do
vetor, tém sido utilizados inseticidas como
organofosforados e  piretrdides. O
piretréide cipermetrina,
de

atividade neurotdxica e atua no sistema

empregado no

controle insetos adultos, possui
nervoso provocando hiperestimulacdo dos
impulsos devido o fato de bloquear o

movimento i6nico de soédio através da

membrana dos neurdnios (De Lorenzo et
al., 2006).

A freqlente exposicado das populacdes
de Aedesaos inseticidas promove uma
intensa pressao seletiva que favorece o
aumento do numero de insetos resistentes,
comprometendo o controle e favorecendo a
transmissdo da dengue (Marcoris et al.,
1999, & Andrade 2001,
Karunaratne & Hemingway 2001, Lima et
al. 2003).

Entretanto, ao atingir os ambientes

Campos

aquaticos, o0s inseticidas afetam o0s

organismos alvo e nao alvo, alterando a

estrutura dos ecossistemas e afetando,
inclusive, os peixes que sao predadores
naturais das larvas deé\edes aegypti
(Titenko-Holand et al., 1997, Das & John
1999, Cakir & Sarikaya 2005, Pifa-
Guzmaén et al., 2006).

Estudos que envolvem marcadores para
contaminacdo individual, populacional e
do ambiente como ensaio de esterases e
teste de micronucleo séo relevantes por
fornecer parametros que possibilitam
avaliar e predizer os efeitos da propagacao
de

mostrando 0s possiveis

inseticidas em sistemas bioldgicos,
impactos em
diversas populagbes, alcancando uma
ampla visdo do impacto ambiental causado
pelo uso exacerbado de inseticidas
(Duquesne 2006).

Esterases compreendem um grupo de
enzimas que participam da hidrolise de
ésteres, peptideos, amidas e haletos. Séo
classificadas em acetilcolineterases,
guando inibidas pelo malation e sulfato de
eserina; em carboxilesterases quando
inibidas apenas pelo malation; arilesterases
sao as inibidas apenas por Sulfato de Cobre
e acetilesterases ndo sofrem acédo de
inibidores (OAKESHOTT et al.,, 1993).
Essas enzimas ocorrem em grande numero
de formas, codificadas pdoci génicos

distintos e tém sido caracterizadas e

purificadas em varios organismos,
incluindo insetos. Estdo envolvidas em
atividades fisiol6gicas importantes,



incluindo o metabolismo de agroquimicos
(WHEELOCK et al., 2005).

Os testes de micronucleos celulares
vém sendo usados com frequéncia nha
andlise e biomonitoramento de recursos
hidricos, empregando peixes como
indicadores ambientais para avaliar a
qualidade de recursos hidricos e os efeitos
da poluicdo sobre esses organismos
(BUCKER et al., 2006).

Por meio da execucdo deste trabalho
foram monitorados os efeitos do piretroide
cipermetrina em peixes da espéeaecilia
vivipara, demonstrando a provavel
necessidade da implementacdo de novas
estratégias de controle do mosquitedes
aegyptique sejam menos degradantes ao

ambiente.
MATERIAL E METODOS:
Material Biolégico

Os

popularmente conhecidos como “guppys”,

peixes Roecilia viviparg,
utilizados neste trabalho foram mantidos
em reservatorio artificial na Universidade
Federal de Uberlandia. Para os testes de
micronucleo e de inibicdo da atividade
esterasica, foram selecionados peixes de
mesma idade (aproximadamente 60 dias),
sexo, dieta, tamanho e peso. Os peixes
destinados a analise de esterases foram
decapitados e foram

suas cabecas

preservadas a temperatura de°@B@té o

momento da analise.

Quimicos
do

cipermetrina (Cynoff, Cianamida, Brasil)

Amostras inseticida piretréide
foram doadas pelo Centro de Controle de
Zoonoses de Uberlandia.

Os inibidores sulfato de cobre 1 mM,
malation 0,4 mM e sulfato de eserina 1
mM e os substratoa e (3 naftil-acetatos
foram utilizados para caracterizacdo e

identificacdo das esterases.

Exposicdo Dose —Tempo

Para aclimatizacdo, os peixes foram
mantidos nos aquarios por sete dias antes
do tratamento, sob temperatura ambiente e
pH 7,4

experimentos

Apés aclimatizacdo, o0s

foram realizados com
tratamentos de curta (96 h) e longa duracéo
(28 dias). Os peixes foram submetidos a
de 0.012 de

Cipermetrina para ambos o0s tratamentos

concentracao mg/L
(curta e longa duracdo) de acordo com
recomendagbes da Organizagdao Mundial
da Saude (WHO, 1992). Grupos controle
(pareados) foram observados

concomitantemente aos tratados. O meio
foi renovado a cada 24 h apds o inicio do
experimento. Os peixes foram alimentados
24 h antes e a cada 24 h apos o inicio do

experimento. Para o tratamento de curta



duracéo, os tempos de exposi¢cédo foram de
24, 48, 72 e 96 horas, enquanto que no
tratamento de longa duracdo o0s peixes
foram coletados com 7, 14, 21 e 28 dias de

exposicao.

Atividade esterasica em gel de
poliacrilamida

A cabeca dos peixes tratados com
Cipermetrina e dos néo tratados (Controle)
foram maceradas em nitrogénio liquido e
400 pL de tampéao fosfato de sodio 0,01 M
(pH 6,5), contendo glicerol 10%, azul de
bromofenol 0,001%, sacarose 20%, EDTA
0,001 M e Triton X-100 0,5%. O
sobrenadante obtido de centrifugacad (4
C, 15.000 G, 15 min) foi removido e usado
na analise das esterases. O conteudo
protéico das amostras foi determinado, em
triplicata, pelo método de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando soroalbumina
bovina como padréo e realizando leitura a
595 nm em espectrofotometrbl{rospec
1100 pro -

Foram aplicados 10pg de cada amostra no

Amersham Biosciences).

gel de poliacrilamida 12%. A eletroforese
foi realizada em quatro horas 4 @, com
voltagem constante de 100V e solucgéo 0,1
M de tris-glicina (pH 8,3) como tampéao de
corrida. Apos a realizacdo da eletroforese,
a atividade foi detectada pela incubacédo do
gel por 60 min no escuro a 3T em

tampéo fosfato de sédio 0,1 M (pH 6,5),

contendo 3,2 mM de e 3 naftil-acetatos e
2,4 mM de Fast Blue BB.

Caracterizacao das esterases

Para caracterizacdo das esterases

encontradas no gel de poliacrilamida,
foram utilizados os inibidores sulfato de
cobre 1 mM, malation 0,4 mM e sulfato de
eserina 1 mM e os substratos 3 naftil-

inibidor, solucbes

acetatos. Para cada

estoque foram preparadas em agua
ultrapura ou etanol, conforme apropriado.
De cada inibidor, 5 pL de cada solucao
estoque foi incubada com 495 puL do
extrato enzimatico por 30 min a 2%,

antes da adicdo dos substratos. Foram
feitos controles com agua ultrapura e

etanol (Oakeshott et al. 1993).

Teste de Micronucleo

O sangue dos peixes foi coletado por
puncdo caudal, utlizando seringa
heparinizada com capacidade para 1 mL e
agulha de parede fina (Udroiu 2006). Cada
amostra foi imediatamente submetida a
técnica de esfregaco em lamina de vidro
para microscopia de luz. O esfregaco foi
fixado em metanol puro por 15 min,
seguido de coloracdo com giemsa 10%
solubilizado tampdo  Sorensen
(N&HPO, 0,06 M; KH,PO, 0,06 M, pH

6,8) por 10 min. Foram analisados 2000

em

eritrocitos  por individuo quanto a



frequéncia de micronucleos (MN). A
freqUuéncia foi expressa em numero de
mil eritrocitos

micronucleos por

analisados, em cada amostra. Foram
aceitos como micronucleos os fragmentos
circulares que equivaleram a cerca de 1/3
do nudcleo principal e que apresentaram
mesma coloracao, intensidade e estiveram

desconectados deste.

Analise estatistica

A frequéncia de micronucleos e os

Cipermetrina) com o aumento dos tempos

de exposicéo.

Atividade Esterasica em gel de
poliacrilamida

A analise da atividade esterasica no gel
de poliacrilamida revelou duas bandas
chamadas de EST-1 e EST-2 que foram
detectadas em todos os tempos de
exposi¢cdo, tanto no tratamento de curta
guanto no de longa duracédo. Os valores de

densidade 6ptica das bandas EST-1 e EST-

valores de densidade Optica absoluta das 2 foram determinados pelo programa

bandas de esterase encontradas em todos ImageMaster (Pharmacia Biossystem). As

os tempos de tratamento foram
comparados estatisticamente com 0
controle pela andlise de variancia

(ANOVA) e, entre si, por comparacao
multipla das médias por meio do Teste de
Tukey (Zar 1999).

RESULTADOS:
Teste de Micronucleo

de

nas

Verificando-se a frequéncia

micronucleos, como apresentado
figuras 1 e 2, nos diferentes tipos de
tratamento (tratamento de curta e longa
duracdo), constatou-se pela Analise de
Variancia com um critério de classificagéo
que as taxas de MN néo tiveram diferengas
estatisticas significantes entre 0s grupos
controle tratamento

(sem com

Cipermetrina) e tratado (expostos a

medidas das densidades Opticas de cada
banda foram comparadas entre todos os
grupos (tratados e controles) nos diferentes
periodos de exposicdo dos animais a

Cipermetrina. Ap0s a exposicao de curta

duracdo a Cipermetrina, a densidade Optica
de EST-1 né&o apresentou diferencas

significativas entre os controles, entretanto,

houve diferenca entre controles e tratados
para todo o periodo de exposi¢cdo. Dentre

os tratados, houve um decréscimo
significativo da atividade de EST-1, sendo
gue o menor valor de densidade Optica foi
avaliado com 96 horas de exposicao
(Figura 3). Esta resposta persistiu durante o
tratamento de longa duragao (Figura 4). A
densidade o6ptica de EST-2 também néo
diferiu  significativamente entre  o0s
controles, porém houve diferenca entre

controle e tratado em todos os tempos de



exposicdo, de modo que, durante o
tratamento de curta duragdo os indices de
densidade Optica dos grupos tratados foram
sempre menores do que 0s dos grupos
controle. Durante o tratamento de curta
duracdo foi verificado em 24 horas de
exposicdo a Cipermetrina o menor indice
de densidade Optica, porém os indices de
densidade Optica sofreram um incremento
significativo ao longo de todo o tratamento
de curta duracdo (Figura 5), persistindo
durante o tratamento de longa duracao
(Figura 6).

Caracterizacao bioquimica das esterases

O padrao de bandas n&do apresentou
diferencas entre os diferentes substratos. A
caracterizagdo bioquimica por meio dos
inibidores indicou que as enzimas EST-1 e
EST-2 séo classificadas como
carboxilesterases por terem sido inibidas
apenas pelo malation.



Figura |. Avaliacdo da Frequéncia Média de Micronucleosdig o tratamento de
curta duragéo. (ANOVA, F=0.8756, P=0,53).
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Figura Il. Avaliacdo da Frequéncia Média de Micronucleos derartratamento de
longa duracédo. (ANOVA, F=0.6718, P=0.69)
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Figura lll. Variacdo na Densidade Optica Absoluta (pixels) &I durante o
tratamento de curta duracdo. Médias indicadas peksmas letras nao diferem
significativamente entre si (ANOVA, Teste de TukEy: 31,8435P< 0,001).
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Figura IV. Variacdo na Densidade Optica Absoluta (pixels)E&T-1 durante o
tratamento de longa duracdo. Médias indicadas pe&mmas letras ndo diferem
significativamente entre si (ANOVA, Teste de TukBy:85,8021P< 0,001).
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Figura V. Variacdo na Densidade Optica Absoluta (pixels) &€ durante o
tratamento de curta duracdo. Médias indicadas peksmas letras nao diferem
sianificativamente entre si (ANOVA. Teste de TukBw: 1151.2933P< 0.001)
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Figura VI. Variacdo na Densidade Optica Absoluta (pixels) &2 durante o
tratamento de longa duracdo. Médias indicadas pekmmas letras ndo diferem
significativamente entre si (ANOVA, Teste de TukEy: 342,4690P< 0,001).
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DISCUSSAO:
HA uma tendéncia recente de
substituicio do wuso dos inseticidas

organofosforados e organoclorados pelos
inseticidas piretroides (Casida & Quistad,
1998). As implicacdes ecoldgicas deste
deslocamento em grande escala nha
aplicacdo do inseticida se devem ao fato
dos piretrdides apresentarem baixa
toxicidade aos mamiferos (Abernathy &
Casida, 1973; Casida et al., 1983) quando
comparados aos organofosforados.
Entretanto, diversos relatorios a respeito da
sensibilidade de espécies de invertebrados
aquaticos e de alguns peixes aos
piretroides (Bradbury et al 1989, Werner et
al. 2002, Denton et al. 2003).

Os

metabolizados na maioria dos animais,

piretréides sdo prontamente

exceto nos peixes. Devido sua alta
lipofilicidade, os piretréides penetram
facilmente o corpo dos peixes, através das
branquias.  Adicionalmente, algumas
espécies de peixes sdo muito sensiveis a
toxicidade dos piretréides devido a
metabolizagdo lenta destes compostos
(Denton et al. 2003). Recentes estudos
sugeriram que 0s peixes metabolizam os
piretroides em taxas muito mais lentas que
os mamiferos, todavia o metabolismo
desses compostos sempre esteve ativo
Estes trabalhos

nesses animais.

examinaram o citocromo P450 (Stegeman

11

& Lech 1991, Goksoyr 1995, Whyte et al.,
2000) e a atividade da glutationa-
transferase - GST (Parker et al. 1993, Bello
2001). Entretanto,
informacé&o sobre a acdo das carboxilesterases,
&
Hosokawa; 1998; Sogorb & Vilanova
2002, Stok et al. 2004, Wheelock et al.
2005).

O desenvolvimento de biomarcadores

et al. existe pouca

principalmente em  peixes (Satoh

baseados no estudo de respostas bioldgicas
de organismos a poluentes pode ser uma
ferramenta bioquimica essencial para a
de de
monitoramento ambiental. (Fulton & Key

implementagé&o programas
2001). O Teste de Micronucleo é utilizado

para detectar quebras nos cromossomos
durante a anafase e importante por fornecer
informagdes sobre os efeitos clastogénicos
causados por
Starling 2001). Os resultados do Teste de

poluentes (Grisolia &

Micronucleo mostrados nas figuras | e |l
revelaram que a Cipermetrina nao
apresentou efeitos clastogénicos sobre os
cromossomos, nao formando assim
micronucleos durante a mitose advindos de
danos causados no DNA durante os tempos
e condicOes utilizadas no experimento.
Alguns animais tém seus corpos
detoxificados da presenca de inseticidas
de
carboxilesterases (Souza-Polezzi 2004). O
na atividade da EST-2,

classificada como uma carboxilesterase, ao

pela acao enzimas como as

incremento



longo dos tratamentos pode ser explicado
por esta propriedade de detoxificacao.
Provavelmente, uma exposicdo mais
prolongada ao piretroide produziria o
EST-1. As

carboxilesterases pertencem a uma classe

mesmo efeito na
de enzimas que hidrolisam as ligacdes
éster de alguns compostos, produzindo o
alcool e o acido correspondentes como
produtos da reacdo hidrolitica (Satoh &
Hosokawa 1998, Wheelock et al. 2005).
Essas enzimas s&do importantes no
metabolismo e
de

(0N

na  desintoxicacdo

subsequente muitos  compostos,

incluindo piretréides e oS

organofosforados. Carboxilesterases
reduzem a toxicidade dos piretréides por
hidrolisarem esses compostos a
metabolitos menos téxicos (Abernathy &

Casida 1973, Wheelock et al., 2004).

Os efeitos dos inseticidas em animais
ndo alvos vao desde alteracdes fisiologicas,
relativamente simples, até a morte do
organismo. Entretanto, as exposicoes a
concentracdes subletais de piretroides
induzir niveis

podem mudangas em

individuais e populacionais nos

organismos afetados. Individualmente,

ocorrem alteracbes no metabolismo,

especialmente provocadas por gasto extra
de energia com processos de detoxificagéo,
como a producado de carboxilesterases. As
implicacbes na dinamica das populacdes

afetadas, como alteracbes nas taxas de

12

crescimento sdo consequéncias dos efeitos

causados individualmente, mas que

somados alteram a sobrevivéncia e
reduzem a reprodutividade de toda a

populacao afetada.
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