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RESUMO:

Os programas publicos que visam controlar o mosquito vetor da dengue, dedes aegypti,
baseiam-se no uso de inseticidas industrializados como os organofosforados. Ao atingir
0s ambientes aquaticos, os organofosforados afetam os organismos alvo € ndo alvo,
alterando a estrutura dos ecossistemas, matando, inclusive, os predadores naturais das
larvas de A. aegypti. Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do tratamento com
diferentes exposi¢oes dose-tempo de Temefos (TE) em Poecilia reticulatus, por meio do
Teste de Micronucleo e da Andlise de esterases. O Teste de Micronucleo revelou que o
incremento nas taxas de micronucleos foi dose e tempo dependente, sendo que as
maiores freqiiéncias foram observadas apos 72 horas de exposigdo ao organofosforado.
A andlise esterdsica mostrou que a enzima EST-1, classificada como uma
carboxilesterase teve sua atividade mais elevada apds 120 ¢ 144 horas. N&o foi revelada
evidéncia estatistica de correlagdio entre a atividade da enzima EST-1 e a freqiiéncia
média de micronticleos para o tratamento com TE (0,01 mg/L) nos periodos de
exposicdo estudados (r = 0,228652; P> 0,05). Entretanto, uma correlagdo negativa,
estatisticamente significativa (r = -0,89046; P <0,05), ocorreu entre a freqiiéncia de
microntcleos e a atividade de EST-8 para o mesmo tratamento. O aumento significativo
da expressdo de EST-1 pode estar associado & diminui¢do das freqiiéncias de
micronucleos apos 120 e 144 horas de exposigdo ao TE. A correlagdo negativa entre a
expressdo de EST-8, classificada como uma colinesterase, e¢ a freqgiiéncia de
micronucleos sugere que o organofosforado TE atua aumentando o efeito genotdxico e

inibindo a atividade colinesterdsica ao longo do tempo de exposigao.

Palavras-chave: Poecilia reticulatus — biomonitoramento — esterases — micronucleo — organofosforado.

INTRODUCAO:

As estratégias para o controle do principal vetor da dengue, Aedes aegypti Linnaeus,
1762 estdo fundamentadas na utilizagfio de produtos quimicos e bioldgicos integrado

com programas de manejo ambiental. Os programas publicos que visam controlar o



mosquito utilizam varios inseticidas, dos quais se destacam os organofosforados ¢
piretréides. O organofosforado temefos (TE), utilizado no controle de larvas de Aedes,
tem sido empregado continuamente (Carvalho et al. 2004).

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

O desenvolvimento de Biomarcadores baseados em respostas biologicas de
organismos tratados com poluentes vem sendo amplamente utilizado para monitorar os
efeitos da exposi¢io a contaminantes (Garcia et al. 2000).

A inibigdo de colinesterases ¢ um biomarcador muito utilizado para indicar os efeitos
da exposi¢do a inseticidas (Monteiro et al. 2005). Outro biomarcador amplamente
empregado ¢ o Teste de Micronicleo (TMN). O TMN com peixes revelou ser uma
eficiente técnica para determinar o potencial genotoxico de agentes quimicos poluidores
(Bolognesi et al. 1999, Grisolia & Starling 2001).

Inseticidas ndo afetam somente organismos alvos, como também provocam efeitos
em outros organismos € até mesmo na espécie humana (Titenko-Holand et al. 1997). Ao
atingir os ambientes aquaticos, os organofosforados afetam os organismos alvo ¢ ndo
alvo, alterando a estrutura dos ecossistemas, matando, inclusive, os predadores naturais
das larvas de A. aegypri (Das & John 1999, Cakir & Sarikaya 2005, Pifia-Guzman et al.
2006). O uso freqiiente de temefds pode selecionar populagdes de mosquitos resistentes
ao inseticida (Karunaratne ¢ Hemingway 2001), favorecendo com o aumento das
populagdes de A. aegypti, dos indices de casos de dengue (Marcoris et al. 1999, Campos
e Andrade 2001) e desestabilizagdo dos ecossistemas que atingem.

Os efeitos dos inseticidas em animais ndo alvos vdo desde alteragoes fisiologicas,
relativamente simples, at¢ a morte do organismo, entretanto, a exposi¢do as

concentragdes subletais dessas substancias pode induzir mudangas em niveis individuais,



que implicardo em alteragdes nos pardmetros populacionais. A energia empregada na
detoxificagdo ¢ o estresse causado pelas doses subletais causam mudangas no
metabolismo do organismo, alterando a sobrevivéncia e reduzindo a reprodutividade das
populagdes afetadas (Duquesne 2006).

Estudos que envolvem marcadores para contaminagdo individual, populacional e do
ambiente sdo relevantes por fornecerem pardmetros que possibilitam avaliar e predizer
os efeitos da propagac@o de inseticidas em sistemas biologicos, mostrando os possiveis
impactos em diversas populagdes.

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do tratamento com diferentes
exposi¢des dose-tempo de Temefdés em Poecilia reticulatus, por meio do Teste de
Microntcleo (TMN) e da andlise do perfil esterasico com caracterizagdo de esterases

pelo uso de inibidores especificos.

MATERIAIS E METODOS:

Material biologico

Os peixes (Poecilia reticulatus), popularmente conhecidos como “guppys”,
utilizados neste trabalho sdo mantidos em reservatoério artificial na Universidade Federal
de Uberlandia. Para os testes de micronucleo ¢ de inibi¢do da atividade esterdsica, foram
selecionados peixes de mesma idade (aproximadamente 60 dias), sexo, dieta, tamanho e
peso. Os peixes destinados a andlise de esterases foram decapitados e suas cabegas

foram preservadas a temperatura de -80°C até o momento da analise.

Quimicos

Amostras do inseticida organofosforado Temefos (Abate®, Cianamida, Brasil) foram
obtidas pelo Centro de Controle de Zoonoses de Uberldndia - MG.

Os inibidores sulfato de cobre 1 mM, malation 0,4 mM e sulfato de eserina 1 mM ¢
os substratos o € B naftil-acetatos foram utilizados para caracterizagdo ¢ identificag@o

das esterases.



Exposicido Dose-Tempo

Foram preparados aquarios com diferentes concentragdes de TE. As concentragdes
testadas foram de 0.005, 0.01, ¢ 0.02 (mg/L) € os tempos de exposi¢ao foram de 0, 24,
48,72, 96,120 e 144 horas. Para aclimatizagfo, os peixes foram mantidos nos aquarios

por sete dias antes do tratamento, sob temperatura ambiente e pH controlado em 7.4.

Atividade esterasica em gel de poliacrilamida

As cabegas dos peixes tratados com TE e dos nfo tratados (Controle) foram
maceradas em nitrogénio liquido e 400 pL de tampdo fosfato de sodio 0,01 M (pH 6,5),
contendo glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%, sacarose 20%, EDTA 0,001 M e
Triton X-100 0,5%. O sobrenadante obtido de centrifugagdo (4° C, 15.000 G, 15 min)
foi removido e usado na analise das esterases. O contetido protéico das amostras foi
determinado, em triplicata, pelo método de Bradford (Bradford 1976), utilizando
soroalbumina bovina como padrio e realizando leitura a 595 nm em espectrofotdmetro
(Ultrospec 1100 pro — Amersham Biosciences). Foram aplicados 10ug de cada amostra
no gel de poliacrilamida. A eletroforese foi realizada em quatro horas a 4° C, com
voltagem constante de 100V e solug@io 0,1 M de tris-glicina (pH 8,3) como tampéo de
corrida. Apds a realizagdo da eletroforese, a atividade foi detectada pela incubagdo do

gel por 60 min no escuro a 37° C em tampéo fosfato de sédio 0,1 M (pH 6,5), contendo
3,2 mM de o e B naftil-acetatos e 2,4 mM de Fast Blue BB.

Caracterizacdo das esterases

Para caracterizagdo das esterases encontradas no gel de poliacrilamida, foram
utilizados os inibidores sulfato de cobre 1 mM, malation 0,4 mM e sulfato de eserina 1
mM e os substratos a ¢ [ naftil-acetatos. Para cada inibidor, solugdes estoque foram

preparadas em agua ultrapura ou etanol, conforme apropriado. De cada inibidor, 5 pL de



cada solugdo estoque foi incubada com 495 pL do extrato enzimatico por 30 min a 25

°C, antes da adig@o dos substratos. Foram feitos controles com agua ultrapura e etanol.

O Teste de Microntiicleo

O sangue dos peixes foi coletado por pungéo caudal, utilizando seringa heparinizada
com capacidade para 1 mL e agulha de parede fina (Udroiu 2006). Cada amostra foi
imediatamente submetida a técnica de esfregago em ldmina para microscopia de luz. O
esfregago foi fixado em metanol puro por 15 min, seguido de coloragio com Giensa
10% solubilizado em tampéo Sorensen (Na;HPO, 0,06 M; KH,PO4 0,06 M, pH 6,8) por
10 min. Foram analisados 2000 eritrocitos por individuo quanto a freqgiiéncia de
microntcleos (MN). A freqiiéncia foi expressa em nimero de micronticleos por mil
eritrocitos analisados, em cada amostra. Foram aceitos como micronticleos os
fragmentos circulares que equivaleram a cerca de 1/3 do nucleo principal e que

apresentaram mesma coloragdo, intensidade e estiveram desconectados deste.

Analise estatistica

As freqiiéncias de micronucleos nas diferentes doses de TE com tempos de
exposi¢do variaveis foram comparadas estatisticamente pela analise de varidncia
(ANOVA, Tukey). Os valores de densidade Optica absoluta das bandas de esterase
encontradas em todos os tempos de tratamento na dose diagndstica de 0,01 mg/L foram
comparados entre si pelo teste de Kruskal-Wallis, Dunn. Para avaliar a correlagdo entre
as taxas de MN e a expressao das esterases na dose diagnostica de 0,01 mg/L de TE com
exposicdo de 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas, foi aplicado o Teste de correlacdo de
Pearson. Para todas as andlises, valores de P menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes (Zar 1999).

RESULTADOS:



Teste de Micronucleo

Verificando-se a freqiiéncia de micronucleos nos diferentes tempos de exposigéo
para cada dose, observa-se que no grupo Controle (sem tratamento com TE) as taxas de
MN ndo variaram com o aumento dos tempos de exposi¢do. Na dose de 0.5 mg/L, as
maiores freqiiéncias de MN ocorreram com 72 ¢ 96 horas de exposigdo (P< 0,05). Com
o tratamento de 0,01 mg/L, as freqiéncias de micronicleos foram significantemente
maiores com 72, 96 e 120 horas de exposi¢do. Para o tratamento com TE na
concentragdo de 0,02 mg/L, a maior freqiiéncia de micronucleos ocorreu com 72 horas
de exposigdo, sendo que estes valores diferiram significativamente das taxas
apresentadas com 120 e 144 horas de exposi¢do (Tabela 1).

A frequéncia média de micronucleos nas diferentes doses de tratamento com TE para
cada periodo de exposigdo foi semelhante nos diferentes tempos. As maiores
quantidades de MN ocorreram no tratamento com TE na concentragdo de 0,02 mg/L,
que diferiram, significativamente, das taxas apresentadas nas doses de 0,005 mg/L, 0,01
mg/L (estas ndo diferiram entre si) e do controle, que apresentou freqiiéncias médias

estatisticamente inferiores as do grupo tratado com TE (Tabela 2).

Atividade Esterasica em gel de poliacrilamida

Como mostrado na Figura 1, apenas as bandas EST-1 ¢ EST-8 foram detectadas
em todos os tempos de exposi¢do dos peixes a concentragio diagnodstica de 0,01 mg/L de
TE. Os valores de densidade optica das bandas EST-1 e EST-8 foram determinados com
pelo programa ImageMaster (Pharmacia Biossystem).As medidas das densidades dpticas
de cada banda foram comparadas entre si quanto aos efeitos do tempo de exposigdo dos
animais ao TE. A EST-1 apresentou atividade significativamente superior ao controle
nas exposigdes de 120 e 144 horas, enquanto que a EST-8 apresentou atividade

significativamente menor que o controle nas exposigdes de 72 e 96 horas (Tabela 3).



Tabela 1. Freqiiéncia média de micronucleos (média por 1000 células + Desvio Padrdo) detectada em

eritrocitos de Poecilia reticulatus nos diferentes tempos de exposi¢do de cada dose de tratamento de TE.

Concentragéo de TE (mg/L) Exposicéo (horas)
24 48 72 96 120 144
0,000 0500+041a 0500+041a 0500+041a 0500+000a 0375+041a 0500+048a
0,005 1625+ 048b 2375+025ab 2625+ 048a 2625+048a 2375+025ab 1.750+0.29b
0,010 1750+029b 2250+065ab 2.875+025a 2.750+029a 2625+048a 2250+029ab
0,020 4.000+0.41abc 4500+ 041ab 4.750+065a 4.375+048ab 3.750+0.29bc 3.500+0.41c

Médias com diferentes letras, na mesma linha, s3o significativamente diferentes (ANOVA, Teste de

Tukey; P<0,05).

Tabela II. Frequiéncia média de microntcleos (média por 1000 células + Desvio Padrio) detectada em

eritrécitos de Poecilia reticulatus nas diferentes doses de tratamento de TE para cada periodo de

exposigdo.

Exposicéo (horas)

Concentragéo de TE (mg/L)

0,0 0,005 0,01 0,02
24 0500+ 041c 1625+048b 1.750+029b 4.000+0.41a
48 0500+ 041c 2375+025b 2.250+065b 4.500+0.41a
72 0500+ 041c 2625+048b 2875+025b 4.750+065a
96 0500 +0.00¢c 2.625+048b 2.750+029b 4.375+048a
120 0.375+041¢c 2375+025b 2625+048b 3.750+0.29a
144 0.500 + 0.48c 1.750+0.29b 2.250+0.29b 3.500+0.41a

Médias com diferentes letras, na mesma linha, sfo significativamente diferentes (ANOVA, Teste de

Tukey; P< 0,05).

Caracterizacdo bioquimica das esterases

Para a caracterizagdo das esterases EST-1 ¢ EST-8, foram utilizados os inibidores

sulfato de cobre 1 mM, malation 0,4 mM e sulfato de eserina 1 mM e os substratos o e 3

naftil-acetatos. O padrdo de bandas ndo apresentou diferencas entre os diferentes

substratos. A caracterizagdo bioquimica por meio dos inibidores indicou que a enzima

EST-1 ¢ classificada como carboxilesterase, e que a EST-8 ¢ classificada como uma

enzima da classe das colinesterases.



Figura I. Gel de poliacrilamida mostrando as diferengas de expressdo das esterases de peixes expostos a
concentra¢do diagnéstica de TE (0,01 mg/L). Os periodos de exposicio ao TE sdo indicados no alto da
figura.
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Tabela III. Variagdo na Densidade Optica Absoluta (pixels) das bandas presentes em todos os tempos de

exposi¢do dos animais ao TE na concentragdo de 0,01 mg/L.

Exposic¢ido ,
Densidade Optica Absoluta (pixels)
(horas)
EST-1 EST-8

0 0,099 (0,100-0,088) c 1139,688 (1143,600-1109,115)a
24 0,989 (1,121-0,965) be 973,195 (985,654-966332) ab
48 53,922 (60,338-49,774) abc 481,146 (490,665-458,481) abc
72 53,838 (56,488-48,382)  abc 391,906 (397,689-388.047) bc
96 76,150 (79,542-71,551) abc 385,177 (387,210-374,997) ¢
120 99,296 (105,909-92,488) ab 438,727 (444,202-433,696) abc
144 186,425 (194,210-177,916) a 494,899 (527,696-488,595) abc

Medianas seguidas por diferentes letras, na mesma coluna, sdo significativamente diferentes (Kruskal-

Wallis, Dunn; P< 0,05).



Correlacdo entre expressdo de esterases e freqiiéncia média de micronucleos

Nao existe evidéncia estatistica de correlacdo entre a atividade da enzima EST-1
e a freqiiéncia média de micronucleos para o tratamento com TE (0,01 mg/L) nos
periodos de exposigao estudados (r = 0,228652; P >0,05). Entretanto, uma correlagdo
negativa, estatisticamente significativa (r = -0,89046: P <0,05), ocorreu entre a
freqiiéncia de micronucleos e a atividade de EST-8 nas condigdes de dose e tempo de

exposi¢do citadas anteriormente (Figuras 2 e 3).

Figura IL Correlagio de Pearson entre a expressio da enzima EST-1 e a frequéncia média de

micronucleos em Poecilia reticularus (r = 0,228652; P >0,05).
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Figura III. Correlagio de Pearson entre a expressio da enzima EST-8 e a freqiiéncia média de

micronucleos em Poecilia reticulatus (r = -0,89046; P <0,05).
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DISCUSSAOQ:

O desenvolvimento de biomarcadores baseados no estudo de respostas bioldgicas
de organismos a poluentes ¢ uma ferramenta bioquimica essencial para a implementagao
de programas de monitoramento ambiental. (Fulton & Key 2001).

O Teste de Micronicleo ¢é utilizado para detectar quebras nos cromossomos
durante a anafase, que geram micronucleos. E um teste importante por fornecer
conhecimento dos efeitos clastogénicos causados por poluentes (Grisolia & Starling
2001).

Os resultados do Teste de Microniicleo revelaram que o incremento nas taxas de
micronucleos foi dose e tempo dependente, sendo que as maiores freqiiéncias foram
observadas apos 72 horas de exposi¢do ao organofosforado, enquanto que os resultados
obtidos pela analise esterasica mostram que a enzima EST-1, classificada como uma
carboxilesterase teve sua atividade elevada apos 120 e 144 horas.

Inseticidas  organofosforados sdo detoxificados por enzimas como as
carboxilesterases, que agem reduzindo os niveis de organofosforado livre no organismo

(Souza-Polezzi 2004). O aumento significativo da expressdo de EST-1 pode estar

35
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associado a diminuigdo das frequéncias de micronucleos apos 120 e 144 horas de
exposi¢do ao TE.

As exposi¢des a concentragdes subletais de organofosforados podem induzir
mudancas em niveis individuais e populacionais nos organismos afetados.
Individualmente, ocorrem alteragdes no metabolismo, especialmente provocadas por
gasto extra de energia com processos de detoxificagdo, como a produgdo de
carboxilesterases; produgdo de novas colinesterases e com a ativagdo de mecanismos de
reparo no material genético danificado.

As implicagdes na dindmica das populagdes afetadas, como alteragdes nas taxas
de crescimento sdo conseqiiéncias dos efeitos causados individualmente que afetam, por
exemplo, a reproducdo, devido aos efeitos genotdxicos que podem atingir as gdnadas
destes organismos (Duquesne 2006).

A correlagdo negativa entre a expressdo de EST-8, classificada como uma
colinesterase, ¢ a freqiéncia de micronicleos sugere que o organofosforado TE atua
aumentando o efeito genotoxico e inibindo a atividade da acetilcolinesterase ao longo do

periodo de exposicio.
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