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RESUMO

O fenol e seus derivados sdo encontrados em efluentes e podem atingir o ambiente
aquatico através das atividades industriais, domésticas e praticas em agricultura. O objetivo deste
estudo foi determinar a toxicidade aguda (CL50-96h) do fenol e seus efeitos no metabolismo
intermediério e na hematologia de pacu exposto a concentracdes subletais por 96 horas e apds uma
semana de recuperacdo. Para tanto, foram mensurados, apés 96 horas de exposicdo, no figado,
musculo branco e plasma os seguintes parametros: glicose, piruvato, lactato, proteinas,
aminoacidos, amonia e glicogénio. Os ions sodio, potéssio e cloreto foram mensurados no plasma.
Atividade das enzimas ALAT, ASAT e LDH foi determinada no musculo branco e figado. Os
parametros hematoldgicos determinados foram hematocrito, conteido de hemoglobina e contagem
de eritrocitos. Os indices hematimétricos mensurados foram VCM, HCM ¢ CHCM. Ao final do
periodo de recuperacdo os intermediarios metabolicos foram mensurados nos tecidos. No plasma,
além dos intermedidrios metabolicos também foram medidos os ions. E ainda, os parametros
hematologicos e os indices hematimétricos foram determinados. Os resultados obtidos mostraram
que o fenol apresenta uma CL50-96 horas de 33vmg/L em pacu. Apds 96 horas de exposi¢ao
subletal, ocorreu uma redu¢@o no nivel de proteinas, um aumento no nivel de aminodacidos livres e
aumento da atividade das enzimas ALAT e ASAT no musculo branco, o que ¢ sugestivo de
proteolise muscular. No plasma e no figado, os niveis de glicose, aminodcidos livres e lactato
aumentaram. A hiperlactemia pode indicar aumento do metabolismo anaerobico. Os valores de
hematocrito, hemoglobina total e contagem de eritrocitos apresentaram-se aumentados,
possivelmente, em resposta ao aumento do metabolismo anaerdbico. Os peixes submetidos a
recuperagdo apresentaram glicogenolise muscular e reducao dos niveis de piruvato neste tecido.
No plasma, a hiperlactemia foi mantida. No figado, houve uma queda nos niveis de proteina e
aumento da concentragdo de glicose, glicogénio e lactato. Nosso estudo mostrou claramente que a

acdo estressora do fenol e sua toxicidade afetam fun¢des metabolicas e hematoldgicas de pacu.
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ABSTRACT

Phenol compounds and their derivatives are usually found in wastewaters. They may rise
in aquatic environments from industry, sewage and country-farm wastes. In the present study we
intended to determine the acute toxicity of phenol (LC50-96 hours) and its effects on intermediary
metabolism and hematology of pacu exposed to sublethal concentration for 96h. In addition,
recovery was evaluated after one week. For such, glucose, pyruvate, lactate, protein, amino acids,
ammonia and glycogen were gauged in liver, white muscle and plasma after 96h of phenol
exposure. Sodium, potassium and chloride were quantified in plasma. Activities of ALAT (alanine
aminotransferase), ASAT (aspartate aminotransferase) and LDH (lactate dehydrogenase) were
assayed in white muscle and liver. The hematological parameters: hematocrit, hemoglobin
concentration and red blood cell counting, plus the hematimetric indices: MCV, MCH, MCHC
were determined. At the end of the recovery period the tissue metabolites were quantified, ions
concentration was estimated in the plasma and haematological parameters were determined. The
results depicted a CL50-96h of 33 mg/L for pacu. After 96h of sublethal exposure to phenol it was
observed: protein decrease, free amino acids increase and activity rise of ALAT and ASAT in
white muscle. This is very suggestive of muscle proteolysis. In liver and plasma the levels of
glucose, free amino acids and lactate were augmented. Hyperlactemia may be a sign of anaerobic
metabolism increase. Augmented values of hematocrit, total hemoglobin and red cell counting may
be ought to anaerobic metabolism. After recovery, the fish showed muscle glycogenolysis and
reduction of pyruvate levels. The hyperlactemia was still remained. In the liver, protein levels were
diminished and glycogen, glucose and lactate were increased. In this work, the stress and toxicity
caused by phenol in pacu were clearly observed as well as the metabolic and hematologic

processes were visibly affected.



1. INTRODUCAO

A maioria das atividades antropogénicas pode ser fonte de contaminantes para os
ecossistemas aquaticos e terrestres. Assim, ¢ de fundamental importancia o conhecimento sobre
os processos de geracdo, transporte, biotransformacao, efeitos na biota (respostas bioldgicas) e
os destinos finais (acumulagdo em compartimentos de ecossistemas, o6rgdos e fluidos
especificos da biota, etc) dos compostos quimicos, organicos e inorganicos, solidos, liquidos ou
gas0s0s, que sao incorporados continuamente a esses ecossistemas (Mozeto e Zagatto, 2006).

Os efluentes sdo a principal fonte de entrada, direta e continua, de poluentes para o
ambiente aquatico e podem causar efeitos ecotoxicoldgicos em diferentes niveis de organizagao
biolégica (Moens et al., 2007). O fenol e seus derivados sdo freqiientemente despejados em
corpos hidricos através de efluentes liquidos de atividades industriais, como, fabricas de papel,
de couro, de tinta e de resinas, usina de carvdo, manufatura de fenol, refinarias de oleo,
industria téxtil e quimica, petroquimica e outras, sem o devido tratamento (Krajnovi¢-Ozreti¢ e
Ozreti¢, 1988; Davi e Gnudi, 1999; Mckim et al., 1999). Estes compostos também atingem 0s
corpos aquaticos através de formulagdes de herbicidas, bactericidas e fungicidas utilizados na
agricultura (Layiwola e Linnecar, 1981; Gupta et al., 1983b), por meio de efluentes domésticos
urbanos (Key e Scott, 1986; Davi e Gnudi, 1999) e, ainda, por intermédio do benzeno, um
poluente comumente encontrado no ambiente, que ¢ metabolizado a compostos fenolicos
(Medinsky et al., 1995; McKim et al., 1999; Wan e Winn, 2004). Os efluentes fenolicos sao
compostos em grande parte de fenol simples (Kotkat et al., 1999), o xenobidtico utilizado neste
estudo.

Xenobidticos sdo compostos quimicos estranhos ao organismo, ou seja, nao
considerados como componente natural do organismo, tais como poluentes ambientais,
farmacos e aditivos alimentares (Murray et al., 2006). O fenol foi o xenobiotico selecionado
para estes estudos devido ao seu bem caracterizado efeito toxico sob espécies aquaticas (Key e
Scott, 1986; Tisler e Zagorc-Koncan, 1997; Sannadurgappa et al., 2007) e a sua ampla
ocorréncia no ambiente. Alguns compostos fenolicos, dentre os quais o fenol, esta entre os
contaminantes ambientais mais toxicos e ubiquitarios (Verma et al., 1981; McKim et al., 1999),
logo, sdo encontrados em uma variedade de efluentes industriais.

Certos poluentes encontrados em efluentes sdo suscetiveis a reagir com o anel
benzénico do fenol em condi¢cdes ambientais no meio aquatico (Patnaik e Khoury, 2004).

Durante os processos de tratamento de efluentes liquidos industriais, domésticos e zootécnicos,



por clorinacao, clorofenois podem ser formados se esta agua contiver compostos fenolicos (Key
e Scott, 1986; Davi e Gnudi, 1999). Os clorofendis, além de serem um risco a saude humana e
conferirem odor e sabor desagradaveis a dgua potavel, at¢ mesmo em baixas concentracdes,
podem causar toxicidade, persisténcia e bioacumulacdo em organismos animais € vegetais
(Davi e Gnudi, 1999). O ion nitrito, freqlientemente encontrado em efluentes industriais, &
suscetivel a atacar o anel benzénico do fenol no ambiente aquatico, formando dois isdmeros de
nitrofenol (2-nitrofenol e 4-nitrofenol), que sdo tdxicos a humanos e a muitas espécies aquaticas
(Patnaik e Khoury, 2004).

Os efluentes tem uma composi¢do complexa e freqiientemente variavel, o que dificulta
a avaliagdo de sua toxicidade e dos potenciais efeitos adversos especificos para cada um dos
poluentes da mistura (Moens et al., 2007). Logo, os peixes sdo, normalmente, expostos ndo so a
um téxico, mas a uma mistura de substancias simultaneamente. Alguns compostos fendlicos,
como o fenol, o pentaclorofenol e o dinitrofenol, sdo considerados contaminantes ambientais
ubiquitarios, portanto, estdo presentes em muitos efluentes industriais (Verma et al., 1981) e,
podem, com freqiiéncia, ocorrerem ao mesmo tempo. Diferentes téxicos podem interagir entre
si no ambiente aquatico, produzindo efeitos sinérgicos, antagdnicos e aditivos, ou seja, a
toxicidade de um poluente em uma mistura pode ser aumentada, reduzida ou inalterada,
respectivamente (Verma et al., 1981). Muitos trabalhos mostram os efeitos provocados por
interagdes sinérgicas, antagonicas e de adicdo de compostos fendlicos em peixes e organismos
aquaticos (Verma et al., 1980; Gupta et al., 1983b; Key e Scott, 1986).

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu em 0,003
mg/L a concentragdo maxima permitida de fenol nos corpos hidricos (Brasil, 2005). Entretanto,
concentragdes acima deste limite maximo permitido tém sido detectadas em bacias
hidrograficas do estado de Sdo Paulo pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB, 2005). Concentragoes de 0,003 mg/L a 0,011 mg/L foram encontradas nas seguintes
bacias do estado de Sao Paulo: Pardo, Piracicaba, Capivari, Jundiai, Alto Tieté, Baixada
Santista, Mogi-Guacgu, Sorocaba, Médio Tieté, Ribeira-Iguapé, Baixo Pardo, Turvo, Grande,
Tieté, Batalha, Médio Paranapanema, Baixo Tieté, Aguapei e Peixe; e de aproximadamente
0,53 mg/L no Pontal do Paranapanema (CETESB, 2005).

A andlise quimica da agua pode nao ser suficiente para avaliar a qualidade dos
ambientes aquaticos, logo, a utilizagdo da biota ¢ necessaria para determinar o nivel de
aceitabilidade de efluentes em rios, lagos e mares e, os peixes podem oferecer o melhor modelo
para atender esses propodsitos (Bolis et al., 2001). Os peixes representam o ultimo nivel tréfico

da cadeia alimentar aquatica e reagem sensivelmente as alteracdes ambientais (Lemos et al.,



2007). Em um estudo que compara a toxicidade do fenol em organismos aquaticos de diferentes
grupos taxondmicos, TiSler e Zagorc-Koncan (1997) constataram que o fenol ¢ mais toxico ao
peixe (Oncorhynchus mykiss) do que as bactérias ¢ a espécie de alga unicelular e de crustaceo
utilizadas. Os peixes sdo os principais biomonitores de estresse ou alteragdes ambientais que
podem afetar as populagdes aquaticas (Lemos et al., 2007).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) ¢ uma espécie que pertence a familia Characidac e
subfamilia Serrasalminae e destaca-se como importante organismo para a realizagao de testes
de avaliagdo de toxicidade de xenobioticos, pois ¢ uma importante espécie de cultivo e,
segundo o IBAMA (1987), na auséncia de espécies padronizadas para testes, recomenda-se a
utilizacao de espécies da familia Characiformes.

Uma estratégia comum para investigar os efeitos adversos e modos de agdo
toxicoldgicos apds exposicdo a efluentes, ou para avaliar contaminagdo a certas classes de
quimicos, ¢ o uso de biomarcadores. Durante a ultima década, uma diversidade de
biomarcadores, incluindo uma variedade de alteragdes moleculares, bioquimicas e celulares,
tem sido usados para avaliar efeitos de exposicdo a contaminantes em ambientes aquaticos
(Moens et al., 2007).

Muitos métodos bioquimicos, como determinacdo da concentracdo de substratos
metabolicos, tais como, glicogénio, glicose, lactato, piruvato, proteinas, aminoacidos livres e
amonia sdo utilizados como indicadores de distiirbios metabdlicos em peixes apos intoxicacao
por xenobidticos. O estoque ou a mobilizagdo desses substratos podem ser prejudicados em
diversas espécies de peixes apos exposi¢do a poluentes (Scott e Sloman, 2004). Portanto, os
niveis destes substratos podem ser alterados nos tecidos de peixes, ndo sé pela exposicdo ao
fenol (Swift, 1981; Dangé, 1986; Roche e Bogé 2000; Hori et al., 2006) como também a metais
(Malik e Sastry, 1998; Levesque et al., 2002; Sobha et al 2007), e a pesticidas (Oru¢ e Uner,
1998; Begum e Vijayaraghavan, 1999; Das e Mukherjee, 2003; Begum, 2004; Glusczak et al.,
2007; Petri et al., 2006).

Os mecanismos especificos pelos quais muitos desses xenobioticos alteram a
disponibilidade de substratos metabdlicos ndo estdo claros, mas podem ser o resultado de
efeitos toxicos na concentracdo e na atividade de enzimas metabodlicas (Scott e Sloman, 2004).
AlteragOes da atividade destas enzimas também sao utilizadas como indicadores de distarbio
metabdlicos em peixes. O efeito estimulatério de compostos fenodlicos na atividade de
aminotransferases implica distirbio no metabolismo de proteinas (Roche e Bogé, 2000). As
atividades aumentadas das duas principais aminotransferases, ALAT (alanina aminotransferase)

¢ ASAT (aspartato aminotransferase), em tecidos de Brycon amazonicus e Oreochromis aureus,



tem sido observada apds exposi¢do subletal ao fenol (Abdel-Hameid, 2007; Hori et al.,2006).
Compostos fenolicos, tais como fenol, 2,4-dinitrofenol e pentaclorofenol, utilizados
individualmente ou em combinacgdo, t€ém um efeito estimulatério na atividade de ALAT e
ASAT em vérios tecidos de Notopterus notopterus (Gupta et al., 1983). Atividade aumentada
de LDH (lactato desidrogenase), enzima envolvida na conversao lactato-pituvato, ¢ observada
em tecidos de peixes expostos ao fenol (Abdel-Hameid, 2007; Hori et al.,2006).

As varidveis hematologicas também sdo biomarcadores adequados para avaliar
intoxicacdo por xenobidticos em peixes (Roche e Bogé, 1996; Roche e Bogé, 2000). Diversas
alteracdes hematoldgicas sdo reportadas em peixes apds exposicdo ao fenol e seus derivados
(,Swift, 1981; Roche e Boge, 1996; Schwaiger et al., 2000; Roche e Bog¢, 2000; Avilez et al.,
2008). Bogé e Roche (1996) observaram efeitos citotoxicos de compostos fendlicos aos
eritrocitos de Dicentrarchus labrax.

Valores de hematocrito, concentracdo de hemoglobina total, contagem de células
vermelhas e valores derivados destes parametros sdao utilizados em muitos estudos de
monitoramento de poluicdo ambiental (Nikinmaa, 1992). Marcadores eritrotoxicos sdo sensiveis

ao fenol (Roche e Bog¢, 2000).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxicocinética

A toxicocinética ¢ o ramo da toxicologia que busca conhecer o comportamento, no
sentido de destino, do toxico apods seu contato com o organismo, desta forma, estuda a descri¢ao
de cinéticas de absorgao, distribui¢do e acumulagdo, metabolismo e eliminagao de xenobioticos
administrados aos sistemas vivos (Azevedo e Lima, 2003), uma vez que estes parametros
toxico-farmacocinéticos sao criticos para avaliar a eficacia, a toxicidade e o risco potencial de
drogas e quimicos (McKim et al., 1993). O destino metabolico das substincias pode afetar
enormemente a sua toxicidade e determinar a sua distribuicdo e excre¢do do organismo

(Nascimento, 20006).
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Figura 1 Cinética e dindmica do agente toxico no organismo (Azevedo e Lima, 2003).

Uma vez absorvidos, os xenobidticos atingem a circulagdo sanguinea e distribuem-se
pelo organismo (Nascimento, 2006). A maioria das substancias quimicas estd sujeita a
biotransformacao nos diversos organismos, porém, ocasionalmente, um xenobidtico pode ser
excretado inalterado (Murray, 2006). A biotransformagdo ¢ o conjunto de alteragdes quimicas
que as substancias podem sofrer no organismo, geralmente por processos enzimaticos, que visa
formar derivados mais polares, mais soluveis em agua e, em geral, de maior tamanho e peso
molecular, resultando, quase sempre, na diminui¢ao ou na perda de seu efeito toxico (Azevedo
e Lima, 2003). Uma importante caracteristica das enzimas que catalisam as reagdes de
biotransforma¢do ¢ que sdo induzidas por uma variedade de xenobiodticos (Pesonen e
Andersson, 1991).

A Dbiotransformacao de xenobidticos a metabodlitos menos toxicos ¢ uma funcgado
essencial em resposta a exposicdo toxica (Gaworecki et al., 2004). No entanto, nem sempre a
biotransformac¢do de um quimico reduz a sua atividade farmacoldgica ou toxica, logo, pode
produzir, as vezes, compostos de maior toxicidade (Azevedo e Lima, 2003). O benzeno exerce
sua toxicidade, principalmente, através de seus produtos de biotransformagdo (fenol,
hidroquinona e catecol), que sdo compostos mais reativos que o proprio benzeno (Tsutsui et al.,
1997; Wan e Winn, 2004). E ainda, uma substincia inativa pode ser transformada em
substancia terapeuticamente ativa ou toxica apos sofrer biotransformagdo. Ha varios exemplos
de substiancias que devem aos produtos de biotransformacdo a natureza de seus efeitos

(Azevedo e Lima, 2003; Nascimento, 2006). A taxa de biotransformagdo de um xenobidtico ¢



um dos principais fatores determinantes do seu efeito toxico ou resposta farmacologica
(Layiwola e Linnecar, 1981).

A biotransformagdo de compostos quimicos compreende uma sequéncia de reagdes, que
podem ser divididas em duas fases. Na fase I os citocromos P450 introduzem grupos
funcionais a molécula (Pesonen ¢ Andersson, 1991), formando intermediarios que sdo bons
substratos para as subseqlientes reacdes de conjugagdo de fase II (Gaworecki et al., 2004).
Oxidacdo, reducdo e degradacdo sdo as principais reagdes envolvidas na fase I (Azevedo e
Lima, 2003). A inducdo do sistema enzimatico citocromo P450, pela exposi¢do a certos
xenobidticos, ¢ um processo usado para adaptagdo do organismo a alteracdes no ambiente ¢
pode afetar a biotransformacgao destes compostos, de forma qualitativa e quantitativa (Pesonen e
Andersson, 1991).

Na fase II, as moléculas produzidas na fase I sdo conjugadas enzimaticamente com
uma variedade de compostos hidrofilicos, tais como o acido glicurénico, sulfato, acetato,
glutationa ou certos aminoacidos, tornando-os ainda mais hidrossoluveis (Murray, 2006).

O intuito geral das duas fases do metabolismo de xenobiodticos consiste em aumentar
sua solubilidade em agua e, desta forma, facilitar a sua excre¢do do organismo (Murray, 2006).
Em alguns casos as reagdes de hidroxilagdo da fase I podem terminar a acdo de um farmaco e,
em outros sao as reagdes de conjugacao da fase Il que convertem produtos ativos das reacdes da
fase I em espécies menos ativas ou inativas, que sdo, posteriormente, excretadas (Murray,
2006).

Em peixes, assim como em mamiferos, o figado ¢ o principal 6rgdo envolvido na
biotransformacao de xenobioticos (Cravedi et al., 1999; Pesonen e Andersson, 1991), embora
outros tecidos também possam participar dessa funcdo em grau variavel (Azevedo e Lima,
2003). Sulfotransferases fenolicas foram encontradas no figado ¢ intestino de Ictalarus
punctatus (Tong e James, 2000). O local onde um composto sera biotransformado depende, em

partes, do modo de exposicao ao toxico (Medinsky et al., 1995).

2.1.1 Toxicocinética dos Compostos Fendlicos

A biotransformagdo e a excrecao do fenol t€m sido reportadas em peixes (Layiwola e
Linnecar, 1981; McKim et al., 1993; Swift, 1981; Solem et al., 2003). O fenol pode atingir o
peixe através das branquias, do epitélio mucoso da boca (Verma et al., 1980) ou do trato
digestorio (Bogé e Roche, 1996), alcangar a corrente sanguinea e por fim, distribuir-se em

diferentes tecidos (Verma et al., 1980). Em tecidos de Oncorhynchus mykiss, a concentragao



maxima de fenol ¢ alcancada depois de aproximadamente trés horas de exposicdo subletal,
quando entdo, um equilibrio entre a absor¢ao e a excrecdo ¢ alcancado e as concentragdes
teciduais de fenol ndo sdo mais aumentadas (Swift, 1981).

A concentragdo de fenol no tecido renal de Oreochromis mossambicus expostos a
concentragdes subletais de fenol aumenta em fungdo do tempo de exposi¢ao e da concentracio
no tratamento, no entanto, uma ligeira tendéncia para a eliminacao pode ser observada, com o
passar do tempo, durante o periodo de recuperagdo livre de fenol (Sannadurgappa et al., 2007).
As concentragdes de exposicdo ao fenol parecem afetar o mecanismo de destoxificacdo
presentes no rim de Oreochromis mossambicus por retardar a eliminagao do fenol e aumentar
sua bioacumulacao neste tecido (Sannadurgappa et al., 2007).

O metabolismo do fenol ¢ de particular interesse porque ¢ o principal metabdlito
oxidado do benzeno (Medinsky et al., 1995), um conhecido agente mutagénico, carcinogénico
(Tsutsui et al., 1997) e hematotoxico (Wan e Winn, 2004), comumente encontrado no ambiente
(Medinsky et al., 1995). E necessario que o benzeno seja, primeiramente, biotransformado a
metabolitos hidroxilados, tais como fenol e catecol, para exercer sua toxicidade (Wan e Winn,

2004).

Reac0es de Fase |

As reagdes de fase I sdo catalisadas por um diversificado niimero de enzimas, dos
quais o mais importante ¢ o citocromo P450, que compreende uma superfamilia de sistemas
enzimaticos ligados as membranas do reticulo endoplasmatico liso de células que se localizam
na fracdo microssomal (Nascimento, 2006). A principal reagdo envolvida na fase I do
metabolismo do fenol ¢ a hidroxilacdo do anel benzénico (Murray, 2006). Os citocromos
P450 ligam-se tanto a xenobidticos (RH) como ao oxigénio molecular e catalisam a
transferéncia de um atomo de oxigénio ao substrato organico (RH), enquanto o outro atomo ¢

reduzido a 4gua, segundo a reagdo descrita (Nascimento, 2006):

RH + O, + NADPH + H" — R-OH + H,0 + NADP"

Os metabdlitos de fenol gerados na fase I sdo hidroquinona e catecol (Medinsky et al.,
1995; Murray, 2006). Estes metabolitos sdo produzidos pelas reacdes de fase I da
biotransformagdo hepatica do fenol em Oncorhynchus mykiss (Kolanczyk e Schmieder, 2002;
Solem et al., 2003).



Reac0es de Fase 11

Os intermediarios polihidroxilados, formados na fase I do metabolismo do fenol e, o
proprio fenol ndo biotransformado, sdo os substratos para as subseqiientes reacdes de
conjugacdo da fase II. Varias enzimas de fase II, tais como glicuroniltransferases e
sulfotransferases, sao induzidas por compostos fenolicos e seus metabolitos (Medinsky et al.,
1995; Gaworecki et al., 2004). Os produtos de conjugacdo tém, geralmente, menor toxicidade,
maior solubilidade em agua e, portanto, sdo mais prontamente excretaveis (Gaworecki et al.,
2004; Nascimento, 2006). As reacdes de fase II para o metabolismo dos compostos fenolicos

sao:

Reac0es de Glicuronidacéo

Nestas reagdes, o acido UDP-glicurénico (UDPGA) endogeno ¢ o doador de
glicuronila a diversos aceptores (Azevedo e Lima, 2003). As enzimas que catalisam esse
processo sao uma série de glicuroniltransferases microssomais, presentes no reticulo
endoplasmatico e no citossol (Murray, 2006). A glicuronila é sintetizada em vérios tecidos,
particularmente na parede intestinal e hepatica, o que pode contribuir significativamente para

a eliminagdo pré-sistémica de substratos como os fenois (Nascimento, 2006).

COOH
OH @]
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Fenol Glicuro-conjugado

Figura2 Reacdo de glicuronidacao do fenol (Azevedo e Lima, 2003).

Reac0es de Sulfatacéo

As reagdes de conjugacdo com sulfato sdo catalizadas por enzimas citoplasmaticas,
conhecidas como sulfotransferases ou sulfoquinases, que utilizam sulfato de alta energia (3’-
fosfoadenosina-5’fosfosulfato - PAPS), como substrato enddgeno para a sulfatagdo dos grupos

OH (Nascimento, 2006), logo, este tipo de conjugacdo ¢ uma importante via para



biotransformacao de compostos com grupo —OH fendlico (Tong e James, 2000; Azevedo e
Lima, 2003). As sulfotransferases fen6licas catalizam a transferéncia do grupo sulfato da PAPS

para compostos fenolicos e catecolicos, formando ésteres de sulfato (Tong e James, 2000).
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Figura 3 . Reacdo de sulfatacdo do fenol (Azevedo e Lima, 2003)

Em peixes, o fenol pode ser metabolizado pelas reacdes de fase I e ser eliminado na
forma de hidroquinona (McKim, 1999), todavia, quando a sua oxida¢dao a hidroquinona ¢
inibida, o fenol pode ser conjugado com o acido UDP-glicuroénico ou PAPS (Medinsky et al.,
1995) e ser eliminado como fenil glicuronideo e fenil sulfato, respectivamente (Nagel, 1983;
McKim, 1999). A hidroquinona, formada nas reagdes de fase I, pode também ser conjugada
pelas reacdes de fase II e ser eliminada como hidroquinona sulfato (Nagel, 1983) ou
hidroquinona glicuronideo (Medinsky et al., 1995). O fenol pode ainda ser eliminado sem ser
metabolizado (McKim et al., 1999).

Em Carassius auratus, a taxa de eliminacdo de fenol, seu metabolismo a
hidroquinona, e o padrao quantitativo de conjugados sao influenciados pela dose administrada e
pelo modo de exposicao ao xenobidtico (Nagel, 1983). Em um estudo do metabolismo do fenol,
in vivo, as oito espécies de peixe de agua doce utilizadas produziram conjugados de fenil sulfato
e quatro dessas espécies produziram glicuronideos de fenol, demonstrando sulfatacdo e
glicuronidacdo como caminhos para a destoxificagdo para o fenol em peixes de agua doce
(Layiwola e Linnecar, 1981).

As vias de eliminagdo do fenol e seus metabolitos, em peixes, sdo as branquias, bile,
urina e pele (McKim et al., 1999). A rota de elimina¢do de um composto serd determinada, em
partes, pelo seu grau de polaridade (McKim et al., 1999). Quanto a excrecao do fenol e seus
metabolitos, em Oncorhynchus mykiss, mais de 50% ¢ eliminado através da urina e o restante

extra-renalmente (McKim et al., 1999).
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2.2. Toxicodinamica dos Compostos Fendlicos

A toxicodindmica ¢ a 4rea da toxicologia que se ocupa do estudo dos mecanismos de
acdo dos toxicos, inclusive no plano molecular, e seus efeitos bioquimicos e fisiologicos
(Azevedo e Lima, 2003). Um amplo e variado espectro de efeitos toxicos dos compostos
fendlicos em peixes tem sido reportados. Embora consideravel literatura a respeito da
toxicidade do fenol em organismos aquaticos esteja disponivel, o mecanismo exato de sua
toxicidade nao ¢é claramente conhecido (Bucher e Hofer, 1993; Saha et al., 1999).

A assimilagdo e a retengdo do fenol por peixes podem afetar o metabolismo
intermedidrio (Gupta et al., 1983b; Sannadurgappa et al., 2007; Hori et al., 2006), alterar o
comportamento (Verma et al.,, 1980; Gupta et al., 1982; Abdel-Hameid, 2007), reduzir a
captagdo de oxigénio (Verma et al., 1980; Saha et al., 1999), prejudicar a reproducao (Mitrovic
et al., 1968; Saha et al., 1999), o crescimento (Saha et al, 1999) e provocar uma diminui¢do do
apetite (Saha et al., 1999; Abdel-Hameid, 2007). Esta perda do apetite, induzida pelo fenol, ¢é
uma das principais razdes da redug¢do do crescimento e do desenvolvimento do peixe apods
exposicao cronica a concentragdes subletais de fenol, uma vez que a taxa de alimentagdo ¢
substancialmente reduzida (Saha et al., 1999).

A alta incidéncia de altera¢des histopatologicas em Oreochromis aureus exposto ao
fenol reflete o efeito degenerativo do fenol em figado de peixes (Abdel-Hameid, 2007). Severas
alteragdes histopatologicas em branquias e¢ figado sdo reportadas em Cottus gobio apods
exposi¢ao subletal ao fenol por 35 dias (Bucher e Hofer, 1993). Tecidos respiratérios, pele,
faringe e 6rgdos parenquimatosos de Oncorhynchus mykiss, expostos ao fenol por uma semana,
apresentaram danos suficientes para prejudicar a sobrevivéncia do animal (Mitrovic et al., 1968)

Os compostos fenolicos sdo, ainda, conhecidos por suas propriedades imunotoxicas
(Taysse et al., 1995; Bols et al., 2001), genotdxicas (Jagetia e Aruna, 1997; Tsutsui et al., 1997;
Iso et al., 2006), carcinogénicas (Tsutsui et al., 1997) e citotoxicas (Bogé e Roche, 1996; Fent e
Hunn, 1996; Tollefsen et al., 2008). Um estudo dos efeitos toxicos de bromofenodis mostrou que
estas substancias causam malformacdes letais (falta de batimentos cardiacos) e ndo-letais
(deformacdo na espinha, edema no saco vitelino e falta de pigmentac¢do) em embrides de Danio
rerio (Kammann et al., 2006). Roche e Bogé (2000) também constataram efeitos letais e ndo-
letais em Dicentrarchus labrax expostos ao fenol ¢ a hidroxifendis.

O fenol e alguns derivados fendlicos (nonilfenol, bisphenol A, 4-terc-butilfenol e

bromofendis) fazem parte do grupo de quimicos diruptivos enddcrinos (Kumar e Mukherjee et
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al., 1988; Barse et al., 2006; Hassenklover et al., 2006; Iso et al., 2006). Alguns destes
compostos tem efeito estrogénico (Schwaiger et al., 2000; Olsen et al., 2002; Barse et al., 2006),
o qual ¢ atribuido a afinidade que estes compostos tem pelos receptores de estrogénio (Olsen et
al., 2002). Uma vez que estes compostos tém efeito estrogénico, podem induzir a producao de
vitelogenina pelo figado de machos de Cyprinus carpio, afetando direta e indiretamente os
orgaos reprodutores e o figado, incluindo inibicdo da espermatogénese nas gonadas e alta
incidéncia de alteracdes histopatologicas em ambos os tecidos (Barse et al., 2006). Em fémeas
de Cyprinus carpio o fenol tem um efeito inibitorio no desenvolvimento ¢ matura¢do do ovario
(Kumar e Mukherjee et al., 1988).

Um outro mecanismo de agdo ¢ reportado para alguns destes compostos diruptivos
endocrinos. A secregdo de horménios ¢ controlada pelo influxo de Ca*"e, bromofenois causam
distarbios da sinalizagdo do Ca®" celular. A redugdo da despolarizacdo, induzida pela elevagao
de Ca® pode ter alguma ligacdo com o efeito diruptivo do sistema enddcrino por bromofendis

em organismos marinhos (Hassenklover et al., 2006).

2.3. Piaractus mesopotamicus

Entre os organismos aquaticos de importancia crescente, os peixes destacam-se por
seu valor econdmico e, espécies como o pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887)
estdo cada vez mais sendo utilizadas em aqliicultura devido a sua facil adaptagdo aos sistemas
de criagdo, a alta taxa de crescimento e boa aceitagdo no mercado consumidor. O pacu ¢
produzido em cerca de 80% das pisciculturas comerciais em todos os estados brasileiros e em
77% das pisciculturas do estado de Sao Paulo (Lopes, 2000).

O pacu ¢ uma espécie migratoria encontrada nas Bacias dos rios Parand, Paraguai e
Uruguai. E um peixe onivoro, que se alimenta principalmente de folhas, caules, flores, frutos e
sementes, todavia, havendo necessidade e oportunidade, ele se alimenta de insetos, aracnideos,
moluscos e peixes (Urbinati e Gongalves, 2005). E um dos peixes mais estudados no Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil e recebe os nomes de caranha, pacu-caranha ou pacu-guacu

(Urbinati e Gongalves, 2005).
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3. JUSTIFICATIVA

O fenol foi o xenobiodtico selecionado para estes estudos devido ao seu bem
caracterizado efeito toxico sob espécies aquaticas (Key e Scott, 1986; Tisler e Zagorc-Koncan,
1997; Sannadurgappa et al., 2007) e a sua ampla ocorréncia no ambiente. Alguns compostos
fenolicos, dentre os quais o fenol, estd entre os contaminantes ambientais mais toxicos €
ubiquitarios (Verma et al., 1981; McKim et al., 1999).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) ¢ uma espécie que pertence a familia Characidae ¢
subfamilia Serrasalminae e destaca-se como importante organismo para a realizacdo de testes de
avaliacdo de toxicidade de xenobidticos, pois € uma importante espécie de cultivo e, segundo o
IBAMA (1987), na auséncia de espécies padronizadas para testes, recomenda-se a utilizagdo de
espécies da familia Characiformes.

Uma vez que os processos bioquimicos e hematologicos representam parametros
sensiveis e relativamente precoces de danos por poluentes, foram utilizados como indicadores

de toxicidade do fenol em pacu.
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4. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

-Determinar a CL50-96h do fenol para Piaractus mesopotamicus;

-Verificar os efeitos metabolicos e hematoldgicos da exposicao subletal ao fenol (10 %
da CL50-96h) em Piaractus mesopotamicus;

-Verificar os efeitos metabolicos e hematoldgicos da recuperacdo de uma semana em

Piaractus mesopotamicus.
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5. MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica Adaptativa, no
Departamento de Genética e Evolug¢dao, na Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar).
Foram utilizados pacus provindos do Centro de Aqiiicultura da Universidade Estadual Paulista -
CAUNESP (Jaboticabal, SP).

Os exemplares de pacu, com o peso e comprimento médios de 68,5 + 7,8 ge 154 +
0,6 cm foram aclimatados por quatro semanas em uma caixa de 2000 L com aeragdo constante a
uma temperatura de 26,5 + 1,2 °C. Durante a aclimatagdo, os peixes foram diariamente

alimentados com dieta comercial (35% de proteina bruta) até a saciedade.

5.1. Desenho experimental

5.1.1. Determinacéo da toxicidade aguda (CL50-96h) do fenol para o pacu

Setenta e dois peixes coletados aleatoriamente foram igualmente distribuidos em seis
caixas de 250 L, para a determinagdo da CL50-96 h, nas mesmas condi¢des dos subseqiientes
experimentos de exposicdo subletal. Apds a transferéncia para as caixas, os peixes
permaneceram por sete dias para aclimatagdo as novas condi¢des e entdo submetidos as
concentragdes de 5, 10, 25, 30 e 50 mg/L de fenol. A um sexto grupo, utilizado como
controle, ndo foi adicionado fenol. O sistema de exposi¢do ao fenol foi semi-estatico com um
periodo de renovagdo de 12 horas, ou seja, a cada 12 horas toda a 4dgua era renovada ¢ a
concentracdo de fenol na agua era reposta. Os peixes foram alimentados até 24 h antes da
adicdo do fenol a 4gua e permaneceram em jejum por todo o periodo experimental. A

mortalidade era registrada a cada 24 horas ao longo das 96 horas de exposicao.

5.1.2. Exposic¢ao subletal ao fenol e recuperacéo

Noventa e seis peixes, coletados aleatoriamente do sistema de aclimatacdo, foram
distribuidos em oito caixas de 250 L, na densidade de estocagem de aproximadamente 3,0
g/L. Depois de uma semana de aclimatagdo, os peixes de quatro caixas (duas experimentais €
duas réplicas) foram expostos a uma concentracdo de 3,3 mg/L (10% da CL50-96h) por 96

horas. Quatro caixas nas mesmas condi¢des foram mantidas sem adicdo de fenol (duas
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controle e duas réplicas). Esse sistema foi mantido em regime semi-estatico, com um periodo
de renovacao de 12 horas. A alimentacao foi suspensa 24 horas antes da adicdo do fenol e, os
peixes ndo foram alimentados durante o periodo experimental, de acordo com Aguiar et al.,
(2004), Hori et al, (2006), Glusczak et al., (2007), para evitar diferengas metabdlicas devido a
possiveis diferentes taxas de alimentacdo (Reddy et al., 1993; Jyothi e Narayan, 1999). Nao
foi observada nenhuma mortalidade durante o periodo experimental.

Apds 96 horas de exposicdo, seis peixes de cada uma das quatro caixas, uma
experimental e uma controle e suas respectivas réplicas, totalizando 24 exemplares (n=12),
foram amostrados aleatoriamente para coleta de sangue e tecidos. Nas caixas restantes, ao
final das 96 horas, a agua foi renovada e o fenol ndo foi mais adicionado e, os peixes
permaneceram em recuperagdo por uma semana. Apos este periodo, procedeu-se, entdo, a
coleta de sangue e tecidos, exatamente como foi realizado no experimento de exposi¢ao

subletal.

5.2. Preparagéo das amostras

Os animais amostrados foram anestesiados em solucdo de 6leo de cravo 40 mg/L
(Inoue et al., 2003) e o sangue foi coletado, por pun¢do caudal, com seringas heparinizadas.
Em seguida, os peixes foram mortos para a retirada de figado e musculo branco. Parte do
sangue total coletado foi utilizada para determinagdo das varidveis hematologicas e o restante
foi imediatamente centrifugado a 13 400g por trés minutos para separacdo do plasma. Os
tecidos e o plasma foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C para a

determinagdo da concentra¢do de metabolitos e ensaios enzimaticos.

5.3. Preparacéo dos extratos celulares

Os intermedidrios metabolicos de plasma e tecidos foram quantificados em extratos
acidos livres de proteina, em extratos alcalinos ou em extratos neutros.

O extrato acido foi obtido dos tecidos e do plasma apos sua homogeneizagdo em acido
tricloroacético (TCA) 20%, em homogeneizador rotativo a 1000 rpm, em duas séries de 20
segundos, resultando na precipitagao de proteinas que foram eliminadas apos centrifugagao a
13 400g por trés min. O precipitado era descartado e o sobrenadante utilizado para as

determinagdes bioquimicas de lactato, piruvato e amonia.
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O extrato alcalino foi obtido de tecidos submetidos a digestao em KOH 6,0 N por dois
minutos em banho-maria (agua fervente). Apds digestao total das amostras de musculo e
figado, os extratos foram utilizados nas determinacdes de glicogénio.

O extrato neutro de tecidos foi obtido apds sua homogeneiza¢ao em agua destilada com
homogeneizador rotativo a 1000 rpm, em duas séries de 20 segundos, resultando em sua
desintegracao total. Os fragmentos celulares eram eliminados por centrifugagao a 13 400g por
trés minutos e o sobrenadante, utilizado para as determinacdes de aminodcidos, proteinas e
glicose. O extrato neutro de plasma foi obtido por simples diluicdo em agua destilada. O

plasma foi utilizado ainda sem qualquer diluigdo como plasma total.

5.4. Preparagdo dos homogeneizados celulares

Os ensaios enzimaticos foram realizados em homogeneizados crus obtidos de figado e
musculo branco. Fragdes de tecidos (50 a 100 mg) foram homogeneizados em tampado de
homogeneizagdo (50% glicerol e 50% tampao fosfato 10 mM, pH 7.0) na proporg¢ao de 1:20,
sob banho de gelo em homogeneizador rotativo a 1000 rpm, em duas séries de 20 segundos.
Os homogeneizados foram centrifugados duas vezes: a 600g por trés minutos e
subseqiientemente a 6 000g por oito minutos, a 4 °C e, o sobrenadante foi empregado nas

determinagdes enzimaticas.

5.5. Analises bioquimicas

5.5.1. Intermediarios metabolicos em tecidos e plasma

55.1.1.  Glicogénio

As determinagdes de glicogénio foram realizadas segundo Bidinotto et al. (1997).
Por¢des de figado e musculo dos pacus amostrados foram transferidas para tubos de ensaio na
propor¢ao de 50 a 100 mg de tecido para um mililitro de KOH 6,0 N. Os tubos foram
incubados a 100 °C, em banho-maria, por trés a cinco minutos ou até¢ digestdo total dos
tecidos.

Apos a digestdao alcalina dos tecidos, 250 pL dos extratos foram transferidos para
tubos de ensaio e foram adicionados trés mililitros de 4lcool absoluto e 100 puL. de K,SO4 10
% seguidos de agitacdo. A seguir, os tubos foram centrifugados a 2000 g por trés minutos, o

sobrenadante foi descartado por inversdo e o precipitado ressuspendido em 2,5 mL de agua
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destilada. Os niveis de agucares redutores totais foi determinado, em um volume adequado
desta solucdo, pelo método hidrolitico 4cido de Dubois et al. (1956) utilizando-se um um
padrdo contendo 50 nmols de glicose. O contetdo de glicogénio foi expresso em umols de

glicosil-glicose/mg de tecido.

5.5.1.2.Glicose

Os niveis de glicose foram estimados através do método enzimatico de glicose oxidase
(Trinder, 1969). A uma aliquota de amostra, em uma micro-placa de leitura Optica, ¢
adicionado o reagente de glicose oxidase ¢ a placa ¢ incubada a 37 °C por 10 minutos. A
leitura foi realizada em um leitor de micro-placas “microplate reader” (Termomax®,

Molecular Devices) a 525 nm.

5.5.1.3. Lactato

Os teores de lactato foram mensurados segundo o método descrito por Harrower &
Brown (1972). Uma fragao de extrato acido foi adicionado a um meio de reacao contendo 20
pL de CuS04.5H,0 4 % e 3,5 mL de 4cido sulftrico concentrado, seguido de incubacao a 100
°C por cinco minutos e subseqiiente resfriamento em banho de gelo. A seguir 80 pL de p-
fenilfenol (1,5 g de p-fenilfenol em 100 mL de solugdo aquosa de NaOH 2 %) foram
adicionados ao meio de reagdo. Os tubos eram agitados em vortex e mantidos em temperatura
ambiente por uma hora. Apos este periodo os tubos foram novamente incubados a 100 °C, por
90 segundos e resfriados em banho de gelo. O produto violaceo resultante foi lido em 570 nm.

A concentragdo de lactato foi estimada contra um padrao de lactato contendo 30 nmols.

5.5.1.4. Piruvato

Para as determinagdes de piruvato foi utilizado o método descrito por Lu (1939). A
uma aliquota de extrato adcido foram adicionados 250 uL de dinitrofenilhidrazina 0,1 % (em
solugdo aquosa de HCI 2,0 N) e os tubos foram mantidos em banho-maria a 37 °C por 30
minutos. ApoOs este periodo, foi adicionado ao meio de reacdo 3 mL de NaOH 1,3 N e a
leitura Optica foi realizada em 440 nm. A concentragao de piruvato foi determinada contra um

padrao de piruvato contendo 20 nmols.
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5.5.1.5. Amobnia

A amodnia foi estimada por nesslerizagdo (Gentzkow e Masen, 1942). Uma fracdo de
extrato acido foi transferido para um tubo contendo quantidade suficiente de agua destilada
para um volume final de 2,0 mL, onde foi adicionado entdo 500 puL de reativo de Nessler. A
leitura optica foi realizada em 420 nm e a concentracdo foi determinada contra um padrao

contendo 20 nmols.

55.1.6. Aminoécidos Livres

As concentragdes de aminodcidos livres foram determinadas segundo o método
descrito por Copley (1941). Uma aliquota de extrato neutro foi adicionada a 2,0 mL de
solucdo de nihidrina 0,1% (em propanol) e aquecida por trinta minutos em banho-maria a 40
°C. O produto de reagdo foi lido em 570 nm e a concentragdo de aminoacidos livres foi

estimada contra um padrao de glicina contendo 100 nmols.

5.5.1.7. Proteinas Totais

Os teores de proteina total foram determinados segundo o método de Bradford
(Kruger, 1994). O reagente de Bradford ¢ adicionado a uma aliquota de amostra em uma
micro-placa de leitura fotométrica e a leitura dptica foi realizada em um leitor de micro-placas

“microplate reader” (Termomax®, Molecular Devices) a 625 nm.

5.5.2. lons plasmaticos

As concentragdes plasmaticas de sodio e potassio foram determinadas em um
fotdmetro de chama Digimed (modelo DM-61), contra um padrao de 140 mEq de s6dio e de 5
mEq de potédssio. As concentragdes plasmaticas de ions cloreto foram determinadas
colorimetricamente, em 480 nm e a leitura foi realizada contra um padrdo de 200 nmols,
segundo o método adaptado de APHA (1980). Todos os ions foram mensurados em duplicata,

em plasma diluido 1:100.

5.5.3. Ensaios enzimaticos em tecidos

As atividades enzimaticas foram determinadas (em duplicata) no tecido muscular e

hepatico, sob condi¢gdes de saturacao de substrato.
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5,5.3.1. Lactato desidrogenase

A atividade da lactato desidrogenase (LDH) foi determinada cineticamente em 340 nm
em um meio contendo piruvato (5,0 mM), NADH (0,1 mM) e tampao TRIS (42,5 mM), para
um volume final de reagdo de 2 mL com um pH de 7,5. A reacdo era realizada a 25 °C,
acompanhando-se o consumo de NADH por um minuto (Hochachka et al., 1978). A atividade
de LDH foi expressa em U/mg de proteina. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi

definida como a quantidade de NADH expressa em pmol oxidada por minuto.

5.5.3.2.  Alanina Aminotrasferase

A atividade da alanina aminotransferase (ALAT) foi determinada colorimetricamente
pelo método adaptado de Reitman e Frankel (1957), em um meio contendo alanina 222 mM,
a-cetoglutarato 11,6 mM, piridoxal fosfato 0,27 mM, arsenato 0.22 mM e tampao fosfato 200
mM para um volume final de reacdo de 800 uL (pH 7,5). A reacdo era incubada a uma
temperatura de 37 °C por 30 minutos. Passado este periodo, a reagdo era interrompida por
solucdo de dinitrofenilhidrazina 0,1 % em HCI 2 N, centrifugada a 13 400g por trés minutos a
4 °C e, revelada por NaOH 1,3 N. A leitura dptica foi realizada em 440 nm (Lu, 1939). Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de cetoacido em pmol

formado por minuto.

5.5.3.3.Aspartato aminotransferase

A atividade da aspartato aminotransferase (ASAT) foi determinada
colorimetricamente pelo método adaptado de Reitman e Frankel (1957), em um meio
contendo aspartato 44,4 mM, a-cetoglutarato 11,6 mM, piridoxal fosfato 0,27 mM, arsenato
0.22 mM e tampao fosfato 200 mM para um volume final de rea¢do de 800 uL (pH 7.5). A
reagdo foi incubada a uma temperatura de 37 °C por 30 minutos. Passado este periodo, a
reacdo era interrompida por solug¢do de dinitrofenilhidrazina 0,1 % em HCI 2 N, centrifugada
a 13 4009 por trés minutos a 4 °C e, revelada por NaOH 1,3 N. A leitura oOptica foi realizada
em 440 nm (Lu, 1939). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a

quantidade de cetoacido em pmol formado por minuto.
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5.6. Determinagfes hematoldgicas
5.6.1. Hematocrito

O hematocrito foi determinado pela técnica de centrifugagdo em microcapilares,
preenchidos com a amostra de sangue e depois vedados, em uma das extremidades, com
massa de modelar. Os microcapilares foram centrifugados a 12 000g por trés minutos ¢ a

leitura, dada em porcentagem, foi realizada em um cartao de leitura de hematdcrito

5.6.2. Hemoglobina Total

Os niveis de hemoglobina total foram determinados, fotometricamente, pela formagao
de cianometahemoglobina como descrito por Collier (1944). Uma aliquota de 10 puL de
sangue eram adicionados a 2,0 mL de solugdo de Drabkin, seguido de homogeneiza¢ao em
agitador vortex. A leitura foi realizada em espectrofotometro em 540 nm. A concentracao de
hemoglobina total foi calculada pela expressdo matematica:

Hb (2%) = AbSamostra X 0,143 x diluicdo

5.6.3. Contagem de eritrocitos (RBC)

Os eritrocitos foram contados em uma camara de Neubauer. A partir de uma aliquota
de 10 uL de sangue total, foi feita uma diluicdo de 1:200 (V/V) em solugdo de citrato de
formol. Essa mistura foi aplicada na cdmara e os eritrocitos foram contados em cinco
quadrados (correspondentes a 80 quadrados menores, pois cada quadrado maior tem 16
quadrados menores). Para obter o nimero de eritrocitos por mm’ de sangue foram
acrescentados quatro zeros a soma total do numero de eritrocitos contados nos cinco grupos

de quadrados (Lima, 1969). Os valores foram expressos em milhdes de eritrocitos por mm’.
5.6.4. Volume Corpuscular Médio (VCM)
O VCM foi calculado a partir da seguinte expressao:

VCM (pmm?) = [(Hematocrito/RBC) x 10]
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5.6.5. Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

O HCM foi calculado a partir da seguinte expressao:

HCM (pg/célula) = [(Hb total/RBC) x 10]

5.6.6. Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

O CHCM foi calculado a partir da seguinte expressao:

CHCM (%) = [(Hb total/Hematocrito) x 10]
6. ESTATISTICA

As variaveis metabolicas e hematoldgicas foram avaliados quanto a sua normalidade
através do teste de Cramer-von Mises, aceitando-se um intervalo de confianga de 95%. As
diferengas entre o grupo controle e grupo exposto foram avaliadas por ANOVA “one-way” e
submetidas ao Teste de Tukey para amostras paramétricas, ou ANOVA “one-way non-

parametric” e submetidas ao Teste de Kruskal-Wallis para amostras ndo-paramétricas. Para a

analise estatistica dos dados foi empregado o programa SAS v.8.0.
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7. RESULTADOS
7.1. CondicGes Ambientais

As varidveis de qualidade de dgua das caixas experimentais mantiveram-se constantes
ao longo de todos os periodos experimentais. A temperatura manteve-se em 26,5 + 1,2 °C; o
oxigénio dissolvido (OD) em 5,5 = 0,8 mg/L; o pH em 7,4 + 0,2; a condutividade em 89,5 +
8,8 uS/cm; a dureza em 29,0 + 0,5 mg/L (como CaCQs); a alcalinidade em 55,4 + 2 mg/L
(como CaCOs) e a amdnia em 0,22 + 0,02 mg/L.

Durante os experimentos de determinagdo de CL50-96 h, assim como no experimento
de exposi¢do subletal, os peixes produziram quantidades excessivas de muco. A pele dos

peixes apresentava uma espessa camada de muco e a dgua de exposi¢do apresentava-se turva.

7.2. Toxicidade aguda do fenol para o pacu

Durante o teste de toxicidade, ndo houve mortalidade no grupo controle, 5, 10 e 25
mg/L. No grupo 30 mg/L, cinco peixes morreram em 24 horas e no grupo 50 mg/L, todos os

peixes morreram, também em 24 horas.

Tabela 1 Mortalidade de Piaractus mesopotamicus exposto ao fenol

Concentragao

Mortalidade Final Mortalidade (%)
de Fenol (mg/L)
0 0 0
5 0 0
10 0 0
25 0 0
30 6 50
50 12 100

CONCENTRACAO LETAL 50% (CL(I) 50-96h) = 33,0 mg/L

7.3. Metabolismo intermediario de pacus apos exposicao subletal e recuperacao
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7.3.1. Metabolismo Protéico

7.3.1.1.Proteinas Totais

Os niveis de proteinas totais no musculo branco tiveram uma reducdo significativa, de
45% apods 96 horas de exposi¢do e mantiveram-se inalterados apos a recuperacio. Os valores
médios ¢ o desvio padrio estdo apresentadas na tabela 2 e na figura 4. O conteudo de
proteinas totais no plasma ndo teve diferenca significativa nem na exposicdo, nem na
recuperagdo e, os valores médios e o desvio padrdo estdo apresentados na tabela 3. No figado
a concentracdo de proteinas totais ndo teve alteragdo significativa apos a exposi¢ao subletal,
porém, apresentou uma reducao de 19% ao final do periodo de recuperagdo. Os valores estao

apresentados na tabela 4 e na figura 5.
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Figura4 . Concentracdo de proteinas totais no musculo branco de pacu
exposto a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h e apdés uma semana de
recuperagdo. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrio.
(*) representa diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).
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Figura 5 . Concentragdo de proteinas totais no figado de pacu exposto a
3,3 mg/L de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os
dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa
diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).

7.3.1.2.Aminoécidos Livres (AAL)

O conteudo de aminoacidos livres teve um aumento de 35 % no tecido muscular apos
a exposi¢ao subletal e manteve-se inalterado na recuperacdo, os valores médios e o desvio
padrdo estdo apresentados na tabela 2 e na figura 6. Os aminoécidos plasmaticos aumentaram
em 45 % ap0ds a exposi¢ao subletal e ndo foram alterados na recuperacdo, os valores médios e
o desvio padrao estao apresentados na tabela 3 e na figura 7. Os niveis de aminoacidos livres
no tecido hepatico aumentaram ap6s o periodo de exposi¢do, em aproximadamente 12 %,
porém, ndo tiveram altera¢do ap6s a recuperacdo. Os valores médios e o desvio padrio estdo

apresentados na tabela 4 e na figura 8.
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Figura 6 . Concentragdo de aminoacidos livres no musculo branco de
pacu exposto a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h e apds uma semana de
recuperacdo. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrao.
(*) representa diferenca significativa em relag@o ao controle (P<0,05).
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Figura7 . Concentragdo de aminoacidos livres no plasma de pacu exposto
a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperacao.
Os dados estdo apresentados como média + desvio padrao. (*)
representa diferenca significativa em relacdo ao controle (P<0,05).
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Figura 8 . Concentracdo de aminoécidos livres no figado de pacu exposto
a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagao.
Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*)
representa diferenga significativa em rela¢do ao controle (P<0,05).

7.3.1.3.Ambnia

As concentragdes de amonia no musculo branco, plasma e figado dos animais
expostos ao fenol por 96 h e dos animais submetidos a recuperagdo ndo apresentaram
diferencas significativas em relagdo aos grupos controles. Os valores médios € o desvio

padrdo estdo relacionados nas tabelas 2, 3 e 4.

7.3.1.4.Alanina Aminotransferase

A atividade da enzima alanina aminotransferase em musculo branco e figado de pacu
apresentou um aumento significativo em ambos os tecidos, apds 96 h de exposi¢do subletal,
de, respectivamente, 33% e 23%. A atividade destas enzimas ndo foram mensuradas em
tecidos de pacus submetidos a recuperacdo. Os valores médios ¢ o desvio padrio estdo

relacionados na tabela 6 e na figura 9.
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Figura9 . Atividade da enzima alanina aminotransferase (ALAT) no
musculo branco e no figado de pacu exposto a 3,3 mg/L de fenol
durante 96 h. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrao. (*) representa diferenca significativa em relagdo ao controle

(P<0,05).
7.3.1.5.Aspartato Aminotransferase

A atividade da enzima aspartato aminotransferase em musculo branco e figado de pacu
apresentou um aumento significativo em ambos os tecidos, apos 96 h de exposi¢ao subletal,
de, respectivamente, 25% e 30%. A atividade destas enzimas ndo foram mensuradas em
tecidos de pacus submetidos a recuperacdo. Os valores médios e o desvio padrdo estdo

relacionados na tabela 6 e na figura 10.
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Figura 10 . Atividade da enzima aspartato aminotransferase (ASAT) no
musculo branco e no figado de pacu exposto a 3,3 mg/L de fenol
durante 96 h. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrao. (*) representa diferenca significativa em relagdo ao controle
(P<0,05).

7.3.2. Metabolismo Glicidico
7.3.2.1.Glicose

Os niveis de glicose no musculo branco dos animais expostos e dos animais sob
recuperacdo ndo apresentaram diferengas significativas em relacdo aos respectivos controles.
Os valores médios ¢ o desvio padrdo estdo apresentados na tabela 2. A glicose plasmatica
apresentou um aumento significativo de 38% nos peixes expostos ao fenol por 96 h, porém
ndo houve diferenca significativa nos animais sob recuperagao. Os valores médios e o desvio
padrdo estdo apresentados na tabela 3 e na figura 11. No tecido hepatico, a concentracio de
glicose teve um aumento significativo nos animais expostos e nos animais submetidos a
recuperagdo em relacdo aos grupos controles, de 50% e 14%, respectivamente. Os valores

médios e o desvio padrao estdo apresentados na tabela 4 e na figura 12.
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Figura 11 . Concentragdo de glicose no plasma de pacu exposto a 3,3 mg/L
de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa

diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).
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Figura 12 . Concentracdo de glicose no figado de pacu exposto a 3,3 mg/L
de fenol durante 96 h e apo6s uma semana de recuperagao. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa

diferencga significativa em relagao ao controle (P<0,05).
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7.3.2.2. Glicogénio

No musculo branco, os niveis de glicogénio dos animais expostos por 96 h ndo
tiveram alteracdo significativa, todavia, os animais sob recuperacdo apresentaram uma
reducdo significativa de 16%. Os valores médios ¢ o desvio padrio estdo apresentados na
tabela 2 e na figura 13. A concentragdo de glicogénio hepatico, nos peixes expostos nao
apresentou diferencas significativas, contudo, nos animais submetidos a recuperacdo, estes
niveis tiveram um aumento significativo de 40%. Os valores médios e o desvio padrdo estdo

apresentados na tabela 4 e na figura 14.
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Figura 13 . Concentracdo de glicogénio no musculo branco de pacu
exposto a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h e apdés uma semana de
recuperagdo. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrio.
(*) representa diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).



31

B2 Controle
N 3,3 mg/L
600
*
o
S 500
(3]
i ]
D 4004 RIS 1
L R S
[<} % R
E 300 KB R 3
= s s
9 IR SRR
c 4 %S 8
< 200 SR 5K
S RS :
2 100 BREX :
o 553 53 S :§:
0 e
Exposicéo 96 h Recuperagdo 1 semana

Figura 14 . Concentracdo de glicogénio no figado de pacu exposto a 3,3
mg/L de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os
dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa
diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).

7.3.2.3.Lactato

O lactato muscular ndo apresentou diferengas significativas nos peixes expostos nem
nos peixes sob recuperagdo. Os valores médios e o desvio padrao estdo apresentados na tabela
2. No plasma, os teores de lactato apresentaram aumento significativo nos animais de ambos
os tratamentos, exposi¢do e recuperagdo, de 64% e 62%, respectivamente. Os valores médios
e o desvio padrdo estdo apresentados na tabela 3 e na figura 15. A concentragdo de lactato
hepatico teve um aumento de 10% nos animais expostos e de 27% no animais sob
recuperagdo. Os valores médios e o desvio padrao estdo apresentados na tabela 4 e na figura

16.
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Figura 15 . Concentragdo de lactato no plasma de pacu exposto a 3,3 mg/L
de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa
diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).
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Figura 16 . Concentracdo de lactato no figado de pacu exposto a 3,3 mg/L
de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa
diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).



33

7.3.2.4.Piruvato

Os niveis de piruvato muscular ndo foram significativamente diferente do seu controle
nos peixes expostos, porém, nos animais submetidos a recuperagdo estes niveis tiveram uma
reducdo de 27%. Os valores médios e o desvio padrdo estdo apresentados na tabela 2 e na
figura 17. A concentragdo de piruvato no plasma e no figado ndo apresentou diferenca
significativa nos animais de nenhum dos tratamentos. Os valores médios ¢ o desvio padrao

estdo relacionados nas tabelas 3 e 4 .
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Figura 17 . Concentracdo de piruvato no musculo branco a 3,3 mg/L de
fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os dados estdo
apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa diferenga
significativa em relag¢do ao controle (P<0,05).

7.3.2.5.Lactato Desidrogenase

A atividade da enzima lactato desidrogenase em musculo branco e figado de pacu
apresentou um aumento significativo em ambos os tecidos, apos 96 h de exposi¢ao subletal,
de, respectivamente, 16% e 29%. A atividade destas enzimas ndo foram mensuradas em
tecidos de pacus submetidos a recuperacdo. Os valores médios e o desvio padrdo estdo

relacionados na tabela 6 e na figura 18.
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Figura 18 . Atividade da enzima alanina aminotransferase (ALAT) no
musculo branco e no figado de pacu exposto a 3,3 mg/L de fenol
durante 96 h. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrao. (*) representa diferenca significativa em relagdo ao controle
(P<0,05).

7.4. Tons Plasmaticos

As concentragdes de sodio, potassio e cloreto no plasma ndo tiveram alteragdes
significativas, em relagdo aos seus respectivos controles em nenhum dos tratamentos. Os

dados estdo relacionados na tabela 3.

7.5. Hematologia

O conteudo de hemoglobina total em pacus expostos teve um aumento de 24% em
relacdo ao grupo controle e, nos peixes sob recuperacao nao houve diferenca significativa. Os
valores médios e o desvio padrdo estdo apresentados na tabela 5 e na figura 19. O hematocrito
apresentou um aumento de 24% nos animais expostos e ndo teve alteracao significativa apds a
recuperacdo. Os valores médios e o desvio padrdo estdo apresentados na tabela 5 e na figura
20. O ntimero de células vermelhas apresentou um aumento significativo de 25% no peixes
expostos, no entanto, ndo houve alteragdo significativa no peixes submetidos a recuperagao.
Os valores médios e o desvio padrao estdo apresentados na tabela 5 e na figura 21. Os indices

hematimétricos (VCM, HCM E CHCM) nio tiveram altera¢des significativas nem apds a
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exposicao, nem apos a recuperacao. Os valores médios e o desvio padrdo estdo apresentados

na tabela 5.
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Figura 19 . Concentragdao de hemoglobina total de pacu exposto a 3,3 mg/L
de fenol durante 96 h e apds uma semana de recuperagdo. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. (*) representa
diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05).
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Figura 20 . Hematdcrito de pacu exposto a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h
ap6s uma semana de recuperacdao. Os dados estdo apresentados como
média + desvio padrdo. (*) representa diferenca significativa em
relacdo ao controle (P<0,05).
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Figura 21 . RBC de pacu exposto a 3,3 mg/L de fenol durante 96 h apos
uma semana de recuperacdo. Os dados estdo apresentados como média
+ desvio padrdo. (*) representa diferenca significativa em relacdo ao
controle (P<0,05).



Tabela 2

ao fenol por 96 h e submetido a uma semana de recuperacao.
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— Intermediarios metabdlicos no musculo branco de P. mesopotamicus exposto

MUSCULO BRANCO

Exposicéo Recuperacao

Metabolitos Controle 3,3 mg/L Controle 3,3 mg/L
Proteinas 62,0+ 10,0 34,2 +4,9% 37,7+2,44 38,2+4,6
AAL 10,6 1,2 14,4 +£2 2% 218+ 1,6 22,6421
Amonia 34,0+4,7 28,3 +3.8 342+29 33,2+4,1
Glicose 1,95+ 0,17 1,98 £ 0,14 1,75 +0,18 1,57+ 0,07
Glicogénio 78,0 4,1 76,7 + 6,3 86,4+538 72,9 + 4,6%
Lactato 44,6 + 4.5 46,6 + 8,3 33,5+3,0 33,4+4,6
Piruvato 0,62 + 0,06 0,64 + 0,06 0,67+ 0,05 0,49 + 0,04*

As concentragdes de glicogénio estdo expressas em pmol de glicosil-glicose/g de tecido; de proteina estdo
expressas em mg de proteina/g; os demais intermediarios estdo expressos em pumol/g de tecido. Os dados estdo
apresentados como média + desvio padrao (n=12). (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle

para P<0,05.
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Tabela3 - Intermediarios metabdlicos no plasma de P. mesopotamicus exposto ao fenol por
96 h e submetido a uma semana de recuperacao.

PLASMA
Exposicéo Recuperacgéo
Metabolitos Controle 3,3 mg/L Controle 3,3 mg/L
Proteinas 13,6 £1,72 16,1 £ 1,6 22,8+ 2,10 24,4 + 3,48
AAL 3,07 £ 0,45 4,45 +0,2% 5,44 £ 0,53 4,93 +0,27
Amonia 3,27+ 0,51 3,17+ 0,34 3,80+ 0,19 3,80 +£0,47
Glicose 221+0,14 3,05+ 0,18* 3,44 £ 0,45 4,08 + 0,52
Lactato 2,60 + 0,55 4,25 +0,75% 3,45 +0,57 5,60 = 0,45%
Piruvato 0,24 + 0,02 0,24 + 0,03 0,21 £0,03 0,20+ 0,01
Sédio 156+ 7,32 154+12,3 175+12,6 196 + 12,2
Potassio 5,10+ 0,55 4,43 + 0,58 6,21 +£0,45 5,92 £ 0,60
Cloreto 143 £ 5,40 146 + 43 140 £ 9,20 152 £ 7,48

Concentracdes de proteina expressas em mg de proteina/mL de plasma; os demais intermedidrios estdo
expressos em pumol/mL de plasma. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrao (n=12). (*)

indicam diferencas significativas em relagdo ao controle para P<0,05.
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— Intermedidrios metabolicos no figado de P. mesopotamicus exposto ao fenol
por 96 h e submetido a uma semana de recuperagao.

FIGADO
Exposicéo Recuperacgéo

Metabdlitos Controle 3,3 mg/L Controle 3,3 mg/L
Proteinas 103 +£5,5 103+7,3 105 +13,2 85,4 +4,6*
AAL 392+ 1,5 43,7 £2.2% 292432 293+2,5
Ambnia 47,7+ 6,5 46,8 £ 6,2 40,6 + 3,3 39,5+3,3
Glicose 17,9+ 2,0 27,0 £2,7* 47,4+1,2 54,1 £3,3*%
Glicogénio 427+ 353 462 + 69,0 3890 +41,0 547 £ 37,5*%
Lactato 9,64 +0,3 10,7+ 0,3* 23,1 +2,1 29,4 +2,5%
Piruvato 0,76 £ 0,06 0,76 £ 0,06 0,78 £0,05 0,76 £0,03

Concentragdes de glicogénio expressas em pmol de glicosil-glicose/g de tecido; de proteina estdo expressas em
mg de proteina/g de tecido; os demais intermediarios estdo expressos em umol/g de tecido. Os dados estdo
apresentados como média + desvio padrao (n=12). (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle
para P<0,05.
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Tabela 5 — Valores dos pardmetros hematologicos de Piaractus mesopotamicus expostos ao
fenol por 96h e ap6s uma semana de recuperacao.

Exposicéo Recuperagao

Parametros Controle 3,3 mg/L Controle 3,3 mg/L

Hemoglobina total (g/dL) 7,3+£0,5 9,0 £0,5*% 7,15+£0,55 8,13 +0,37
Hematocrito (%) 252+14 31,3 +£2,1%* 26,1 +1,2 28,0+ 1,28
RBCC (10°/mm3) 1,46 0,1 1,8 +0,1%* 1,5+ 0,14 1,57 +0,13
VCM (pmm®) 173 £ 17,0 171 £11,3 162 £ 14,6 168 11,3
HCM (pg/célula) 50,0 £2,9 494+5,1 46,8 + 4.6 492 + 4.6
CHCM (%) 2,9+0,2 2,9+0,1 3,0+0,18 2,97+0,19

RBCC — contagem de células vermelhas sanguineas; VCM — volume corpuscular médio; HCM —
hemoglobina corpuscular média; CHCM — concentragdo de hemoglobina corpuscular média. Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo (n=12). (*) indicam diferengas significativas em
rela¢do ao controle para P<0,05.
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Tabela6  — Atividades enzimaticas em musculo branco ¢ figado de de P. mesopotamicus
exposto ao fenol por 96 h.
Exposicéo

Musculo Branco Figado
Parametros Controle 3,3 mg/L Controle 3,3 mg/L
ALAT 1,8+0,2 2,5+0,14%* 0,3+0,015 0,37 +£0,015*
ASAT 6,4+0,2 8,0 +0,4* 12,1 +£1,1 15,8 £0,8*
LDH 2895 + 148 3364 + 242* 19,2 +2.4 24,7 £2,2%

As atividades das enzimas ALAT, ASAT e LDH no musculo branco e figado estdo expressas
em nmol/min/mg de proteina; Os dados estdo apresentados como média + desvio padrio
(n=12). (*) indicam diferengas significativas em relagdo ao controle para P<0,05.
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8. DISCUSSAO

A CL50-96h do fenol para juvenis de pacu (33,0 mg/L) mostrou-se relativamente alta
considerando-se que em peixes esse nivel varia de 5 a 48 mg/L (Gupta et al., 1982). A CL50-
96h observada em Brycon amazonicus exposto ao fenol ¢ de 17,4 mg/L (Hori et al., 2006).
Em Notopterus notopterus ¢ de 12,53 mg/L (Verma et al.,, 1980) e em Oreochomis
mossambicus ¢ 35,0 mg/L (Sannandurgappa et al., 2007). Os resultados obtidos com pacu
exposto ao fenol mostraram que esta espécie tem uma resisténcia relativamente alta a este
xenobidtico. A diferenga entre os valores de CL50 de fenol para diferentes espécies de peixes
¢, possivelmente, devida a diferentes sensibilidades e taxas de absor¢do (Saha et al., 1999).
Outra possivel razdo para a tolerancia ao fenol pode ser a presenca de mecanismos eficientes
de desintoxicagao (Bucher e Hofer, 1993).

A profusa liberagcdo de muco ¢ uma reagdo comum de peixes em ambientes toxicos,
que ocorre pela superficie corporal e branquias (Bols et al., 2001; Oru¢ e Uner, 1998).
Producao excessiva de muco ¢ observada em vérias espécies de peixe, quando expostas a
concentragdes sub-letais de fenol (Mitrovic et al., 1968; Verma et al., 1980; Gupta et al.,
1982; Bucher and Hofer, 1993; Saha et al., 1999). Substancias toxicas podem causar efeitos
nao sé na quantidade de muco produzido por peixes, como também nas propriedades fisicas,
na liberagdo e, provavelmente, na composi¢do (Bols et al., 2001). O muco ¢ produzido,
possivelmente, para minimizar o efeito irritante do toxico (Verma et al., 1980).

A exposicao de pacu e outras espécies a concentragdo subletal de fenol por 96 horas
resultou em alteragdes significativas em seu perfil metabolico. A mesma redugdo de proteinas
encontrada no tecido muscular de pacu também foi reportada em Rhamdia quelen exposto a
concentragoes subletais do herbicida glifosato por 96 h (Glusczak et al., 2007) e em Clarias
batrachus exposto ao carbofuram (1/3 CLs(-96 h) por um periodo de seis dias (Begum, 2004).
Ja em Oreochromis mossambicus exposto a duas concentrag¢des subletais de fenol (2,3 e 3,5
mg/L), essa redugdo s6 ocorre apos 20 dias de exposi¢do (Sannadurgappa et al., 2007). Em
teledsteos, o musculo esquelético age como uma grande reserva de aminoacidos, uma vez que
as proteinas representam o substrato primario para producdo de energia nestes organismos
(Tripathi e Verma, 2003). E ainda, sob condi¢des de estresse, muitos organismos mobilizam
proteinas para utiliza-las em varias reagdes catabolicas (Ramesh e Saravanan, 2008).

Nos pacus, a diminuicdo de proteina muscular foi acompanhada do aumento na
concentragdo de aminodcidos neste tecido, no plasma e no figado, o que poderia indicar

protedlise muscular, sugerindo aumento da demanda energética deste tecido em conseqiiéncia
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do estresse da exposicao ao fenol e exibindo uma preferéncia metabolica pelo consumo de
proteinas. O aumento da demanda metabdlica, sob estresse toxico, ocorre, provavelmente,
para favorecer a sintese hepatica de enzimas de destoxificagdo (Scott e Sloman, 2004; Begum
e Vijayaraghavan, 1995; Hori et al., 2006), processo que requer altos niveis de energia

(Begum e Vijayaraghavan, 1995).
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Figura 22 Mapa metabodlico demonstrando protedlise do tecido muscular e
transporte de aminoacidos para o tecido hepatico de pacu apos
exposic¢ao subletal ao fenol.

Essa hipdtese é corroborada pelo aumento nas atividades das aminotransferases ALAT
e ASAT, ndo s6 do tecido muscular, mas também do tecido hepatico. Resultados semelhantes
foram reportados em musculo e figado de Clarias batrachus apés exposigdo a carbofuran (1/3
CL50-96 h) por seis dias (Begum, 2004). O aumento da atividade de ASAT nestes dois
tecidos e de ALAT no tecido muscular foi reportada em Brycon amazonicus expostos a 10%
CL50-96 h de fenol por 96 h (Hori et al., 2006). Barse e colaboradores (2006) reportaram
aumento da atividade de ALAT em Cyprinus carpio devido a intoxicagdo por 4-terc-
butilfenol e, sugerem que o catabolismo de aminoacidos e o aumento da gliconeogénese sao
atribuidos ao aumento da atividade desta enzima.

Scott e Sloman (2004) sugerem que o aumento de aminoacidos, acompanhado pelo
aumento na atividade de ALAT e ASAT em peixes intoxicados, indica uma mudanga em
diregdo as vias catabolicas do metabolismo de proteina, possivelmente favorecendo

mobilizacdo de reservas de energia para destoxificagdo. Essas aminotransferases participam
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diretamente da transferéncia de grupos amino e da disponibilizacdo de cetoacidos para o
processo catabolico, que encontra-se aumentado em situacoes de estresse.

E interessante notar que apesar do aumento da atividade catabolica de proteinas,
observada em pacus expostos ao fenol, ndo se observaram alteracdes nos niveis de amonia em
nenhum dos tecidos estudados. Isto é sugestivo de que os processos de excrecao de amonia
ndo sao inicialmente alterados pelas concentragdes ambientais de fenol utilizadas.

Os niveis de glicose plasmatica aparecem aumentados em pacu em conseqiiéncia da
exposi¢ao ao fenol. Hiperglicemia ¢ constantemente observada em peixes sob estresse
quimico causado por concentragdes subletais de fenol (Swift, 1981; Krajnovi¢-Ozreti¢ e
Ozreti¢, 1988) e varios outros xenobioticos (Sancho et al., 1997; Jyothi e Narayan, 1999;
Orug e Uner, 1999; Das e Mukherjee, 2003; Aguiar et al., 2005; Tintos et al., 2008). Esse
quadro metabdlico, associado a observagdo de uma elevacdo da glicose hepatica e de uma
inalterabilidade dos niveis hepaticos e musculares de glicogénio sugere, contudo, que os
esqueletos carbonados de aminodcidos, oriundos da protedlise muscular, sdo potenciais

substratos para uma provavel gliconeogénese hepatica.

Misculo Branco Plasma Figado
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Figura 23 . Mapa metabolico demonstrando gliconeogénese no tecido
hepatico a partir dos esqueletos carbonados dos aminoacidos da
proteolise do tecido muscular de pacu ap6s exposi¢ao subletal ao fenol.

Baixas concentragdes de fenol (20% da CL50-96h) também ndo induzem

glicogendlise hepatica e muscular em Oreochromis aureus apds 7 dias de exposigdo (Abdel-
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Hameid, 2007). Resultados similares aos observados no presente trabalho, concernentes ao
aumento da glicemia, associado com a manuten¢do dos estoques de glicogénio no musculo
branco e o aumento da protedlise observada neste tecido, foram obtidos por Almeida e
colaboradores (2001), em Oreochromis niloticus exposto ao cadmio (1/60 CL50-96h) por 7
dias. Estes autores sugerem que os aminodcidos oriundos da protedlise sdo potenciais
substratos para a gliconeogénese que, possivelmente, mantém a hiperglicemia em
Oreochromis niloticus. Todavia, essa gliconeogénese nem sempre ¢ observada. Aumento de
glicose no plasma seguido da reducdo das reservas de glicogénio ¢ reportado em peixes
expostos a xenobiodticos (Orug e Uner, 1998; Orug e Uner, 1999; Aguiar et al., 2004; Tintos
2008), o que sugere glicemiacao através de fosforolise do glicogénio.

Embora os efeitos do cortisol no metabolismo glicidico e protéico variem
acentuadamente em diferentes espécies de peixe (Tripathi e Verma, 2003), alguns dos efeitos
classicos deste hormonio, como, a protedlise muscular, o aumento de aminoacidos no plasma
e no figado, o provavel aumento da gliconeogénese hepatica e a hiperglicemia, foram
observados no metabolismo de pacu apds 96 horas de exposicdo ao fenol e, podem ter sido
mediados pela acdo deste hormonio. Na auséncia de corticosterdides adrenais, as reservas de
proteina ndo sdo convertidas a carboidratos suficientemente rapido para manter niveis normais
de actcar no sangue (Lardy et al., 1965). Niveis aumentados de cortisol sdo reportados em
Dicentrarchus labrax apos trés dias de exposi¢do a concentragdes sub-letais de fenol
administradas intraperitonealmente (Roche e Bogé, 2000; Roche e Bogé, 1996).

A lactemia aumentada em pacu ao final das 96 horas de exposi¢do ao fenol persistiu
até o final do periodo de recuperagdo. Os mesmos resultados foram encontrados em Rhamdia
quelen apds exposicdo subletal de 96 horas ao herbicida clomazona e recuperagdo de 96 horas
(Crestani et al., 2006). Outros trabalhos tem também observado hiperlactemia em peixe apos
estresse quimico por xenobioticos (Sancho et al., 1997; Crestani et al., 2006; Tintos et al.,
2008). O produto final da via glicolitica, o piruvato, sob condi¢des de anaerobiose ou de
suprimento de oxigénio diminuido, ¢ reduzido a lactato. O aumento de lactato plasmatico a
partir de tecidos fermentativos, como o musculo branco, ¢ esperado como conseqiiéncia
metabolica de hipoxia celular (Aguiar et al., 2004).

Em Oreochromis mossambicus exposto ao fenol, observa-se um aumento do
movimento opercular médio em fun¢do da concentracao de fenol (Saha et al., 1999). Aumento
da atividade opercular confirma que o fenol, até mesmo em baixas concentragdes, interfere na
respiragado, resultando em um tipo de estresse por hipoxemia (Saha et al., 1999). O efeito de

poluentes, dissolvidos nas branquias, pode ndo somente restringir a troca de gases, mas seu



46

efeito irritante pode também interferir com a ventilagdo (Hughes, 1981). Efeitos do fenol na
cadeia respiratoria tem sido reportado. A atividade da enzima 5-nucleotidase de tecidos de
Notopterus notopterus ¢ inibida apds exposicdo subletal ao fenol, o que representa,
possivelmente, um efeito desacoplador da fosforilacdo oxidativa (Gupta et al., 1983a).

Apesar de neste trabalho ndo ter sido realizada uma avaliagdo histologica dos pacus,
alguns estudos tém sugerido que hiperlactemia em peixes submetidos a xenobiodticos pode
estar relacionada a danos histopatologicos de branquias (Sancho et al., 1997), o6rgao de
contato imediato com os xenobiodticos e por onde estes sdo absorvidos por difusdo (Verma et
al., 1980; Kishino e Kobayashi, 1995; McKim et al., 1999). As lesdes causadas nesta estrutura
respiratoria podem trazer conseqiiéncias imediatas ao metabolismo intermediario. Uma das
que se podem imediatamente apresentar ¢ o prejuizo da respiragdo celular. Alteragdes
histopatologicas em branquias sdo reportadas em Cottus gobio e Oncorhynchus mykiss apos
exposicdo a concentragdes subletais e letais de fenol (Mitrovic et al., 1968; Bucher ¢ Hofer,
1993). E ainda, Orug e Uner, (1998) sugerem que a formacdo de uma pelicula de muco, na
superficie corporal e nas branquias, associada a alteracdes nos tecidos respiratdrios, podem
levar a um estresse por hipoxemia em peixe sob exposi¢do toxica.

E interessante destacar o fato de os niveis aumentados de lactato plasmatico ocorrerem
em paralelo aos niveis hepaticos de lactato, situagao metabdlica que também persistiu até o
final do periodo de recuperagdo. Este fato sugere que o lactato muscular foi, tanto quanto o
esqueleto de aminoécidos, provenientes da protedlise muscular apds o periodo de exposigdo e
da protedlise hepatica apos o periodo de recuperagdo, fonte carbonada nos processos de
gliconeogénese de pacu exposto ao fenol. Esta estratégia metabolica ¢ conhecida como ciclo
de Cori, que pode ser intensificada apds processos de hiperlactemia.

Esta situacdo metabolica pode ser corroborada pelo aumento de LDH, tanto muscular
quanto hepatica, enzima diretamente envolvida na conversao lactato-piruvato. A elevagdo da
atividade desta desidrogenase, no figado e musculo de pacu exposto ao fenol por 96 horas,
substancia a proposta de fermentacdo devida a um possivel processo hipoxémico. Aumento da
atividade de LDH nestes tecidos também foi reportado em Oreochromis aureus expostos a
11,6 e 23,2 mg/L de fenol por sete dias (Abdel-Hameid, 2007).
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Figura 24 . Mapa metabodlico demonstrando o Ciclo de Cori em pacu apos
exposic¢ao subletal ao fenol.

Nao foram observadas alteragdes nas concentracdes de sodio, potassio e cloreto
plasmaticos. Esses dados sdao sugestivos de que ndo houve alteragdes osmoticas no sangue. A
hipocloremia, como resposta generalizada a estressores, pode nao ter sido detectada em pacu
ao final das 96 h de exposi¢do porque ¢ uma reagdo associada ao choque inicial ao estressor,
porém, pode ter ocorrido durante as primeiras horas de exposi¢ao (Swift, 1981).

A diminui¢do de processos aerdbicos por prejuizos respiratorios pode levar ao
aparecimento de outras estratégias para garantir a sobrevivéncia. Entre elas, existem aquelas
ligadas aos eritrécitos, células envolvidas no transporte de oxigénio. Foi observado um
aumento do nimero de eritrécitos (RBC) em pacus expostos ao fenol, que foi, possivelmente,
decorrente de uma contracao esplénica. Em muitas espécies de peixes, o bago age como um
reservatotio de eritrocitos (Perry e McDonald, 1993). A eritrocitemia observada em pacu
explica o aumento nos valores observados de Het (hematocrito), assim como nos teores de Hb
total (hemoglobina total).

Aumento de RBC, Hb total e Hct também ¢é observado em Monopterus albus até 24 h
de exposi¢cdo a concentracdes sub-letais de ensosulfan, porém, esses pardmetros diminuem
gradualmente até o final das 96 h (Siang et al., 2007). A elevagdo do Hct ocorre em Brycon
amazonicus exposto a 2 mg/L de fenol por 96h (Avilez et al., 2008). Estes autores sugerem
que esta elevagcao ¢, provavelmente, devida ao aumento da necessidade de oxigénio,
decorrente da demanda metabolica aumentada. Outros estudos também sugerem que o

aumento nos valores dos parametros hematoldgicos, representam, possivelmente, um aumento
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da necessidade de transporte de oxigénio como resposta adaptativa a intoxicagdo de peixes
(Salmo salar ¢ Monopterus albus) por endosulfan (Petri et al., 2006; Siang et al., 2007).
Contraditoriamente, em Dicentrarchus labrax, submetido a injegdes intrabdominais
periddicas de fenol e compostos fendlicos (no maximo 10 % da dose letal), o Het € reduzido e
os teores de Hb ndo sdo alterados, o que ¢ atribuivel a um quadro de anemia (Roche ¢ Bogé,
1996).

Valores constantes na concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
descartam a possibilidade de um aumento do hematdcrito por aumento do volume celular.
Variagdes intra-eritrocitarias sdo usualmente acompanhadas da movimentagdo de sddio,
potassio e cloreto (Borgese et al., 1987), o que nao foi observado no presente trabalho.
Nossos resultados sdo similares aos encontrados em Salmo salar exposto ao endosulfan, que
apresentaram aumento no Hct e Hb total sem alteragdes na concentragdo de sodio, potéassio e
cloreto (Petri et al., 2006). Apos o periodo de recuperagao, nenhuma alteracao significativa foi
encontrada para os parametros hematoldgicos, apesar da persistente lactemia, o que ¢€
sugestivo de adaptacdo ao processo de intoxicacao.

J& os peixes submetidos a recuperagdo, apresentaram uma reducdo dos niveis de
proteinas no figado. Os mesmos resultados foram encontrados em Clarias batrachus apos
exposicao subletal ao carbofuram (Begum, 2004), sugerindo protedlise hepatica aumentada,.
Os aminoacidos provenientes da protedlise do tecido hepatico, possivelmente, foram
substratos para uma provavel gliconeogénese deste tecido.

Uma reducdo das reservas de glicogénio no tecido muscular, associada a um aumento
destas reservas no figado ¢ sugestivo de glicogenolise muscular e glicogénese hepatica. A
mobilizacdo de reservas de glicogénio do musculo e de proteinas no figado podem ser
atribuidas ao aumento da demanda energética decorrente dos mecanismos de destoxificagdo,

que, possivelmente, ainda estdo ocorrendo no periodo de recuperagao.
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Figura 25 Mapa metabolico demonstrando glicogendlise no tecido
muscular e proteolise, gliconeogénese e glicogénese no tecido hepatico
de pacu apds a recuperagao.

A hiperlactemia apresentada por pacu, observada apos a exposi¢ao subletal, persistiu
até o final do periodo de recuperagdo. E ainda, apos a recuperagdo, uma redugdo no nivel de
piruvato muscular ocorreu, sugerindo aumento da conversdo deste substrato a lactato,
reforgando a hipotese de reducao do metabolismo oxidativo no tecido muscular. A atividade
da LDH ndo foi mensurada apds a recuperagdo, portanto, possivelmente, o Ciclo de Cori

também estd ocorrendo neste periodo.
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Figura 26 Mapa metabolico demonstrando o Ciclo de Cori em pacu apds a
recuperagao.
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9. CONCLUSOES

- O Piaractus mesopotamicus mostrou—se relativamente resistente a agdo toxica do fenol, uma

vez que apresentou um valor de CL50-96h alto quando comparado a outras espécies.

- O perfil metabolico e hematoldgico de Piaractus mesopotamicus ¢ alterado apds exposigao
subletal ao fenol:

v" Reduzidos niveis de proteina no tecido muscumar, associados a manutengao
das reservas de glicogénio e a hiperglicemia, sugerem a utilizagcdo de proteinas
como substrato energético em resposta ao estresse causado pela exposicdo de
pacu ao fenol.

v" O aumento da lactemia, associado ao aumento da atividade da enzima LDH no
tecido muscular e hepatico ¢ sugestivo de reducdo do metabolismo aerdbico,
com prevaléncia de fermentacdo lactica. Esse quadro ¢ corroborado pelo perfil
hematologico em que se observa um aumento do numero de eritrocitos que
ocorre, provavelmente, para compensar possiveis deficiéncias do quadro
respiratorio.

v Um possivel aumento da demanda metabdlica em fungdo do estresse causado
pela exposi¢do ao fenol resultou em um quadro hepatico metabolico
gliconeogénico responsavel pela manutencao da hiperglicemia observada, que
foi mantido tanto por um processo proteolitico muscular quanto pelo Ciclo de

Cori, tipico de situacdes de hipdxia.

- O perfil metabodlico de Piaractus mesopotamicus ¢ alterado apds a recuperagao:

v" Uma significativa redugio das reservas de glicogénio no tecido muscular e de
proteinas no tecido hepdatico, deve ter ocorrido em funcdo da demanda
metabodlica, que provavelmente continua aumentada durante o periodo de
recuperagdo, devido aos processos se destoxificagdo que, possivelmente ainda
estdo ocorrendo neste periodo.

v' A hiperlactemia apresentada em pacus apds 96 horas de exposi¢do subletal
persistiu até o final do periodo de recuperagdo, no entanto, os parametros
hematologicos ndo tiveram alteracdo significativa, o que indica adaptacdo as

condi¢des de intoxicagao.
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