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RESUMO

As estratégias de controle do principal vetor da dengue, Aedes aegypti, estao baseadas na
utilizacao de produtos quimicos e biologicos integrados com programas de manejo ambiental.
Os programas publicos que visam controlar o mosquito baseiam-se no uso de inseticidas
industrializados, dos quais se destacam o organofosforado Temefos e o piretrdide
Cipermetrina. Ao atingir os ambientes aquaticos, os inseticidas afetam os organismos alvo e
ndo-alvo, alterando a estrutura dos ecossistemas, matando, inclusive, os predadores naturais
das larvas de 4. aegypti. O desenvolvimento de Biomarcadores baseados em respostas
bioldgicas de organismos tratados com poluentes vem sendo amplamente utilizados para
monitorar os efeitos da exposicao a contaminantes. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
genotdxico na espécie de peixe Poecilia vivipara exposta aos inseticidas Cipermetrina e
Temefos. Para tanto, foram utilizados o Teste do Microntcleo e o Teste do Cometa em
eritrocitos. Os animais ficaram expostos durante 96 horas, ocorrendo coletas a cada 24 horas
para andlise da frequéncia de micronucleos e dos escores dos indices de danos no DNA. O
Teste do Micronucleo revelou diferencas significativas quando se comparou a frequéncia de
microndcleos do controle negativo com as frequéncias do tratamento com Cipermetrina
(ANOVA, P=0,00039) e do tratamento com Temefos (ANOVA, P<0,0001). O Teste do
Cometa também apresentou diferengas significativas na comparacao entre os escores do
controle negativo com os escores do tratamento com Cipermetrina (ANOVA, P<0,0001) e os
escores do tratamento com Temefos (ANOVA, P<0,0001). Os inseticidas Cipermetrina e
Temefos, amplamente utilizados no controle de Aedes aegypti, apresentaram agdo genotoxica
no peixe Poecilia vivipara, predador das larvas do mosquito.

Palavras-chave: Poecilia vivipara, Cipermetrina, Temef6s, Teste do Micronucleo, Teste do
Cometa, Biomonitoramento.



ABSTRACT

The strategies to control the major dengue transmitter, Aedes aegypti, are based in the
utilization of chemical and biological products together with environmental management
programs. The public programs that try to control the mosquito are based in the use of
industrialized insecticides, which emphasize the organophosphate Temephos and the
pyrethroid Cypermethrin. When into the aquatic habitats, the insecticides affect the target and
non-target organisms, modifying the ecosystems structure, killing, all together, the 4. aegypti
larvae natural predators. The development of biomarkers based on biological answers from
pollutants treated organisms are being used to monitor the effects of the exposition to
contaminants. This study’s goal was to evaluate the genotoxic in the fish specie Poecilia
vivipara which was exposed to the insecticides Cypermethrin and Temephos. For this, were
used the Micronuclei Assay and the Comet Assay in erythrocytes. The animals were exposed
for a period of 96 hours, with collects being done every 24 hours for the micronuclei
frequency analyze and the scores of the indices of DNA damages. The Micronuclei Assay
revealed significant differences when compared the negative control micronuclei frequencies
treatment with the Cypermethrin (ANOVA, P=0,00039) and the Temephos (ANOVA,
P<0,0001) treatments. The Comet Assay also presented significant differences when
compared the scores from the negative control, and the scores from the Cypermethrin
(ANOVA, P<0,0001) and Temephos (ANOVA, P<0,0001) treatments. The insecticides
Cypermethrin and Temephos, amply used on the control of Aedes aegypti, presented
genotoxic action in the Poecilia vivipara fish, the mosquito larvae predator.

Key-Words: Poecilia vivipara, Cypermethrin, Temephos, Micronuclei Assay, Comet Assay,
Biomonitoring.
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1 INTRODUCAO

As estratégias de controle do principal vetor da dengue, Aedes aegypti, estdo baseadas
na utilizacdo de produtos quimicos e biologicos integrados com programas de manejo
ambiental. Os programas publicos que visam controlar o mosquito baseiam-se no uso de
inseticidas industrializados, dos quais se destacam os organofosforados e piretrdides. O
organofosforado Temef6s e o piretréide Cipermetrina, utilizados no controle de larvas e
adultos de Aedes, respectivamente, t€ém sido empregados continuamente (Kerr, et al. 2009).

Os principais efeitos causados pelos organofosforados estdo relacionados,
primeiramente, a inibicdo da acetilcolinesterase, uma importante enzima do sistema nervoso
que, quando inibida, provoca acimulo de acetilcolina nas sinapses com consequente colapso
do sistema nervoso, resultando na morte do organismo contaminado (Fulton & Key 2001). Os
efeitos secundarios, porém muito relevantes, sdo resultantes da genotoxicidade dos
organofosforados. O efeito genotoxico ¢ causado por lesdes no DNA, incluindo quebras,
bases modificadas e eventos de perdas de cromossomos, durante a divisdo celular (Kirsch-
Volders et al. 2003).

Os piretroides sao compostos que atuam como neurotdoxicos, causando
hiperestimulacdo do sistema nervoso devido ao bloqueio que exerce nos canais de sédio
(Narahashi, 1996).

Ao atingir os ambientes aquaticos, os inseticidas afetam os organismos alvo e nao-
alvo, alterando a estrutura dos ecossistemas, matando, inclusive, os predadores naturais das
larvas de 4. aegypti (Titenko-Holand et al., 1997; Das & John, 1999; Cakir & Sarikaya, 2005;
Pifia-Guzman et al., 2006). O uso frequente de inseticidas pode levar ao desenvolvimento de
resisténcia do mosquito ao inseticida (Karunaratne & Hemingway, 2001), favorecendo o
aumento das populacdes de 4. aegypti, dos indices de casos de dengue (Marcoris et al., 1999;
Campos & Andrade, 2001) e desestabilizando os ecossistemas que atingem.

Os efeitos dos inseticidas em animais ndo-alvos vao desde alteracdes fisioldgicas,
relativamente simples, até a morte do organismo. Entretanto, a exposi¢do a concentragdes
subletais dessas substancias pode induzir mudangas em niveis individuais, mas que implicardo
em alteracdes nos parametros populacionais. A energia empregada na detoxificacdo e o
estresse causado pelas doses subletais causam mudancas no metabolismo do organismo,
alterando a sobrevivéncia e reduzindo a reprodutividade das populacdes afetadas (Duquesne,

2006).



O desenvolvimento de Biomarcadores baseados em respostas bioldgicas de
organismos tratados com poluentes vem sendo amplamente utilizados para monitorar os
efeitos da exposicdo a contaminantes. Estudos que envolvem marcadores para contaminagao
individual, populacional ¢ do ambiente sdao relevantes por fornecer parametros que
possibilitam avaliar e predizer os efeitos da propagagdo de inseticidas em sistemas biologicos,
mostrando os possiveis impactos em diversas populacdes, alcancando uma ampla visdo do
impacto ambiental causado pelo uso exacerbado de inseticidas (Duquesne, 2006).

Peixes do género Poecilia geralmente sdo onivoros, comendo invertebrados aquaticos
e terrestres, detritos e plantas, larvas de insetos, sendo bastante utilizados como controladores
bioldgicos do mosquito Aedes aegypti. A maioria dos estudos sobre a dieta de P. vivipara,
revelou matéria organica vegetal como um componente importante de sua dieta (Bizerril &
Primo, 2001). A espécie Poecilia vivipara tem ampla distribuicdo ao longo da América do
Sul, habitando 4guas de fluxo lento de clima temperado para regides tropicais, € apresentam
uma alta tolerancia a variagdes térmicas e de salinidade (Trexler, 1989). Eles sdo considerados
organismos-modelo em estudos de biologia reprodutiva e comportamento (Parenti &
Rauchemberger, 1989).

Biomarcadores podem ser definidos como respostas bioldgicas aos poluentes
ambientais, podendo ser mensurados, indicando a presenca, os efeitos e até mesmo o grau de
contaminagdo. Podem determinar se h4 contaminagdo ambiental em grau suficiente para
causar efeitos fisiologicos, justificando investigagdes adicionais para determinar a natureza e
o grau de contaminagdo. Por isto consideram-se biomarcadores como indicadores precoces de
contaminagao (Klemz, 2002).

Nas décadas de 50 e 60 a ecologia e a genética se uniram para desenvolver os
primeiros testes empregados em genotoxicidade (Villela et al., 2003).

Os micronucleos sdao massas de cromatina formadas por fragmentos de cromossomos
ou cromossomos inteiros perdidos durante a anafase na divisao celular, devido a eventos
clastogénicos ou aneugénios. Eles também podem ser provenientes da interacdo de agentes
quimicos, fisicos e bioldgicos com estruturas ndo gendmicas, que promovem disturbios na
maquinaria mitotica e falha na segregacdo dos cromossomos (Schmid, 1975; Rabello-Gay,
1991; Al-Sabti, 1995; Fenech, 2000; Souza & Fontanelli, 2006).

O teste do microntcleo ¢ uma técnica vantajosa, podendo ser usada em qualquer tipo
de populacdo celular em proliferacdo, ndo sendo necessario o conhecimento prévio do

cariotipo do animal (Rodriguez-Cea et al., 2003).



A técnica desenvolvida por Schmid (1975) foi adaptada de roedores para a aplicacao
laboratorial em peixes por Hooftman & Raat (1982). Muitos estudos utilizam o teste do
micronucleo para detectar os efeitos da exposicdo de substidncias quimicas, mutagénicas e
cancerigenas em peixes (Manna & Sadhukhan, 1986; Majone et al., 1988; Campana et al.,
1999; Grisolia & Starling, 2001). O teste ¢ considerado um dos métodos mais uteis para a
avaliagdo da genotoxicidade nos ecossistemas aquaticos (Heddle et al., 1991).

Algumas anomalias nucleares sdo registradas em peixes apOs serem expostos a
substancias quimicas ou poluentes da agua, por isso alguns autores sugerem que essas
anomalias sejam levadas em consideracdo durante a andlise convencional de micronucleos,
pois podem estar relacionadas aos processos de citotoxicidade, agdes sobre a divisdo celular e
a genotoxicidade ou mutagenicidade (Souza & Fontanelli, 2006).

O Ensaio do Cometa ¢ uma técnica capaz de detectar dano ao DNA em células
individualizadas (Ferraro, 2004), através da medi¢do da migragdo do DNA em gel depois de
uma corrida eletroforética (Singh et al., 1988). Os fragmentos de DNA deixados apos a
passagem da corrente elétrica formam uma longa cauda, por isso 0 nome cometa (Bombail et
al., 2001).

Pela sua sensibilidade em quantificar lesdes no DNA em células individuais, esta
técnica ¢ excelente para o biomonitoramento ambiental, detectando os efeitos de poluentes
genotoxicos em aguas superficiais e sedimentos (Pandrangi et al., 1995; Mitchelmore &
Chipman, 1998).

Para a avaliagdo da extensdo do dano causado ao DNA, uma das medidas utilizadas ¢ a
relagdo entre o raio do nucleo e a extensdo das “caudas” formadas pelo DNA em migracao
(classificados como classe 0 - nenhum dano, até a classe 4 - possivelmente em apoptose). Esta
analise pode ser feita visualmente ou através de softwares especiais.

O Sulfato de Cobre, utilizado nesse trabalho como Controle Positivo, é altamente
toxico em peixes, sendo muitas vezes utilizado como peixecida. Ele provoca aumento da
respiracdo mitocondrial, diminui as respostas a estimulagdes adrenérgicas, acidificacdo
intracelular e o mais importante, reduz a viabilidade celular (Manzl et al., 2004). Os efeitos do
sulfato de cobre t€m sido bastante estudados, e sabe-se que algumas espécies sdo mais
susceptiveis que outras (Carvalho & Fernandes, 2005).

Muitas pesquisas com estudos in vitro e com culturas de células afirmam a capacidade
do cobre de iniciar danos oxidativos além de peroxidacdo de membranas lipidicas,
interferindo em importantes eventos celulares (Krumschnabel et al., 2005; Gaetke & Chow,

2003).



O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito genotoxico na espécie de peixe Poecilia
vivipara exposta aos inseticidas Cipermetrina e Temefos. Para tanto, foram utilizados o Teste

do Micronucleo e o Teste do Cometa em eritrocitos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomonitoramento Ambiental

Nas ultimas décadas tem aumentado o interesse da comunidade cientifica e agéncias
regulatorias em relacdo a deteccdo, conhecimento e controle aos agentes ambientais
responsaveis por danos a saude humana e a sustentabilidade dos ecossistemas. (Da Silva et al.,
2003).

As principais situagdes que requerem biomonitoramento ambiental sdo aquelas onde
se acredita que espécies nativas estdo sendo ameagadas, quando héa implicagdes para a satde
humana no consumo de organismos afetados ou quando se quer conhecer a qualidade
ambiental (Da Silva et al., 2003).

Muitas substancias toxicas podem ser transferidas dos tecidos dos organismos para os
seus predadores e chegar a concentragdes de maiores magnitudes nos niveis troficos
superiores (De Lemos & Terra, 2003).

O biomonitoramento utilizando organismos expostos a poluentes e testes em sistemas
bioldgicos sdo ferramentas para a identificagdo de substancias capazes de causar dano a saude

humana e ao ambiente (Da Silva et al., 2003).

2.2 Efeitos De Poluentes Sobre Organismos Aquaticos

O aumento de contaminantes antropogénicos e outros estressores tem provocado
mudangas bruscas nos ecossistemas aquaticos, despertando interesse em questdes como a
acumulagdo e os efeitos toxicos de contaminantes na sobrevivéncia de organismos aquaticos
(Malins & Ostrander, 1991).

Estudos dos efeitos causados por substidncias quimicas sobre organismos aquaticos
utilizam desde espécies do fitoplancton até grandes mamiferos, como as baleias (Malins &
Ostrander, 1991). A toxicologia aquatica inicialmente focava principalmente o estudo com
substancias quimicas toxicas ao meio ambiente, entretanto, ocorreu a expansao destes estudos
e atualmente envolvem conversdes metabdlicas de carcindgenos, modificagdes no DNA e
outros processos bioquimicos distintos. Alguns sistemas bioquimicos dos organismos
aquaticos sao similares ao de animais terrestres, tal como o sistema que responde a substancia

estranha ao organismo e aquele responsavel pelas oxidases de fungdes mistas (Malins &

Ostrander, 1991).



A contaminacdo dos recursos hidricos ocorre pela acdo direta, ou seja, por meio de
substancias que sdo lancadas diretamente no ambiente, por exemplo, esgotos urbanos e
efluentes industriais. De modo indireto por meio de substancias langadas no solo ou no ar que
em func¢do das chuvas ou infiltragdo podem atingir as aguas. Nem todo composto organico
presente na agua pode ser qualificado, dificultando a determinagdo de seus efeitos biologicos
€ sua contaminagdo total, tornando-se necessario o desenvolvimento de novos testes
biologicos para determinar a contaminagdo total e as vias mais sensiveis a contaminagao
(Deventer, 1996; Grisolia, 2005).

Estudos sobre a exposicao de espécies aquaticas aos compostos genotdxicos, os quais
aumentam o risco de cancer, toxicidade de embrides e efeitos teratogénicos sdo importantes
para determinar o potencial do impacto ecologico de cada efeito nos individuos. Esse impacto
pode levar a disturbios na dindmica da populagdao e na comunidade. Dentre as implicagdes
ecoldgicas associadas a genotoxicidade, a detec¢do e quantificagdo dos danos genéticos sao
mais interessantes para a realizacao de estudos ambientais (Nacci et al., 1996).

Agentes genotoxicos causam danos no DNA e caso eles ndo sejam reparados, pode ser
iniciada uma série de consequéncias biologicas nas células, orgdos, no animal inteiro,
atingindo assim a populag¢do e comunidade do organismo. Estes danos, em uma variedade de
animais aquaticos, estdo associados a reducdo do crescimento corporal, desenvolvimento
anormal, diminui¢do da sobrevivéncia de embrides, larvas e animais adultos (Lee & Steinert,
2003). Os agentes genotoxicos podem produzir quebras nas fitas do DNA, modificagdo de
bases, em sitios sensiveis a alcalinidade, alteracdes nos locais de ligacdo entre 0o DNA-DNA e
entre 0 DNA-proteinas (Lee & Steinert, 2003).

A polui¢do das aguas por compostos genotoxicos tem sido determinada principalmente
pela execucdo de ensaios como o teste de AMES e SMART em amostras de 4gua ou extratos;
0s peixes e os moluscos também sdo utilizados como organismos teste (Deventer, 1996). Uma
variedade de métodos foi desenvolvida para detectar os danos no DNA, entre eles o teste de
micronucleos, o de aberragdes cromossomicas (Deventer, 1996), o de troca de cromatides
irmas (Lee & Steinert, 2003), os quais necessitam da proliferagao celular. Entretanto, existem
técnicas como a desenvolvida por Singh et al. (1988), o teste de eletroforese em células
isoladas, que detecta quebras simples no DNA, areas sensiveis a alcalinidade e pode avaliar
células em proliferacdo e nao proliferativas (Monteith & Vanstone, 1995; Lee & Steinert,

2003).



2.3 Peixes Como Modelo Animal

O uso de peixes como modelo animal em testes laboratoriais estd aumentando devido
a sua biodiversidade e ampla variedade de habitats (Powers, 1989), pela existéncia de técnicas
padronizadas para as culturas em laboratdrio e a grande quantidade de informacgdes bioldgicas
e toxicologicas (Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Miracle & Ankley, 2005). Os peixes também
podem acumular substancias quimicas pela exposi¢cdo direta aos poluentes presentes na agua
ou indiretamente pela cadeia alimentar (Ateeq et al., 2002).

Os peixes indicam o potencial de exposicdo de populagdes humanas a genotoxicos
quimicos, sendo considerados os maiores vetores de transferéncia de contaminantes para

humanos (Al-Sabti & Metcalfe, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material biologico

Os peixes da espécie Poecilia vivipara, conhecidos popularmente como Lebiste ou
Guppy (Figura 1), utilizados neste trabalho foram coletados no reservatorio artificial na
Universidade Federal de Uberlandia, sendo selecionadas apenas fémeas entre 4,5 ¢ 5
centimetros de tamanho. Apos a selecdo os peixes foram divididos em oito grupos de vinte
animais e cada grupo foi colocado em aquario com cinquenta litros de dgua de-clorada, sendo
alimentados com ragdo para peixes trés vezes ao dia. Eles foram mantidos sob aeragdo
constante, temperatura de 25 £ 2 °C e pH 7,4 . Para aclimatizacdo, os peixes foram mantidos

nos aquarios por sete dias antes do tratamento.

Figura 1: Espécie Poecilia vivipara, popularmente conhecida como Lebiste ou Guppy.

3.2 Quimicos

Amostras do inseticida organofosforado Temefos (Abate®) CAS number: 3383-96-8
lote: 091126-017 fabricagdo: 26/11/2009 Itaim Bibi/SP e do piretroide Cipermetrina
(Cynoff®) CAS number: 52315-07-8 lote: 080417-121 fabricagdo: 17/04/2008 Uberaba /MG

foram doadas pelo Centro de Controle de Zoonoses de Uberlandia.

3.3 Exposicao dose-tempo

Ap6s aclimatizacdo os peixes dos aquarios 1 e 2 foram submetidos a concentracio de
0.02 mg/L de Cipermetrina, os dos aquarios 3 e 4 a concentracdo de 0.02 mg/L. de Temefos,
dosagens recomendadas pelo Centro de Controle de Zoonoses de Uberlandia para combate ao

Aedes aegypti. Os peixes dos aquarios 5 ¢ 6 continuaram na agua de-clorada (Controle



11

Negativo) e os animais dos aquarios 7 e 8 foram utilizados como Controle Positivo, sendo
submetidos a concentragdo de 0,05 mg/L de Sulfato de Cobre . Os animais ficaram expostos
durante 96 horas, ocorrendo coletas nos tempos 24, 48, 72 ¢ 96 horas. Para a analise coletou-

se quatro animais por aquario a cada 24 horas.

3.4 Teste do Micronucleo

O sangue dos peixes foi coletado por puncdo caudal, utilizando seringa heparinizada
com capacidade para 1 mL e agulha de parede fina (Udroiu, 2006). Cada amostra foi
imediatamente submetida a técnica de esfregaco em lamina de vidro para microscopia de luz.
O esfregaco foi fixado em metanol puro por 15 min, seguido de coloracdo com giemsa 10%
solubilizado em tampao Sorensen (Na,HPO, 0,06 M; KH,PO4 0,06 M, pH 6,8) por 10 min.
Para verificar a frequéncia de microntcleos foram analisadas 2.000 células com membrana
celular intacta por exemplar, sendo analisadas 16.000 células a cada 24 horas por cada
tratamento, totalizando 64.000 analisadas no final de cada tratamento. Foram aceitos como
micronicleos os fragmentos circulares que equivaleram a cerca de 1/3 a 1/20 do ntcleo
principal e que apresentaram mesma coloragdo, intensidade e estiveram desconectados deste

(Figura 2).

e,

Figura 2. Micronucleo em células de eritrocitos de sangue periférico de Poecilia vivipara, corados com Giemsa a

10%.

3.5 Teste do Cometa

O sangue para o Teste do Cometa foi coletado juntamente com o sangue para o Teste
do Micronucleo. Para cada lamina, 5 pL de sangue de cada peixe foram solubilizados em 75
uL de agarose low-melting point 0,75%. Esta solugcdo foi espalhada sobre uma lamina de
microscopia com pré-cobertura de agarose (0,5%). As laminas foram, posteriormente,

submergidas em Tampao de Lise Alcalina (sarcosinato de sodio 1%, NaCl 2,5 M, EDTA 100
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mM, Tris HCI 10 M, pH 10) por uma hora a 4 °C. Em seguida, as laminas foram colocadas
em uma cuba de eletroforese horizontal. A eletroforese foi realizada em condigdes alcalinas
(pH 13) a 25V e uma corrente de 300mA por 15 minutos. Finalmente, as ldminas foram
neutralizadas com tampao Tris 0,4 M, pH 7,5. Ap6s secagem, procedeu-se a coloragdo com
solugdo de prata (nitrato de prata 0,1%; acido tungstosilicico 0,25%; formaldeido 0,15%).
Foram analisadas 100 células (nucledides) de cada individuo utilizado no experimento,
perfazendo um total de 800 células por periodo de cada tratamento, totalizando 3.200 células
no final de cada tratamento. As células foram classificadas individualmente em quatro classes
de cometa de acordo com o tipo de dano identificado (dano 0 a dano 4) (Figura 3). Para a
quantificagdo do dano no DNA, o escore total para 100 células analisadas variou de 0 (dano
minimo = nenhuma célula danificada) a 400 (dano maximo = todas as células com dano de
classe 4) (Jaloszynski, 1999), sendo empregada a féormula:
ID (ua) = N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4
S/100

Onde,

ID = indice de danos no DNA;

ua = unidade arbitraria;

N1 —N4 = nucleoides nas classes 1, 2, 3 e 4;

S = nimero de nucledides analisados, incluindo os da classe O.

‘ : I' E i‘
’ ' ‘ ﬁ 8-
_Classe 0 : Classe 1 Classe 2 _Classe 3 . Classe 4

Figura 3: Classificagdo dos cometas de acordo com niveis de danos no DNA.

3.6 Analise estatistica

Todos os dados foram estatisticamente analisados. Sendo considerados

estatisticamente significantes valores de P inferiores a 0,05 (Callegari-Jacques, 2006).
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4 RESULTADOS
4.1 Frequéncia de micronucleos

4.1.1 Controle Negativo

A comparagdo dos micronucleos observados apos 24, 48, 72 ¢ 96 horas do controle
negativo nao revelou diferenca significativa (ANOVA, P=0,964). A tabela 1 mostra a

mediana dos micronucleos obtidos no Controle Negativo.

Tabela 1: Mediana das frequéncias de microntcleos observados no Controle Negativo.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana da frequéncia 1,375 1,25 1,5 1,375

4.1.2 Controle Positivo

A tabela 2 mostra a mediana dos microntcleos encontrados por individuo no Controle
Positivo. A comparagdo da frequéncia dos micronucleos encontrados em diferentes periodos
do tratamento com Sulfato de Cobre nao revelou nenhuma diferenga significativa entre eles
(ANOVA, P=0,177). Mas a comparagdo entre os micronucleos encontrados nos controles

Positivo e Negativo indicou uma diferenca significativa (ANOVA, P<0,0001).

Tabela 2: Mediana das frequéncias de micronucleos observadas no Controle Positivo.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana da frequéncia 7 7,625 8,25 8,5

4.1.3 Expostos a Cipermetrina

A tabela 3 mostra a mediana, crescente de acordo com o tempo de exposicdo, dos
microndcleos encontrados por individuo nos tempos do tratamento com Cipermetrina. Na
comparagao dos micronucleos encontrados nos tempos do tratamento com Cipermetrina uma
diferenca significativa foi observada entre eles (ANOVA, P=0,0029). Na comparagdo entre os
microndcleos encontrados nos tratados com Cipermetrina e Controle Negativo foi observada
uma diferenga significativa (ANOVA, P=0,00039), assim como na comparagdo entre 0s

microntcleos encontrados no tratado com Cipermetrina e Controle Positivo (ANOVA,
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P<0,0001). A figura 1 mostra a mediana dos micronucleos encontrados no tratamento com

Cipermetrina frente os controles Positivo e Negativo.

Tabela 3: Mediana das frequéncias de microntcleos do tratamento com Cipermetrina.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana da frequéncia 1,5 2,125 2,25 3,25

Figura 4: Medianas dos micronucleos encontrados no tratamento com Cipermetrina, Sulfato

de Cobre (Controle Positivo) e Controle Negativo.
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4.1.4 Exposi¢ao ao Temefos

Para os peixes expostos ao Temefos também se observou um aumento gradativo nas

médias das frequéncias de microntcleos de acordo com os tempos de exposicao (Tabela 4).

Comparando as frequéncias entre os tempos de exposi¢do se observou diferengas

significativas (ANOVA, P=0,00067). Na comparacdao dos animais expostos ao Temefos com

os controles Negativo e Positivo, ambas as diferengas foram (ANOVA, P<0,0001). A figura 2

mostra as médias de micronucleos encontradas nos animais expostos ao Temefos, Sulfato de

Cobre (Controle Positivo) e Controle Negativo.

Tabela 4: Mediana das frequéncias de microntcleos no tratamento com Temefos.

Tempo 24hrs  48hrs 72hrs 96hrs
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Mediana da frequéncia 2,125 2,5 3,375 4,25

Figura 5: Medianas dos micronucleos encontrados nos tratamentos com Temef6s, Sulfato de

Cobre (Controle Positivo) e Controle Negativo.
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2 41
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24 48 72 96
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4.2 Teste do Cometa

4.2.1 Controle Negativo

A tabela 5 mostra a mediana dos escores encontrados no Controle negativo, ndo tendo

sido observadas diferencas significativas (ANOVA, P=0,470).

Tabela 5: Mediana dos escores encontrados no Controle Negativo do Teste do Cometa.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana dos escores 47,125 50,5 48,375 47,125

4.2.2 Controle Positivo

As medianas dos escores dos animais tratados com Sulfato de Cobre apresentaram
taxas crescentes de danos com maior tempo de exposicao (Tabela 6). Diferengas significativas
foram observadas na comparagdo entre os escores dos tempos de exposi¢ao dos controles
Positivo e Negativo (ANOVA, P<0,0001). Na comparacdo entre os tempos do tratamento
com Sulfato de Cobre também foram observadas diferengas significativas entre eles

(ANOVA, P=0,0065).
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Tabela 6: Mediana dos escores encontrados no Controle Positivo do Teste do Cometa.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana dos escores 230,5 246,25 248.5 251,125

4.2.3 Expostos a Cipermetrina

A mediana dos escores dos animais expostos a Cipermetrina apresentou aumento
gradativo de acordo com os tempos de exposicdo (Tabela 7). Numa comparagdo entre os
escores dos tempos de exposi¢do a Cipermetrina diferencas significativas também foram
observadas entre eles (ANOVA, P<0,0001). Quando se comparou os escores dos tratados com
Cipermetrina com os escores do Controle Negativo se observou uma diferenga significativa
(ANOVA, P<0,0001) e com o Controle Positivo (ANOVA, P<0,0001). A figura 3 mostra as
médias de escores encontradas na exposi¢do a Cipermetrina, Sulfato de Cobre (Controle

Positivo) e Controle Negativo.

Tabela 7: Mediana dos escores encontrados no tratamento com Cipermetrina.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana dos escores 78,375 84,25 91,25 102

Figura 6: Medianas dos escores encontrados nos tratamentos com Cipermetrina, Sulfato de

Cobre (Controle Positivo) e Controle Negativo.
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4.2.4 Exposicao ao Temefos

Para os peixes expostos ao Temefos também se observou um aumento gradativo nas
médias dos escores de acordo com os tempos de exposi¢ao (Tabela 8). Numa comparagao
entre os escores dos tempos de exposicdo ao Temefds, uma diferenca significativa foi
observada (ANOVA, P=0,0001). Na comparacao entre escores dos expostos ao Temefos com
os controles Negativo e Positivo, também foram observadas diferengas significativas nas duas
ocasioes (ANOVA, P<0,0001). A figura 4 mostra as médias de escores encontradas nos

animais expostos ao Temef6s, Sulfato de Cobre (Controle Positivo) e Controle Negativo.

Tabela 8: Mediana dos escores encontrados nos tempos do tratamento com Temefos.

Tempo 24hrs 48hrs 72hrs 96hrs
Mediana dos escores 123,25 143,375 161 167,75

Figura 7: Medianas dos escores encontrados nos tratamentos com Temefo6s, Sulfato de Cobre

(Controle Positivo) e Controle Negativo.
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5 DISCUSSAO

H4 uma tendéncia recente de substituir os inseticidas organofosforados e
organoclorados pelos inseticidas piretréides (Casida & Quistad, 1998). Essa substitui¢ao se
deve ao fato dos piretroides apresentarem baixa toxicidade aos mamiferos (Abernathy &
Casida, 1973; Casida et al., 1983) quando comparados aos organofosforados. Entretanto, ha
diversos relatorios a respeito da sensibilidade de espécies de invertebrados aquaticos e de
alguns peixes aos piretroides (Bradbury & Coats 1989, Werner et al. 2002, Denton et al.
2003).

Os praguicidas organofosforados foram sintetizados no final da década de 1930. Os
piretroides foram desenvolvidos nos anos 80 com a finalidade de substituir os
organofosforados e organoclorados, pois estes possuiam alto poder residual e alta toxicidade
para seres humanos e animais (Almeida, 1994). Muitos estudos realizados em mamiferos,
passaros e peixes (WHO, 1993) demonstram que os praguicidas organofosforados apresentam

alta toxicidade para organismos.

5.1 Teste do micronucleo

O Teste do Micronucleo ¢ utilizado para detectar quebras nos cromossomos durante a
anafase e importante por fornecer informagdes sobre os efeitos clastogénicos causados por
poluentes (Grisolia & Starling 2001). Este fato pode ocorrer de maneira natural caso ocorra
falha no sistema de reparagdo da célula ou pode ocorrer devido a presenca de compostos
xenobidticos de origem organica ou inorganica, que influenciam no aumento da formacao de
micronucleo (Cavalcante et al. 2008).

A avaliagdo genotoxica por meio do Teste do Micronucleo nos exemplares de Poecilia
vivipara apresentou um aumento na frequéncia em comparagdo ao grupo Controle Negativo,
tanto nos animais tratados com Temefds quanto nos tratados com Cipermetrina, revelando
uma agdo genotoxica de ambos inseticidas. Na comparacdo com o Controle Negativo a
frequéncia de micronucleos, tanto dos expostos a Cipermetrina quanto ao Temefos, foi
superior em todos os tempos de exposicdo do experimento. Resultados parecidos foram
observados por (Simoniello et al., 2005). Confirmando Almeida (1994), o inseticida
organofosforado provocou uma frequéncia maior de microntcleos, indicando sua maior
toxicidade quando comparado com o piretroide. Aumento na frequéncia de micronicleos

também foi verificada por Moron et al,. (2006) em Piaractus mesopotamicus quando exposto
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ao herbicida atrazina. Resultado semelhante foi observado por Ayllon & Garcia-Vazquez
(2001) em Oncorhynchus mykiss quando expostos a ciclofosfamida, N-etil-N-nitrosuera,

acrilamida e colchicina.

5.2 Teste do cometa

De acordo com diretrizes internacionais, o Teste do Cometa ¢ um método de
quantificagdo de danos no DNA bem validado que pode ser usado com confiabilidade elevada
na avaliacdo de alguns organismos expostos a contaminantes (Grazeffe et al. 2008). Este teste
oferece vantagens consideraveis sobre os outros métodos citogenéticos, por exemplo, os testes
de identificagdo da presenca de aberragdes de cromossoma, da troca de cromatides irmas e até
mesmo do Teste do Micronucleo usados para a deteccdo de dano ao DNA, visto que no Teste
do Cometa as células ndo precisam estar em fase mitotica ativa (Andrade et al.,2004). A
interagcdo de agentes genotdxicos com DNA podem contribuir para um nivel do aumento de
rupturas das bases nucléicas motivando o aumento de danos no DNA (Simoniello et al. 2009).
Consequentemente, se nao houver reparo do DNA poderd ocorrer efeitos em cascata
resultando em alteragdes a niveis celulares e fisioldgicos.

O Teste do Cometa revelou dano genotdxico em eritrocitos da espécie Poecilia
vivipara no estudo realizado. Assim como no Teste do Microntcleo os animais expostos ao
inseticida Cipermetrina apresentaram escores mais elevados em todos os tempos de
exposi¢dao, quando comparados ao grupo Controle Negativo. Nos animais expostos ao
Temefos os escores de cada tempo de exposi¢do também diferiram significativamente dos
escores dos tempos do Controle Negativo. Quando comparados com o Controle Positivo se
observou uma diferencga significativa dos dois inseticidas, porém os escores dos expostos ao
Temefos se aproximaram mais, revelando maiores danos. Os resultados desse teste

corroboram resultados encontados por (Simoniello et al., 2005; Aiub et al., 2002).
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6 CONCLUSAO

Os dois testes aplicados como biomarcadores dos efeitos genotoxicos em Poecilia
vivipara revelaram a agdo genotoxica dos inseticidas Temefos e Cipermetrina. Os dois
inseticidas apresentaram niveis crescentes de danos genotoxicos nos peixes, de acordo com o
tempo de exposi¢ao. Comparando-os, o organofosforado apresentou maiores danos em ambos
os testes, Cometa e Micronucleo.

Como os dois inseticidas necessitam entrar em contato direto com o organismo alvo
para se obter a reagdo desejada e sao amplamente utilizados no controle do mosquito da
dengue, seus efeitos atingem diversos organismos nao-alvo, inclusive o homem, devido a sua
forma de aplicagdo. Desse modo, estudos mais detalhados sobre a a¢do desses inseticidas sao

necessarios para avaliar seus efeitos sobre esses organismos nao-alvo.
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