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RESUMO

O inseticida deltametrina (DT) é um piretréide bastante utilizado no controle de pragas na
agricultura. Com o aumento do consumo de agrotdxicos no Brasil, estes quimicos podem
alcancar os ecossistemas aquaticos por lixiviagdo e escoamento, possibilitando riscos de
exposicdo da biota aquética. Muitos trabalhos avaliam o efeito de agrotoxicos em espécies de
peixes com o auxilio de biomarcadores bioquimicos. A Glutationa-S-transferase (GST) é uma
enzima chave na biotransformacéo de fase Il de xenobidticos em peixes e a acetilcolinesterase
(AChE) é uma enzima que tem papel fundamental na manutencdo dos impulsos nervosos,
sendo escolhida como biomarcador neste trabalho devido a caracteristica neurotoxica da DT.
A espécie utilizada no presente trabalho foi o peixe elétrico Microsternarchus cf. bilineatus,
pertencente a ordem Gymnotiformes. Estes peixes tém como caracteristica principal a
capacidade de gerar descargas elétricas e usa-las para perceber o ambiente ao seu redor.
Devido a essa caracteristica, € proposto na literatura o uso destes peixes como biomonitores
de qualidade de ambiente em tempo real. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
toxicidade aguda da DT em Microsternarchus cf. bilineatus. A toxicidade foi avaliada a partir
da determinagé@o da concentracdo mediana letal (CLs0-96h) deste piretrdide.. Estimativas das
atividades das enzimas GST e AChE foram avaliadas em experimentos in vitro e in vivo em
tecidos muscular, nervoso e no figado de individuos expostos a DT. Em um segundo
momento verificou-se o efeito de diferentes concentragdes de DT em parametros da descarga
do 6rgéo elétrico (DOE) destes peixes. Tambem foram avaliadas as atividades das enzimas
GST e AChE no mesmo experimento. No ensaio da CLso, a concentracdo letal de DT
estimada para a espécie foi igual a 2,1 ug L™, refletindo uma alta toxicidade deste inseticida
para a espécie estudada. Um aumento da enzima GST muscular no ensaio in vivo pode indicar
0 papel do musculo destes peixes na defesa contra xenobioticos. A DT néo alterou a AChE
muscular e cerebral no ensaio in vivo. Porém foi observado um aumento significativo da
AChE muscular no experimento in vitro em concentracdo de 4 pg.L*. A DT reduziu a taxa de
repeticdo média (Hz) das DOEs dos peixes na primeira hora de exposicdo em todas as
concentragBes. Este efeito foi maior na concentragdo de 3 pg L™ quando comparada a de 4 pg
L. N&o houve alteragBes significativas na atividade das enzimas AChE e GST nos tecidos
avaliados para estes tempos de exposicdo. O padrdo ndo linear de respostas bioelétricas dos
peixes ao inseticida pode estar relacionado com mecanismos fisiologicos e bioquimicos
internos de compensacdo, quando estes peixes sdo expostos a altas concentracdes de
poluentes. Conclui-se que a DT é altamente toxica para Microsternarchus cf. bilineatus, que
apresentou o menor valor de CLso registrado na literatura para espécies amazoénicas. Além
disso, é provavel que, em concentra¢fes acima da CLso, a inducdo da enzima GST muscular
observada no presente trabalho, reflita o papel do musculo na defesa contra xenobidticos.
Microsternarchus cf. bilineatus pode ser utilizado como biomonitor de qualidade de
ambientes aquaticos por alterar os seus padrbes de descargas em exposi¢do ao inseticida em
um intervalo de tempo inferior a trés horas de exposicao.
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ABSTRACT

The insecticide deltamethrin (DT) is a pyrethroid widely used in pest control in
agriculture. With the escalation in the usage of pesticides in Brazil, these chemicals can more
frequently reach the aquatic ecosystems by leaching and runoff, provoking exposure risks to
the aquatic biota. Many studies evaluate the effect of pesticides on fish species with the aid of
biochemical biomarkers. Glutathione-S-transferase (GST) is a key enzyme in the phase Il of
xenobiotics biotransformation in fish and acetylcholinesterase (AChE) is an enzyme that plays
a key role in the maintenance of nerve impulses, chosen as a biomarker in this work due to the
neurotoxic effects of DT. The species used in the present study was the electric fish
Microsternarchus cf. bilineatus, belonging to the order Gymnotiformes. These fish have as
main characteristic the ability to generate and use electric fields to perceive the environment
around them. Due to this characteristic, it is proposed in the literature the use of these fish as
biomonitors of environment quality, in real time. The present study aimed to evaluate the
toxicity of DT in Microsternarchus cf. bilineatus. Toxicity was assessed from the
determination of the median lethal concentration (LCs0-96h) of DT for this species. Estimates
of the activities of the enzyme GST and AChE were evaluated in vitro and in vivo in muscle,
liver and nervous tissues of individuals exposed to DT. In a parallel experiment the effect of
different concentrations of DT on several parameters of the electric organ discharge (EOD) of
these fish, was verified. The activities of the GST and AChE enzymes were also evaluated in
the same experiment. In the LCso test, the lethal concentration of DT estimated for the species
was 2.1 ug L-1, reflecting a high toxicity of this insecticide for the species studied. An
increase of the muscle GST enzyme in the in vivo assay may indicate the role of the muscle of
these fish in the defense against xenobiotics. DT did not alter muscle and cerebral AChE in
the in vivo assay. However, a significant increase of muscle AChE was observed in the in
vitro experiment at 4 ug L-1 concentration. DT reduced the mean repetition rate (Hz) of fish
EODs in the first hour of exposure for all concentrations. This effect was more prominent in
the concentration of 3 than in that of 4 pg L-1. There were no significant alterations in the
AChE and GST enzymes in the tissues evaluated for the exposure times associated to these
experiments. The nonlinear pattern of the fish’s bioelectrical responses to the insecticide may
be related to internal physiological and biochemical compensation mechanisms when these
fish are exposed to high concentrations of pollutants. It is concluded that DT is highly toxic to
Microsternarchus cf. bilineatus, whom presented the lowest value of LCsg registered in the
literature for an Amazonian species; at concentrations above the LCso, it is likely that the
induction of the muscle GST enzyme observed in the present study reflects the role of muscle
in the defense against xenobiotics. Also, this species can be used as a quality biomonitor of
aquatic environments by altering its discharge patterns to insecticide exposure in less than
three hours of testing.
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1. INTRODUCAO GERAL

A deltametrina (DT) é um inseticida pertencente a classe dos piretroides, substancias
produzidas desde 1940 (Elliot et al., 1973) e que surgiram como alternativa para substituir o
uso de pesticidas sintéticos mais toxicos, como os organoclorados e carbamatos (Figura 1). Os
piretroides agem nos insetos com rapidez causando paralisia imediata e mortalidade, efeito de
choque denominado knock down (Santos et al., 2007). Os piretrdides estdo classificados em
piretréides do tipo | (auséncia de grupo ciano) e piretrdides do tipo Il (presenca de grupo
ciano). Esta classificagcdo é fundamentada nos sintomas produzidos em animais experimentais
que receberam doses agudas toxicas destas substancias (Verschoyle e Aldridge, 1980).
Piretroides do tipo | agem nos nervos periféricos, enquanto os do tipo Il agem no sistema
nervoso central. O mecanismo de acéo dos piretrdides inclui efeitos inibitdrios nos receptores
nicotinicos da acetilcolina (ACh), receptores do 4cido y-aminobutirico (GABA), Ca%*/Mg?*-
ATPases e canais de Ca?* dependentes de voltagem. Porém, a causa primaria de toxicidade
sdo os seus efeitos excitatorios nos canais de Na* dependentes de voltagem de insetos e
vertebrados, resultando numa ativacdo persistente dos canais de Na® e duradoura

despolarizacdo da membrana (Demoute, 1989).

Figura 1. Estrutura quimica do inseticida deltametrina. Fonte: Anvisa, 2008.

Esse inseticida € um piretréide do tipo Il que possui baixa solubilidade em agua e
baixo potencial de lixiviacdo, sendo estavel no ar com presenca de luz e umidade, porém
instdvel em meio alcalino (WHO, 1990). Em geral, os piretroides apresentam carater
lipofilico, possuindo uma alta taxa de absorcao através das branquias dos peixes, o qual pode
explicar em parte, a alta sensibilidade destes animais quando expostos a este grupo de

substancias (Santos et al., 2007). A DT ¢ utilizada para fins agricolas em uma diversidade de
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cultivares como folhas e flores (brécolis, crisdntemo e couve) e frutas (cacau, caju, maca,
melancia e meldo). Sua aplicacdo também € feita diretamente sobre as culturas de amendoim,
arroz, cacau, café, cevada, feijdo, milho, soja e trigo armazenados. Além disso, é usada para o
controle de formigas, domissanitario e preservante de madeira, conforme aprovagdo em rétulo
e bula. Sua Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) é igual a 0,01 mg/kg p.c. (Anvisa, 2008). As
Diretrizes Canadenses de Qualidade da Agua (CWQG) recomendam concentra¢des de DT
para areas agricolas de 0,04 a 24 pg.L?) e para a producdo aquicola de 2,5 pg.L™? (Pawlisz et
al., 1998).

No Brasil, as safras do segundo semestre de 2010 e primeiro semestre de 2011,
movimentaram cerca de 940 mil toneladas de produtos no mercado internacional de venda de
agrotoxicos. A producao gerou 833 mil toneladas de agrotoxicos, e a importacdo foi de 246
mil toneladas de produtos (Anvisa, 2012). Em 2017, houve uma pequena queda nas vendas
totais em comparacdo aos anos anteriores (IBAMA, 2017). Entretanto, o ano de 2019 ¢
marcado pela grande liberacdo do nimero de agrotdxicos. Devido a isto, a preocupagdo com a
contaminacdo de sistemas aquaticos por estes quimicos tem crescido, especialmente porque 0s
agrotoxicos podem alcancar o ambiente aquatico de varias formas, tais como lixiviacao,
escoamentos superficiais, assim como a lavagem e descarte de embalagens de forma
impropria e proxima a cursos de dgua (Tomita e Beyruth, 2002).

Em um estudo de avaliacdo de uso de agrotéxicos na regido metropolitana de Manaus,
Amazonas, que incluiu os municipios de Manaus, Manacapuru, Iranduba e Careiro da Varzea,
foi verificado que os agricultores utilizam 18 tipos diferentes de agrotoxicos. Destes, 11 séo

inseticidas, sendo a deltametrina a mais utilizada (Waichman et al., 2002; 2007).

1.1 Peixes elétricos (Ordem Gymnotiformes)

Na regido Amazoénica hd um grupo de peixes popularmente conhecido como peixes
elétricos. Estes peixes pertencem a ordem Gymnotiformes e tém representantes basicamente
em todos os sistemas fluviais neotropicais, desde a regido sul do México até a Argentina, mas
apresenta sua maior abundancia e diversidade nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco, onde
pode representar cerca de 90% da fauna bentdnica (Hagedorn, 1986; Marrero e Taphorn,
1991; Moller, 1995).
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Os peixes elétricos apresentam como caracteristica mais notdvel um érgédo elétrico
constituido por eletrécitos e um sistema de eletrorecepcdo, formado por 6rgdos receptores
espalhados por toda a superficie do corpo. O Orgéo Elétrico (OE) e os 6rgéos eletroreceptores
funcionam em conjunto e compdem o Sistema Eletrogénico e Eletrosensério (SEE) (Alves-
Gomes, 1995). Os eletroreceptores monitoram constantemente o campo elétrico gerado a cada
Descarga do Orgdo Elétrico (DOE). Distorgdes neste campo podem ser causadas por
organismos ou objetos que possuam uma condutividade elétrica diferente da agua onde o
peixe se encontra e, desta forma, o SEE permite que os gymnotiformes obtenham informacgdes
sobre 0 meio em que se encontram mesmo no escuro. Além desta eletrolocalizagdo ativa, o
SEE ¢ fundamental na interacdo social e comunicacdo entre os individuos das diferentes
espécies, atuando na escolha de parceiros durante o periodo de reproducdo e,
consequentemente, permitindo a diferenciagcdo entre juvenis e adultos e entre machos e
fémeas (Hopkins, 1974; Bullock et al., 1979; Hagedorn e Carr, 1985; Sullivan, 1997).

Cada especie de Gymnotiformes tem uma DOE especifica e esta pode ser dividida em
dois tipos quanto ao seu aspecto temporal: DOE tipo pulso (inclui as familias Gymnotidae,
Electrophoridae, Rhamphichthyidae e Hypopomidae) e DOE tipo onda (inclui as familias
Eingenmanniidae, Sternopygidae e Apteronotidae). Peixes pulsadores possuem DOE com
curta duracdo, com um longo intervalo de siléncio entre duas descargas consecutivas,
podendo descarregar entre menos de 5 e mais de 120 vezes por segundo (Hz). Os onduladores
descarregam em uma frequéncia constante e estavel, com intervalos regulares e taxas de
descarga entre 60 e 2100 Hz (Bullock et al., 1979; Bastian, 1994; Alves-Gomes, 1997).

O comando neural das DOEs ¢ feito por um nucleo cerebral, denominado de nucleo
marcapasso (NM), localizado no Sistema Nervoso Central, mais especificamente no bulbo
cerebral dos peixes. Existem apenas outros dois nucleos no cérebro que fazem conexdo e
modulam a atividade do NM, o Ndcleo Pré-Marcapasso (NPM) e o Nucleo Pré-Marcapasso
Sublemniscal (NPMS), mas é nas células marca-passo do NM que cada DOE se inicia. O
nacleo marca-passo € o nucleo de comando da DOE e responsavel por manter o ritmo das
descargas do Orgdo elétrico. Desta forma, toda e qualquer modula¢do que ocorra no padréo de
descargas se origina no NM. Este nlcleo é composto por cerca de 200 células nos
gymnotiformes que se dividem em dois tipos de neurdnios: Células Marca-passo (CM),
conforme mencionado anteriormente, e Células de Retransmissdo ou Células Relay (CR)

(Hopkins, 1988; Bell e Maller, 2005). As células marca-passo possuem uma atividade
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intrinseca e excitam as CR, sendo que estas, por meio dos axdnios, levam o estimulo aos
neurdnios motores que inervam o OE para a producdo da DOE (Spiro, 1997; Bell e Maller,
2005).

Atualmente a Ordem Gymnotiformes possui 240 espécies e recentemente outras tem
sido descritas (Ferraris et al., 2017). A ordem é dividida em sete familias (Alves-Gomes et al.,
1995): Sternopygidae, Electrophoridae, Gymnotidae, Rhamphychtidae, Hypopomidae,
Eingenmaniidae e Apteronotidae. A familia Hypopomidae, segundo Alves-Gomes et al.
(1995) € constituida pelos géneros: Hypopomus, Brachyhypopomus, Racenisia,
Microsternarchus, sendo que recentemente mais dois novos géneros foram descritos:
Akawaio (Maldonado-Ocampo et al., 2013) e Procerusternarchus. (Cox-Fernandes et al.,
2014).

A espécie Microsternarchus bilineatus esta distribuida pela bacia Amazonica, Orinoco
e Guianas (Mago-Leccia, 1994; Albert; Crampton, 2005), e foi descrita por Fernandez Yépez
em 1968, com base em diversas caracteristicas morfologicas analisadas em 28 individuos
coletados no rio Sdo José, Venezuela. Uma caracteristica peculiar deste género é a sua DOE
que possui um pulso de longa duracéo, diferente dos outros hipopomideos. Apesar disso, sua
DOE apresenta uma taxa de repeticdo bastante estavel e o nimero de descargas por unidade
de tempo é quase constante. Por conta disso, esta espécie é considerada como representante de
uma transicdo entre pulsador e ondulador (Alves-Gomes, 1997; Alves-Gomes et al., 1995).
Apesar de ter sido descrita como uma Unica espécie, Microsternarchus bilineatus, é na
verdade, um complexo de espécies que foram separadas em cinco linhagens distintas (Maia,
2011). Em funcdo disso, neste trabalho foi adotada a nomenclatura Microsternarchus cf.

bilineatus para designar a espécie/linhagem em estudo.

Figura 2. Exemplar adulto de Microsternarchus cf. bilineatus. Fonte: Arquivo pessoal
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1.2 Gymnotiformes e Biomonitoramento

Os Gymnotiformes apresentam um grande potencial como biomonitores de qualidade
ambiental em ambientes aquaticos. Essa potencialidade existe porque pequenas alteracfes
fisico-quimicas na 4gua podem provocar mudangas nas caracteristicas (frequéncia e forma da
onda) das DOEs em curto espago de tempo. Esta resposta fisioldgica é o elemento central para
um sistema de biomonitoramento de qualidade de agua (Pimentel-Souza e Siqueira, 1988,
1992; Thomas et al., 1996a, 1996b, 1998; Thomas, 1997; Thomas, 2000; Rossoni, 2005;
Schwertner, 2005; Ferreira, 2009).

Thomas et al. (1996a, 1996b) testaram a influéncia do cianeto de potassio (KCN) na
DOE do gymnotiforme Apteronotus albifrons. Nestes trabalhos os autores propuseram um
sistema de monitoramento biolégico com o uso das variaveis das DOEs destes peixes para
predizer alteracbes na agua do rio Moselle, na Franca, que estava sujeito a contaminacao.
Thomas et al. (1997) avaliaram o efeito do pH e condutividade sobre a taxa de repeticdo (Hz)
da DOE e observaram que esta diminuiu em condi¢des acidas (pH 3,6 a 5,4) e aumentou em
condicdes alcalinas, a partir do pH 10,6. Neste mesmo estudo os autores ndo observaram
efeito significativo da condutividade sobre a taxa de repeticdo. Em 1998 estes mesmos autores
testaram o efeito da temperatura sobre a taxa de repeticdo da DOE, observaram que existe
uma correlacdo significativa, crescente com o aumento e decrescente com a diminuicdo da
temperatura, confirmando a necessidade de um controle de variacdo de temperatura para
utilizacdo dos peixes elétricos como biomonitores (Thomas et al. 1998).

Thomas (2000) propds um sistema integrado de gerenciamento ambiental que atua
com dispositivos de vigilancia e protecdo dos recursos aquaticos, atuando em casos de alarme
utilizando as descargas de Apteronotus albifrons denominado Gymnotox, localizado nas
proximidades do Rio Moselle. Este sistema combina dados fisico-quimicos com informacdes
de monitores biolégicos, com o objetivo de compor um sistema de biomonitoramento em
tempo real por meio de analises das taxas de repeticdes das DOEs. Atualmente o aparelho de
biomonitoramento Gymnotox desenvolvido por Thomas (2000) é fornecido por pelo menos
trés empresas e mede continuamente as frequéncias emitidas pelo peixe e tem capacidade de
detectar mudancas fisicas e quimicas no ambiente sem a necessidade de filtrar a agua, além

disso, possui tempo de detecgdo de 10 minutos.
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No Brasil, 0 estudo de biomonitoramento com peixes gymnotiformes, tem com um dos
pioneiros Pimentel-Souza e Siqueira (1988, 1992) que avaliaram o efeito da concentragdo de
dioxido de carbono na frequéncia das DOEs de Apteronotus albifrons e Eingenmannia
virescens e, posteriormente, sugeriram um sistema de biomonitoramento de aguas doces com
a espécie pulsadora Gymnotus carapo.

No sentido de ampliar a gama de testes com diferentes poluentes e propor outras
espécies de peixes gymnotiformes como potenciais biomonitores, Rossoni (2005) testou 0 uso
de diferentes concentracdes de aguas de formagdo, um produto secundario da exploragdo do
petréleo, sob os parametros das DOEs de Apteronotus hasemani e observou uma resposta
imediata associada a diminuicdo da frequéncia a partir do tempo inicial de exposicdo.
Schwertner (2005) exp0s cinco individuos da mesma espécie em diferentes concentragdes de
compostos BTX (Benzeno, Tuoleno e Xileno) e seus resultados também evidenciaram uma
diminuicdo dos valores de frequéncia dos peixes quando submetidos ao contaminante, em
menos de quinze minutos de exposicao.

Ferreira (2009) testou o efeito de combustiveis automotivos derivados do petréleo,
gasolina comum e 6leo diesel, em Microsternarchus bilineatus. A diminuicdo da frequéncia
foi uma resposta imediata dos peixes quando expostos as concentragdes de 110 pl L e 220
ul L dos hidrocarbonetos testados. Neste mesmo estudo foi observado que esta espécie tem
uma tendéncia gradativa de reverter a frequéncia ao padrdo inicial. Moraes (2013) avaliou o
efeito do metilmercirio (CHsHg"), forma organica do mércurio, em Gymnotus sylvius e foi
observado um aumento da frequéncia da DOE apds dieta com metilmercdrio.

Na literatura ha alguns estudos sobre os efeitos de diferentes substancias em aspectos
das DOEs de diferentes espécies de peixes elétricos. No entanto, existem poucos estudos que
avaliam outros tipos de respostas fisiologicas. Bucker et al. (2006) avaliaram a mutagénese e
a genotoxicidade do benzeno em individuos de Eingenmannia virescens.

Outra forma de avaliacdo de efeito de xenobioticos em peixes é feito através do uso de
biomarcadores bioquimicos. O processo de biotransformacéo de xenobidticos em peixes se da
por meio de duas fases. Na primeira fase ocorrem reacdes enzimaticas por meio de processos
de oxidacdo, reducdo e hidrolise. Na segunda fase, as enzimas agem por meio da conjugacao
de cofatores em xenobidticos ou em metabolitos gerados pela fase I. Uma enzima importante

da fase Il é a glutationa-S-transferase (GST), enzima que conjuga a glutationa aos
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metabdlitos, aumentando sua polaridade para que estes possam ser desintoxicados e
excretados do organismo (Di Giulio e Hinton, 2008).

A manifestacdo da neurotoxicidade de piretrdides pode ser avaliada por meio da
estimativa da atividade da AChE. Esta enzima é amplamente usada para avaliar os efeitos
neurotoxicos de poluentes, sendo responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina
que permanece nas sinapses ou juncbes neuromusculares ap6s a transmissdo do impulso
nervoso. Sua inibicdo gera um acumulo de acetilcolina que resulta em uma transmissao
continua e desordenada dos impulsos nervosos (Soreq e Seidman, 2001). H& registros na
literatura que relatam o efeito de piretrdides sobre esta enzima (Balint et al. 1995; Moraes,
2013; Rossi, 2013; Soares, 2016). Estes efeitos incluem diminuigéo da atividade da AChE do
Soro sanguineo e cerebral e aumento da atividade da AChE muscular. A inervagdo das células
do orgao elétrico de peixes Gymnotiformes € controlada por sinapses colinérgicas e a
deltametrina age nos receptores nicotinicos da acetilcolina podendo agir na enzima AChE.

Neste trabalho, a escolha do gymnotiforme Microsternarchus cf. billineatus se deu em
funcéo da estabilidade temporal da sua DOE, o que facilita 0 uso da mesma em bioensaios, e
também por ser abundante em igarapés da bacia do Rio Negro. Neste sentido, a espécie foi
usada como modelo para identificar os possiveis efeitos da deltametrina em uma investigacéo
composta de trés etapas: 1) Estimativa da concentracdo mediana letal (CLso-96h) da
deltametrina para a espécie; 2) Avaliacdo das atividades das enzimas GST (Glutationa-S-
transferase) e AChE (acetilcolinesterase) em tecidos de individuos expostos a diferentes
concentragdes do inseticida; 3) Caracterizacdo das mudancas nos padrdes biofisicos das DOES
em individuos expostos a trés concentracdes crescentes de deltametrina durante trés horas
consecutivas, seguidas de recuperacao.

Estes experimentos complementares permitiram uma melhor compreensdo do efeito
do poluente estudado sobre os aspectos fisioldgicos e bioquimicos de M. cf. bilineatus e
também contribuiu para um melhor embasamento pratico e tedrico sobre a utilizacdo desta

espécie em um sistema mais abrangente de biomonitoramento de ambientes aquaticos.
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2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito agudo do inseticida deltametrina nas respostas enzimaticas e no
padrdo de descarga do 6rgéo elétrico de Microsternarchus cf. bilineatus

2.2 Objetivos especificos:

Determinar a concentragdo mediana letal (CLso-96h) do inseticida deltametrina
para Microsternarchus cf. bilineatus;

Avaliar a atividade das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e Glutationa-S-
transferase (GST) no figado e nos tecidos nervoso e muscular de exemplares de M.
cf. bilineatus expostos ao inseticida deltametrina;

Determinar variacbes nos parametros da descarga do o6rgdo elétrico de
Microsternarchus cf. bilineatus durante exposicdo de individuos pelo periodo de

trés horas, a diferentes concentracdes de deltametrina.
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CAPITULO 1

*Artigo formatado de acordo com as normas da revista Acta Amazonica

Toxicidade aguda da deltametrina e seus efeitos nas atividades das enzimas
Glutationa-S-transferase (GST) e a Acetilcolinesterase (AChE) de Microsternarchus cf.

bilineatus (Gymnotiformes)
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Resumo:

A deltametrina é um inseticida da classe piretréide bastante utilizado no controle de
pragas na agricultura. O uso intensivo e desordenado desse agrotdxico pode direciona-lo a
ecossistemas aquaticos de diversas formas, mas principalmente pelo escoamento
superficial e lixiviagdo. O acimulo de deltametrina em corpos d’agua pode comprometer a
sobrevivéncia da biota aquética. A deltametrina é considerada bastante toxica para peixes
devido a sua caracteristica lipofilica, possibilitando uma alta taxa de absorcéo através das
branquias. O objetivo deste estudo foi estabelecer a concentracdo mediana letal (CLso-96h)
e caracterizar os efeitos da deltametrina sobre a atividade de dois biomarcadores
bioguimicos, a Glutationa-S-transferase (GST) e a Acetilcolinesterase (AChE) em
diferentes tecidos de Microsternarchus cf. bilineatus. Estas duas enzimas s&o,
respectivamente, importantes para a desintoxicacdo de xenobidticos e manutencdo das
funcdes nervosas. Os peixes foram expostos as concentracdes de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 ug.L ™ de
deltametrina durante 96 horas. ApoOs cada exposicdo, foram analisadas as atividades
absolutas das enzimas GST (muscular e hepatica) e AChE (muscular e tecido nervoso). A
CLs0-96 h para Microsternarchus cf. bilineatus foi de 2,15 pg.L™. Ensaios in vitro dos
parametros cinéticos da enzima AChE ndo demonstraram uma constante de inibicdo em
funcdo do aumento da concentracdo do inseticida, mas a atividade especifica desta enzima
aumentou significativamente na concentracio de 4 pg.L™ em um segundo ensaio in vitro.
Em ensaios in vivo, a deltametrina ndo afetou as atividades da AChE nem a atividade da
GST hepatica. No entanto, a deltametrina promoveu uma inducdo da GST muscular nos
peixes expostos no ensaio in vivo. Nossos resultados revelam que Microsternarchus cf.
bilineatus € extremamente sensivel a exposicdo aguda a deltametrina, porém, este
inseticida ndo afeta as atividades da AChE nos tempos de exposi¢do usados. Por outro
lado, os mecanismos de desintoxicacdo por meio da GST foram ativados no tecido

muscular durante a exposicdo as concentragdes de 2 e 3 ug.L™ de deltametrina.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, biomonitoramento, CLso (96h), Glutationa S-

Transferase, Gymnotiformes, Piretroide, Microsternarchus.
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1. Introdugéo

A deltametrina é um inseticida piretrdide do tipo Il que age no sistema nervoso
central dos seus organismos-alvo. E considerada bastante toxica para peixes devido ao seu
carater lipofilico, possibilitando uma alta taxa de absor¢do por meio das branquias (Santos
et al. 2007). Em estudos de uso e avaliacdo de agrotoxicos na regido metropolitana de
Manaus foi observado que, dentre os dezoito agrotdxicos utilizados pelos agricultores da
regido, o inseticida deltametrina foi o agrotoxico mais recorrente (Waichman et al., 2002,
2007).

Mesmo sendo considerada como medianamente toxica pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2008), estudos recentes demonstram que a deltametrina causa
varios tipos de efeitos toxicoldgicos em organismos aquaticos, que desencadeiam uma
variedade de respostas em diversos niveis, desde os comportamentais (efeitos motores),
assim como respostas em diversos sistemas (nervoso, respiratorio e cardiovascular), além
de ajustes em sistemas antioxidantes (Who, 1990; Reddy e Philip, 1994; Gray e Otsby,
1998; Pimpéo et al. 2007; Silva de Assis et al. 2009; Hernandez-Moreno et al. 2010;
Moraes, 2013; Souza, 2014; Haverinen e VVornanen, 2016; Meng et al. 2016).

A toxicidade aguda da deltametrina foi investigada em algumas espécies de peixes
amazonicos. Moraes et al. (2013) determinou a toxicidade aguda de 2,6 pg.L™? para
individuos de Brycon amazonicus. Souza (2014) determinou a toxicidade aguda e curva de
sensibilidade de quatro agrotoxicos, incluindo a deltametrina, em cinco especies de peixes
amazobnicos: Carnegiella strigata, Colossoma macropomum, Paracheirodon axelrodi,
Hemigrammus rhodostomus e Corydoras swartzi. Os valores da CLso-96h da deltametrina
variaram de 4 a 215 pg.L? para estas espécies, apresentando os menores valores de CLso,
quando comparadas aos outros agrotoxicos, o que demonstra uma elevada toxicidade deste
piretroide para os peixes desta regido.

Também hé trabalhos que avaliaram os efeitos bioquimicos de outros agrotoxicos
em espécies amazonicas. Braz-Mota et al. (2015) observaram uma diminuicdo da atividade
das enzimas glutationa-S-transferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE) em individuos de
Colossoma macroponum expostos a concentragdes sub-letais do herbicida glifosato. A

GST é uma enzima de biotransformacao de fase 11, ela catalisa a conjugacao da glutationa
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reduzida (GSH) ao xenobidtico ou ao metabolito produzido na fase I, caracterizada pelos
eventos de oxidacgdo, redugdo ou hidrdlise (Di Giulio e Hinton, 2008), tornando esta
enzima extremamente importante no mecanismo de desintoxicagdo de peixes. A enzima
AChE, por sua vez, tem sido amplamente usada para avaliar os efeitos neurotoxicos de
poluentes, ja que a mesma tem a funcdo de hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina que
permanece nas sinapses ou juncdes neuromusculares apds a transmissdo do impulso
nervoso. Sua inibicdo gera um acumulo de acetilcolina que resulta em uma transmissao
continua e desordenada dos impulsos nervosos (Soreq e Seidman, 2001). Ha registros
adicionais na literatura que relatam o efeito de piretrdides nesta enzima (Balint et al. 1995;
Moraes, 2013; Rossi, 2013; Soares, 2016), que incluem ambos, diminui¢cdo e aumento da
atividade da AChE.

Na literatura ndo se encontram dados de toxicidade aguda de agrotoxicos em
espécies de peixes elétricos da America do Sul. Estes peixes representam cerca de 90% da
fauna bentbnica nas bacias dos Rios Amazonas e Orinoco (Hagedorn, 1986; Marrero e
Taphorn, 1991) e apresentam como caracteristica mais notavel, um érgéo elétrico e 6rgéos
eletroreceptores, 0s quais, trabalhando em conjunto, permitem que estes peixes obtenham
informacGes sobre 0 meio em que se encontram (Hopkins, 1974; Bullock et al. 1979;
Bastian, 1994; Alves-Gomes et al. 1995). O ritmo do érgéo elétrico é comandado por um
nacleo cerebral que contata o 6rgdo elétrico por meio de sinapses mediadas por
acetilcolina, e alteracbes fisico-quimicas na agua podem alterar o funcionamento do
sistema eletrogénico e eletrosensorio (SEE) destes peixes (Alves-Gomes 2001, 2014), o
que torna este grupo bastante sensivel a poluentes nos ambientes onde vivem.

Para este trabalho foi escolhido o gymnotiforme Microsternarchus cf. bilineatus
por ser uma espécie abundante nos igarapés amazdnicos e que, possivelmente, possa vir a
ser alvo destes tipos de contaminantes, devido ao aumento do uso de agrotoxicos no
entorno da regido metropolitana de Manaus. Essa espécie também possui potencial para
uso como biomonitor de qualidade de ambientes aquéticos, por mudar o padrdo de
descarga do seu 6rgdo elétrico em resposta a mudangas nas caracteristicas fisicas e
quimicas da agua. Neste estudo foi avaliada a toxicidade do inseticida deltametrina em
diferentes tecidos da espécie selecionada, por meio da mensuracdo das atividades das

enzimas GST e AchE em ensaios in vitro e in vivo.
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2. Material e Métodos

2.1 Area de coleta e manutencdo dos peixes em cativeiro

As coletas foram realizadas no igarapé Tapuru (licenca/SISBIO/55408-2) no
municipio de Novo Airdo (S 02° 43’ 38.1"; O 60° 57’ 39.5") a 180 km de Manaus. Foram
coletados 95 espécimes de Microsternarchus cf. bilineatus pesando 0,89 +0,33 g; e
comprimento de 6,79 + 0,90 cm (Média = DP). Os peixes foram transportados e
aclimatados no Laboratdrio de Fisiologia Comportamental e Evolugdo (LFCE/INPA), em
aquarios de 40 litros, com filtracdo e aeracdo constante, com agua (Na* 1,68 pmoles.L™;
K*, 0,41 pmoles.L?; Ca?*; 0,07 pmoles.L; pH 6,84; oxigénio dissolvido 5,92 mg.L*.
condutividade de 20,2 pS.cm™ e temperatura de 28° C) advinda do pocgo artesiano do
INPA e mantida em um tanque de 1.000 litros com filtracdo bioldgica e aeragdo constante.
Em cada aquario foram mantidos no maximo 15 peixes que permaneceram até pelo menos
sete dias antes do inicio do experimento. Os animais foram alimentados diariamente com
nauplios de Artemia salina e Enchytraeus albidus. Apos, restos de alimentos e dejetos

foram aspirados do fundo dos aquarios e a agua foi completada ao nivel inicial.

2.2 Ensaios in vitro

A deltametrina foi adquirida a partir da formulagdo comercial Decis® EC (Bayer
Vapi PVT LTD, Guijarat, india) com concentracdo de 25 g.L* do inseticida. A partir do
formulado foi preparada uma solucio-estoque com agua destilada de 25 mg.Lt. As
concentracdes de DT testadas foram definidas a partir do intervalo de concentracdes da
CLso obtida para espécies de peixes amazonicos em estudos similares (Moraes et al. 2013;
Rossi, 2013; Souza, 2014). Foram testadas as concentracdes de 0, 2, 5, 10 e 50 ug.L™ de
DT sobre as atividades da AChE do tecido muscular e de 0, 2, 5 e 10 ug.L? sobre as
atividades da AChE do tecido nervoso, ambos com tempo de incubacdo de 1 hora (Assis et
al. 2012). No tecido nervoso ndo foi realizado o ensaio a 50 pg L devido a falta de tecido.

Nao foram realizados ensaios in vitro com a enzima GST.
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Apb6s o periodo de aclimatacdo, exemplares (n=11) de Microsternarchus cf.
bilineatus foram utilizados individualmente nos ensaios in vitro. Os peixes foram
inicialmente mantidos em hipotermia e, depois, eutanasiados por sec¢do medular. Estes
procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa no Uso de Animais do INPA (Protocolo 020/2016). As amostras de
tecido muscular (que inclui o 6rgéao elétrico) e nervoso foram retiradas e homogeneizadas
em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,5). Os homogeneizados foram centrifugados por 10
minutos a 5.000 g e o sobrenadante foi usado para medicdo das atividades das enzimas.

Com o objetivo de calcular a 1Csp (concentracdo que inibe 50% da atividade da
enzima) e a constante de inibicdo (KI), cada ensaio (diferentes concentragdes de
deltametrina) foi analisado em diferentes concentragbes do substrato acetiltiocolina iodada
(AtCh) (0,1; 0,5; 1,0 e 3,0 mM). Este procedimento também serviu para calcular os
parametros enzimaticos, Km (constante de Michaelis-Menten) e velocidade méxima da
reacdo (Vmax) da enzima. Na microplaca foram adicionados 25 uL de amostra de tecido
(homogeneizados) em 100 ulL de tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,3, 25 °C) contendo DTNB
(0,1 M) e 25 uL de deltametrina (nos ensaios). A reacao foi iniciada com adigdo de 50 uL
de acetiltiocolina. Depois de determinadas as constantes bioquimicas, um segundo ensaio
foi realizado para 0 mesmo tecido muscular preservado, com concentracbes de 0, 1, 2, 3, 4
e 5 pg.L?de deltametrina, seguindo os mesmos procedimentos citados acima. Este
intervalo de concentracdes foi escolhido para comparacdo com os resultados do ensaio in

vivo descrito a seguir.

2.3 Ensaios in vivo

Para a determinacdo da concentracdo mediana letal (CLso) da deltametrina, foram
seguidas recomendac6es do protocolo da OECD (1992). O teste foi realizado por meio de
um sistema semi-estatico com renovacao total da agua a cada 24 horas. A alimentacéo foi
suspensa 24 horas antes do inicio do teste. Ap6s o periodo de aclimatacdo, foram
transferidos sete peixes para cada unidade experimental contendo 2L de agua. Duplicatas
foram feitas para cada tratamento (n=7). Foram utilizadas concentracdes de 0, 1, 2, 3, 4 e 5
pg.L? de deltametrina. Os pardmetros fisicos e quimicos da &gua (temperatura,

condutividade, pH, oxigénio dissolvido, Na*, K* e Ca?") foram mensurados diariamente e
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ndo foram observadas mudancas significativas ao longo do periodo experimental (Tabela
1). Os individuos que vieram a Obito durante o experimento foram medidos, pesados, e
rapidamente congelados em nitrogénio liquido. Os sobreviventes foram submetidos a
hipotermia e eutanasiados por sec¢do medular. Todas as amostras foram armazenadas em
freezer — 80°C para as analises enzimaticas. Estes procedimentos foram realizados de
acordo com o protocolo aprovado pela Comiss&o de Etica em Pesquisa no Uso de Animais
do INPA (Protocolo 020/2016).

2.4 Biomarcadores bioquimicos

2.4.1. Glutationa-S-transferase (GST)

As atividades da GST foram determinadas pelo método descrito por Keen et al.
(1976). Amostras de tecido muscular e figado foram retiradas de cada individuo e
homogeneizadas em tampdo fosfato (100 mM; pH 7,5). Os homogeneizados foram
centrifugados por 5 minutos a 10.000 g e o sobrenadante foi usado para estimar a atividade
da enzima. De forma resumida, 30 pL da amostra foram adicionados em 120 pL de tampdao
de ensaio contendo 1 mM de glutationa reduzida (GSH). A concentracdo de CDNB foi
previamente estimada para cada tecido, sendo de 0,16 mM para o tecido muscular e 0,77
mM para o figado, conforme o Km da enzima. A alteracdo na absorbancia foi registada a
340 nm, e a atividade enzimatica foi calculada usando um coeficiente de extincdo molar de
9,6 mM.cm®. As atividades da enzima foram expressas em nmol do conjugado
CDNB.mint.mg proteina™. As proteinas totais foram estimadas pelo método de Bradford
(1976).

2.4.2. Acetilcolinesterase (AChE)

As atividades da enzima AChE foram determinadas pelo método de Ellman et al.
(1961), utilizando acetiltiocolina iodada (AtCh) como substrato. Amostras de tecido
muscular e nervoso foram retiradas dos mesmos individuos e homogeneizadas em tampao
fosfato (100 mM; pH 7,5), centrifugados por 5 minutos a 10.000, sendo o sobrenadante

usado para estimar a atividade da enzima. Utilizou-se 5 pL da amostra (homogeneizados)
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em microplaca contendo 120 pL de tampdo de ensaio com a concentracdo de
acetiltiocolina iodada estimada para cada tecido, baseada na determinagdo do Km. A
alteracdo na absorbancia foi registada a 412 nm, e a atividade enzimatica foi calculada
usando um coeficiente de extingdo molar de 13,6 mM.cm? (Ellman et al. 1961). As
atividades da enzima foram expressas em nmol acetiltiocolina.min.mg proteina®. A

concentracdo de proteina foi estimada pelo método de Bradford (1976).

3. Analises estatisticas

O célculo da CLso-96 horas foi realizado com o pacote DCR (Dose Response
Curve) do programa R, por meio de um modelo log-logistico (Ritz et al. 2015). Para 0s
ensaios in vitro foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) seguida do teste a
posteriori de Bonferroni. Os dados das atividades das enzimas GST e AChE nos ensaios in
vivo ndo atenderam as premissas da normalidade de dados. Neste sentido, foi aplicada uma
analise de Kruskal-Wallis, seguida do teste a posteriori de Dunn, que permite comparar
todos os grupos com o grupo controle. Em todos os testes, o nivel de significancia aceito
foi 5%.

4, Resultados

4.1 Ensaios in vitro

Os resultados dos ensaios in vitro com o efeito da deltametrina sobre os
parametros cinéticos da enzima acetilcolinesterase nos tecidos nervoso e muscular de
Microsternarchus cf. bilineatus estdo representados na Tabela 2. No tecido muscular, a
relacio entre o Km da enzima e a concentracdo de deltametrina € inversamente
proporcional. Concentracdes maiores de deltametrina tendem a reduzir o Km da AChE. No
tecido nervoso ndo foram observados efeitos da deltametrina sobre o Km da AchE, assim
como nao houve relacdo clara entre a DT e a Vmax, tanto no tecido nervoso quanto no
tecido muscular. No segundo ensaio in vitro, a atividade da acetilcolinesterase aumentou

significativamente na concentracéo de 4 pg.L* (Figura 1).
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4.2 Ensaios in vivo

4.2.1. Teste de toxicidade aguda

Ao longo das 96 horas de ensaio foram observadas alteragdes comportamentais
como natacdo rapida e circular, espasmos, permanéncia na superficie da gua e aumento da
abertura opercular em todos os grupos expostos. Por outro lado, nenhum peixe do grupo
controle morreu e ndo foram observadas as alteragdes comportamentais mencionadas
acima. Na unidade experimental com a concentracdo de 5 pg.L' de DT, os peixes
comegaram a morrer a partir das quatro primeiras horas de ensaio. Na Tabela 4 ¢
apresentado o nimero de individuos mortos por tratamento no final do ensaio. O valor da

CLs0-96h calculado para o teste de toxicidade aguda da deltametrina foi de 2,15 pg.L™.

4.2.2. Atividades absolutas da GST e AChE

As atividades da GST no musculo aumentaram significativamente nos grupos
expostos as concentragbes de 2 e 3 pg.Lt. O aumento foi de 1,8 e 1,5 vezes,
respectivamente, quando comparado com o grupo controle (Figura 3). Foi possivel
observar uma tendéncia de diminuicdo das atividades nas concentragdes de 4 e 5 pg.L™.
N&o houve diferencas significativas entre as atividades da enzima AChE nos tecidos
muscular e nervoso. De igual modo, ndo se observou efeito da deltametrina nas atividades
da GST no figado (Tabela 3).

5. Discussao

5.1 Ensaios in vitro

O Km da AChE dos tecidos nervoso e muscular (0,3 e 0,5 mM, respectivamente)

de Microsternarchus cf. bilineatus foram similares aos encontrados por Assis et al. (2012)
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para Electrophorus electricus (poraqué) com Km igual 0,45 mM, ainda que estes autores
tenham trabalhado com a enzima purificada do 6rgédo elétrico. Contudo, deve-se levar em
consideracdo que os parametros cinéticos da AChE para o tecido muscular de M. cf.
bilineatus foram realizados contendo partes do seu 6rgao elétrico, uma vez que se torna
dificil separar os dois tecidos devido ao tamanho diminuto do animal. Assis et al. (2012)
calcularam o 1Cso (concentragdo que inibe 50% da atividade da enzima) para sete
inseticidas, dentre eles os organofosforados, organofosfatos e carbamatos. O menor valor
de 1Cso foi observado para o carbuforan (um inseticida carbamato), indicando que este
inseticida causou o maior efeito inibitério na atividade da AChE. No presente trabalho,
devido a auséncia de um efeito inibitério claro da deltametrina sobre a AChE nas
concentragdes testadas, ndo foi possivel calcular o ICso e 0 Ki (constante de inibigédo) para
esse inseticida. Rao e Rao (1995) também ndo encontraram alteracbes no Km e Vmax da
AChE em cérebro de rato exposto a cipermetrina e permetrina isolados, mas registraram
alteracdes quando estes dois foram testados juntos, indicando um tipo sinergético de
inibicdo destes piretréides, no qual ambos se ligariam simultaneamente, devido a sua
natureza hidrofdbica, em sitios da AChE, impedindo a ligacdo da acetilcolina e levando a
reducdo da atividade da AChE.

A deltametrina aumentou significativamente a atividade especifica da AChE
muscular na concentragdo de 4 pg.L™t. Analisando-se as atividades das trés primeiras
concentracdes de deltametrina (1, 2 e 3 pg.L™?), foi possivel observar uma tendéncia de
diminuicdo da AChE. Baldiou e Belzunces (2008) encontraram uma diminui¢do e aumento
da atividade da AChE em abelhas mortas e sobreviventes, respectivamente, apds exposi¢cdo
de 0,001 pg.L? de deltametrina, e apoiaram a hipdtese de que a exposicdo ao inseticida
deltametrina pode ter diminuido a atividade da AChE inicialmente e, em seguida, ter
ativado um mecanismo compensatorio apds uma possivel inibicdo causada pelo inseticida,
na qual haveria o acimulo de acetilcolina no tecido e, consequentemente, geraria um
aumento da atividade da enzima AChE.

No geral, inibicdes da enzima AChE sédo reportadas na literatura para peixes sob o
efeito de piretrdides. Soares (2016) observou uma diminuicdo de até 53% da atividade de
AChE cerebral de Brycon amazonicus em ensaio in vitro com exposicdo a 0,42, 0,84 e 1,26
ng.L? de deltametrina para esta espécie em um tempo de incubagdo de 1 hora, mesmo

tempo usado no presente trabalho. Moraes (2013) também relatou diminuicdo desta enzima
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em tecido nervoso da mesma espécie exposta a 1 mM de cipermetrina (piretrdide). Com
isso, podemos inferir que ha relagdo entre a DT e o sistema colinérgico do tecido muscular
de M. cf. bilineatus, que provocou um aumento da atividade da AChE em 4 pg.L™. Essa
relacdo poderia ser melhor investigada se fosse testado um tempo maior de incubagéo da
DT sobre a atividade da AChE.

5.2 Ensaios in vivo

As alteragdes comportamentais observadas nos grupos expostos a deltametrina
apresentaram semelhanca com o tipo de alteracdo que inseticidas piretroides do tipo Il
provocam em peixes, cOmo a natacdo rapida e circular, que poderia estar indicando um
dano direto ao sistema nervoso (Glickman et al. 1982; Bradbury et al. 1987; Rice et al.
1997). Estas alteragdes sdo comumente relatadas em animais expostos a piretroides e
incluem tremores, perda de equilibrio e letargia (Werner e Moran, 2008).

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com dados extraidos de outros
estudos com representantes da ictiofauna amazodnica, observa-se que os valores de CLso da
DT apresentam variacdes altas, de acordo com a espécie de peixe, no entanto, todas as
concentracdes se apresentam na ordem de microgramas (Tabela 4). Alguns trabalhos
demonstram diferencas de sensibilidade entre espécies de peixes quando expostas a um
mesmo poluente (Baird et al. 2007; Souza, 2014). No geral, as diferencas de respostas de
peixes a poluentes sdo influenciadas por fatores, como a formulagdo comercial do produto,
a estereoquimica da molécula, alem de caracteristicas da espécie em estudo envolvendo
tamanho, relacdo superficie/volume, comportamento alimentar e estagio de
desenvolvimento do animal (Moraes, 2013). Souza (2014) encontrou 0 maior valor de CLso
de exposicdo a deltametrina para a espécie Corydoras schwartzi. Essa resposta pode ser
explicada pela presenca de respiracdo aérea nesta espécie e menor dependéncia das
branquias, que permitem a mesma uma elevada capacidade de sobrevivéncia em condicbes
extremas (Matsuo; Val, 2002).

A Glutationa-S-transferase vem sendo bastante utilizada como biomarcador de
peixes expostos a diferentes poluentes devido a sua importancia na desintoxicacdo de
xenobidticos. Diminui¢es e aumentos das atividades desta enzima foram registrados em

trabalhos com o efeito de agrotdxicos (principalmente herbicidas e inseticidas). O aumento
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da atividade da GST muscular encontrado neste trabalho foi similar aos resultados
encontrados em outros estudos que também utilizaram inseticidas como contaminantes
(Rao, 2006; Monteiro et al. 2006; Maduenho e Martinez, 2008; Dong et al. 2013). Este
aumento na atividade da GST encontrado no muasculo de M. cf. bilineatus pode indicar
uma resposta do tecido muscular para desintoxicacdo da DT. Com isso, 0 musculo pode
desempenhar um importante papel local para eliminacdo de poluentes e protecdo do érgéo
elétrico. Um segundo mecanismo pode estar ligado ao papel da GST na acdo contra
produtos gerados por eventos de estresse oxidativo (Hayes et al. 2005). Parkes et al. (1993)
mostraram que a GST e a GSH podem apresentar papel na prevencgéo, por conjugagdo com
espécies reativas, ou no reparo por desintoxicacdo de produtos de peroxidacdo lipidica, de
danos oxidativos em Drosophila melanogaster e sugeriram seu possivel envolvimento na
resisténcia a inseticidas. VVontas et al. (2001) observaram um aumento na GST da cigarra
Nilaparva talugens seguida de uma diminuicdo da peroxidacdo lipidica induzida quando
expostos aos piretroides permetrina e cialotrina. Estes autores concluiram que a GST tem
papel na protecdo de tecidos que estdo sujeitos ao estresse oxidativo causado por
inseticidas e que, consequentemente, provoca o aumento da atividade desta enzima. Muitos
trabalhos notaram a eficacia da GST hepatica na desintoxicacdo de xenobioticos, por ser o
figado a principal fonte de GST em peixes. Por exemplo, Simonato et al. (2006)
registraram um aumento da atividade da GST hepatica de Prochilodus lineatus expostos ao
Oleo diesel. No entanto, tal resposta ndo foi observada nesse estudo. Como 0s mecanismos
de defesa por meio da GST de M. cf. bilineatus foram detectados especialmente no tecido
muscular, podemos inferir que este mecanismo da GST pode ocorrer tanto pela acdo da
conjugacdo da GSH ao xenobidtico ou ao metabdlito produzido, como também pela acédo
da GST em produtos oxidativos gerados pela intoxicacao do inseticida deltametrina.

Na literatura, ha relatos sobre alteragcdes nas atividades da acetilcolinesterase em
ensaios in vivo causadas por exposicdo de peixes a deltametrina (Balint et al. 1995; Rossi,
2013; Soares, 2016). Balint et al. (1995) registraram uma diminuicdo de 20% da atividade
da AChE no soro sanguineo em Cyprinus carpio exposto a 2 ug.L™ de DT. No presente
trabalho, ndo houveram alteracdes significativas nas atividades da AChE nos ensaios in
vivo. Szegletes et al. (1995) também ndo encontraram alteracdes na atividade desta enzima
em Cyprinus carpio exposta a concentracio de 2 pg.L de DT, porém, houve uma

alteracdo na distribuicdo das formas moleculares da AChE, indicando que a DT pode agir
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na AChE mesmo sem alterar sua atividade. O fato é que o mecanismo de a¢do da DT inclui
a inibicdo dos receptores nicotinicos de acetilcolina, que poderiam alterar indiretamente a
atividade da AChE, mas o efeito inibitério direto da deltametrina sobre esta enzima ainda €
pouco conhecido, como foi observado nos ensaios in vitro. Para Hossain et al. (2004), a
deltametrina age na liberacéo de acetilcolina no hipocampo e essa liberagdo poderia induzir
um mecanismo compensatdrio, onde a AChE seria estimulada a realizar uma regulacdo
positiva adaptativa na hidrdlise de acetilcolina. No entanto, Hossain et al. (2005) nédo
encontraram efeito direto da deltametrina na atividade da AChE em cérebro de rato, mas
observaram um aumento da atividade da HACU, mecanismo de absor¢do de colina
dependente de Na*, que mantem a regulacdo de colina nos neurdnios colinérgicos e,
consequentemente, regula a sintese de acetilcolina realizada pela colina acetiltransferase,
mostrando que a deltametrina estd relacionada com processos colinérgicos, mas nédo
diretamente sobre a atividade da enzima AChE. A interagdo entre piretrdides e a enzima

acetilcolinesterase deve ser melhor investigada em trabalhos futuros.

Conclusdo

A deltametrina € um inseticida altamente tdxico para individuos de
Microsternarchus cf. bilineatus com concentragdo letal (CLso-96 horas) de 2,15 pg.L?
Para os periodos de exposicdo testados neste estudo, a AChE ndo foi claramente afetada
pela deltametrina. De igual modo, a GST hepética ndo foi induzida nos individuos
expostos. Por outro lado, a GST muscular foi induzida nos animais submetidos a
concentracdes agudas de deltametrina. Em resumo, a AChE ndo se mostrou um bom
marcador bioguimico em M. cf. bilineatus expostos a deltametrina. Porém, a GST
muscular foi induzida, provavelmente como um mecanismo para eliminar o poluente neste
tecido, que pode ser por desintoxicacdo do xenobidtico, por meio da conjugacao, ou por
acdo da GST em produtos gerados por estresse oxidativo. Os resultados de toxicidade
encontrados neste trabalho podem também ser explicados pela acdo da deltametrina em
outras vias de intoxicacdo, como os canais de Na* dependentes de voltagem e receptores
GABA, 0 que torna sugestivo investigar a acdo deste piretroide em outros mecanismos
fisiologicos destes peixes, como por exemplo, o efeito na sua eletrofisiologia, uma vez que

células elétricas sdo ricas em canais de Na* e o funcionamento regular destes canais
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controla a passagem dos impulsos elétricos que irdo gerar as descargas do 6rgao elétrico

destes peixes.
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Figura 1. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) muscular de Microsternarchus cf.
bilineatus em ensaio in vitro expostos ao inseticida deltametrina. *Indica diferenca

estatisticamente significativa comparada com o grupo controle (p < 0,05).

Figura 2. Atividade da glutationa-S-transferase (GST) muscular de Microsternarchus cf.
bilineatus em ensaio in vivo expostos ao inseticida deltametrina. *Indica diferencga

estatisticamente significativa comparada com o grupo controle (p < 0,05).
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua (Média + DP) dos experimentos relativos ao

ensaio in vivo em Microsternarchus cf. bilineatus durante 96 horas de exposicdo a

diferentes concentragdes do inseticida deltametrina. As medicOes foram feitas a cada 24

horas, cada grupo contendo uma duplicata.

Tratamentos

Parametros Controle 1pg.L? 2 ug.L*t 3pug.L? 4 pg.L? 5ug.L?
Temperatura (°C) 27,80£0,9 27,70£1,0 27,70+£1,1 27,60£1,1 27,80+0,9 27,60+0,8
Condutividade (j1S/cm) 16,0024,5 1500:21 1500437  14,00:27 1500844 1300435
pH 6,90+0,5 7,10+0,4 7,10£0,5 7,00£0,5 7,10£0,5 7,00£0,5
Oxigénio (mg L") 6,30£0,4 5,9040,4 5,9040,8 5,4040,4 5,80+0,9 5,9040,6
Na* (mg L™ 1,63+0,7 1,49+0,3 1,67+0,5 1,65+0,5 2,04+1,0 1,64+0,4
K" (mgL™) 0,39+0,5 0,37+0,5 0,40+0,5 0,34+0,5 0,61+0,5 0,44+0,5
Ca® (mg L™ 0,10£0,1 0,06+0,1 0,04£0,1 0,06+0,1 0,14+0,1 0,08+0,2
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Tabela 2. Parametros cinéticos da enzima acetilcolinesterase (AChE) em tecido muscular e
nervoso de Microsternarchus cf. bilineatus expostos a deltametrina. Os valores de Km

estdo expressos em mmol e Vmax em nmol de acetiltiocolina iodada/min/mg proteina.

Parametros cinéticos enzimaticos

Tratamentos

Km (Mdsculo)  Vmax (Musculo) Km (Nervoso) Vmax (Nervoso)
0 pg.L? 0,5 270 03 32
2 gLt 0,4 303 0,4 34
5pg. Lt 0,4 348 0,4 37
10 ug.L? 0,3 323 0,3 31
50 pg.L?! 0,3* 225 nd nd

*indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (P<0,05). Nd: néo

determinado.

Tabela 3. Atividades das enzimas AChE e GST (Média + DP) em tecido muscular, nervoso
e figado de Microsternarchus cf. bilineatus em ensaio in vivo (96 horas). As atividades das

enzimas estdo expressas em nmol/min/mg proteina.

Tratamentos Enzimas
GST (Figado) AChE (Musculo) AChE (Cérebro)
OpgL? 29,3+129 1.112,2 + 346,1 41,3+29,8
1ugL? 25,8 £ 20,3 1.293,3 + 387,2 47,4 £21,5
2nugL?t 27,0+ 19,5 1.385,5+ 461,0 61,6 £ 18,3
3ugL?t 175+ 3,8 1.300,2 + 287,0 43,5+ 14,8
4pg Lt 29,2 £ 22,7 1273,4 + 4454 53,4+17,4
5ugL? 38,5 +28,8 1.330,5 £ 295,9 41,3 +20,6
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Tabela 4. Mortalidade de individuos de Microsternarchus cf. bilineatus expostos ao

inseticida deltametrina por 96 horas.

Tratamentos N final Mortalidade (%)
Opg L™ 14 0
1pgL? 12 14
2pg Lt 8 43
3pgL? 4 71
4pug Lt 3 79
5ugL? 1 93

O namero inicial de peixes foi n= 14

Tabela 5. Concentragdo mediana letal (CLso-96horas) do inseticida deltametrina registrada

para diferentes espécies de peixes amazo6nicos.

Espécie

CLso(ug.L™ Referéncias
Microsternarchus cf. bilineatus 2,15 Presente trabalho

Brycon amazonicus 2,6 Moraes et al. (2013)
Carnegiella strigata 4,0 Souza (2014)
Colossoma Macropomum 6,0 Souza (2014)
Piaractus mesopotamicus 17,3 Rossi (2013)
Paracheirodon axelrodi 22,0 Souza (2014)
Hemigrammus rodhostomus 24,0 Souza (2014)
Corydoras schwartzi 215,0 Souza (2014)
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CAPITULO 2

*Artigo formatado de acordo com as normas da revista Acta Amazonica

Efeito da deltametrina nos padrdes de descarga do 6rgéo elétrico de Microsternarchus

cf. bilineatus
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Resumo:

O inseticida deltametrina (DT) é um piretroide amplamente utilizado na agricultura.
O uso desordenado deste quimico pode contaminar 0s ecossistemas aquaticos de diversas
formas, dentre elas, por meio da lixiviagdo e escoamento superficial. O objetivo deste
trabalho foi verificar o efeito de diferentes concentragdes (0, 2, 3 e 4 pg.L?) de DT em
parametros da descarga do 6rgdo elétrico (DOE) de Microsternarchus cf. bilineatus para
um tempo de exposicdo de trés horas, e em seguida verificar se hd recuperacdo destes
individuos expostos ao inseticida, quando transferidos para &gua livre do poluente.
Paralelamente, foram estimadas atividades das enzimas glutationa-S-transferase (GST) e
acetilcolinesterase (AChE) nos tecidos muscular, nervoso e hepético ao longo do
experimento, ndo sendo detectadas alteracdes significativas destas enzimas nos tecidos
avaliados para este tempo de exposi¢cdo. A DT alterou os parametros das DOEs dos peixes
na primeira hora de exposicdo em todas as concentracfes. A Taxa Média (Hz) foi o
parametro que mais respondeu aos efeitos testados na analise. O efeito de diminuicdo da
Taxa Média foi maior na concentragio de 3 do que na de 4 pg.L™. Esse padrdo ndo linear
de resposta ao inseticida pode estar relacionado com a ativacdo de mecanismos de
compensacdo fisiologica e bioquimica internos destes peixes, quando expostos a altas
concentragdes do poluente. Este efeito ndo linear ndo parece estar associado a um efeito
mais agudo da deltametrina na concentracdo de 3 pg.L? do que na de 4 pg.L?, pois o
tempo de resposta foi menor para 4 ng.L* do que para 3 pg.L?, indicando um efeito dose-
dependente do inseticida deltametrina.
Palavras-chave: Acetilcolinesterase, Biomonitoramento, Deltametrina, Descarga do 6rgdo

elétrico, Glutationa S-Transferase, Gymnotiformes, Microsternarchus cf. bilineatus,

Piretroide.
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1. Introdugéo

A Ordem Gymnotiformes abriga os peixes elétricos da América do Sul. Esse grupo
pode representar cerca de 90% da fauna bentbnica das bacias dos rios Amazonas e Orinoco
(Hagedorn, 1986; Marrero e Taphorn, 1991; Moller, 1995). Os peixes elétricos apresentam
como caracteristica mais peculiar, a presenca de um 6rgdo elétrico constituido por células
eletrogénicas e um sistema de eletrorecepc¢do distribuido por toda a superficie do corpo. O
6rgdo elétrico e os 6rgdos eletroreceptores atuam em conjunto compondo o Sistema
Eletrogénico e Eletrosensério (SEE) (Alves-Gomes et al. 1995; Alves-Gomes, 2001). Os
eletroreceptores monitoram constantemente o campo elétrico gerado a cada descarga do
orgao elétrico (DOE). Distor¢des neste campo podem ser causadas por organismos ou
objetos que possuam uma condutividade elétrica diferente da agua onde o peixe se
encontra e, desta forma, o SEE permite que os gymnotiformes obtenham informacdes
sobre 0 meio em que se encontram, mesmo no escuro (Hopkins, 1974; Bullock et al. 1979;
Hagedorn e Carr, 1985). Estudos realizados em varios laboratorios independentes também
tém demonstrado que estes peixes mudam o padrdo das suas descargas elétricas como
resposta a mudangcas fisicas e quimicas da agua onde se encontram. Por esta razédo, estes
peixes possuem um grande potencial para serem usados em sistemas de biomonitoramento

de ambientes aquaticos de agua doce.

Neste sentido, alguns trabalhos foram realizados sobre o efeito de poluentes nas
caracteristicas biofisicas das descargas de peixes gymnotiformes (Pimentel-Souza, 1988;
Pimentel-Souza e Siqueira, 1992; Thomas et al. 1996a, 1996b; Thomas, 2000; Rossoni,
2005; Schwertner, 2005; Ferreira, 2009; Moraes et al. 2013; Nunes, 2016). Thomas et al.
(1996 a ou b??) propuseram um sistema de monitoramento biol6gico com o uso da espécie
Apteronotus albifrons, da familia Apteronotidae. Este sistema desenvolvido em laboratorio
visou fornecer informacdes rapidas e automatizadas sobre mudancas na qualidade da agua
do ambiente, por meio da mensuracdo de mudancas no comportamento elétrico de A.
albifrons. Para um sistema de biomonitoramento, com o uso destes peixes, ser efetivo e
poder funcionar como um sistema de alarme, é necessario que as respostas sejam
detectadas em tempo real, e que 0s peixes respondam logo nas primeiras horas de

exposicao.
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Alguns estudos comportamentais tém sido realizados com o0 género
Microsternarchus, principalmente devido a estabilidade temporal do seu padrdo de
descarga, quando comparado ao das outras espécies (Nogueira, 2006; Ferreira, 2009;
Petersen, 2013; Vargas, 2014; Nunes, 2016). Esta estabilidade temporal € um ponto chave
para a viabilizacdo desta espécie como biomonitor de qualidade de ambientes aquéticos.
Além disso, estes peixes sdo abundantes em igarapés do baixo Rio Negro, o que possibilita

uma continuidade em estudos de biomonitoramento.

Ainda que na literatura haja trabalhos sobre os efeitos de diferentes substancias nas
DOEs de espécies do género Microsternarchus, ainda ndo ha estudos sobre o efeito de
agrotoxicos nas descargas destes peixes. Por outro lado, devido ao aumento do consumo de
agrotoxicos no Brasil, a preocupacdo com a contaminacdo de ecossistemas aquaticos por
esses quimicos e poluentes em potencial tem crescido. Os agrotoxicos podem alcancar 0s
diferentes tipos de ambientes aquéaticos de varias formas, incluindo a lixiviacdo e
escoamento superficiais (ambos aumentados em areas de desmatamento), uso intensivo
desses produtos de forma inadequada, descarte inadequado de embalagens, dentre outras.
Os agrotoxicos presentes nos ecossistemas aquaticos podem penetrar nos organismos pela
superficie do corpo, principalmente através das branquias e cavidade oral e também pela

ingestdo da agua e de alimentos contaminados (Tomita e Beyruth, 2002).

Segundo Waichman et al. (2002; 2007) em uma avaliacdo sobre o uso de
agrotoxicos nos municipios de Manaus, Manacapuru, Iranduba e Careiro da Varzea, foi
observado que os agricultores destas localidades utilizavam dezoito tipos diferentes de
agrotoxicos. Destes, 11 sdo inseticidas, sendo a deltametrina a mais utilizada. A
deltametrina é um piretroide do tipo Il e age no sistema nervoso central de invertebrados e
vertebrados (Verschoyle e Aldridge, 1980). Seus mecanismos de acdo incluem efeitos
inibitérios nos receptores nicotinicos da acetilcolina (ACh), em receptores do acido y-
aminobutirico (GABA) e em canais de Na" dependentes de voltagem, resultando numa
ativacdo persistente destes canais de Na* e despolarizacdo da membrana (Demoute, 1989).
Por apresentar uma caracteristica lipofilica, este inseticida possui uma alta taxa de
absorcdo através das branquias dos peixes, o qual pode explicar, em parte, a alta

sensibilidade destes animais & exposicéo por estes piretroides (Santos et al. 2007).
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Diversos biomarcadores bioquimicos sdo comumente utilizados para avaliar 0s
mecanismos de toxicidade em peixes expostos a diferentes agrotoxicos (Haluzova et al.
2011; Dong et al. 2013; Braz-Mota et al. 2015). Devido ao seu papel na desintoxicacao de
xenobidticos, a glutationa-S-transferase (GST) tem sido usada para avaliar possiveis
mecanismos bioquimicos de defesa de M. cf. bilineatus frente a exposicéo da deltametrina.
Esta enzima é muito importante para a fase Il de biotransformacdo de xenobioticos,
atuando por conjugacgdo da glutationa reduzida (GSH) ao metabdlito produzido pela fase |
de biotransformacédo, ou diretamente ao xenobi6tico (Balendiran et al. 2004). Da mesma
forma, a enzima acetilcolinesterase (AChE) tem papel essencial na manutencdo das
funcdes nervosas. Sua inibicdo gera um acumulo de acetilcolina nas sinapses quimicas que
resulta em uma transmissdo continua e desordenada dos impulsos nervosos (Soreq e
Seidman, 2001). A inervacdo das celulas oOrgdo elétrico de peixes gymnotiformes é
controlada por sinapses colinérgicas e a deltametrina age nos receptores nicotinicos da
acetilcolina, podendo agir na enzima AChE e alterar o padréo de funcionamento do 6rgéo
elétrico.

Neste estudo, foi avaliado o efeito de diferentes concentracbes do inseticida
deltametrina nas propriedades biofisicas da DOEs de Microsternarchus cf. bilineatus, ao
mesmo tempo que as atividades das enzimas GST e AChE forma medidas em diferentes
tecidos dos individuos expostos. O tempo de exposicdo foi de trés horas, buscando-se
estabelecer se este espaco de tempo seria suficiente para alterar o metabolismo destes
peixes de forma significativa, o que & importante na consolidacdo de um sistema de

biomonitoramento de qualidade de &gua em tempo real e de prevencéo de acidentes.

2. Material e Métodos

2.1 Area de coleta e manutencdo dos peixes em cativeiro

As coletas foram realizadas no igarapé Tapuru (licenca/SISBIO/55408-2) no
municipio de Novo Airdo (S 02° 43’ 38.1"; O 60° 57’ 39.5") a 180 km de Manaus. Foram
coletados 40 espécimes de Microsternarchus cf. bilineatus pesando 0,89 +0,33 g e
medindo 6,79 + 0,90 cm de comprimento (média + DP). Os peixes foram aclimatados no

Laboratorio de Fisiologia Comportamental e Evolucdo (LFCE) do Instituto Nacional de
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Pesquisas da Amazonia (INPA), mantidos em aquarios de manutencdo com volume de 40
litros, com filtracdo e aeracdo constante, com agua advinda do poco artesiano do INPA
(Na* 1,68 umoles.L?; K*, 0,41 umoles.L?; Ca?*; 0,07 pumoles.L?; pH 6,84; oxigénio
dissolvido 5,92 mg.L . condutividade de 20,2 uS.cm™ e temperatura de 28° C). Essa agua
foi mantida em um tanque de 1.000 litros com filtragdo bioldgica e aeracdo constante por
pelo menos sete dias antes de ser usada nos aquarios dos peixes. O tempo de aclimatacao
dos peixes variou entre os grupos: foram quatro lotes de peixes com tempos de aclimatagéo
diferentes (4 meses, 2 meses e 2 semanas). Diariamente 0s animais foram alimentados com
nauplios de Artemia salina e Enchytraeus albidus. Em seguida, os restos de alimentos e
dejetos foram aspirados do fundo dos aquérios e o nivel da dgua completado ao nivel
inicial. A temperatura da agua dos aquarios experimentais foi mantida entre 25 ¢ 27 °C

com o auxilio de um condicionador de ar externo.

2.2 Procedimento experimental

A deltametrina foi adquirida a partir da formulacdo comercial Decis® CE (Bayer
Vapi PVT LTD, Gujarat, Iindia). Foi preparada uma solucdo-estoque de 25 mg L™ a partir
do formulado. As concentracfes selecionadas para o experimento de gravacdo foram
definidas em funcdo da concentracdo mediana letal (CLso) do inseticida deltametrina em
individuos de Microsternarchus cf. bilineatus determinada no Capitulo 1 deste trabalho.
Usou-se a CLso como referéncia e, a partir dela foram testadas doses com concentragdes
crescentes, uma vez que o objetivo tambem foi testar o efeito destas doses nas primeiras
horas apds exposicdo. Assim, foram testadas as concentracoes de 2 pg.L? (CLso), 3 pg.L?
(150% ClLso) € 4 pug.L? (200% CLso).

Para cada grupo amostral foram utilizados 10 individuos, além de mais 10
individuos que foram usados no grupo controle (0 pg.L™). Antes do periodo de gravagéo,
os peixes foram aclimatados por duas horas ja dentro dos cilindros, no fundo do aquario
experimental. Cada peixe foi gravado por oito horas, sendo as primeiras duas horas de
gravacao consideradas como pré-exposicdo, 3 horas de exposicdo e mais trés horas de
recuperacao.

Apobs o periodo de aclimatagdo, a fase pré-exposicdo foi iniciada. A fase pre-

exposicdo é uma fase do experimento cujo objetivo € monitorar os parametros da descarga
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dos peixes em estado normal, antes de serem expostos ao contaminante. Este periodo
também serve de controle para cada individuo nas analises estatisticas. A fase de exposi¢do
inicia-se com a adicdo do inseticida na agua. Apos o final da fase de exposicéo, 0s peixes
foram transferidos para um outro aquario com &gua livre do contaminante para se avaliar a
recuperacgdo destes animais. Nesta fase de recuperacéo, o objetivo foi observar se existe um
restabelecimento do padrdo de descarga dos peixes apOs o periodo de exposicdo ao

contaminante para valores obtidos no periodo que antecedeu a exposicéo a deltametrina.

No final das gravacOes todos os peixes foram anestesiados por hiportemia e
eutanasiados por sec¢do medular, pesados, medidos e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. Todas as amostras foram armazenadas em freezer — 80°C para estudos
posteriores. Estes procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado

pela Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais do INPA (Protocolo 020/2016).

2.3 Gravacdes das DOEs

Para gravacdo dos sinais elétricos, os peixes foram transferidos dos aquarios de
manutencdo para aquarios experimentais de 12L. O sinal elétrico (DOE) dos peixes foi
captado por trés eletrodos (eletrodo positivo na frente da cabeca, eletrodo negativo atras da
cauda e eletrodo de referéncia no meio, entre os dois). A amplificacdo do sinal variou entre
50 e 1.000 vezes, dependendo do tamanho do peixe, e foi feita por intermédio de um
amplificador modelo BMA-200 (CWE Inc., Ardmore PA, USA). Apos amplificado, o sinal
foi digitalizado com 14 bits de resolucdo por um conversor analdgico-digital
Datatranslation® (DT 9804, Data Tanslation Inc., Marlboro, USA). O sinal digitalizado foi
monitorado em um osciloscopio Tektronik® (TDS 2024, Tektronix Inc., Beaverton, USA),
ao mesmo tempo foi gravado em um computador para analises posteriores. O aquario
experimental foi colocado dentro de uma caixa de Faraday para minimizar os ruidos
elétricos externos. Para manter a orientacdo em relacdo aos eletrodos e evitar movimentos
que prejudicassem a captacdo dos sinais elétricos, os peixes foram acomodados em
cilindros plasticos perfurados, colocados no fundo do aquario. As descargas elétricas foram
registradas de 10 em 10 minutos por um periodo de 5 segundos, durante todo o tempo do

experimento.
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2.3.1 Extragéo dos dados das DOEs

Um protocolo desenvolvido com software MATLAB 7.6.0® controlou a aquisigéo
do sinal elétrico. Nas gravagdes obtidas, um segundo protocolo desenvolvido em Matlab
foi usado para automaticamente analisar os arquivos contendo as DOEs de cada individuo,
em cada experimento. Este protocolo, resumidamente, calcula a média das descargas de
cada individuo, para cada gravacdo de 5 seg, e desta média sdo extraidos uma série de
parametros associados aos aspectos temporais e da forma de onda das DOEs. Entre 0s
parametros calculados, os principais usados nas analises estatisticas comparativas foram: a
Taxa Média de repeticdo, que representa 0 niUmero de descargas do 6rgdo elétrico que o
peixe realiza durante cada segundo, computado como a média dos cinco segundos. Este
valor é apresentado como o nimero de descargas por segundo e expressas em Hertz (Hz);
relacdo pico-a-pico (PPrel), que ¢ a relacéo entre a amplitude da primeira fase (positiva) e a
amplitude da segunda fase (negativa) do pulso; P/S ratio, que ¢ a relacdo entre a duragéo
efetiva da DOE e a duracdo da fase silenciosa; PPF (Peak Power Frequency), que € a
frequéncia de maior energia dentre as frequéncias que compdem o sinal do peixe; Area

total e duracdo da DOE, Area e duraco relativas das fases 1, 2 e 3 (Figura 1).

2.4 Biomarcadores bioquimicos

2.4.1 Glutationa-S-transferase (GST)

As atividades da GST foram determinadas pelo método descrito por Keen et al.
(1976). As amostras de tecido muscular e figado foram retiradas de cada individuo e
homogeneizadas em tampdo fosfato (100 mM; pH 7,5). Os homogeneizados foram
centrifugados por 5 minutos a 10.000 g, e o sobrenadante foi usado para estimar a
atividade da enzima. Resumidamente, 30 pL da amostra foi adicionado em 120 uL de
tampao de ensaio contendo 1 mM de glutationa reduzida (GSH). O substrato CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno) foi omitido para o controle. A concentracdo de substrato foi
previamente estimada para cada tecido, sendo 0,16 mM para o tecido muscular e 0,77 mM
para o figado, conforme 0 Km da enzima. A alteracdo na absorbéncia foi registada a 340

nm, e a atividade enzimatica foi calculada usando um coeficiente de extingdo molar de 9,6
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mM=.cm? As atividades da enzima foram expressas em nmol CDNB min™.mg proteina™

As proteinas totais foram estimadas pelo método de Bradford (1976).

2.4.2 Acetilcolinesterase (AChE)

Atividades da enzima AChE foram determinadas pelo método de Ellman et al.
(1961), utilizando acetiltiocolina iodada (AtCh) como substrato. As amostras de tecido
muscular e nervoso foram retiradas e homogeneizadas em tampé&o fosfato (100 mM; pH
7,5). Os homogeneizados foram centrifugados por 5 minutos a 10.000, e o sobrenadante foi
usado para estimar a atividade da enzima. Utilizou-se 5 pL da amostra (homogeneizados)
em microplaca contendo 120 pL de tampdo de ensaio com a concentracdo de
acetiltiocolina iodada estimada para cada tecido baseada na determinagdo do Km. A
alteracdo na absorbancia foi registada a 412 nm, e a atividade enzimaética foi calculada
usando um coeficiente de extingdo molar de 13,6 mM=2.cm?. As atividades da enzima
foram expressas em nmol acetiltiocolina.min.mg proteina™. A concentracdo de proteina
foi estimada pelo método de Bradford (1976).

3. Andlises estatisticas

Para comparar os efeitos da fase experimental (pré-exposicdo, exposicdo e
recuperacao); as concentragdes (0, 2, 3 e 4 pg.L™?); o tempo de observagdo experimental e a
interacdo entre o tempo e a fase experimental nos parametros de descarga foi usado o
Modelo Linear Generalizado Misto (GLMM). As variaveis fixas em todos os modelos
foram as mencionadas acima, e Taxa Média, PPrel e P/Sratio foram as varidveis
dependentes. Para controlar a dependéncia das amostras (medidas feitas no mesmo
individuo repetidas vezes), o peixe (cada individuo testado) e o lote a que o peixe
pertenceu entraram como variaveis randémicas nos modelos. Essa estrutura analitica levou
em consideracdo a individualidade das alteracGes nos parametros de descarga de cada
peixe e permitiu a analise de todos os peixes em conjunto sem precisar transformar ou

padronizar os valores. Foram feitos testes pos hoc para comparar os efeitos dentro dos
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tratamentos (concentracdo e fase experimental). Foi aplicada a corre¢cdo de Bonferroni para
testes mualtiplos, mas para evitar o erro tipo I, foi adotado o nivel de significancia = 0,001.
Por fim, verificou-se o ajuste dos modelos inspecionando graficos de residuos
diagndsticos. As analises e gréficos resultantes foram feitos no programa R (R Core Team
2016), usando os pacotes Ime4 (Bates et al. 2015), multcomp (Hothorn et al. 2008) e
ggplot2 (Wickham 2009).

Como analise complementar, foi feita um teste de correlagdo cruzada (cross-
correlation) entre os sinais dos peixes individualmente, para cada concentracédo e para cada
fase do experimento. Nesta analise, a média do sinal elétrico (DOE) de cada peixe, obtida
na primeira gravacdo do experimento (pré-exposi¢do) foi comparada por meio de uma
analise de correlacdo cruzada com a DOE média de cada gravacdo subsequente. Desta
forma, para cada peixe, houve 47 valores de correlacdo cruzada para cada concentragdo
testada (t1xt2, t1xt3... t1xt48), sendo 11 durante o pré-teste, 18 durante o periodo de teste e
18 durante o periodo de recuperacdo. Nesta analise, o indice 1 significa que os sinais
comparados foram idénticos. Os valores da correlacdo cruzada foram calculados segundo

protocolo disponivel na caixa de ferramenta para analise de sinais do programa MATLAB.

4. Resultados

Dentre todos os parametros analisados, a Taxa Média, o PPrel e o P/S ratio
mostraram mudancas significativas durante o periodo de exposicdo e recuperacdo. Estes
parametros das DOEs estdo relacionados tanto com o ritmo das descargas (Taxa Média)
como com a forma da onda (PPrel e P/Sratio) (Tabela 1).

Foi observado efeito significativo da interacdo entre o tempo e a fase experimental
em todos os trés parametros analisados. Este resultado sugere que o efeito do tempo nos
parametros analisados dependeu da fase experimental, ou seja, 0s parametros mudaram de
formas distintas, ao longo do tempo, entre as fases experimentais (principalmente entre
teste e recuperacdo). Mesmo havendo efeitos significativos desta interacdo entre 0s
parametros analisados, s6 foi observado efeito significativo das diferentes fases
experimentais isoladas na Taxa Média e no P/S ratio (Tabela 1). Diferencas entre as fases
experimentais foram observadas em todas as comparagdes, inclusive no controle. No

entanto, 0 mesmo efeito foi mais evidente nos grupos expostos a deltametrina.

57



Em relacdo a taxa de descarga, a tendéncia geral observada para todos os
tratamentos, foi uma diminuicdo da Taxa Média durante o exposi¢do e recuperacdo. Isto
também foi observado no grupo controle, mas essa diminuicdo se apresentou com uma
inclinacdo bem maior nos grupos expostos ao inseticida. Quando se compara a diferenca
entre a taxa de descarga entre a primeira e ultima hora de gravacdo (Tabela 4), somente foi
observada diferenca significativa nos peixes expostos a deltametrina e ndo no grupo
controle. Na fase de recuperacdo os peixes tenderam a retornar a frequéncia inicial. Nos
grupos expostos, esse retorno € lento e gradual, enquanto no controle ha um retorno muito
mais rapido ap6s a manipulacdo dos peixes (periodo de teste), e a frequéncia se estabiliza
rapidamente logo em seguida (Figura 2). Ainda que a mudanca na Taxa Média tenha sido
maior em valores absolutos, para a concentragdo de 3 pg.L? do que para 4 pg.L?, a maior
concentracdo provocou uma diminuicédo consideravel do desvio padréo da descarga durante
exposicdo e recuperacdo. A diminuicdo do desvio padrdo significa uma descarga mais
estavel e preditiva, o que ndo é observado nas concentraces menores. E um indicativo de
que 0s peixes expostos ao inseticida reduziram suas taxas metabdlicas a niveis mais basais.
Todos 0s grupos recuperaram o padrdo da Taxa Média inicial aos niveis pré-exposicéo
(Tabela 2). Mas é possivel notar na Figura 2 que 0 grupo exposto a concentracdo de 4 ug.L
! teve uma recuperacdo mais lenta, quando comparada com a dos outros grupos de
tratamento. O P/S ratio teve o comportamento semelhante a Taxa Média (Figura 3), e 0
PPrel s0 teve efeito significativo na interacao fase experimental e tempo (Figura 4).

Ainda é possivel notar, nas figuras da Taxa Média, que as respostas ocorreram na
primeira hora de exposicdo do inseticida, em 1 hora na concentracdo de 2 pg.L?, 30
minutos em 3 pg.L? e em 10 minutos na concentragdo de 4 pg.L™. Neste caso, o tempo de
resposta foi definido como o momento em que a média das gravacGes dos peixes ficou
abaixo do intervalo de confianca (baseado nas médias da pré-exposicdo). Isto aponta para
um efeito dose-dependente da deltametrina nas DOEs de Microsternarchus (Figura 5).

Na andlise de cross-correlation foi possivel observar o mesmo padrdo de respostas
entre os diferentes tratamentos com o efeito de diminuicdo das frequéncias maior na
concentracéo de 3 pg.L? do que em 4 pg.L? (Figura 6).

Nédo foram observadas alteracdes significativas nas enzimas AChE muscular e
cerebral e na GST do figado e muscular dos peixes expostos as diferentes concentragdes do

inseticida, para o periodo de trés horas de exposicao.
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5. Discussao

Nossos resultados corroboram a hipétese na qual, para o tempo de exposicao de trés
horas, as diferentes concentragdes do inseticida deltametrina alteram de forma diferente os
padrdes de descarga do drgdo elétrico de Microsternarchus cf. bilineatus. Na literatura
encontram-se trabalhos que utilizam a Taxa Média (Hz) como pardmetro para avaliar o
efeito de diferentes xenobioticos na descarga do 6rgéo elétrico de peixes gymnotiformes
(Schwertner, 2006; Rossoni, 2006; Ferreira, 2009; Moraes, 2013; Ferreira 2016, Nunes,
2016). O padréo de diminuicdo da frequéncia frente a exposicdo de xenobioticos parece ser
uma resposta geral, comum e inerente a estes peixes quando expostos a um agente
estressante, mesmo que somente mecénico. De fato, neste trabalho, o parametro que mais
respondeu ao efeito da deltametrina foi a Taxa Media.

As alteracdes dos parametros das DOEs ocorridas no grupo controle também foram
observadas por Nunes (2016), provavelmente devido aos procedimentos experimentais de
manipulacdo. Mesmo considerando que neste trabalho o procedimento tenha sido brando,
pois um pequeno volume de deltametrina foi diluido na agua onde o peixe se encontrava
do grupo exposto, e um pequeno volume de a&gua no grupo controle, o efeito foi
estatisticamente significativo. Ao compararmos as alteracbes no grupo controle com os
outros grupos, porém, foi evidente o aumento do efeito das fases experimentais quando em
exposicdo a deltametrina.

O efeito do tempo nos parametros das DOEs pode indicar um efeito cumulativo
tempo-dependente do inseticida, pois 0os menores valores de frequéncia atingidos pelos
peixes foram nas Gltimas horas de exposicdo ao inseticida (Tabela 4). O mesmo efeito foi
observado na Taxa Média da descarga de Gymnotus sylvius em exposicdo cronica de
metilmercdrio por 18 dias (Moraes, 2013). Diferentemente do que foi observado por
Ferreira (2009) em Microsternachus bilineatus exposto a gasolina e ao éleo diesel, onde os
peixes tenderam a retornar os valores da sua frequéncia ao padréo inicial, neste trabalho, o

efeito da deltametrina permaneceu até o final da fase de exposicdo. Este fato pode ser
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atribuido a caracteristica de baixa taxa de eliminacéo de piretrdides pelos peixes, quando
comparados com mamiferos e aves. Experimentos com a truta arco-iris indicaram que a
taxa de eliminacdo do piretrdide fenvalerato foi muito menor do que em aves e mamiferos,
sendo que 80 a 90% da dose permaneceram em amostras teciduais pelo periodo de 8 a 48
horas depois que a exposi¢édo foi cessada (Di Giulio e Hinton, 2008). Os peixes retém os
piretroides por mais tempo no organismo e alguns trabalhos indicam que isso se deve a
deficiéncia de peixes em carboxilesterases, enzimas que participam da hidrolise de
piretrdides (Demoute, 1989; Bradbury e Coats, 1989).

O fato da diminuicdo da Taxa Média ter sido maior na concentragdo de 3 pg.L™* do
que em 4 pg.L?, caracteriza um padrdo ndo linear de resposta das DOEs de peixes
gymnotiformes a diferentes poluentes, fatos estes ja registrados na literatura (Rossoni,
2005; Ferreira, 2009; Nunes, 2016). E possivel que, dependendo da concentragéo e do tipo
de poluente considerado, diferentes tipos de mecanismos de defesa e de compensacao
fisiologicos e bioquimicos internos seja acionados. A reducdo da Taxa Média de Dscarga
(TMD) parece ser uma resposta béasica, que ocorre automaticamente para diferentes tipos
de situacOes estressantes. Porém, a intensidade desta diminuicdo e o tempo necessario para
0 retorno aos valores iniciais do pré-teste, sdo o que diferenciam as respostas destes peixes
as diferentes concentrages. Uma reducdo maior da TMD para a concentraco de 3 pg.L*
do que para 4 pg.L? sugere que os gymnotiformes devem possuir um mecanismo
regulador interno gue liga e/ou desliga certos procedimentos de ajustes internos, quando 0s
niveis de um determinado poluente (ou substancia toxica) atinge um determinado nivel
critico no organismo. O efeito ndo linear de resposta da Taxa Média nas diferentes
concentracfes ndo parece estar associado a um efeito mais agudo da deltametrina na
concentracdo de 3 pg.L? do que na de 4 pg.L?, pois se observarmos o tempo de resposta
das frequéncias entre os tratamentos, o tempo de resposta foi bem menor para 4 pg.L™ do
que para 3 pg.L?. Os peixes expostos a maior concentragdo de deltametrina (4 pg.L™?) ao
invés de diminuirem constantemente a Taxa Média em resposta ao estimulo, mantiveram-
na estavel por um tempo. Esse comportamento pode estar associado a ativacdo destes
mecanismos de compensacdo internos e também explicar a baixa variabilidade (desvio
padrdo) das frequéncias na concentracdo de 4 pg.L?, quando comparada com o desvio
padrdo das taxas de descargas nos grupos expostos as menores concentracGes de

deltametrina.
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Estudos adicionais e especificos sobre estes mecanismos internos seriam
necessarios em gymnotiformes, mas é possivel que um desses mecanismos de ajuste
fisiolégico interno frente a exposicdo de altas concentracbes de poluentes esteja
relacionado com a atividade da enzima GST. No Capitulo 1 deste trabalho, foi observado
um aumento significativo da atividade desta enzima em concentracdes de 2 e 3 pg.L™. Na
Tabela 3 € possivel notar uma tendéncia de aumento da atividade da GST muscular na
concentracdo de 4 pg.L™. No entanto, as atividades da GST muscular e do figado néo
tiveram alteracbes estatisticamente significativas. E possivel, ainda, que a fase de
recuperacdo tenha influenciado nestes resultados, ja que os peixes foram transferidos para
agua limpa antes de terem suas atividades enzimaticas mensuradas.

A deltametrina age em receptores nicotinicos da acetilcolina e que podem afetar
indiretamente a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Porém, neste trabalho, a
auséncia de diferencas significativas nas atividades da AChE cerebral e muscular de
Microsternarchus cf. bilineatus entre os tratamentos experimentados, pode indicar que o
tempo de exposicdo pode ndo ter sido suficiente para a deltametrina afetar direta ou
indiretamente as atividades das enzimas. No experimento in vivo do Capitulo 1 tambem
ndo foram observadas alteracOes desta enzima nestes peixes expostos a deltametrina

mesmo por um periodo de 96 horas.

Sabe-se que piretroides do tipo Il agem diretamente no sistema nervoso central e
podem agir em receptores do acido y-aminobutirico (GABA; Demoute, 1989). O controle
das descargas do 6rgéao elétrico é feito por um nucleo cerebral, denominado de nucleo
marcapasso (NM), localizado no Sistema Nervoso Central, mais especificamente no bulbo
cerebral dos peixes. Kawasaki e Heiligenberg (1990) relataram o efeito de bloqueadores de
GABA no NM de Hypopomus que resultaram na diminuicdo de frequéncia e interrupcdes
nas DOEs destes peixes. Com base nestes resultados, € possivel argumentar que a
deltametrina possa ter agido diretamente nesse nlcleo de comando das descargas, ativando
0s receptores GABA, 0 que ocasionou em alteracdo do ritmo das DOEs de
Microsternarchus cf. bilineatus. Além disso, a deltametrina poderia agir diretamente no
OE, ligando-se aos canais de Na* dependentes de voltagem, resultando numa ativacdo
persistente destes canais e despolarizacdo da membrana, que geraria descargas repetitivas e
perturbacbes sinapticas que caracterizam 0s sintomas de intoxicacdo por
hiperexcitabilidade (Sonderlund et al. 2002). Contudo, ndo se observou este tipo de
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alteracdo nas DOEs de Microsternarchus cf. bilineatus, pois os canais dependentes de
voltagem do eletrocito de Microsternarchus sdo responsaveis pela fase negativa da DOE
deste género e, ndo foi observada nenhuma mudanca na forma de onda nos peixes expostos

durante o experimento.

Conclusdo

A deltametrina, nas doses e tempo de exposicdo estudados, causou efeitos
quantificaveis e significativos nos padrées da DOE de Microsternarchus cf. bilineatus. A
resposta desta espécie mostrou um efeito tanto dose-dependente, quanto tempo-
dependente. A capacidade desta espécie de alterar seu comportamento de forma detectavel
logo nas primeiras horas de exposi¢cdo ao inseticida deltametrina, € considerada primordial
para a implementacdo de sistemas de biomonitoramento de qualidade de agua em tempo
real. A deltametrina ndo alterou as atividades das enzimas AChE e GST em exposicéo de

trés horas.
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Figura 1. Esquema representativo das medicOes realizadas da descarga do érgdo elétrico.
F1; F2 e F3 representam as fases 1, 2 e 3. Al; A2; A3 representam as amplitudes das fases
1, 2 e 3. D1; D2; D3 representam a duracdo das fases 1, 2 e 3. Colchetes horizontais
representam a amplitude pico-a-pico ou amplitude total (A1+A2). Colchetes verticais

representam a duracéo total da descarga (D1+D2+D3). Adaptado de Nogueira (2006).

Figura 2. Representacdo grafica das variacdes de Taxa Média (Hz) mensuradas a cada 10
minutos ao longo de oito horas, totalizando 48 gravacfes. As fases experimentais pré-teste,
teste e recuperacdo estdo representadas pelas cores vermelho, azul e verde,

respectivamente. As linhas horizontais representam o intervalo de confianca.

Figura 3. Representacdo grafica das variacdes em P/Sratio mensuradas a cada 10 minutos
ao longo de oito horas, totalizando 48 gravacgdes. As fases experimentais pré-teste, teste e
recuperacdo estdo representadas pelas cores vermelho, azul e verde, respectivamente. As

linhas horizontais representam o intervalo de confianca.

Figura 4. Representacdo grafica das variacdes de PPrel mensuradas a cada 10 minutos ao
longo de oito horas, totalizando 48 gravacdes. As fases experimentais pré-teste, teste e
recuperacdo estdo representadas pelas cores vermelho, azul e verde, respectivamente. As

linhas horizontais representam o intervalo de confianca.

Figura 5. Andlise de cross-correlation entre o sinal elétrico da primeira gravacdo do pré-
teste e todos as demais gravacdes subsequentes. Nesta analise, o indice 1 representa dois

sinais 100% idénticos.

Figura 6. Tempo de resposta da Taxa Média (Hz) de Microsternarchus cf. bilineatus

exposto a trés concentracgdes testadas do inseticida deltametrina.
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Tabelal. Resultados estatisticos dos pardmetros das DOES nas diferentes varidveis fixas.

o Pardmetros das DOEs (varidveis dependentes)
Variaveis fixas

Taxa Média (Hz) P/Sratio PPrel
Fase experimental <0.001 <0.001 0,117
Tratamento <0.001 0,361 0,399
Tempo <0.001 0,593 0,096

Fase experimental: Tempo <0.001 <0.001 <0.001

Tabela 2. Comparacdo dos valores de Taxa Média entre as fases experimentais nas

diferentes concentracdes do inseticida deltametrina.

Tratamentos
Fases experimentais
-1 -1 -1
O0ug.L 2 ug.L 3 ug.L 4 ug.Lt
Pré-teste — Teste <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Teste — Recuperacgéo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pré-teste — Recuperacao 0,484 0,671 0,555 0.008
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Tabela 3. Atividades das enzimas AChE e GST em tecido muscular, nervoso e hepatico de
Microsternarchus cf. bilineatus em exposi¢éo a deltametrina por trés horas. As atividades

das enzimas estdo em nmol.min"t.mg proteina™ (Média + DP), n=10.

Atividades enzimaticas

Tratamentos
GST (masculo) ~ GST (figado) ~ AChE (masculo) ~ACNE (Nervoso)
0 pg.L* 149,2 + 33,3 34,3 +36,3 1535,5 + 381,0 49,1+133
2 pg.L* 98,2 + 30,6 458 +34,3 1540,1 + 620,6 46,7 +11,9
3pg.L? 120,2 + 58,3 43,5 + 26,5 1312,1 + 532,9 66,6 + 39,7
4 gLt 179,1+958  48,1+539 1312,5 + 465,7 46,0 £14,0

Tabela 4. Valores de Taxa Média (Hz) na primeira e Ultima hora de exposi¢cdo ao inseticida

deltametrina de individuos Microsternarchus cf. bilineatus.

Taxa Média (Hz)

Tratamentos
10 hora de exposi¢do Ultima hora de exposicao
OpglL? 60,1 + 8,69 53,563 £ 6,65
2 gLt 56,10 £ 16,27 41,20 £11,33*
3pglL?t 51,35+ 8,36 36,59 £ 13,29*
4pglL?t 50,43 £ 7,87 37,48 £ 3,32*

*indica diferenca estatisticamente significativa entre 1o e Gltima hora de exposicdo
(P<0,05).
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CONCLUSAO FINAL

A deltametrina demonstrou ser um inseticida altamente téxico para individuos de
Microsternarchus cf. bilineatus, com concentracio letal (CLso-96 horas) de 2,15 pg.L?
Este € o menor valor de CLso registrado na literatura para qualquer espécie de peixe
amazonico. A atividade da GST muscular de individuos expostos no experimento in vivo
foi induzida em concentragGes de 2 e 3 pug.L™?, o que pode refletir no papel do misculo na
defesa contra a acdo deste inseticida, que pode ser por desintoxicacdo do xenobidtico, por
meio da conjugacdo, ou por acdo da GST em produtos gerados por estresse oxidativo. Este
inseticida aumentou a atividade da AChE muscular em exposicao in vitro, mas nédo alterou
a atividade da AChE muscular e cerebral nos experimentos in vivo em 96 horas de
exposic¢do. Podemos concluir que a deltametrina ndo tem acdo direta clara na atividade da
AChE no tempo de exposicdo usado, e que os resultados de toxicidade encontrados neste
trabalho podem ser melhores explicados pela acdo da deltametrina em outras vias de
intoxicacdo, como os canais de Na* dependentes de voltagem e receptores GABA. O
experimento de gravacdo das descargas demonstrou uma diminui¢do da Taxa Média (Hz)
das DOEs dos peixes expostos a concentragdes de 2, 3 e 4 pug.L™* de deltametrina em menos
de trés horas de ensaio. Para o periodo de exposi¢do usado, a variavel Taxa Média de
descarga foi a Unica variavel relacionada a DOE que apresentou resultados
consistentemente relacionados com a dose e o tempo de exposicdo. Aparentemente, para
doses acima de 3pg.L™, mecanismos diferenciados de compensagao internas, fisiologicos e
bioguimicos, atuam na protecdo do organismo frente a presenca de poluentes. A resposta
da Taxa Média da DOE da espécie Microsternarchus cf. bilineatus na primeira hora de
exposicdo ao inseticida deltametrina registrada neste estudo € considerada primordial para
a implementacdo de sistemas de biomonitoramento de qualidade de dgua. A deltametrina

ndo alterou as atividades das enzimas AChE e GST em exposicao de trés horas.
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