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RESUMO

O fenol e seus derivados sdo compostos organicos aromdticos provenientes de efluentes
industriais, domésticos e de praticas em agricultura. Sao encontrados tanto em corpos de
dgua doce como em salgada e podem induzir toxicidade aos animais expostos. Os
objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da exposicdo sub-letal ao fenol (1,5 mg L™
ou 10% da CL50) sobre as varidveis hematoldgicas e metabdlicas de juvenis do bagre do
canal (Ictalurus punctatus) apés 96 h de exposicdo e recuperacdo por 7 e 14 dias. No
figado, no musculo e plasma foram quantificados amonia, lactato, piruvato, glicose,
aminodcidos livres, proteina, triglicerideos e 4cidos graxos. O teor de glicogénio foi
determinado no figado e musculo. Atividade das enzimas alanina aminotransferase
(ALAT), aspartato aminotransferase (ASAT), lactato desidrogenase (LDH), fosfatase
acida (FAC) e fosfatase alcalina (FALC) foram ensaiadas no musculo branco e figado. A
acetilcolinesterase (AChE) foi ensaiada no cérebro e no musculo branco. As variaveis
hematoldgicas avaliadas foram hematdcrito, conteido de hemoglobina e contagem de
células vermelhas (RBC), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Alteracdes
hematoldgicas foram observadas apds 7 dias de recuperagao. Apds 96 h de exposigao, as
atividades da ASAT e ALAT hepatica e muscular e a concentracdo de proteina indicaram
protedlise nestes tecidos. No musculo, verificou-se lipdlise muscular. No tecido hepatico,
os dados sdo sugestivos de gliconeogénese. Apds 7 dias de recuperagdo, os resultados
indicaram protedlise, lipdlise e persisténcia dos processos gliconeogénicos. Apds a
recuperacdo por 14 dias, observou-se glicogendlise muscular e hepdtica, assim como
protedlise muscular. Alteracdes nas atividades das fosfatases acida e alcalina foram
sugestivas de possiveis danos nas membranas celulares. A atividade da enzima AChE
cerebral apresentou-se reduzida apds recuperagdo por 14 dias. No misculo, observou-se
aumento na atividade desta enzima na recuperacdo por 7 e 14 dias. Estes resultados
indicam que as alteragdes observadas parecem ocorrer devido ao aumento da demanda
metabolica e de outros mecanismos que respondem pela homeostasia do animal frente ao
fenol ambiental.



ABSTRACT

Phenol and its derivates are aromatic organic compounds and there are present in the
mill, domestic waste and cropscience. Moreover, phenol could induce toxicity in both
freshwater and seawater fish and other animals. The aim of this work was evaluating
hematological features, intermediary metabolism and muscular and cerebral
acetylcholinesterase enzyme activity in juveniles channel catfish Ictalurus punctatus
exposed to 1.5 mg L of phenol (10% LC50) for 96 h and after 7 or 14 days of recovery.
Ammonia, lactate, piruvate, glucose, amino acids, protein, triglycerides and fatty acids
concentrations were measured in liver, muscle and plasma. Glycogen concentration was
determined in liver and muscle. Aspartate aminostransferase (ASAT), alanine
aminotransferase (ALAT), lactate desidrogenase (LDH), alkaline phosphatase (FALC)
and acid phosphatase (FAC) enzymes activities were assayed in liver and muscle.
Acetylcholinesterase activity was assayed in white muscle and brain. Hematological
features were analyzed through hematocrit, haemoglobin concentration, red cell count
(RBC), mean corpuscular volume (VCM), mean corpuscular haemoglobin (HCM) and
mean corpuscular haemoglobin concentration (CHCM). Hematological alterations were
observed after 7 days of recovery. After 96 h, ALAT and ASAT activities and protein
concentration indicated proteolysis liver and muscle. The triglycerides and fatty acids
concentration suggested lipolysis in muscle. The results also indicated gluconeogenesis in
liver. Gluconeogenesis follows over 7 days of recovery and glycemia was kept constant.
After 7 days of recovery, the results suggested proteolysis and lipolysis in liver. After 14
days of recovery, the results indicated glycogenolysis and muscle and liver. Reductions
of protein and amino acid concentrations plus ASAT activity rising in muscle, also
suggested proteolysis. Alterations in FAC and FALC activities in muscle and liver were
observed. These results suggest membrane cell damage. Reduction in cerebral AChE
activity was observed after 14 days recovery. In other hand, an increase of muscular
AChE was observed after 7 and 14 days recovery. In conclusion, the alterations observed
in this work seem to be due to increased metabolic demand and other mechanisms that
respond to homeostasis in fish.
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1 INTRODUCAO

Em meados do século XIX, ap6s a Revolucao Industrial, a poluicao antropogénica
aumentou de forma descontrolada, com aumento dos lancamentos de residuos industriais
e domésticos no ambiente aquatico. Entretanto, somente a partir da década de 1960 é que
a poluicdo se tornou um fato reconhecido internacionalmente, devido aos problemas
causados ao homem e ao ambiente (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

A partir disso, o conhecimento a respeito dos processos de geracdo, transporte,
transformacdo, destino final e os efeitos de uma variedade de compostos quimicos,
organicos e inorganicos, que sdo incorporados aos ecossistemas aqudticos e terrestres,
comecaram a ser mais estudados (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

Dentre as maiores fontes de polui¢do no ambiente aqudtico, destacam-se 0s
lancamentos de efluentes liquidos industriais € domésticos sem o devido tratamento
(ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). Segundo MOENS (2007) os efluentes sdao fontes
diretas e continuas de depdsitos de poluentes na dgua e podem causar danos em todos os
niveis bioldgicos, desde o molecular até o ecossistema. BEGUM (2004) admite ainda que
as descargas de residuos industriais, domésticos e agricolas podem afetar especialmente
os peixes, principalmente aqueles que habitam locais onde h4 baixa dilui¢do de efluentes.

Um conjunto de substancias quimicas que estdo comumente presentes em muitos
efluentes industriais sdo os fendis. Dentre estes, o fenol puro tem aparecido em grande
escala (KOTKAT et al., 1999). Devido a sua toxicidade, o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) limitou o langcamento de fendis em corpos de dgua doce e salina
pela resolugio CONAMA n°. 357 de 17/03/2005. Em dgua dose de classe I e II,
destinadas a prote¢do de comunidades aquéticas, consumo humano apds tratamento e a
aqiiicultura, a concentracio maxima permitida de fendis é de 0,003 mg L' (BRASIL,
2005). Contudo, concentragdes de fenol acima do permitido t€ém sido encontradas em
algumas bacias hidrograficas do estado de Sao Paulo (CETESB, 2008).

Sendo assim, o tratamento impréprio destes compostos € o seu despejo no
ambiente aqudtico podem resultar em deterioracdo da biota aqudtica. Por isso, os

organismos aqudticos, como 0s peixes, crusticeos, bactérias e algas, sdo cada vez mais
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utilizados para se avaliar a qualidade da dgua, pois estdo relacionados as variacdes do
ambiente aqudtico. (TISLER e ZAGORC-KONCAN, 1997).

BEGUM (2004) afirma que quando um tdéxico entra no organismo de animais
aquéticos, muitas respostas bioquimicas e fisiologicas ocorrem, podendo ser adaptativas
ou indicadoras de toxicidade. As respostas bioquimicas sdo sensiveis e aparecem
rapidamente em uma situacdo estressora. Por isso, elas t€ém sido freqiientemente
utilizadas como ferramenta de monitoramento de poluentes. Com elas, podem-se ainda
compreender os mecanismos de acdo do poluente e delinear possiveis formas para
minimizar os efeitos danosos aos animais.

Os peixes sdo muito utilizados em ensaios toxicoldgicos, pois estdo amplamente
distribuidos no ambiente aqudtico, possuem habilidade para responder a poluicao
ambiental, t€m importancia econdmica e sio relativamente faceis de serem transportados
e mantidos sob condicdes laboratoriais (AGRAHARI e GOPAL, 2009).

O bagre do canal (Ictalurus punctatus) € um teledsteo de dgua doce, originario dos
Estados Unidos, México e Canada. Esta espécie foi introduzida em quase todos os paises
do mundo que possuem piscicultura em desenvolvimento, incluindo o Brasil, onde
despertou o interesse comercial, devido a qualidade da carne, rdpido crescimento e ficil

manejo (SOUZA, 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRESSE EM PEIXES

O conceito de estresse ja levantou muitas discussoes entre os estudiosos da drea,
mas todos eles sempre tinham em comum a premissa de que uma a¢do estimuladora sobre
um sistema bioldgico provocaria uma reacdo subseqiiente (PICKERING, 1981).

BARTON (2002) define estresse como uma resposta adaptativa que permite ao
peixe enfrentar um estressor, de forma a manter o estado homeostatico. Esse estressor
poderia ser fisico (manuseio, confinamento, transporte, captura), qualquer estimulo
perceptivel (presenga de um predador na dgua), ou quimico (acidificacdo, exposi¢do a
xenobiodticos) (FIGURA 1). Entende-se por xenobidtico qualquer composto quimico

estranho ao organismo, que ndo € considerado como componente natural do
mesmo, como poluentes ambientais, firmacos, entre outros.

Dessa forma, é possivel definir estresse como um mecanismo de compensacao
fisiolégica que um organismo adota em resposta a um estressor, cujo objetivo € manter o
equilibrio homeostatico. Contudo, quando o agente estressor excede a tolerancia limite
para compensar a situagcdo de estresse, o resultado € morte do individuo. Na natureza, os
organismos aquaticos estdo comumente expostos a concentracdes sub-letais de poluentes.
Como conseqii€éncia, muitos processos reversiveis e irreversiveis podem ser estabelecidos
a fim de manter a homeostasia (SANCHO et al., 2009).

As respostas de peixes a estressores ambientais podem ser agrupadas em respostas
primdrias, que sdo aquelas referentes as respostas neuroenddcrinas iniciais, como a
liberacdo de catecolaminas e corticosterdides; as respostas secunddrias sdo evidenciadas
pelas alteragcdes de substratos plasmaticos e tissulares (como glicogénio, lactato, glicose,
entre outros), alteracdes hematoldgicas, osmorregulatdrias, etc; e as respostas tercidrias,
se referem as alteragdes no desempenho do animal como um todo, como no crescimento,
no comportamento, na suscetibilidade a doencas e na sobrevivéncia (FIGURA 1)

(BARTON, 2002).
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ESTRESSORES QUIMICOS RESPOSTAS PRIMARIAS
Baixa oxigenacdo Respostas neuroendocrinas iniciais, como
Acidificacdo, aliberacdo de catecolaminas e
Exposicdo a poluentes/ corticosterdides
ESTRESSORES FisSICOS RESPOSTAS SECUNDARIAS
Manuseio @ -| Respostas metabalicas,
Captura hematoldgicas,
Confinamento osmorregulatorias, no sistema
Transporte, etc. imune, etc.

{

i RESPOSTAS TERCIARIAS
ESTRESSORES PERCEPTIVEIS
Alteracdes no desempenho do animal,
como crescimento, comportamento,
suscetibilidade a doencas e sobrevivéncia

Predador

FIGURA 1: Estressores que podem atuar sobre os peixes de forma a provocar neles uma série de

respostas primadrias, secunddrias e tercidrias. Adaptado de Barton, 2002.

2.2 PEIXES COMO BIOINDICADORES E TESTES DE TOXICIDADE

Nos dltimos anos, os peixes tém sido freqiientemente utilizados como organismos
indicadores para investigar os efeitos biologicos de poluentes no ambiente aquético. Os
primeiros relatos sobre a utilizacdo de ensaios de toxicidade com organismos aquéticos
datam da década de 1920, sendo que os peixes foram os primeiros organismos a serem
utilizados (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006; AGRAHARI e GOPAL, 2009).

Alguns motivos tém norteado a utilizacdo de peixes em ensaios toxicoldgicos,
entre eles: os peixes estdo amplamente distribuidos no ambiente aquético, possuem
habilidade para responder a poluicdo ambiental, t€m importancia econdmica, ja que sdo
fontes de alimento, e sdo relativamente faceis de serem transportados e mantidos sob

condig¢des laboratoriais (AGRAHARI e GOPAL, 2009). Além disso, sio modelos uteis
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para entender como as perturbacdes externas podem afetar as funcdes bioldgicas em
outros vertebrados (SANCHO et al., 2009).

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos, em geral severos e rdpidos,
sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em um curto periodo, geralmente
de um a quatro dias. Os critérios de avaliagdo sdo a mortalidade para peixes e imobilidade
para invertebrados. Uma das formas de se expressar os resultados ¢ em CL50
(Concentracao Letal para 50% de uma determinada populacdo) (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006).

Entretanto, no ambiente aquatico, devido a fatores de dilui¢do, os organismos
estdo expostos a concentragdes sub-letais de contaminantes, que nao levam a morte do
organismo, mas podem causar distirbios fisiol6gicos e comportamentais em longo prazo.

Por isso, foram desenvolvidos os testes de toxicidade cronica, os quais permitem
avaliar os efeitos adversos mais sutis nos organismos expostos. Os ensaios de toxicidade
cronica podem ser de trés tipos: testes com todo o ciclo de vida de uma espécie; testes
com parte do ciclo de vida, geralmente um estdgio mais sensivel e critico; e testes
funcionais, que se baseiam no fato de peixes e outros organismos responderem a
exposicao de concentracdes sub-letais da substancia toxica. As respostas medidas nos
testes funcionais referem-se a alteracdes fisioldgicas, hematoldgicas, histoldgicas,
comportamentais, enzimaticas, entre outras. Contudo, estes efeitos podem ser transitorios

e desaparecer com a recuperagdo do ambiente (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

2.3 FERRAMENTAS BIOQUIMICAS

As andlises de tecidos e fluidos corpéreos, como metabdlitos, enzimas e outros
varidveis bioquimicas, tém sido utilizados para se estudar a interacdo da substincia
quimica com o sistema biologico (AZEVEDO e CHASIN, 2003). Neste contexto,
surgiram os biomarcadores, que sdo definidos como respostas biolégicas adaptativas a
estressores, evidenciadas em alteragdes bioquimicas, celulares, histoldgicas, fisioldgicas

ou comportamentais (DEPLEDGE, 1993 apud ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).
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Além disso, a utilizac@o de constituintes bioquimicos e atividades enzimaticas t€ém
sido exploradas, pois estas varidveis sdo altamente sensiveis, conservadas entre as
espécies e sdo ferramentas utilizadas como indicadores de estresse (AGRAHARI e
GOPAL, 2009).

Segundo SCOTT e SLOMAN (2004) as alteracdes no metabolismo de peixes,
decorrentes da exposi¢do a xenobidticos, podem ser verificadas através das alteragdes nas
concentracdoes de substratos metabodlicos, como glicose, glicogénio, lactato, lipideos,
proteinas, entre outros. No entanto, os mecanismos especificos pelos quais muitos desses
xenobidticos alteram a disponibilidade de substratos metabdlicos ndo estdo claros, mas
podem ser o resultado de efeitos toxicos na atividade de enzimas metabodlicas. Dessa
forma, as alteracdoes da atividade destas enzimas sdo igualmente importantes para se

compreender as alteragdes metabdlicas em peixes.

2.3.1 ENZIMAS

O estudo das atividades enzimdticas tem importancia na identificacdo de
alteracdes nos sistemas bioldgicos, pois sdo as enzimas que catalisam as reagdes € tem
elevado grau de especificidade sobre seu substrato. Alteragdes da atividade das enzimas
podem ser utilizadas como indicadores de distirbio metabdlicos ou de danos teciduais
(MOTTA, 2000).

As aminotransferases (ASAT e ALAT) sdo responsdveis pela transferéncia de
grupos amino durante a degradacdo ou sintese de aminodcidos. Participam da
interconversdo dos aminodcidos a piruvato e oxaloacetato, sendo ponte entre o
metabolismo de aminodcidos e de carboidratos. Estdo amplamente distribuidas nos
tecidos, com maior atividade no figado, musculo, entre outros. Alteracdes nas atividades
destas enzimas podem indicar alteragdes no metabolismo de proteinas ou desordens nos
tecidos, como lesdo hepatocelular, evidenciadas pelo aumento dessas enzimas no plasma
(MOTTA, 2000; OKECHUKWU e AUTA, 2007).

A LDH, lactato desidrogenase, ¢ uma enzima citoplasmdtica responsdvel pela

interconversdo lactato-piruvato, presente em quase todas as células. Alteracdes na



Revisdo de literatura 20

atividade desta enzima podem indicar alteracdes no metabolismo de carboidratos,
evidenciado por processo anaerdbico e gliconeogénico, ou danos teciduais, como lesdo
no miocardio, comprovado pelo aumento dessa enzima no plasma (MOTTA, 2000).

As fosfatases pertencem a um grupo de enzimas ndo especificas que hidrolisam
fosfomonoésteres. A fosfatase dcida (FAC) € uma enzima lisossomal que atua em meio
acido e estd amplamente distribuida nos tecidos. Por outro lado, a fosfatase alcalina
(FALC) € uma enzima ligada a membrana celular e atua em pH alcalino. Assim como a
fosfatase dcida, estd amplamente distribuida nos tecidos. E notadamente presente no
figado, na mucosa intestinal, no baco e nos ossos. Quando extravasa para o plasma, sua
origem €, principalmente, dos ossos e do figado. Nos ossos, a atividade da fosfatase
alcalina estd ligada a formacdo dos mesmos (osteoblastos) e no figado, a enzima estd
localizada na membrana celular que une a borda sinusoidal das células parenquimais aos
canaliculos biliares (MOTTA, 2000).

Em peixes, ja se conhece a existéncia da atividade da fosfatase 4cida e alcalina no
figado, rins, branquias, musculo, intestino e plasma. Além disso, a atividade da FAC foi
verificada nas células de Sertoli da tildpia nilética (Oreochromis niloticus) e nas células
epiteliais dos ductos eferentes do peixe-rei (Odonthestes perugia) (PORAWSKI et al.,
2004). Sabe-se ainda que a FALC estd envolvida com processos osmorregulatorios,
transporte de membrana e formacao dos ossos (MAJHI et al., 2006). Assim, muito se tem
estudado sobre estas enzimas e inimeras funcdes tém sido levantadas a partir destes
estudos (MOLINA et al, 2005; BARSE et al., 2006; MAJHI et al., 2006;
OKECHUKWU e AUTA, 2007; AGRAHARI e GOPAL, 2009; SANCHO et al., 2009).

O figado, por ser o sitio principal de biotransformagdo de xenobidticos, estd
vulnerdvel as agressdes quimicas. Na maioria dos casos, diante destas agressoes, enzimas
celulares sdo liberadas dos hepatdcitos em necrose para a corrente sangiiinea. Muitas
destas enzimas, como a FAC e FALC, sdo utilizadas como indicadores de danos teciduais
e disfun¢des do figado (KHAN e SARWAR, 2003).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima responsdvel por hidrolisar a
Acetilcolina (ACh) em acetato e colina, inativando-a. Esta enzima est4 presente na fenda
sindptica das fibras ganglionares simpdticas e parassimpdticas, nos terminais das fibras

pOs-ganglionares parassimpdticas € em sinapses do sistema nervoso central. Esta presente
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também nas junc¢des neuromusculares, entre a terminac¢do pré-sindptica e a membrana
muscular pés-sindptica. A ACh permanece na fenda sindptica por poucos milissegundos,
tempo suficiente para produzir um potencial de a¢do. Dessa forma, a acdo da AChE ¢ a
rapida remocdo da ACh, impedindo assim, que este neurotransmissor excite novamente a
célula pds-sindptica. A atividade desta enzima tem sido muito utilizada em testes
ecotoxicolégicos para avaliar o impacto de inseticidas carbamatos e organofosforados
sobre a fun¢do neuroldgica em peixes (PERKINS e SCHLENK, 2000; AGUIAR et al.,
2004; SCOTT e SLOMAN, 2004; ALMEIDA et al., 2005).

2.3.2 VARIAVEIS HEMATOLOGICAS

O estudo das caracteristicas sanguineas em peixes permite determinar os efeitos
de produtos téxicos na dgua e demais alteragdes ambientais. Avaliacdes hematoldgicas
podem, da mesma forma, serem uteis para monitorar a saide do peixe (CLAUSS et al.,
2008). Como as alteragdes hematoldgicas provocadas por estressores ja estdo bem
documentadas em peixes (SWIFT, 1981; ROCHE e BOCHE, 2000), a hematologia
tornou-se uma ferramenta util no diagndstico de perturbacdes homeostiticas (FELDMAN
et al., 2000).

O hematdcrito (Hct), a concentracdo de hemoglobina total (Hb) e a contagem de
eritrocitos (RBC) s@o varidveis hematoldgicos sensiveis a mudancas fisioldgicas
ocasionadas pelo estresse (HOAR et al., 1992). NIKINMAA (1992) afirma que os dados
coletados a partir do sangue dos peixes podem ser considerados ferramentas muito uteis
para o monitoramento ambiental, pois respondem a uma variedade de téxicos do
ambiente e podem ser facilmente coletados dos animais. Alteragdes na RBC e na
concentracdo de hemoglobina podem ser indicativos de hemodiluicio ou
hemoconcentragdo e anemais ou policitemias provocadas por estresse (PICKERING,
1981).

Além destas trés varidveis, os indices que derivam deles sdao igualmente
importantes para se estudar o efeito de poluentes no ambiente aquitico (NIKINMAA,

1992) e para se verificar quadros patoldgicos (CLAUSS et al., 2008). Estes indices s@o o
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volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). O VCM expressa o volume
do eritrécito em micra cibicos (ImL = 10" pm?), sendo que as anemias podem ser
classificadas conforme este indice em macrociticas, normociticas e microciticas. O HCM
expressa o conteido hemoglobinico de um eritrécito em micromicrogramas (10" g),
indica como estd a fungdo respiratéria e pode variar conforme o volume celular. O
CHCM ¢ dado pela quantidade de hemoglobina em 100 mL de sangue e pode indicar o
estado osmorregulatério do eritrécito (BROBECK, 1976).

2.4 FENOL NO AMBIENTE AQUATICO

O fenol e seus derivados sdo compostos organicos aromaticos (FIGURA 2). Sao
poluentes ubiquitdrios que podem atingir fontes de dguas naturais através de efluentes de
diversas industrias quimicas, tais como a de carvao, refinaria de 6leo, farmacéutica, de
resina, de tinta, indudstria téxtil, de couro, petroquimica, de produtos agricolas, de plastico
e produtoras de explosivos (LAYIWOLA e LINNECAR, 1981; MCKIM et al., 1999;
SAHA et al., 1999).

OH OH

ou

FIGURA 2: Representagdo da estrutura molecular do fenol

As substancias fendlicas sdo toxicas a vida aqudtica e também conferem odor e
gosto desagraddveis a 4gua potdvel. O perigo da contaminagdo ocorre quando os
efluentes nao sao purificados adequadamente (LAYIWOLA e LINNECAR, 1981).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) limitou o lancamento de

fendis em corpos de dgua doce e salina através da resolugio CONAMA n°. 357 de
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17/03/2005 (BRASIL, 2005). Em 4gua doce de classe I e II, destinadas a protecdo de
comunidades aqudticas, consumo humano apds tratamento e a aqiicultura, a
concentracio mdxima permitida de fenéis é de 0,003 mg L. Entretanto, concentra¢des
de fenol acima do permitido tém sido encontradas em bacias hidrogréficas do estado de
Sdo Paulo (CETESB, 2008).

A exposi¢do dos peixes ao fenol pode se dar ndo somente em corpos de dguas
naturais, mas ainda em sistemas artificiais de cultivo, como pisciculturas, uma vez que
estes sistemas podem utilizar dguas de sistemas naturais sujeitas a contaminag¢do por

fenol.

2.5 BIOTRANSFORMACAO DO FENOL EM PEIXES

O figado € o principal 6rgao responsavel pela biotransformagdo de xenobidticos,
embora outros também possam participar dessa funcdo em grau varidvel, como o
intestino, os pulmdes, rins e pele (LANDIS e XIU, 1995; AZEVEDO e CHASIN, 2003).
A biotransformacao consiste em um conjunto de alteracdes quimicas que visam aumentar
a solubilidade em d4gua (polaridade) do xenobidtico e facilitar sua elimina¢do do
organismo. Assim, a biotransformacdo reduz a meia-vida do xenobidtico e minimiza o
seu potencial téxico. Por outro lado, muitos xenobidticos sdo téxicos em razdo de seus
metabodlitos. A biotransformacdo que gera subprodutos mais téxicos € chamada de
toxificacao ou ativagdo metabdlica. O benzeno exerce sua toxicidade, principalmente, por
seus produtos de biotransformacgdo (fenol, hidroquinona e catecol) que sdo compostos
mais téxicos que o proprio benzeno (TSUTSUI et al., 1997; WAN e WINN, 2004).

Nos peixes, assim como nos mamiferos, a maior parte das enzimas de
biotransformacao de xenobidticos estd localizada no figado (CRAVEDI et al., 1999) e a
metabolizacdo de fendis em peixes € reportada em diversos trabalhos (NAGEL, 1983;
LAYIWOLA e LINNECAR, 1981; CRAVEDI et al., 1999; TONG e JAMES, 2000;
GAWORECKIT et al., 2004). A biotransformacdo pode ser dividida em 2 etapas,
chamadas de fase I e II. Na fase I, pode ocorrer hidroxilacdo do fenol e os produtos
formados sdo hidroquinona e catecol (KOLANCZYK e SCHMIEDER, 2002).
LAYIWOLA e LINNECAR (1981) observaram que, em oito espécies de peixes de dgua
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doce, as vias de metabolizacdo do fenol utilizadas na fase II foram a sulfoconjugacio e
glicuroconjugacdo, sendo que a conjugacdo com o sulfato foi mais frequente. O fenol
pode ainda ser eliminado sem ser metabolizado (MCKIM et al., 1999). Hepatdcitos da
truta arco-iris (Oncorhynchus myskiss) incubados com 10 e 60uM de pentaclorofenol
apresentam conjugados de sulfato e glucoronideos resultantes da biotransformagao
(CRAVEDI et al., 1999). NAGEL (1983) mostrou que além destes dois metabdlitos, o
conjugado sulfato quinol apareceu como resultado da biotransformacao do fenol na truta
arco-iris (Salmo gairdneri), no peixe-dourado (Carassius auratus) € no Leuciscus ideus
melabotus.

Compostos fendlicos podem induzir a atividade de sulfotransferases e
glicurotransferases hepaticas no bagre do canal (GAWORECKI et al., 2004), que € a
espécie deste estudo. TONG e JAMES (2000) mostraram ainda que esta espécie
apresenta enzimas sulfotransferases fendlicas, no figado e intestino. Estes autores
afirmam que as sulfotransferases s@o mais ativas que a glicurotransferases, por terem
mais afinidade por compostos fendlicos. Além disso, as sulfotransferases estdo mais

ativas no intestino que no figado.

2.6 TOXICIDADE DOS FENOIS

O fenol entra no organismo dos peixes através das branquias, intestino, pele e
membranas mucosas €, uma vez na corrente sangiiinea, consegue ser distribuido para
diferentes partes do corpo, afetando varios sistemas e podendo provocar diversos
problemas fisioldgicos ou levar o animal a morte, dependendo da concentragdo de
exposicilo (RAVICHANDRAN e ANANTHARAIJ, 1984; SAHA et al, 1999). A
absor¢ao de clorofendis pelos peixes ocorre por difusdo passiva, na forma indissociada e
através da formagao de uma ponte de hidrogénio entre o grupo hidroxila dos clorofendis e
elementos bioldgicos da membrana plasmdtica das branquias (KISHINO e
KOBAYASHI, 1995). Apesar dos processos de biotransformacdo e eliminacio, o fenol
pode se acumular nos tecidos. A tildpia mossambica (O. mossambicus) exposta a
concentracdes sub-letais de fenol apresenta acumulacio de fenol no rim, apés 30 dias de

exposicdo (SANNADURGAPPA et al., 2007). A bioacumulacio de fenol é igualmente



Revisdo de literatura 25

observada nas branquias, figado e musculo da Tildpia nilética (O. niloticus) exposta ao
fenol por 16 semanas (GAD e SAAD, 2008).

Os mecanismos de acdo dos fendis sdo multiplos e muitas vezes antagdnicos
(ROCHE e BOGE, 2000). Diversos estudos mostram que os fendis sdo genotdxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (TSUTSUI et al., 1997; YIN et al., 2006; GAD e SAAD,
2008). Em um estudo in vitro, o fenol provocou mutacdes genéticas, aberracdes
cromossOmicas € troca de cromadtides-irmas em células embriondrias de hamsters
(TSUTSUTI et al., 1997). Em peixes, BOLOGNESI e col. (2006) observaram aumento de
micronucleos em eritrécitos expostos ao bisfenol A e a alquifendis. Inducdo de
micronucleos ¢ da mesma forma observada em eritrécitos da tildpia nilética (O. niloticus)
exposta a concentragdes sub-letais de fenol (GAD e SAAD, 2008).

Os fendis podem ainda provocar distirbios no crescimento, na reproducio e
funcionar como um interferente enddcrino. SAHA e col. (1999) observaram que a Tildpia
mossambica submetida a concentragdes sub-letais de fenol, apresenta reducdo de apetite,
do crescimento, da fecundidade e maturidade. Indu¢do de vitelogenina e reducao no indice
somatico dos testiculos foram observados em carpas machos (Cyprinus carpio) expostas ao
4-terc-butilfenol, por 28 dias (BARSE et al., 2006). Por outro lado, fémeas de carpas
expostas ao fenol apresentam inibi¢do no desenvolvimento e maturacdo do ovério. Além
disso, verificou-se aumento do colesterol hepético e ovariano, indicando assim, alteracdes
no controle de libera¢do de gonadotropinas (KUMAR e MUKHERIJEE, 1988).

A tildpia nildtica exposta a concentracdes sub-letais de fenol apresenta redugao no
consumo de alimento e conseqiientemente no crescimento, biomassa e peso corporal final.
A disfun¢do enddcrina provocada pelo fenol foi observada pela reducdo dos hormonios
tireoidianos triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (GAD e SAAD, 2008). Em matrinxa (B.
amazonicus), o fenol ndo altera a concentracdo de cortisol plasmético apés 96 h de
exposicdo, mas danifica a habilidade do animal em responder a um estressor secundario
(HORI et al., 2008).

Alteragcdes na atividade das enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase,

peroxidase e glutationa peroxidase sdo observadas em eritrécitos do robalo
(Dicentrarchus labrax), submetidos a inje¢des intraperitoneais de fenol, como indicativo

de estresse oxidativo (ROCHE e BOGE, 2000). No peixe-dourado (Carassius auratus),
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exposto a concentragdes sub-letais de 2,4 diclorofenol e ao 2,4,6 triclorofenol, apresenta
igualmente alteracdes nas atividades de enzimas hepaticas indicadoras de estresse
oxidativo (ZHANG et al., 2004; LI et al., 2007). Contudo, no matrinxa exposto ao fenol,
nao € observado estresse oxidativo nos eritrécitos e no figado, sendo que somente na
recuperagdo pode-se observar alteracdio no metabolismo oxidante dos hepatdcitos
(AVILEZ, 2008).

O fenol pode provocar alteragdes comportamentais, como perda do equilibrio e
hiperatividade seguida de letargia, como reportado em Oryzias latipes exposta a
concentracdes sub-letais de fenol (RICE et al. 1997). SCOTT e SLOMAN (2004)
reconhecem que poluentes ambientais podem alterar o comportamento de peixes e
relacionam estas alteracdes a disfuncdes neuroldgicas, como modifica¢io na atividade de
colinesterases. O fenol altera a atividade da acetilcolinestase (AChE) cerebral e muscular
em Channa punctatus € no matrinxa (REDDY et al., 1993; AVILEZ, 2008).

As alteracOes histopatolégicas sdo observadas no figado da tilapia azul
(Oreochromis aureus) exposta ao fenol (ABDEL-HAMEID, 2007). Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) apresenta lesdes nas branquias, no figado e na pele, quando
expostas ao fenol por uma semana (MITROVIC et al., 1968). Inflamagdo de células
hepéticas e alteracdes de cardter degenerativo sdo observadas no figado da carpa exposta
a concentracdoes sub-letais de terc-butilfenol (BARSE et al.,, 2006). Danos
histopatolégicos as branquias, ao figado e rim sdo igualmente observados em matrinxa
exposto ao fenol (AVILEZ, 2008).

As varidveis hematoldgicas respondem a intoxicagdo por fendis. A espécie
Dicentrarchus labrax injetada intra-peritonealmente com fenol apresenta hematdcrito
constante, mas a concentracdo total de hemoglobina aumenta nesta espécie (ROCHE e
BOGE, 2000). Por outro lado, aumento do hematdcrito é observado em truta arco-iris
(Salmo gairdneri) exposta a concentragdes sub-letais de fenol por quatro horas (SWIFT,
1981). A elevagdao do hematdcrito € igualmente observado no matrinxa exposto ao fenol
(AVILEZ et al., 2008) e no pacu (Piaractus mesopotamicus), no qual também se verifica
aumento da hemoglobina total e da RBC, sem alteragdes dos indices hematimétricos

(FIGUEIREDO, 2008).



Revisdo de literatura 27

A citotoxicidade dos fendis foi demonstrada por FENT e HUNN (1996), que
avaliaram diversos poluentes organicos ambientais, inclusive os fendis, em culturas de
hepatdcitos de truta arco-iris. Este estudo mostrou que os alquifendis provocam reducdo
do metabolismo celular e perda da integridade da membrana da célula. (TOLLEFSEN et
al., 2007). ROGE e BOGE (1996) igualmente demonstraram que compostos fendlicos
(alquifenol, dinitrofenol, nitrofenol e fenol) sdo citotoxicos a eritrcitos de Dicentrarchus
labrax e que a toxicidade desses compostos depende da sua estrutura quimica, sendo o
fenol o menos toxico.

As alteragdes no metabolismo intermedidrio de peixes expostos aos fendis tém
sido freqlientemente constatadas. O matrinxd exposto ao fenol apresenta elevacdo da
atividade de transaminases no mdusculo e no figado, assim como aumento na
concentracdo de amodnia hepdtica, indicando protedlise nestes tecidos. Ainda nesta
espécie, verifica-se aumento da lactato desidrogenase (LDH) hepética e reducdo do
lactato plasmatico, sugestivo de gliconeogénese hepatica (HORI et al., 2006). O fenol
provoca glicogendlise na tildpia mossimbica exposta ao fenol (DANGE, 1986a). Em
outro estudo e nesta mesma espécie, concentracdes sub-letais de fenol provocam
elevacoes nas atividades da alanina aminotransferase (ALAT) e aspartato
aminotransferase (ASAT), em figado e musculo, e reduzem os teores de aminodcidos e
proteina total nestes tecidos, ap6s 10 semanas de exposi¢io (DANGE, 1986b).

SANNADURGAPPA e col. (2007) observaram altera¢cdes metabdlicas indicativas
de catabolismo proteico, glicidico e lipidico em musculo e figado da tildpia mossambica
exposta ao fenol. A carpa exposta A concentracio sub-letal (0,68 mg L") de 4-terc-
butilfenol, por 28 dias, apresenta reducdo da fosfatase dcida (FAC) em misculo branco,
todavia a atividade desta enzima aumenta quando em concentragdes mais elevadas de
fenol (1,38 e 2,3 mg L'l). A fosfatase alcalina (FALC) no musculo esta reduzida nesta
espécie e, paralelamente as fosfatases, alteracdes de transaminases, como o aumento da
ALAT e reducdo da ASAT muscular, sdo observadas (BARSE et al., 2006). Elevacgdes
nas atividades das enzimas ALAT, ASAT e LDH sao reportados em musculo e figado de
pacu exposto ao fenol. No figado, o aumento de lactato e glicose, agregado a elevagao da

LDH muscular, foram sugestivos de gliconeogénese hepatica (FIGUEIREDO, 2008).
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2.7 ICTALURUS PUNCTATUS

O bagre do canal (Ictalurus punctatus) (FIGURA 3) é um teledsteo de dgua doce,
pertencente a familia Ictaluridae e ordem Siluriformes, de origem do Golfo do México e
do vale do Mississipi nos Estados Unidos e de provincias do Canadd e México
(WELLBORN, 1988).

Esta espécie ndo apresenta escamas, possui barbilhdes sensitivos, tem hdbito
alimentar onivoro e habita corpos de 4gua com lama ou areia. Em época de reproducio,
os cuidados parentais, como producdo do ninho, aeracdo dos ovos e defesa contra
predadores sdo realizadas pelo macho (WELLBORN, 1988).

No América do Norte, a criacdo do bagre do canal teve inicio na década de 60 e,
atualmente, é considerada a espécie mais produzida na regido, juntamente com o Salmao
do atlantico. O bagre do canal estd entre uma das espécies mais importantes
comercialmente, ao lado da tildpia, do salmdo do Atlantico e da truta arco-iris (FAQ,
2006). Além disso, a espécie foi introduzida em quase todos os paises do mundo que
possuem piscicultura em desenvolvimento, incluindo o Brasil, onde despertou o interesse
comercial, devido a qualidade da carne, rdpido crescimento, ficil manejo e domesticacao,
alta resisténcia a condicdes ambientais adversas e facil aceitacdo de racdo comercial

(SOUZA, 2005).

FIGURA 3: Representacgio do bagre do canal (Ictalurus punctatus). Fonte: www.dec.ny.gov
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3 JUSTIFICATIVA

O fenol é um xenobidtico que pode atingir corpos de dguas naturais, impactar a
biota aqudtica e provocar a ela danos em longo prazo. Além disso, o fenol pode afetar
sistemas aqudticos, como os de criacao artificial de peixes. Sob esta Optica, € pertinente a
avaliacdo de espécies comerciais de peixes, como o bagre do canal; espécie de grande
relevancia em diversos paises, inclusive no Brasil.

O bagre do canal é uma espécie bentopeldgica, que vive a maior parte do tempo
no fundo, sob o sedimento. Nao hd estudos que relatam sobre o efeito do fenol sobre
espécies de fundo, tampouco sobre as suas respostas adaptativas diante deste estressor.

Dessa forma, o grau de contamina¢@o pode ser avaliado, por exemplo, através de
respostas adaptativas metabdlicas e hematoldgicas. Seu grau de sensibilidade e sua
natureza relativamente precoce frente a situacdes adversas permitem considera-las

ferramentas uteis ao monitoramento de poluentes e a avaliacdo da sanidade dos animais.
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4 OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos causados pelo fenol ambiental
sobre o bagre do canal (Ictalurus punctatus) apés 96 h de exposi¢cao e apds a recuperacao
por 7 e 14 dias.

4.1. ESTRATEGIAS EMPREGADAS

a. Determinar a toxicidade aguda (CL50;96h) do fenol para o bagre do canal

(Ictalurus punctatus);

b. Avaliar os efeitos da exposi¢ao sub-letal ao fenol e da recuperagdo sobre as

varidveis hematologicas;

c. Avaliar os efeitos da exposi¢do sub-letal ao fenol e da recuperacdo sobre o

metabolismo intermediario;

d. Avaliar os efeitos da exposi¢cdo sub-letal ao fenol e da recuperagcdo sobre as

atividades das fosfatases dcida e alcalina, no figado e musculo;

e. Avaliar os efeitos da exposicdo sub-letal ao fenol e da recuperagdo sobre

atividade da acetilcolinesterase cerebral e muscular.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ACLIMATACAO DOS ANIMAIS

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizados exemplares jovens de Ictalurus
punctatus (Teleostei: Ictaluridae) adquiridos da piscicultura Paulista, Piracicaba—SP,
Brasil. Os peixes permaneceram em tanques de 250L e foram monitorados por trés meses
em um sistema aberto com temperatura de 26 + 1 °C, pH 7 + 0,3, oxigénio dissolvido 6,0
+ 1,0 mg L' e aeracdo constante. Esse periodo destinou-se ao ganho de massa e
comprimento pelos exemplares. Os peixes eram alimentados diariamente até a saciedade

com ragdo comercial contendo 32% de proteina bruta.

5.2 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA — CL50;96h

Para a determinacido da toxicidade aguda do fenol foi realizado um ensaio
preliminar para estabelecer a maior concentracio de fenol que causou nenhuma
mortalidade e a menor concentragdao que causou 100% de mortalidade.

Para o teste preliminar, foram ensaiadas cinco concentracdes de fenol (5, 10, 25,
35 e 50 mg L") e o controle, por 96 horas, em um sistema semi-estdtico. Sessenta peixes
(9,25 £ 1,92 ge 9,79 + 0,82 cm) foram divididos igualmente em seis tanques de 250L,
onde ficaram aclimatados por uma semana antes do teste preliminar. A qualidade da dgua
era monitorada diariamente (APHA, 1980) e os peixes eram alimentados até 24 h
antecedentes ao teste. Durante o teste preliminar, as variaveis da qualidade da dgua eram
monitoradas e o fenol e a dgua eram renovados a cada 12 horas. A mortalidade era
contabilizada a cada 24 h. Com isso, pode-se determinar a menor concentracdo que
causou mortalidade a 100% dos peixes e a concentracdo na qual ndo se observou
letalidade.

Para o teste de toxicidade aguda definitivo, foram ensaiadas cinco concentragdes
de fenol (5, 10, 15, 20 e 30 mg L") e o controle, por 96 horas. Cingiienta e quatro peixes
(15,740,8 g; 12,240,2 cm) foram divididos igualmente em 6 tanques de 250 L, e foram

aclimatados por uma semana e alimentados diariamente. A alimentacdo foi suspensa 24
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horas antes do teste até o final do experimento. O teste de toxicidade aguda foi realizado
em um sistema semi-estdtico, com aera¢do constante, fotoperiodo natural, temperatura
(27,1 £ 0,8 °C), pH (6,9 + 0,3), oxigénio dissolvido (6,1 = 1 mg/L), concentracdo de
amonia (0,21 £ 0,1 mg/L) e nitrito (0,07 £ 0,08 mg/L), dureza (31,2 + 3 mg CaCOs3) e
alcalinidade (5,4 + 1,8 mg/L de HCOs;" ) monitorados diariamente (APHA, 1980). A
concentracdo de fenol e a 4gua do sistema eram renovadas a cada 12 h e a mortalidade

dos peixes era contabilizada a cada 24 h, para posterior cdlculo da CL50;96h.

5.3 EXPOSICAO SUB-LETAL AO FENOL

Para a exposicdo su-letal ao fenol, setenta e dois peixes (42,7 + 10,6 g; 16,6 + 1,3
cm) foram divididos igualmente em 12 tanques de 250L, sendo 6 tanques controles e 6
expostos a 10% da CL50. O experimento ocorreu em duplicatas (FIGURA 4). Os animais
foram aclimatados por uma semana e alimentados diariamente até a saciedade. Vinte e
quatro horas antes da exposi¢@o, os peixes foram privados de alimento e permaneceram
assim até o final do experimento. A suspensao da alimentagdo € igualmente observada em
outros trabalhos (BEGUM, 2004, HORI et al, 2006, AVILEZ, 2008) com objetivo de
evitar diferencas metabolicas devido a possiveis diferentes na taxa de alimentacao.

O experimento ocorreu em sistema semi-estatico, com renovagao de dgua a cada
12h, aeragdo constante, qualidade de 4gua monitorada (temperatura: 24 + 1,2°C , pH: 7,3
+ 0,2 , dureza: 30,7 £ 0,5 mg CaCOs;, alcalinidade: 5,7 = 0,7 mg L' de HCO;",
concentracdo de amodnia: 0,3 + 0,1 mg L'l, nitrito: 0,08 + 0,05 mg L'e oxigénio
dissolvido: 6,9 £0,4 mg LY e reajuste da concentracdo de fenol a cada 12h (APHA,
1980). Os grupos controle foram submetidos a0 mesmo protocolo.

Ap6s o periodo de 96 h, seis peixes foram coletados de 2 tanques controle e 2
expostos aos fenol. Os outros 4 tanques controle e 4 expostos aos fenol passaram a
receber dgua desprovida de fenol (FIGURA 4). Os animais eram anestesiados € o sangue
foi coletado com seringas heparinizadas. Logo apds, os peixes eram abatidos por seccio
medular e foi realizada a biometria. O figado, o cérebro e uma porcao de musculo branco
eram rapidamente retirados, congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80 °C para

as andlises bioquimicas. As amostras de sangue eram divididas em diferentes aliquotas. O



Materiais e métodos 33

plasma era obtido pela centrifugacdo (12000 x g por 3 min) de uma por¢do de sangue,

sendo posteriormente congelado em nitrogénio liquido e estocado a -80 °C.

5.4 RECUPERACAO POR 7 E 14 DIAS

Ap6s as 96 h de exposicdo ao fenol, os quatro tanques remanescentes do controle
e quatro expostos ao fenol receberam dgua desprovida do xenobidtico, pela abertura do
fluxo de dgua. Com isso, iniciou-se o experimento de recuperacdo. As varidveis da
qualidade da dgua eram igualmente monitorados (26, 7 + 0,1 °C, pH: 7,4 + 0,09,
alcalinidade: 6,7 + 1 mg L' de HCO3", dureza: 30,7 1,7 mg CaCOs, 7,07 + 0,07 mg L™
de oxigénio dissolvido, 0,05 £ 0,006 mg L' de amonia e 0,02 0,01 mg L' de nitrito)
(APHA, 1980) e o sistema era dinamico (recirculagcdo constante da dgua).

Apd6s 7 dias de renovacdo de dgua desprovida de fenol, seis peixes foram
coletados de 2 tanques controle e 2 tanques sob recuperacdo (FIGURA 4). Os mesmos
procedimentos para coleta de sangue e tecidos foram realizados como no experimento de
exposicdo ao fenol por 96 h.

Apo6s 14 dias de renovagdo de dgua sem fenol, seis peixes eram coletados dos 2
tanques controle e 2 sob recuperacdo remanescentes (FIGURA 4). O abate e a coleta de

tecidos e sangue procederam-se da mesma forma que nos experimentos anteriormente

descritos.
Controle | Controle Controle | Controle Controle | Controle
n=A n=A n=A n=6 n=6 n=A
Fenol Fenol Rec 1 Rec 1 Rec 2 Rec 2
n=6 n=6 n=h n=6 n=6 n=6

I Exposicdo ao fenol por 96 horas I

Recuperacdo por 7 dias

Recuperacdo por 14 dias

FIGURA 4: Esquema ilustrativo do desenho experimental da exposi¢io ao fenol e das

recuperagdes por 7 e 14 dias.
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5.5 VARIAVEIS DE QUALIDADE DA AGUA

Temperatura, oxigénio dissolvido e pH
As medidas de temperatura e de oxigénio dissolvido eram efetuadas através do

aparelho Dissolved oxygen YSI 55 nos préprios tanques. O pH era mensurado pelo

peagdmetro Orion 710 através de amostras de dgua.

Dureza
A dureza da dgua era determinada segundo APHA (1980). As amostras de dgua

coletada tamponada e com o indicador Ericromo negro T eram tituladas com EDTA até o
ponto de viragem de rosa para azul. O célculo da dureza, em mg de CaCO3 L, seguiu a
férmula:

Dureza = (mL de EDTA) X [(0,01)X (100,1)X(1000)] / volume da amostra

Alcalinidade
A alcalinidade da dgua era mensurada segundo GOLDSTEIN e CLYMO (1969).

O pH da amostra de dgua era verificado e, posteriormente, titulava-se a amostra com
acido sulfdrico 0,01N até o pH 4,00. Para o cdlculo da alcalinidade, em mg L' de
carbonatos e bicarbonatos, era utilizada a seguinte féormula:

Alcalinidade = (mL de H,SO,4) X [(0,01 X 50 000)] / volume da amostra

Amonia

A concentragdo de amonia era mensurada pelo método modificado de
GENTZKOW e MASEN (1942). Em 2mL de amostra de dgua era adicionado 0,5mL de
reativo Nessler. Apds 30 minutos, era feita leitura em 420nm em um espectrofotdmetro

HACH modelo DR2010. A concentracdo de amodnia era estimada contra um padrdo de

amonia de 50 nmoles.
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Nitrito
A concentragd@o de nitrito era mensurada segundo TAVARES (1994). Em SmL de

amostra eram adicionados 100uL de sulfanilamida (58,07mM) com posterior agitacdo e
descanso por 10 minutos. Passado este periodo, eram adicionados 100uL de solugdo de
bicloridrato N-1 naftileno diamina (5,8mM) para posterior leitura em 540nm através de
espectrofotometro. A concentracdo de nitrito era estimada contra um padrdo de nitrito de

10 nmoles.

Fenol
As concentracdes de fenol na 4gua eram mensuradas segundo APHA (1980). Em

100 mL de amostra eram adicionados 2,5 mL de NH4OH 0,5N com posterior ajuste do
pH para 7,9 com tampdo fosfato. Logo apds, 1 mL de 4-aminoantipitina e 1 mL de
ferricianeto de potdssio eram adicionados a mistura. O produto final era lido em

espetrofotometro em 500nm contra um branco contendo dgua destilada.

5.6 VARIAVEIS HEMATOLOGICAS

Hematocrito (Hct)
O hematdcrito era determinado através da utilizacdo de micro-capilares, que

depois de preenchidos com amostra de sangue eram vedados e centrifugados a 12 000 x g
por 3 min. Um cartdo de leitura de hematdcrito era utilizado para a determinacio do seu

valor, em porcentagem.

Hemoglobina total (Hb total)
A hemoglobina total era determinada segundo DRABKIN (1948). Para isso, 10uL

de sangue da amostra eram adicionados 2mL de solu¢do Drabkin. A densidade Optica era

mensurada em 540nm, contra um branco contendo apenas solu¢ao de Drabkin.
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Contagem de células vermelhas (RBC)
Para a contagem das células vermelhas (em mm°), 10uL de sangue da amostra

eram adicionados a 2mL de solucdo de citrato formol. A contagem procedia-se em

microscopio optico com a camara de Neubauer.

Indices hematimétricos
O volume corpuscular médio (VCM) foi calculado como Hct-10/RBC; a

hemoglobina corpuscular média (HCM) foi calculada como Hb total- 10/RBC; e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) como Hb total- 10/Hct.

5.7 INTERMEDIARIOS METABOLICOS

Homogeneizado celular
Uma por¢do previamente determinada de figado (50 mg aproximadamente) e

musculo branco (100 mg aproximadamente) eram homogeneizados em um
homogeneizador IKA® T10 Basic Ultra-Turrax a 1000 rpm por 1 minuto em banho de
gelo seguido da adi¢do de 1 mL de solu¢do de acido tricloroacético (TCA) a 20% ou
agua. O homogeneizado era centrifugado por 3 minutos a 12000 x g e a 4°C e o
sobrenadante era utilizado para as determinagdes metabdlicas.

Para as determinacdes plasmaticas, uma aliquota previamente determinada de
plasma (100 pL aproximadamente) era misturada a 1mL de TCA 20% ou utilizava-se o

plasma total.

Amonia
A amonia era determinada segundo GENTZKOW e MASEN (1942). Em uma
aliquota do extrato, homogeneizada com TCA 20%, era adicionados dgua destilada, para

um volume final de 2mL e 0,5mL de reativo de Nessler. A leitura era feita em 420nm em

espectrofotometro e as amostras eram comparadas a um padrdo de amonia.
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Lactato
A determinacgdo de lactato era feita segundo HARROWER e BROWN (1972),

onde uma por¢do da amostra, homogeneizada em TCA 20%, recebia 20uL. de CuSO4 4%
e 3,5mL de H,SO4 PA. Os tubos eram agitados e incubados a 100 °C por 5 minutos. Apds
resfriamente em banho de gelo, eram adicionados 80uL de p-fenilfenol. Depois do
repouso de 1 hora, a mistura era incubada, novamente, a 100°C por 40 segundos. Depois
do resfriamento em banho de gelo, as amostras eram lidas em espectrofotometro, em

570nm, contra um padriao de lactato.

Piruvato
O piruvato era determinado segundo LU (1939), onde a um volume de amostra,

homogeneizada com TCA 20%, eram adicionado 250uL de dinitrofenilhidrazina 0,1%
(em HCI 2N). Depois de 30 minutos em banho-maria a 37°C, ream adicionados a mistura
3 mL de NaOH 1,3N. A leitura era estimada em espectrofotdmetro em 440nm. As
concentracdes de piruvato eram determinadas a partir de um padrdo conhecido de

piruvato.

Glicose
Para a determinacgao de glicose era utilizado o Kit LabTest. Uma aliquota de 10uL

da amostra, homogeneizada em dgua, mais 190uL do reagente fornecido pelo Kit eram
pipetados em uma “microplate”. Depois de incubados a 37°C por 10 minutos, era feita a
leitura em espectrofotdmetro em 525nm através de um “microplate reader”

(Termomax®, Molecular devices). O padrdo de glicose utilizado era de 400 mg dL™.

Proteina
Para a determinacdo de proteina, uma aliquota de 10uL da amostra,

homogeneizada em &4gua, mais 190uL do reagente Bradford eram pipetados em uma
“microplate”. Depois de incubados a temperatura ambiente, no escuro por 10 minutos,
era feita a leitura em espectrofotdometro em 620nm através de um “microplate reader”
(Termomax®, Molecular devices). As amostras eram comparadas a um padrio de

albimina a 1mg/ml H,O.
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Triglicerideos
Para a determinacdo de triglicerideos, era utilizado o Kit Liquiform. Em uma

aliquota de 10puL de amostra, homogeneizada em 4gua, eram adicionados 190uL de um
reativo fornecido pelo Kit. Ambos eram pipetados em um microplate e incubados a 37°C
por 10 minutos. A leitura ocorria em espectrofotdmetro em 525nm através de “microplate
reader” (Termomax®, Molecular devices). O padrio de triglicerideos utilizado era a uma

concentracdo de 200 mg dL™".

Aminodcidos livres
A determinacdo de aminodcidos livres era realizada segundo COPLEY (1941).

Em uma aliquota de extrato da amostra, homogeneizada em dgua, eram adicionados 2mL
de nihidrina 0,1% (em &lcool isopropilico) que eram posteriormente vedados e incubados
por 40 minutos a 40°C. Depois de os tubos serem centrifugados por 2 minutos a 3000rpm,

era feita leitura em 570nm em espectrofotometro contra um padrao de glicina.

Acidos graxos livres
A determinagdo de dcidos graxos livres era feita segundo o método modificado de

MILAN (1965). Em um volume apropriado de amostra, homogeneizada em dgua, eram
adicionados 2 mL de solu¢do extratora DOLE (heptano, dlcool isopropilico e H,SO4 IN
na proporcao de 1: 4: 0,1) e agitadas em vortex por 20 segundos. Posteriormente, eram
adicionadas a mistura 1 mL de heptano e 2 mL de dgua destilada. Depois de agitar por
inversdo lentamente, os tubos eram centrifugados a 3000rpm por 3 minutos. Seiscentos
micro-litros do sobrenadante eram retirados e transferidos para outro tubo. Neste
sobrenadante eram adicionados 800uL de heptano/cloroférmio (1:6) e 1 mL de reagente
cobalto. Entdo, a mistura era agitada no vortex por 30 segundos e centrifugada a 3000rpm
por 3 minutos. A seguir, 600 uL do sobrenadante eram retirados e transferidos para outro
tubo, onde recebiam mais 600uL de indicador (0,4% de o-nitroso-B- naftal em etanol
96°). Apds 15 minutos, era feita leitura em espectrofotdmetro em 500nm. As amostras

eram lidas contra um padrdo de 4cido palmitico a 4mM.
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Glicogénio
A concentracdo de glicogénio era estimada pela concentragdo de acucares

redutores totais na amostra. Para tanto, seguiu-se o método descrito por BIDINOTTO e
col. (1997). Porcoes do musculo branco e figado eram pesadas e transferidas para tubos
de ensaio, onde recebiam 1mL de KOH 6N. Posteriormente, os tubos eram incubados em
banho-maria a 100°C por 5 minutos ou até o tecido ficar dissolvido, a fim de garantir a
digestdo alcalina do tecido. Dessa mistura, 250uL eram retirados e transferidos para outro
tubo de ensaio, onde eram adicionados 3mL de etanol PA e 100uL de K,SOy. Depois de
agitados, descartava-se o sobrenadante invertendo o tubo. O precipitado eram
ressuspendido e a ele, adicionados 2,5mL de dgua destilada.

O método de DUBOIS e col. (1956) era utilizado para a determina¢@o de aguicares
redutores totais onde, em uma aliquota do homogeneizado, eram adicionados 0,5 mL de
fenol e 2mL de H,SO,. Efetuava-se a leitura em espectrofotdmetro a 480nm, contra um
padrdo conhecido de glicose. As concentracdes de glicose eram expressas em pumols de

glicosil-glicose g de tecido™.

5.8 ENSAIOS ENZIMATICOS

Homogeneizado celular
Uma porcdo previamente determinada de misculo branco (200 mg

aproximadamente), figado (50 mg aproximadamente) e cérebro (50 mg
aproximadamente) eram homogeneizados a 4 °C em tampdo Glicerina/Fosfato 20mM
(pH 7). Os homogeneizados eram centrifugados duas vezes (600 x g por 3min; 6000 x g

por 8min, ambos a 4 °C) e o sobrenadante final era utilizado para os ensaios enzimaticos.



Materiais e métodos 40

Lactato desidrogenase (LDH)
A atividade enzimadtica de LDH era ensaiada por cinética nos homogeneizados de

musculo branco e figado (HOCHACHKA et al., 1978. Resumidamente, a determinacao
consistia da transformacdo de piruvato 30mM em lactato observando-se a extincao de
NADH+H" em 340nm. A atividade da LDH foi expressa em unidades (UI) por miligrama
de proteina. Uma UI foi definida como Iumol de NADH hidrolisado por minuto. O

coeficiente de extin¢cao molar utilizado para o calculo foi de 0,85510/mM.cm.

Alanina aminotransferase (ALAT)
A atividade de ALAT era determinada em figado e musculo, pelo método de

cinética (BERGMEYER et al., 1978). Essa determinacdo consistia na transaminagdo de
alanina (500mM) e oa-cetoglutarato (200mM), em tampao Tris (100mM) pH 7,5, com a
formacdo de piruvato e posterior reducdo a lactato através de LDH exdgena (0,1UI)
determinando-se a extincdo de NADH+H" em 340nm. A atividade da ALAT foi expressa
em unidades (UI) por miligrama de proteina. Uma UI foi definida como 1pumol de NADH
hidrolisado por minuto. O coeficiente de extin¢gdo molar utilizado para o cdlculo foi de

0,85510/mM.cm.

Aspartato aminotransferase (ASAT)
A atividade de ASAT era determinada em figado e musculo, pelo método de

cinética (BERGMEYER et al., 1978). Essa determinacdo consistia na transaminagao de
aspartato (220mM) e a-cetoglutarato (200mM), em tampao Tris (80mM) pH 7.8, com a
formacao de oxaloacetato e posterior redu¢do a malato através de MDH exdgena (0,1UI)
determinando-se a extin¢do de NADH+H" em 340nm. A atividade ASAT foi expressa em
unidades (UI) por miligrama de proteina. Uma UI foi definida como 1umol de NADH
hidrolisado por minuto. O coeficiente de extin¢gdo molar utilizado para o cdlculo foi de

0,85510/mM.cm.
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Fosfatase dacida (FAC)
A atividade da fosfatase dcida era determinada colorimetricamente (MOSS apud

BERGMEYER e BEACH, 1983) no tecido muscular e hepdtico pela hidrélise de p-
nitrofenilfosfato 120mM. A reag¢do foi processada em tampao citrato de s6dio SOmM pH
5,0. A reacdo era interrompida pela adicdo de hidréxido de sdédio 2M e o teor de p-
nitrofenol era determinado em 405nm. A atividade da fosfatase 4cida foi expressa em
unidades (UI) por miligrama de proteina. Uma UI foi definida como Iumol de
paranitrofenilfosfato hidrolisado por minuto. O coeficiente de extincdo molar utilizado

para o célculo foi de 18200/M.cm.

Fosfatase alcalina (FALC)
A atividade da fosfatase alcalina era determinada colorimetricamente

(BRETAUDIERE e SPILMAN apud BERGMEYER e BEACH, 1983) no tecido
muscular e hepatico pela hidrélise de p-nitrofenilfosfato 120mM. A mistura de reacao
continha: tampao glicina S0mM pH 8,5 e MgCl 10mM. A reagado era interrompida pela
adicdo de hidr6xido de s6dio 2M e o teor de p-nitrofenol era determinado em 405nm. A
atividade da fosfatase alcalina foi expressa em unidades (UI) por miligrama de proteina.
Uma Ul foi definida como lumol de paranitrofenilfosfato hidrolisado por minuto. O

coeficiente de extin¢do molar utilizado para o cdlculo foi de 18200/M.cm.

Acetilcolinesterase (AchE)
A atividade da acetilcolinesterase era determinada por cinética (ELLMAN, 1961)

no tecido muscular e no cérebro através da hidrolise da acetiltiocolina 37,5 mM, em 412
nm. A mistura da reagdo era composta por tampao fosfato de sédio monobdsico e
dibasico 100mM pH 7,5 e ditiobisnitrobenzéico (DTNB) 6,4mM. A atividade da
acetilcolinesterase foi expressa em unidades (UI) por miligrama de proteina. Uma UI foi
definida como Ipmol de 5-tio-2-nitrobenzoato formado por minuto. O coeficiente de

extincao molar utilizado para o cdlculo foi de 16,950/mM.cm.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica da CL50 foi realizada através do software “Trimmed
Spearman-Karber” “LC50 Programs JSPEAR” (HAMILTON et al., 1978), com 95% de
confianca (P < 0,05). Os dados dos intermedidrios, enzimas e os dados e indices
hematolégicos foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. As
médias dos grupos controle e exposto ao fenol, controle e recuperacdo de 7 dias e grupo
controle e recuperacao de 14 dias foram comparadas por um teste paramétrico (teste t de
Student) com intervalo de confianca de 95% (P < 0,05). As varidveis estdo expressas

como média + desvio padrdo de 12 individuos (n=12).
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6 RESULTADOS

6.1 TOXICIDADE AGUDA DO FENOL PARA O BAGRE DO CANAL

Para as concentracdes ensaiadas (0, 5, 10, 25, 35 e 50 mg L' de fenol), observou-
se que a concentragdo minima de fenol que promoveu a mortalidade total dos peixes do
ensaio foi 25 mg L'ea concentracdo maxima que ndo provocou mortalidade dos peixes
foi 5 mg L' (TABELA 1).

No teste definitivo de toxicidade aguda foi estimada a CL50;96h de fenol de
15,08 mg L™ para o bagre do canal, com limite inferior de concentragio de 12,67 mg L'
e limite superior de 17,96 mg L™ (FIGURA 5). No controle e na concentragio de 5 mg L’
! ndo houve mortalidade dos animais. Apenas um peixe morreu na concentracio de
10 mg L', apés 72 h. Na concentracdo de 15 mg L™, dois peixes morreram ap6s 24 h e
um peixe morreu apds 72 h. Na concentracdo de 20 mg L, oito peixes morreram apos 24
h e todos os peixes morreram na concentracio de 30 mg L™ apés 24h (TABELA 2). A

concentracdo de fenol utilizada para a exposicao sub-letal em todos os experimentos foi

de 10% da CL50;96h, ou seja, 1,5 mg L' (FIGURA 5).

TABELA 1- Mortalidade de bagre do canal (Ictalurus punctatus) submetido a teste preliminar de

toxicidade aguda (n=10).

Concentracao de Mortalidade Mortalidade
fenol (mg L) final final (%)
0 0 0
5 0 0
10 2 20
25 10 100
35 10 100

50 10 100
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TABELA 2 — Mortalidade de bagre do canal (Ictalurus punctatus) submetido a teste definitivo de
toxicidade aguda (n=9).

Concentracao de  Mortalidade mortalidade
fenol (mg L) final final (%)
0 0 0
5 0 0
10 1 11,11
15 3 33,33
20 8 88,88
30 9 100
100 o
y = 27,778x - 36,667 .
R® = 0,9356
75

S

Q

T

3 50

®

€

§ .

25 -
*
0 -
5,0 10,0 15,0 20,0 30,0
Concentracao (mg/L)

FIGURA 5- Relagdo concentragio de fenol e mortalidade de bagre do canal (Ictalurus

punctatus) durante o teste de toxicidade aguda.
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6.2 VARIAVEIS HEMATOLOGICAS

As médias e desvios-padrdo das varidveis hematoldgicas estdo apresentados na

TABELA 3.

Hematécrito — Hct
O hematdécrito de bagre do canal exposto ao fenol ndo apresentou alteragdo

significativa em relagdo ao controle. Os peixes da recuperacao por 7 e 14 dias igualmente

nao apresentaram altera¢do no hematdcrito.

Hemoglobina total — Hb total
A hemoglobina total de bagre do canal exposto ao fenol ndo alterou

significativamente em relacdo ao controle. Os peixes da recuperacdo por 7 e 14 dias

igualmente ndo apresentaram alteracdo na hemoglobina total.

Contagem de células vermelhas — RBC
A contagem de células vermelhas do grupo exposto ao fenol ndo apresentou

diferenca significativa. Entretanto, os peixes da recuperagdo por 7 dias apresentaram
aumento significativo no RBC em 28,1%. O RBC dos peixes da recuperacdo por 14 dias

permaneceu constante.

Volume corpuscular médio — VCM
O Volume corpuscular médio dos animais expostos ao fenol ndo apresentou

diferenca em relacdo ao controle. No entanto, o VCM dos peixes da recuperacdo por 7
dias reduziu 24%. Nenhuma alteracdo no VCM foi verificada nos animais submetidos a

recuperagao por 14 dias.
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Hemoglobina corpuscular média — HCM
Nos peixes expostos ao fenol, a hemoglobina corpuscular média ndo apresentou

alteracdo significativa em relacio ao controle. Contudo, o HCM reduziu
significativamente 25,5% nos peixes da recuperacdo por 7 dias. Nenhuma alteracdo

significativa foi observada nos animais da recuperagdo por 14 dias.

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
A concentracdo de hemoglobina corpuscular média nos animais expostos ao

fenol, e nos igualmente expostos ao fenol e submetidos a recuperagdo por 7 e 14 dias, ndo

apresentou alteracao significativa em relacdo ao controle.

TABELA 3: Médias e desvios-padrao das varidveis hematoldgicas do bagre do canal apds exposicdo ao fenol

e recuperacdo por 7 e 14 dias.

Condigao
Variavel Controle Fenol Controle Recuperacio 1 Controle Recuperacao 2
Htc 25,813 +3,0 25,194+2,1 23,285+20 22,778+24 21,653 +2,7 23,553 +£4,8

Hb total 6,753 +0,5 728 +£0,7 6,561 £0,7 6,149 £ 0,5 5,909 +£0,7 5,586+ 1,0
RBC 2,495+£0,2 2549+£0,2 2,051+03 2,628+0,2%* 2,007+04 2,001+04
VCM 104,21 £ 15,3 100,06 +9,2 114,77+9,5 87,170+ 14,4* 107,33 +£14,5 116,24 +21,8
HCM 2727+£3,1 28,742+£3,6 31,626+23 23536+22* 30,753+2,8 27,545+49

CHCM 2,72+£0,3 2935+£04 2,779+0,1 2,723 +£0,2 2,881 £0,6 2,423+04

Htc (hematdcrito) estd expresso em %; Hb total (hemoglobina total) estd expresso em g 100mL"'; RBC
(contagem de células vermelhas) estd expresso em 10° de células/mm’; VCM (volume corpuscular médio)
estd expresso umm’; HCM (hemoglobina corpuscular média) estd expressa em pg célula’; CHCM
(concentracio de hemoglobina corpuscular média) estd expressa em g dL™'; (*) indica diferencas significativas

em relacdo ao controle para p<0,05.
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6.3 METABOLISMO INTERMEDIARIO

6.3.1 FicADO

As médias e desvios-padrdo dos intermedidrios metabdlicos do figado estdo

apresentados na TABELA 4.

Amonia

A concentragdo de amodnia no figado dos animais expostos ao fenol ndo alterou
em relacdo ao controle. Entretanto, o teor de amonia hepética dos peixes da recuperacao
por 7 dias apresentou aumento significativo de 35,6%. A amoOnia hepatica dos animais

submetidos a recuperacdo por 14 dias ndo apresentou alteracdo significativa em relacao

ao controle.

Proteina
Os teores de proteina hepdtica reduziram significativamente 8,7% nos animais

expostos ao fenol e 10% nos peixes da recuperacdo por 7 dias. O grupo submetido a

recuperagao por 14 dias ndo apresentou alteracdo na concentracao de proteina hepatica.

Aminodcidos livres
A concentragdo de aminodcidos livres do figado dos peixes submetidos a

N

exposicado sub-letal de fenol e a recuperagdio por 7 e 14 dias ndo alterou

significativamente em relacio aos seus respectivos controles.

Glicogénio
Ap6s 96 h de exposi¢do ao fenol, os animais apresentaram aumento de 16,3% da

concentracdo de glicogénio hepético em relacdo ao controle. Os peixes da recuperacio
por 7 dias igualmente apresentaram elevacdo significativa no teor de glicogénio no
figado, sendo este aumento de 30,3%. Todavia, no grupo da recuperacdo por 14 dias,

verificou-se reducdo significativa de 25% do teor de glicogénio neste tecido.
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Glicose
Nos peixes expostos ao fenol por 96 h, a concentracdo de glicose no figado nao

apresentou alteracdo significativa em relacdo ao controle. Apds a recuperagdo por 7 dias,
foi observado um aumento significativo de 7,6% na concentracio de glicose. Entretanto,
apods a recuperagao por 14 dias, a concentracao de glicose hepética ndo alterou em relagdo

ao controle.

Piruvato
As concentragdes de piruvato no figado dos peixes expostos ao fenol e dos

animais recuperados por 7 dias ndo variaram em relagdo ao controle. Todavia, a
concentracdo de piruvato elevou-se significativamente 23,2% nos animais da recuperacao

por 14 dias.

Lactato
A concentrac@o de lactato hepdtico nos peixes expostos a concentracao sub-letal

de fenol ndo variou em relacdo ao controle. Os animais da recuperacdo por 7 e 14 dias

igualmente ndo apresentaram alteracdo nos teores de lactato hepatico.

Triglicerideos
O teor de triglicerideos no figado dos peixes expostos ao fenol por 96 h ndo

apresentou alteragdo significativa em relacdo ao seu controle. Nos peixes da recuperacio
por 7 dias verificou-se reducao significativa de 47,3% na concentracdo de triglicerideos
hepéticos. O mesmo ndo ocorreu com o grupo submetido a recuperagdo por 14 dias, ja

que nao se observou alteracdo significativa de triglicerideos neste tecido.

Acidos graxos livres
O grupo exposto ao fenol apresentou reducdo significativa de 30,6% na

concentracdo de dcidos graxos no figado. Apds a recuperacdo por 7 e 14 dias, nenhuma
alteracdo no teor de 4cidos graxos foi verificada neste tecido em relacdo aos seus

respectivos controles.
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TABELA 4: Médias e desvios-padrao dos intermedidrios metabdlicos de figado do bagre do canal apds exposicdo ao

fenol e apds recuperacdo por 7 e 14 dias.

Variavel Condic¢ao

Controle Fenol Controle Recuperacio 1 Controle Recuperacio 2

Amonia 47,133 £8,7 50,854+104 57,848+74 78473+£7,1%* 56236+11,6 61,501 £10,1
Proteina 87,5+44 799 £2,8 * 127,1 £0,1 114,4 £ 6,7 * 152,6 £ 11,8 141,4 £ 15,7
Aminodcidos 36,816 £3,4 35944+ 2,1 44,006 +3,7 42,545+4,6 40,173 £ 3,5 41,326 £ 1,4
Glicogénio 235,84 +£43,0 274,44 +£39,0% 94,11 £21,1 122,60+32,7* 62,86+ 14,1 47,18 8,2 *
Glicose 62,448 + 4,4 66,151 +4,2 54915+4,2 59,134+45 * 53,081 7,0 47,161 £9,1
Piruvato 0,725+ 0,0 0,741 = 0,1 0,940 = 0,1 0,876 £ 0,0 0,819 +0,1 1,009 £0,2 *
Lactato 10,754 £ 1,8 10,272+ 1,8 7,139+ 22 6,063 £0,7 4,423 +0,9 5211+ 1,2
Triglicerideos 2,661 £0,3 2,516 £0,5 13,839 +3,9  7290+£2,7* 16,073 + 6,0 18,400 + 8,3
Acidos graxos 9,861 £2,2 6,780 £ 1,8 * 26,837+9,1 21,484 +7.8 34937 +11,0 29,991 £6,8

As concentracdes de proteina estio expressas em mg de protefna g de tecido™”; as concentragdes de glicogénio estio

expressas em pmol de glicosil-glicose g de tecido™; os demais intermedidrios estio expressos em pmol g de tecido™. (¥)

indica diferenca significativa p<0,05.
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6.3.2 PLASMA

As médias e desvios-padrao da concentracdo dos intermedidrios metabdlicos do

plasma estdo apresentados na TABELA 5.

Amonia
A concentragdo de amoOnia plasmética ndo alterou nos peixes expostos ao fenol
por 96 h e nos animais de recuperacdo por 7 dias. Contudo, aumento significativo de

31,8% na concentragdo de amodnia pode ser observado no plasma dos peixes submetidos a

recuperagao por 14 dias.

Proteina
A concentracdo de proteina no plasma reduziu significativamente 11,5% nos

peixes expostos ao fenol e 25,7% nos peixes da recuperacdao por 7 dias. Nenhuma
alteracdo foi observada na concentracio de proteina plasmdtica dos animais da

recuperagao por 14 dias.

Aminodcidos livres
Nos peixes expostos ao fenol, a concentracdo de aminoacidos plasmédticos reduziu

significativamente 7,7% em relagdo ao controle. Entretanto, nos animais da recuperagao

por 7 e 14 dias ndo foram observadas alteracdes nesta varidvel.

Glicose
Os valores de glicose plasmaética ndao variaram ao longo do periodo experimental,

que compreende a exposicao por 96 h e as recuperacgdes por 7 e 14 dias.
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Lactato
A concentragdo de lactato plasmatico reduziu significativamente 19% nos animais

expostos ao fenol. Apds a recuperagdo por 7 dias, os peixes apresentaram aumento
significativo de 27,3% no lactato plasmatico. No grupo submetido a recuperagdo por 14

dias ndo se observou alteracdo nesta varidvel.

Piruvato
Os valores de concentracdo de piruvato plasmdtico ndo variaram ao longo do

periodo experimental (exposicdo ao fenol e recuperacio por 7 e 14 dias).

Triglicerideos
O teor de triglicerideos no plasma dos peixes expostos ao fenol reduziu

significativamente 14,7%. Nas recuperagdes por 7 e 14 dias, ndo foram observadas

alteracdes nesta varidvel.

Acidos graxos livres
A concentragdo de dcidos graxos plasmatica foi medida somente apds a exposi¢ao

de fenol por 96 h. Neste, o teor de 4cidos graxos reduziu significativamente 17,7% em

relacdo ao controle.
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TABELA 5: Médias e desvios-padrdao dos intermedidrios metabdlicos de plasma do bagre do canal apds

exposicao ao fenol e recuperacao por 7 e 14 dias.

Variavel Condic¢ao

Controle Fenol Controle  Recuperagao 1
Amdnia 1,423 £ 0,1 1,374 £ 0,1 2,516 +£0,1 2,647 0,5
Proteina 31,527 +3,1 27,885+1,7* 2040139 15,159+3,1%*
Aminoédcidos  5,247+0,4 4,841+£02* 4,581+0,3 4,488 +£0,4
Glicose 2,255+0,2  2,181+04 1,524 £ 0,3 1,832 £ 0,7
Piruvato 0,297+0,03 0,298+0,02 0,240+0,04 0,252 £0,02
Lactato 3437+0,7 281004 * 2972+0,9 3,784+04*
Triglicerideos 2,454+ 0,3 2,092+0,2* 2,316+0,2 2,310+0,1
Acidos graxos 0,750 0,08 0,617 + 0,06 *

Controle  Recuperagdo 2

1,653+0,2 2,178+£0,3 %
13,171 2,3  11,922+3.3
4,112+£0,3 4,037+£0,5
1,406 = 0,2 1,377+ 0,3
0,222 +0,02 0,221 £0,04
2,882+0,7 3,432+1,08
1,924 +0,3 1,847 0,1

As concentracdes de proteina estdo expressas em mg de proteina mL de plasma™; os demais intermedidrios

estdo expressos em pmol mL de plasma™. (*) indica diferenca significativa p<0,05.
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6.3.3 MUSCULO BRANCO

As médias e desvios-padrao dos intermedidrios metabdlicos do musculo branco

estdo apresentados na TABELA 6.

Amoénia
Ap6s 96 h de exposicdo ao fenol, foi observado um aumento significativo de
7,7% na concentragao amonia muscular nos peixes. Nos peixes da recuperacao por 7 e 14

dias ndo se observou alteracao significativa na concentracao deste intermediario.

Proteina
A concentracdo de proteina muscular nos peixes expostos o fenol reduziu

significativamente 5,7% em relacdo ao controle. Apds a recuperacdo por 7 dias, ndo se
observou alteracdo nesta varidvel mas, apos 14 dias de recuperacdo, o teor de proteina

muscular reduziu significativamente 9,2%.

Aminodcidos livres
Apds a exposicdo ao fenol e a recuperacdo por 7 dias, a concentracdo de

aminodcidos livres no musculo nao alterou em relagdo ao controle. Todavia, nos peixes

da recuperagdo por 14 dias, a concentragdo de aminodacidos reduziu 17,6% neste tecido.

Glicogénio
A concentra¢do de glicogénio muscular ndo alterou nos peixes apds exposi¢ao por

96 h e recuperacdo por 7 dias. Contudo, nos animais em recuperacdo por 14 dias, o

glicogénio muscular apresentou reducao significativa de 4,5% em relacdo ao controle.

Glicose
A concentracdo de glicose muscular reduziu significativamente 21,3% nos peixes

expostos ao fenol. Os peixes em recuperagdo por 7 e 14 dias ndo apresentaram alteracao

na glicose muscular.



Resultados 54

Piruvato

O teor de piruvato muscular ndo alterou ap6s 96 h de exposicdo ao fenol. No
entanto, ap6s 7 dias de recuperacdo observou-se reducdo significativa de 12,1% de
piruvato muscular. Nos peixes da recuperacdo por 14 dias, o piruvato muscular

permaneceu constante.

Lactato
Ap6s a exposi¢ao ao fenol por 96 h e recuperacao por 7 e 14 dias, ndo se observou

alteracdo do lactato muscular.

Triglicerideos
O teor de triglicerideos no musculo branco reduziu significativamente 17,2% apds
96 h de exposi¢dao ao fenol. Nas recuperacdes por 7 e 14 dias, ndo foram verificadas

alteragdes significativas de triglicerideos neste tecido.

Acidos graxos livres

Ap6s a exposi¢ao sub-letal ao fenol, a concentragdo de 4cidos graxos de musculo
aumentou significativamente 27,7%. Os peixes da recuperacdo por 7 dias apresentaram
aumento significativo de 22,1% e os da recuperacdo por 14 dias, aumento de 17,2% no

teor de acidos graxos.
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TABELA 6: Médias e desvios-padrdo dos intermedidrios metabdlicos de misculo branco do bagre do canal ap6s

exposicao ao fenol e recuperacdo por 7 e 14 dias.

Variavel Condic¢ao

Controle Fenol Controle Recuperacio 1 Controle Recuperacgio 2

Amonia 19471 +£2,0 20979+1,1* 17,240+0,7 17,110£1,2 16,468 £1,2 16,036 + 2,1
Proteina 32,281 +1,6 30,434+25* 49715+3,7 48,151+£3,9 59,513+33 54,037+3,8*
Aminodcidos 8,796 = 0,5 8,653+ 1,1 14,189 £0,6 15,106 +1,7 14,188+2,6 11,692 +1,09 *
Glicogénio 8,358+ 1,5 7,845+0,2 13973+1,06 14,371+0,7 13,598+04 12973+0,8*
Glicose 1,144+0,2 0,900 +0,1 * 1,153 +0,2 1,194 £0,1 1,207 +£0,2 1,081 £0,2
Piruvato 0,6352+0,1 0,6163+0,08 0,676+0,08 0,594+0,1* 0,5335+0,1 0,5704 £ 0,1
Lactato 225+28 23,556 +2,3  22848+14 21,273+2,1 18,815+3,05 18,650+34
Triglicerideos 2,395+0,4 1,981 +£0,3 * 1,128 £0,1 1,087 +0,1 1,151 +0,1 1,090 £ 0,1

Acidos graxos 0,408 £0,06 0,521+0,07* 0,705+0,1 0,861 +0,1 * 0,703 +0,1 0,960 + 0,1 *
As concentracdes de protefna estdo expressas em mg de protefna g de tecido™'; as concentracdes de glicogénio estdo

expressas em umol de glicosil-glicose g de tecido™; os demais intermedidrios estio expressos em pumol g de tecido’

'. (*) indica diferenca significativa p<0,05.
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6.3.4 ENSAIOS ENZIMATICOS

6.3.4.1 Figado

Alanina aminotransferase — ALAT

A atividade especifica da ALAT aumentou significativamente 35,5% no figado dos
peixes expostos por 96 h ao fenol. Os animais em recuperagdo por 7 dias ndo apresentaram
alteracdo na atividade desta enzima, entretanto, naqueles em recuperagdo por 14 dias,
observou-se reducdo da atividade de 23,2% em relagdo ao controle. As médias e desvios-

padrdo da atividade especifica da ALAT hepatica estdo apresentados na FIGURA 6.

Aspartato aminotransferase — ASAT

Ap6s a exposi¢do ao fenol, verificou-se aumento significativo de 24% na atividade da
ASAT. Ap6s as recuperagdes por 7 e 14 dias, ndo foram observadas alteracdes na atividade
desta enzima no figado. As médias e desvios-padrao da atividade especifica da ASAT

hepética estao apresentados na FIGURA 7.

Lactato desidrogenase — LDH

A atividade da LDH hepética aumentou significativamente 26% nos peixes expostos
ao fenol. Nos animais em recuperagdo por 7 e 14 dias ndo se observou alteragdo da atividade
desta enzima no figado. As médias e desvios-padrao da atividade especifica da LDH hepética

estdo apresentados na FIGURA 8.

Fosfatase dacida - FAC

Apés a exposicdo ao fenol e recuperacdo por 14 dias, ndo se observou alteracio
significativa na atividade da FAC hepatica. Contudo, nos peixes em recuperacdo por 7 dias,
verificou-se aumento significativo de 23% na atividade especifica desta enzima. As médias e

desvios-padrao da atividade especifica da FAC hepatica estido apresentados na FIGURA 9.
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Fosfatase alcalina — FALC

Os valores da atividade da FALC hepatica apresentaram-se elevados 21,2% e 5,7%
apds exposicdo ao fenol e recuperacdo por 7 dias, respectivamente. Nenhuma alteracdo da
atividade desta enzima foi observada na recuperacao por 14 dias. As médias e desvios-padrao

da atividade especifica da FALC hepatica estdo apresentados na FIGURA 10.

ALAT Ul/mg proteina

FIGURA 6: Atividade especifica da ALAT hepitica (Ul mg de proteina™) do bagre do canal exposto
ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relagdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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ASAT Ul/mg proteina

FIGURA 7: Atividade especifica da ASAT hepitica (UI mg de proteina™) do bagre do canal exposto
ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em rela¢do ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).

LDH Ulmg proteina

+ I
C E C R1 C R2

FIGURA 8: Atividade especifica da LDH hepitica (UI mg de proteina™) do bagre do canal exposto
ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relagdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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FIGURA 9: Atividade especifica da FAC hepitica (UI mg de protefna™) do bagre do canal exposto
ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relagdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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FIGURA 10: Atividade especifica da FALC hepitica (Ul mg de proteina™) do bagre do canal
exposto ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relacdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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6.3.4.2 MUSCULO

Alanina aminotransferase — ALAT

A atividade especifica da ALAT muscular ndo alterou apds as 96 h de exposi¢do ao
fenol. Contudo, os peixes da recuperagdo por 7 dias apresentaram aumento significativo de
24,5% na atividade desta enzima. Apds a recuperagdo por 14 dias, a atividade desta enzima
permaneceu constante em relacdo ao controle. As médias e desvios-padrao da atividade

especifica da ALAT muscular estdo apresentados na FIGURA 11.

Aspartato aminotransferase — ASAT

A atividade especifica da ASAT muscular aumentou significativamente 25,3% em
relacdo ao controle. Apds a recuperacdo por 7 dias, a atividade desta enzima ndo alterou,
contudo, apds 14 dias de recuperagdo, verificou-se aumento significativo de 79,5% na
atividade desta enzima. As médias e desvios-padrao da atividade especifica da ASAT

muscular estdo apresentados na FIGURA 12.

Lactato desidrogenase — LDH

Apo6s a exposicao ao fenol e a recuperagdo por 7 dias, a atividade da LDH muscular
ndo alterou significativamente. No entanto, os peixes da recuperagdo por 14 dias,
apresentaram aumento significativo de 12,7% na atividade desta enzima. As médias e

desvios-padrao da atividade especifica da LDH muscular estao apresentados na FIGURA 13.

Fosfatase acida - FAC

Nos peixes expostos ao fenol, observou-se redugdo significativa de 14,5% na
atividade da FAC muscular. Apds a recuperacdo por 7 e 14 dias, os valores das atividades
desta enzima ndo apresentaram diferencga significativa em relagdo ao controle. As médias e

desvios-padrao da atividade especifica da FAC muscular estido apresentados na FIGURA 14.



61

Resultados

Fosfatase alcalina - FALC

Apo6s a exposicdo ao fenol, verificou-se elevacdo significatica de 15,8% na atividade
da FALC muscular. Os peixes da recuperacdo por 7 e 14 dias igualmente apresentaram
aumento na atividade desta enzima, sendo que, apds 7 dias, a atividade enzimética aumentou
20% e ap6s 14 dias, 17,2%. As médias e desvios-padrao da atividade especifica da FALC

muscular estdo apresentados na FIGURA 15.

Acetilcolinesterase — AChE

A atividade especifica da AChE muscular ndo alterou nos peixes expostos ao fenol.
Entretanto, observou-se aumento significativo de 19,9% e 22,7% na atividade desta enzima
apés a recuperacdo por 7 e 14 dias, respectivamente. As médias e desvios-padrao da

atividade especifica da AChE muscular estdo apresentados na TABELA 7.

0,3 1

0,1

ALAT Ul/mg proteina

0,0

FIGURA 11: Atividade especifica da ALAT muscular (Ul mg de proteina-1) do bagre do canal
exposto ao fenol (E); ap6s recuperagao por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relagdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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ASAT Ul/mg proteina

C E C R1 C R2

FIGURA 12: Atividade especifica da ASAT muscular (Ul mg de proteina™) do bagre do canal
exposto ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em rela¢do ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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LDH Ul/mg proteina

FIGURA 13: Atividade especifica da LDH muscular (UI mg de proteina™) do bagre do canal exposto
ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relacdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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FIGURA 14: Atividade especifica da FAC muscular (UI mg de proteina™) do bagre do canal exposto
ao fenol (E); apds recuperacdo por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em rela¢do ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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FIGURA 15: Atividade especifica da FALC muscular (Ul mg de proteina”) do bagre do canal
exposto ao fenol (E); ap6s recuperagao por 7 dias (R1) e 14 dias (R2) e seus respectivos controles (C).

Diferencas significativas em relagdo ao controle para p<0,05 estdo indicadas por (*).
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6.3.4.3 Cérebro

Acetilcolinesterase

No cérebro, a atividade especifica da acetilcolinesterase ndo alterou apds a exposi¢ao
e recuperacao por 7 dias. Contudo, esta enzima apresentou reducao significativa de 10,8% na
atividade ap6s a recuperagao por 14 dias. As médias e desvios-padrao da atividade especifica

da AChE cerebral estio apresentados na TABELA 7.

TABELA 7: Atividade especifica da AChE no misculo branco e cérebro do bagre do canal ap6s exposi¢ao ao fenol

e ap0s recuperagdo por 7 e 14 dias.

Tecido Condicao
Controle Fenol Controle Recl Controle Rec2

Misculo 0,183 +0,030 0,176 = 0,031 0,199 £0,024 0,239+ 0,030 * 0,247 £0,040 0,303 + 0,044 *
Cérebro 0,774 £0,130 0,773 +0,100 0,968 +£0,059 0918 £0,110 0,964 +0,103 0,860 = 0,089 *

Atividade enzimética expressa em Ul-mg de protefna’. (*) indica diferenca significativa para p<0,05.
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7 DISCUSSAO

7.1 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Os valores observados da CL50;96h de fenol para o bagre do canal (ltalurus
punctatus) aproximam-se dos ja encontrados em outras espécies de peixes, tais como o
matrinxa (Brycon amazonicus) (HORI et al., 2006) e o Campostoma anomalum (CHANGON
e HLAHOWSKY]J, 1989) (TABELA 8). O fenol foi mais téxico para a truta arco-iris (Salmo
gairdnerii) (MITROVIC et al., 1968) e Notopterus notopterus do que para o bagre do canal
(VERMA et al., 1981), j4 que os valores da CL50 de fenol para estas espécies sdo menores
que o encontrado para a espécie deste estudo (TABELA 8).

Entretanto, o fenol parece ser mais téxico ao bagre do canal do que para outras
espécies como o pacu (Piaractus mesopotamicus) (FIGUEIREDO, 2008), a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (GAD e SAAD, 2008), a tildpia mossambica (Oreochromis
mossambicus) (SANNADURGAPPA, 2007), a tildpia azul (Oreochromis aureus) (ABDEL-
HAMEID, 2007), o bagre (Saccobranchus fossilis), a Colisa fasciatus (VERMA et al., 1980),
a Oryzias latipes (RICE et al., 1997) e o mosquitofish Gambusia affinis (CHANGON e
HLAHOWSKY]J, 1989) (TABELA 8). Todas estas espécies foram submetidas ao teste de
toxicidade aguda de fenol e apresentaram valores de CL50 maiores que o encontrado para o
bagre do canal.

Segundo a classificacdo de ZUCKER (1985), valores de CL50 que estao entre 10mg
L' e 100 mg L' devem ser consideradas como substancias levemente téxicas. Baseado nesta
classificagdo, o fenol pode ser considerado levemente téxico para o bagre do canal.

Desta forma, o valor da CL50 de fenol para o bagre do canal mostra que, apesar do

fenol ser considerado levemente toxico, esta espécie responde ao estressor.
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TABELA 8: Valores da CL50 de algumas espécies de peixe expostas ao fenol.

Duracao do teste

Espécie Valor CL50 (mg L'l) (horas)
Salmo gaimln.erii1 7,50 48
Notopterus notopt.erus2 12,53 96
Ictalurus punctatus3 15,08 96
Brycon amazonicus® 17,40 96
Campostoma anomalum’ 17,90 48
Oryzias latipes® 24,10 48
Oreochromis niloticus’ 28,00 96
Oreochromis aureus® 29,00 96
Colisa fasciatu59 32,70 96
Piaractus mesopotamicus10 33,00 96
Oreochromis mossambicus'! 35,00 96
Saccobranchus fossilis9 39,40 96
Gambusia affinis" 47,40 48

"Mitrovic et al.; 1968; “Verma et al., 1981 ; Presente trabalho: “Hori et al., 2006;
>Changon e Hlahowskyj, 1989; Rice et al., 1997; 'Gad e Saad, 2008; *Abdel-Hameid,
2007; *Verma et al., 1980; lOFigueiredo, 2008; llSannadurg,gappa, 2007; 12Changon e
Hlahowskyj, 1989.

7.2 VARIAVEIS HEMATOLOGICAS

Nenhuma alteracdo foi observada nas varidveis hematolégicas e nos indices
hematimétricos do bagre do canal apés 96 h de exposi¢do ao fenol. O robalo (Dicentrarchus
labrax) exposto a doses unica e doses fracionadas de fenol a 10% da CL50 apresenta
hematdcrito constante, mas a concentracdo total de hemoglobina aumenta nesta espécie
(ROCHE e BOGE, 2000). Porém, em truta arco-iris (Salmo gairdneri) exposta a diversas
concentracdes sub-letais de fenol por quatro horas é observado aumento do hematdcrito
(SWIFT, 1981). Igualmente, observa-se o aumento em (B. amazonicus) exposto a 2 mg L!
(10% da CL50) de fenol por 96 h (AVILEZ et al., 2008). Em pacu (P. mesopotamicus),
exposto a 3,3 mg L™ (10% da CL50) de fenol por 96 h, verifica-se aumento do hematdcrito,
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da hemoglobina total e da RBC, sem altera¢des dos indices hematimétricos (FIGUEIREDO,
2008). Em matrinxa e pacu expostos ao fenol, as alteracdes hematolégicas observadas
parecem ocorrer devido a alta demanda metabdlica associada a possiveis alteragdes na fungdo
respiratoria.

Como nio foi verificada qualquer alteragao nas varidveis hematoldgicas em bagre do
canal exposto ao fenol por 96 h, admite-se que os mecanismos de transporte de oxigénio nao
foram afetados apds este periodo de exposi¢ao.

Entretanto, apds 7 dias de recuperacdo, a RBC aumentou paralelamente a redugdo do
VCM e da HCM. Alteracdes hematoldgicas associadas a respostas de estresse podem
persistir por dias, mesmo apds a remocao do estressor (CLAUSS et al., 2008). As alteracdes
nas varidveis eritrocitdrias foram acompanhadas de um quadro hiperlactémico, o qual é uma
das respostas bioquimicas indicativas da falta de oxigenacdo tecidual e ou demanda
metabdlica. A hiperlactemia poderia ainda ser resultado do aumento do ndmero de
eritrcitos, os quais possuem metabolismo anaerdbico. Hiperlactemia também é observada
ap6s 7 dias de recuperacao em pacu exposto ao fenol por 96 h (FIGUEIREDO, 2008). O
aumento da RBC poderia ser explicado por uma possivel reducdo da oxigenacgdo tecidual
resultante de danos branquiais. Em matrinxd exposto a 2 mg L de fenol por 96 h esta
hipdtese € suportada pelas alteracdes histopatoldgicas na estrutura branquial, com prejuizo na
funcdo respiratoria (AVILEZ, 2008). A oxigenacdo tecidual e o aumento da demanda
metabodlica sdo reguladores da producdo de hemaécias, sendo que qualquer deficiéncia de
oxigénio nos tecidos pode aumentar a velocidade de produgdo das células vermelhas, via
estimulacdo do hormoénio eritropoetina. Dessa forma, tanto a hipdxia tecidual como o
aumento da demanda metabdlica, poderiam regular positivamente (estimular) a producdo de
células vermelhas. Isso justificaria o aumento da RBC ap6s 7 dias de recuperagao.

As redugdes no VCM e da HCM parecem indicar uma provavel microcitose, que
pode ser indicativo da presenca de eritrécitos jovens na circulagdo do peixe. CLAUSS e col.
(2008) admitem que eritrocitos imaturos, com tamanho reduzido, podem estar presentes na
circulagdo periférica de peixes em resposta a anemias regenerativas € a estressores
ambientais. Embora a HCM tenha reduzido, a hemoglobina total e o CHCM permaneceram
constantes devido a um efeito compensatério do aumento no RBC. Essa compensacdo

pareceu evitar um possivel quadro de anemia, sendo responsavel por manter o hematdcrito
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constante. Anemia € observada no jundid-cinza (Rhamdia quelen) exposto ao herbicida
clomazona por 96 e 192 h. Apds 96 e 192 h de recuperagdo, o estado anémico ndo foi mais
observado nesta espécie (CRESTANI, 2006). Entretanto, concentracdo sub-letal de
deltametrina (0,17 mg L'l) provoca elevacdo na RBC e reducdo no VCM, HCM, hematdcrito
e ligeira reducdo na hemoglobina total no bagre (Heteropneustes fossilis) ap6s 30 dias de
exposicao. Estes autores afirmam que a estimulacdo da eritropoiese deve ter ocorrido a fim
de evitar uma anemia (KUMAR et al.,, 1999). A carpa (Cyprinus carpio) exposta ao
nonifenol por 70 dias apresenta aumento de reticuldcitos, indicando estimulagdo da
eritropoiese para compensar a condi¢do anémica (SCHWAIGER et al., 2000).

Ap6s 14 dias de recuperacdo, as varidveis hematoldgicas ndo alteraram, indicando
uma possivel recuperacdo do animal frente as alteracOes hematoldgicas observadas apds a

recuperagdo por 7 dias.

7.3 METABOLISMO INTERMEDIARIO

7.3.1 EXPOSICAO SUB-LETAL AO FENOL POR 96 HORAS

O metabolismo intermedidrio do bagre do canal foi responsivo a exposicao sub-letal
de fenol, verificando-se alteracdes nas varidveis metabdlicas em todos os compartimentos
estudados. O perfil metabélico referente a estas alteracdes estd representado no APENDICE
A.

Ap6s recuperacao por 7 e 14 dias, ainda observaram-se alteragdes nestas varidveis.
Quando expostos a poluentes, os peixes demandam muita energia nos processos de
detoxificacdo e de adaptacdo as condi¢des adversas. Dessa forma, surgem as respostas de
estresse que sdo consideradas mecanismos adaptativos que permitem aos peixes manter a
homeostasia (BARTON, 2002). Em bagre do canal, estas alteracdes parecem ter ocorrido

para disponibilizar substratos oxidédveis e atender a demanda metabdlica.
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Metabolismo protéico

Os carboidratos s3o fontes energéticas primdrias e imediatas em vertebrados.
Contudo, HOCHACHKA e MOMMSEN (1995) afirmam que a preferéncia dos tecidos dos
peixes por carboidratos como fonte de energia ndo estd totalmente esclarecida. E
sabidamente conhecido que os teledsteos dependem essencialmente de proteina para
producio de energia, sendo os musculos esqueléticos, constituintes de aproximadamente 50%
da proteina corporal, o maior reservatério de aminoacidos (TRIPATHI e VERMA, 2003).
Como os peixes tém pequena quantidade de carboidratos, uma fonte alternativa de energia
pode ser a protéica (TRIPATHI et al., 2003).

O bagre do canal, ap6s 96 horas de exposicdo ao fenol, apresentou aumento de
amonia e redugdo do teor de proteina muscular que, em adi¢do ao aumento da ASAT ¢é
indicativo de protedlise neste tecido. A enzima ASAT € responsavel pela transferéncia do
grupo amino do aspartato para o o-cetoglutarato, com formacgao de oxaloacetato. Pelas vias
anapleréticas, o oxaloacetato pode entrar no ciclo de Krebs, alimentando assim, o processo
oxidativo muscular. O teor de aminodcidos musculares permaneceu constante e, devido a um
processo dindmico, esses aminodcidos podem ter sido oxidados no préprio musculo ou
exportados para o figado, onde participariam da via gliconeogénica. Em qualquer uma das
hipdteses, a finalidade dos aminoécidos seria a produ¢do de energia para combater o estresse
da exposic¢do ao fenol.

Outras espécies de peixes submetidas a concentracdes sub-letais de fenol apresentam
quadro metabélico indicativo de protedlise muscular. Pacu exposto a 3,3mg L' de fenol
(10% da CL50) por 96 h apresenta redugdo dos teores de proteina, aumento de aminoécidos e
da atividade das aminotransferases ALAT e ASAT muscular. Estas alteracdes suportam a
hipétese de protedlise muscular, com aumento da demanda energética devido ao estresse da
exposicao ao fenol (FIGUEIREDO, 2008). A reducdo na concentragdao de proteina muscular
é observada em Channa punctatus exposta a 6,6 mg L (30% da CL50) de fenol por 15 dias
(REDDY et al., 1993). Apds 30 dias de exposi¢ao a 17,5mg L" de fenol (50% da CL50), a
tildpia mossambica apresenta redugdo dos teores de proteina e de aminodcidos e aumento das
atividades das aminotransferases ALAT e ASAT no misculo (DANGE, 1986b). Para
SANNADURGAPPA e col. (2007) a tildpia mossambica apresenta variacoes na
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concentracdo de proteina muscular conforme o tempo de exposicdo. Apds 10 dias de
exposicdo a 3,5 mg L' de fenol (10% da CL50), a concentracdo de proteina aumenta no
musculo, entretanto apds 30 dias ocorre redugdo dos teores protéicos neste tecido. O
matrinxd (Brycon cephalus) submetido 2 concentracdo de 2 mg L™ de fenol (10% da CL50)
por 96 h, apresenta elevacdo da concentracio de proteina muscular e aumento na atividade da
ALAT e ASAT neste tecido. Assim, o fenol pode provocar utilizacdo inicial das fontes
protéicas musculares para obter energia sem, contudo, provocar desvio substancial do
catabolismo de carboidratos para o de proteinas (HORI et al., 2006).

Outros xenobidticos sdo igualmente capazes de promover alteragcdes no metabolismo
de proteina muscular. O bagre andador (Clarias batrachus) exposto a 7,6 mg L™ (30% da
CL50) de carbofuran (pesticida carbamato) por 6 dias apresenta protedlise muscular, com
reducdo de proteina muscular e aumento de aminodcidos, da atividade das enzimas ALAT e
ASAT e do teor de amdnia muscular (BEGUM, 2004). Os organofosforados dimetoato e o
monocrotofés provocam reduc¢do na concentragdo de proteinas musculares e alteracdes nas
aminotransferases em Channa punctatus, apds exposi¢ao sub-letal por 96 h e 30 dias,
respectivamente (TRIPATHI et al., 2003; AGRAHARI e GOPAL, 2009). Todavia, o jundié-
cinza (Rhamdia quelen) quando exposto a 1 mg L' do herbicida clomazona apresenta
aumento do teor de proteina muscular ou manutencao do mesmo (CRESTANI et al., 2006).

No tecido hepitico, a redugcdo no teor de proteina juntamente com o aumento de
aminotransferases sugere protedlise. As aminotransferases ou transaminases sdo enzimas que
participam diretamente da transferéncia de grupos amino e da disponibiliza¢ao de cetodcidos
para os processos metabolicos. Os cetodcidos formados da transaminagdo pela ASAT e
ALAT, oxaloacetato e piruvato respectivamente, poderiam ser precursores da gliconeogénese
hepatica.

O fenol provoca alteracdes no bagre do canal similares as observadas no
metabolismo protéico hepético de algumas espécies de peixes. O pacu (P. mesopotamicus)
exposto a 3,3 mg L"' de fenol por 96h apresenta aumento no teor de aminodcidos e na
atividade da ALAT e ASAT, sugerindo, portanto, aumento da atividade catabdlica de
proteinas neste tecido (FIGUEIREDO, 2008). O matrinxa (B. cephalus) exposto a 2 mg L™
de fenol por 96 h, apresenta teores de proteina e aminodcidos hepdticos reduzidos ao passo

que a atividade da ASAT aumenta (HORI et al., 2006). Elevagcdes das atividades das
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transaminases hepatica ALAT e ASAT sao igualmente observadas em Notopterus notopterus
exposto a 1,25 mg L' de fenol (10% da CL50) por 15 e 30 dias (GUPTA et al., 1983).
Reduc¢do de proteina hepdtica e aumento da atividade da ALAT e ASAT sdo reportados em
tildpia mossambica exposta a 8,75 mg L'e 17,5 mg L"' de fenol por 30 dias (DANGE,
1986b). Entretanto, esta espécie submetida a concentragdes menores, como 2,5 mg L'e 3,5
mg L™ de fenol por 10, 20 e 30 dias, apresenta aumento da concentracio de proteina hepética
em todo o periodo avaliado (SANNADURGAPPA et al., 2007).

Outros xenobidticos provocam alteracdes no metabolismo hepatico de proteinas
semelhantes ao bagre do canal exposto ao fenol. O bagre andador (Clarias batrachus)
exposto a 7,6 mg L de carbofuran por 6 dias apresenta reducdo de proteina hepitica e
aumento de aminodcidos e da atividade da ALAT e ASAT (BEGUM, 2004). O C. punctatus
exposto as concentragdes sub-letais (7,16 e 10,75 mg L") de dimetoato apresenta reducdo na
concentracdo de proteina e aumento de aminodcidos hepatico (TRIPATHI et al., 2003),
indicando protedlise neste tecido. Ainda, na enguia (Anguilla anguilla) exposta ao
organofosforado fenitrotion, por 96 h, é observada reducao no teor de proteina hepética para
atender a demanda energética (SANCHO et al., 1998).

Dessa forma, é provavel que a protedlise muscular e hepdtica sustente a demanda
metabdlica gerada pelo estresse causado pelo fenol, fornecendo os esqueletos carbonados dos

aminodcidos para a gliconeogénese hepdtica e energia para os processos de detoxificagdo.

Metabolismo glicidico

No misculo, a redu¢@o da concentragdo de glicose indica a ocorréncia de glicélise
muscular. A oxidacdo da glicose pode ter ocorrido para sustentar o metabolismo oxidativo
muscular, com fornecimento de energia para este tecido. A reducdo de glicose muscular é
relatado no matrinxi (B. cephalus) exposto a 2 mg L' de fenol por 96 h (HORI et al., 2006),
no C. punctatus exposto a 6,6 mg/L. de fenol por 5 dias (REDDY et al., 1993) e na tildpia
azul (Oreochromis aureus) exposta a 5,8, 11,6 e 23,2 mg L' de fenol por 1 semana

(ABDEL-HAMEID, 2007).
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A produgdo de energia muscular possivelmente gerada a partir da oxidagao tanto de
glicose como de dcidos graxos e proteinas parece ter sido suficiente para manter a
concentracdo de glicogénio muscular em bagre do canal. A manutencdo dos teores de
glicogénio muscular é observada em outras espécies de peixes expostas ao fenol. O matrinxa
exposto a 2 mg L' de fenol (HORI et al., 2006), pacu a 3,3 mg Lt (FIGUEIREDO et al.,
2008) e a tildpia mossambica a 8,75 mg L! (DANGE, 1986a) mantiveram constantes os
teores de glicogénio muscular apés 96 h de exposi¢cdo. Por outro lado, glicogendlise pode
ocorrer em peixes expostos ao fenol por um periodo maior que 96 h de exposicdo. A tildpia
(O. aureus) exposta a 11,6 e 23,2 mg L de fenol por 7 dias e o C. punctatus exposto a 6,6
mg L de fenol por 15 dias apresentam reducdo do teor de glicogénio muscular (ABDEL-
HAMEID, 2007; REDDY et al., 1993).

As células musculares apresentam capacidade metabdlica fermentativa. Entretanto, a
atividade da LDH muscular permaneceu constante em bagre do canal, corroborando a
hipétese de que o metabolismo oxidativo neste tecido foi suficiente para atender a demanda
energética. Inalterabilidade da atividade da LDH € observada no matrinxd (B. cephalus)
exposto a 2 mg L' de fenol por 96 h (HORI et al., 2006). Todavia, o pacu (P.
mesopotamicus) exposto a 3,3 mg L' de fenol apresenta aumento da atividade desta enzima
como indicativo de metabolismo anaerdbico neste tecido (FIGUEIREDO, 2008).

No figado, o aumento da LDH, da concentracdo de glicogénio e a manutencdo da
glicemia apontam para um possivel processo gliconeogénico no bagre do canal. A glicose
produzida na gliconeogénese pode ser a responsavel por manter a glicemia. Além de fornecer
glicose para diversos processos metabdlicos e para tecidos extra-hepaticos, a gliconeogénese
€ um meio de se produzir glicose-6-fosfato, para sintese de¢ NADPH no desvio das pentoses,
essencial para o sistema de detoxificacdo de xenobidticos.

No bagre do canal pode ser que o lactato plasmatico e os esqueletos de aminodcidos,
provenientes da protedlise muscular e hepatica, sejam fontes carbonadas para os processos de
gliconeogénese. Para FIGUEIREDO (2008) respostas gliconeogénicas no figado ocorrem em
pacu (P. mesopotamicus) exposto a 2 mg L" de fenol por 96 h, pois esta espécie apresenta
aumento da atividade da LDH associada a hiperglicemia. No matrinxa (B. cephalus) exposto
ao fenol (2 mg L™ por 96 h) observa-se aumento da LDH hepética, reducdo da concentracio

de piruvato hepdtico e manutencdo da glicemia, que indicam um quadro gliconeogénico
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(HORI et al., 2006). A tildpia azul exposta a 11,6 e 23,2 mg L' de fenol por 1 semana
apresenta aumento da atividade da LDH hepatica, sugestiva de gliconeogénese a partir de
lactato (ABDEL-HAMEID, 2007).

Todavia, a gliconeogénese hepdtica nem sempre ocorre em situagdes de estresse; o
que se verifica é a glicogendlise hepatica. A tildpia mossambica (O. mossambicus) exposta
ao fenol apresenta redug¢do do glicogénio hepdtico que somada ao aumento de glicose
plasmatica, sugerem glicemiacdo por quebra de glicogénio neste 6rgio (DANGE, 1986a).
Esta mesma espécie, quando submetida a 2,3 e 3,5 mg L" de fenol por 30 dias, apresenta
redu¢do de carboidratos no figado, o que € sugestivo de glicogendlise para atender a
demanda energética e combater o estresse toxico do fenol (SANNADURGAPPA et al.,
2007). O bagre andador (C. batrachus), exposto a 7,6 mg L' de carbofuran por 6 dias,
apresenta reducdo na concentragdo de glicogénio hepdtico, aumento da atividade da
glicogénio fosforilase a e reducdo na atividade da glicogénio fosforilase ab, indicando
portanto, glicogendlise hepédtica (BEGUM, 2004). O mesmo parece ocorrer em matrinxa,
submetido a exposicdo ao metil-paration, cuja reserva hepética de glicogénio € reduzida
paralelamente a elevacdo da concentracdo de glicose plasmatica (AGUIAR et al., 2004). A C.
punctatus exposta ao dimetoato (7,16 e 10,75 mg L™ por 96 h) e a enguia (Anguilla Anguilla)
exposta ao fenitrotion (0,04 mg L' por 96 h) apresentam igualmente reducio de glicogénio
hepatico provocado pelo estresse por xenobidtico (TRIPATHI et al., 2003; SANCHO et al.,
1998).

A regulagdo da gliconeogénese hepatica ¢ fundamental para a manutengcdo da
glicemia. No bagre do canal a concentragdo de glicose plasmdtica manteve-se constante.
HORI e col. (2006) e HORI e col. (2008) verifica manutencdo da glicemia em matrinxa (B.
amazonicus) submetido a 0,2 e 2 mg L" de fenol por 96 h, respectivamente. Entretanto, a
hiperglicemia é uma resposta freqiiente em animais sob estresse. Pacu (P. mesopotamicus)
apresenta hiperglicemia ap6s 96 h de exposicdo ao fenol (3,3 mg L) (FIGUEIREDO, 2008).
A tildpia mossambica (O. mossambicus) exposta a 8,75 mg/L. de fenol também apresenta

hiperglicemia apds 96h de exposicao (DANGE, 1986a).
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Metabolismo lipidico

A redugdo de dcidos graxos no figado de bagre do canal sugere B-oxidagdo neste
6rgdo, o qual necessita de energia para manter os provaveis processos de detoxificacio. E
plausivel a hipétese de que a oxidagao de 4cidos graxos pode ter estimulado a gliconeogénese
hepética, desde que a intensa degradacdo de dcidos graxos nao acompanhada de degradacao
proporcional de carboidratos pode levar ao acumulo de acetil-CoA. O acetil-CoA ¢
sabidamente um efetor alostérico positivo da piruvato desidrogenase quinase, que fosforila e
inativa o complexo piruvato desidrogenase e da piruvato carboxilase, que carboxila piruvato
a oxaloacetato, o qual € precursor da gliconeogénese. As alteracdes no perfil lipidico
acompanhado de gliconeogénese hepdtica ocorre em tildpia mossambica (O. mossambicus)
exposta por 48 h ao metil-paration (RAO e RAO, 1984).

Além da fonte protéica e glicidica, o tecido muscular do bagre do canal parece
mobilizar lipideos, pois a diminui¢do no teor de triglicerideos e o aumento de acidos graxos
no musculo podem indicar lipdlise muscular. Assim, a degradacdo de 4cidos graxos poderia
ocorrer no musculo, alimentando o metabolismo oxidativo através do ciclo de Krebs. Isto
explicaria a possivel formacdo de oxaloacetato, pela protedlise muscular, que também
poderia alimentar o ciclo de Krebs.

A reducdo de lipideos do tecido muscular foi observada na tildpia mossdmbica
exposta a 3,5 mg L' de fenol por 30 dias (SANNADURGAPPA et al., 2007). Outros
xenobidticos igualmente provocam alteragdo no perfil lipidico muscular. Redugdo de lipideos
totais ocorre em Catla catla exposta a 10% da CL-50 de cddmio por 7 dias (SOBHA, 2007) e
em C. punctatus exposta a 3,6 mg L' do inseticida monocrotofés por 30 dias (AGRAHARI e
GOPAL, 2009).

Dessa forma, a oxidagdo de 4dcidos graxos € uma forma de fornecimento de energia
para atender a demanda metabdlica, que possivelmente encontra-se aumentada devido ao
estresse e a sintese hepdtica de enzimas de detoxificagdo, processo este que requer altos

niveis de energia (BEGUM e VIJAYARAGHAVAN, 1995; SCOTT e SLOMAN, 2004).
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Varidveis plasmadticas

A diminuicdo das concentragdes de triglicerideos, dcidos graxos e aminodcidos
plasméticos no bagre do canal indicam provével utilizagao destes substratos energéticos por
tecidos periféricos. A redugao de aminodcidos plasmaticos ocorre em matrinxa (B. cephalus)
submetido a 2 mg L™ de fenol por 96 h (HORI et al., 2006), emquanto que o pacu (P.
mesopotamicus) exposto a 3,3 mg L' de fenol apresenta aumento na concentracdo de
aminodcidos plasmadticos apds 96 h de exposi¢do (FIGUEIREDO, 2008).

A concentragdo de piruvato plasmatico permaneceu constante no bagre do canal,
assim como no matrinxa (B. cephalus) e no pacu (P. mesopotamicus) expostos ao fenol, por
96 h. (HORI et al., 2006; FIGUEIREDO, 2008). A reduc¢do do lactato plasmético no bagre do
canal deve ser devida a mobilizacdo deste intermedidrio para o figado, onde pode ser
convertido em piruvato e assim seguir pela via gliconeogénica. Resultado similar ¢é
observado em matrinxa submetido a concentracio 2 mg L' de fenol por 96 h (HORI et al.,
2006). Entretanto, pacu exposto a 3,3 mg L' de fenol apresenta hiperlactemia
(FIGUEIREDO, 2008).

Os mecanismos de excrecdo de amodnia nao foram afetados no bagre do canal apds
exposicdo ao fenol por 96 h, pois a concentracdo de amonia plasmatica ndo alterou. O mesmo
€ observado no matrinxa exposto ao fenol (HORI et al., 2006), mas ndo em pacu, que apds 96
h de exposicdo apresenta aumento na concentragdo de amonia plasmatica (FIGUEIREDO,
2008).

A redugdo de proteina plasmatica é pouco comum e estd geralmente associada a
longos periodos de jejum ou a estresse severo (HOAR et al., 1992). A hipoproteinemia é
observada em situacdes de lesdo da mucosa intestinal e lesdes renais, como glomerulonefrite
(NAOUM, 2008). Dessa forma, a reducdo de proteina plasmadtica observada no bagre do
canal poderia ser devida a alteracdes no tecido renal. Para AVILEZ (2008), em matrinxa
exposto a 2 mg L' de fenol ocorre alteracoes histopatolégicas no rim, com formagdo de um
espaco entre o glomérulo e a cdpsula renal devida a hipertrofia das arteriolas aferentes e
eferentes.

Uma segunda hipétese para a reducdo de proteinas plasmaticas € a hemodiluicdo ou

aumento do volume plasmatico (hipervolemia). Apés 7 dias de recuperacdo, o aumento de
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células vermelhas no sangue poderia aumentar a viscosidade sangiiinea e assim dificultar sua
passagem pelos vasos e capilares. Dessa forma, a hemodiluicio seria um mecanismo
eficiente para manter a fluidez sangiiinea. Para a enguia (Anguilla Anguilla) exposta a 0,04

mg L™ de fenitrotion por 96 h ocorre hipoproteinemia (SANCHO et al., 1998).

7.3.2 RECUPERACAO POR 7 DIAS

No bagre do canal exposto ao fenol, a redu¢do de proteina e o aumento da amonia
hepética permitem admitir que a protedlise hepdtica continue apds 7 dias de recuperacdo,
embora a atividade das aminotransferases permanecam constantes. O pacu (P.
mesopotamicus) exposto ao fenol apresenta protedlise hepatica apds 7 dias de recuperagdo ao
fenol, com redugdo da concentragdo de proteinas neste 6rgao (FIGUEIREDO, 2008).

Além disso, o aumento da amodnia hepdtica no bagre do canal suporta a idéia de
desaminacao oxidativa de aminodcidos provenientes de figado e ou musculo. A concentracio
elevada de amodnia hepética é observada no bagre andador (C. batrachus) apds recuperacao
ao inseticida carbofuran (BEGUM, 2004). A desaminag¢do oxidativa poderia fornecer
esqueletos carbonados para a gliconeogénese hepdtica, que parece ocorrer apds 7 dias de
recuperagdo, com aumento da glicose e glicogénio hepatico. Para FIGUEIREDO (2008)
ocorre aumento de glicose e glicogénio hepaticos em pacu (P. mesopotamicus) apos
recuperacdo por 7 dias da exposi¢do ao fenol, indicando gliconeogénese. Além disso, a
glicemia no pacu € igualmente mantida. Elevacdo no teor de glicogénio hepético também &
observada no bagre andador (C. batrachus), apds recuperacdo por 6 dias ao inseticida
carbofuran (BEGUM, 2004).

A redugdo de triglicerideos no bagre do canal, sugestivo de lipdlise hepdtica, pode ser
responsavel por fornecer acidos graxos como fonte de energia para o metabolismo hepatico,
o qual requer altos niveis de energia devido aos processos de detoxificagdo. Além disso, os
acidos graxos hepdticos poderiam ser exportados para o musculo, onde aparecem em
concentracdo elevada.

A reduc¢do do piruvato no musculo e o aumento da atividade da ALAT neste tecido
indicam a formacdo de alanina, que poderia ser exportada para o figado, onde seria

desaminada ou transaminada. Em qualquer uma das vias, ela fornece esqueletos carbonados
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passiveis de serem oxidados no ciclo de Krebs e formariam precursores gliconeogénicos,
fendmeno conhecido como ciclo da alanina. Segundo Hochachka e Mommsen (1995) os
aminodcidos mais importantes para a gliconeogénese no figado dos peixes sdo alanina,
glutamato, serina e aspartato, sendo que a alanina e o glutamato parecem ser canalizados
preferencialmente por esta via. A gliconeogénese a partir de serina e aspartato € menos
importante em termos quantitativos do que a partir da alanina.

A reducdo da concentrac@o de piruvato poderia ainda, indicar sua oxidacao a lactato,
que € exportado para o plasma. A inalterabilidade da atividade da LDH muscular e o
aumento do lactato plasmdtico foram sugestivos de pouca fermentacdo lactica. Como o
lactato € um importante substrato gliconeogénico, a hiperlactemia indica a utilizagdo do
lactato muscular como fonte carbonada nos processos de gliconeogénese. Este processo é
conhecido como ciclo de Cori.

O jundia-cinza (Rhamdia quelen), ap6s 96h de recuperacdo ao herbicida clomazona,
apresenta hiperlactemia enquanto a glicemia também € mantida constante (CRESTANI et al.,
2006). Apos 7 dias de recuperagdo ao fenol, o pacu (P. mesopotamicus) apresenta reducdo de
piruvato muscular e hiperlactemia, que associadas ao aumento deste intermedidrio no figado
suportam a hipétese de ciclo de Cori, com fornecimento de esqueletos carbonados para a
gliconeogénese hepatica (FIGUEIREDO, 2008). Dessa forma, as respostas do bagre do canal
foram semelhantes as do pacu apds 7 dias de recuperacdo ao fenol. O perfil metabdlico

referente a estas alteracdes estd representado no APENDICE B.

7.3.3 RECUPERACAO POR 14 DIAS

As reducdes nos teores de glicogénio hepdatico e muscular observadas apds 14 dias de
recuperagdo sao sugestivas de glicogendlise neste tecidos. A glicose liberada poderia ser
exportada para o plasma, pois a glicemia foi mantida. O matrinxa apresenta glicogendlise
hepética no periodo de recuperacdo ao inseticida organofosforado metil-paration (AGUIAR
et al., 2004). Glicogendlise no periodo de recuperacdo de 192 h € observado na enguia apds
exposicao ao organofosforado fenitrotion (SANCHO et al., 1998). A elevada atividade da
LDH muscular parece indicar metabolismo anaerébico neste tecido. Como ndo se observou

alteracdoes nas concentracdes de lactato nos compartimentos estudados, o aumento de
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piruvato hepético pode indicar possivel conversao do lactato muscular em piruvato no figado.
Por outro lado, o efeito do jejum somado ao efeito do fenol pode ter provocado algum tipo de
lesdo muscular, que provocaria aumento da atividade da LDH.

A concentracdo de proteina reduzida e o aumento da atividade da ASAT no miusculo
juntamente com o aumento da concentragdo de amodnia plasmadtica indicam protedlise
muscular. O paulistinha (Danio rerio) apresenta aumento corporal das aminotransferases
ALAT e ASAT apo6s 14 dias de recuperacdo ao fungicida triciclazole, com possivel lesdo
tissular (SANCHO et al., 2009). A elevacdo da amodnia plasmatica no bagre do canal sugere
danos nos mecanismos de excre¢ao de amodnia no periodo de recuperacao.

O perfil metabélico referente a estas alteracdes estd representado no APENDICE C.

7.4 FOSFATASES ACIDA E ALCALINA

No bagre do canal exposto ao fenol as atividades proteoliticas observadas podem ser
resultantes ndo somente do processo catabdlico devido ao aumento da demanda metabdlica,
mas devido a liberagc@o de enzimas hidroliticas contidas em organelas, como os lisossomos, e
na membrana plasmadtica afetada pela presenca de fenol. Assim, as fosfatases, entre outras
hidrolases, poderiam ter as suas concentracdes aumentadas tanto intracelularmente quanto no
plasma em funcdo de lesdes celulares em nivel de membranas. Isto justificaria o aumento e
ou decréscimo das fosfatases no figado e musculo desde a exposi¢do até a recuperacao por 14
dias. Em hepatdcitos da truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss), expostos a alquifendis por
96h, ocorre perda da integridade da membrana celular (TOLLEFSEN et al., 2007).

O fenol reduz a atividade da FAC e da FALC em figado, musculo e cérebro da tildpia
mossambica (Sarotherodon mossambicus) exposta a 1,71 mg L' de fenol, indicando
depressdao da oxidacdo celular (RAVICHANDRAN e ANANTHARAIJ, 1984). Para
MOLINA e col. (2005) a toxina de cianobactérias provoca aumento da atividade das
fosfatases dcida e alcalina no figado e no rim da tildpia (Oreochromis SP). Paralelamente,
ocorre aumento do nimero de lisossomos renais e lesdo hepdtica e renal, indicando que a
alteracdo da atividade da FAC pode estar envolvida com ac¢ao da toxina sobre os lisossomos.
A alteracdo da atividade da FALC pode estar relacionada a qualquer perturbacdo na

membrana plasmaética, como a interagdo da membrana com toxinas.
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O paulistinha (Danio rerio) exposto a 142 pg L do fungicida triciclazole por 7 e 14
dias, apresenta alteracdo da atividade da FALC corporal, que foi associada a diversos danos
nos tecidos e 6rgaos. Como o figado € o principal sitio de detoxificacdo, as injdrias hepaticas
podem ter ocorrido e os hepatécitos podem ter liberado as suas enzimas ligadas as
membranas celulares (SANCHO et al., 2009). Embora nido se tenha mensurado a atividade
das fosfatases no plasma de bagre do canal, o aumento da FALC no plasma do bagre africano
(Clarias gariepinus), exposto a diversas concentragdes sub-letais de um inseticida por 8
semanas, indica o extravasamento desta enzima devido a disfuncdo hepatica
(OKECHUKWU e AUTA, 2007).

A atividade da FALC ¢é geralmente utilizada em estudos clinicos e ecotoxicolégicos.
O aumento da atividade desta enzima tem sido explicado por processos patoldgicos, tais
como danos hepaticos, disfuncao renal e doencas 6sseas (BARSE et al., 2006). No bagre do
canal a FALC muscular foi a dnica enzima que permaneceu com atividade elevada desde a
exposicao por 96 h até o final da segunda semana de recuperagdo. Entretanto, pouco se sabe
sobre a isoforma desta enzima no musculo (BARSE et al., 2006). Por outro lado, elevacdo na
atividade da FAC e FALC muscular e reducao das mesmas no figado sao reportadas em C.
punctatus exposta 1, 8 e 3,6 mg L™ do inseticida monocrotofés por 30 dias (AGRAHARI e
GOPAL, 2009). No bagre africano (Clarias gariepinus) ocorre elevacdo da FALC no
musculo, nas branquias e no cérebro apds 6 e 12 dias de exposi¢do a concentragdes sub-letais
de cddmio (VELMURUGAN et al., 2008). Para a carpa (Cyprinus carpio) exposta a
diferentes concentragdes sub-letais de terc-butilfenol ocorre alteracdes nas atividades da FAC
e FALC musculares, como um possivel mecanismo de fornecimento de grupos fosfatos para

os processos metabdlicos (BARSE et al., 2006).

7.5 ACETILCOLINESTERASE — ACHE

A atividade da AChE cerebral do bagre do canal ndo alterou durante a exposi¢io ao
fenol e apds a recuperagdo por 7 dias. Porém, ocorre redugdo da atividade enzimadtica apds a
recuperagao por 14 dias. Este fato se deve possivelmente a inibi¢dao da sintese dessa enzima

ou a sua ligacdo a algum derivado da biotransformacdo do fenol no sitio de acao da AChE.



Discussio 80

A atividade da AChE cerebral varia em peixes expostos ao fenol. A Channa
punctatus exposta a 6,6 mg L' de fenol por 15 dias apresenta aumento da atividade da AChE
(REDDY et al., 1993). Entretanto, o matrinxa (B. amazonicus) exposto a 2 mg L' de fenol
por 96 h apresenta reducdo da atividade desta enzima, a qual é recuperada apds 14 dias
(AVILEZ, 2008). O bagre do canal exposto a 0,1 mg L do pesticida carbamato Aldicarb
apresenta reducdo da atividade da AChE cerebral (PERKINS e SCHLENK, 2000).

No misculo, nenhuma alteracdo na atividade da AChE foi observada apds 96 h de
exposicao. Entretanto, na recuperagdo por 7 e 14 dias, a atividade desta enzima estava
elevada em relacdo ao controle. Assim como a AChE cerebral, € possivel que a sintese desta
enzima tenha sido alterada. O estresse do confinamento, o jejum e até mesmo algum derivado
da biotransformacdo do fenol podem ter interferido na sintese ou acdo desta enzima.

O bagre do canal (Ictalurus punctatus) exposto a 0,1 mg L" do carbamato Aldicarb
ndo apresenta alteracdo na atividade da AChE muscular (PERKINS e SCHLENK, 2000).
Estes autores ressaltam que esta espécie € resistente ao xenobidtico € possui um mecanismo
protetor contra a toxicidade aguda que biotiva menos o téxico no organismo. Todavia, a
atividade da AChE muscular aumenta em Channa punctatus exposta a 6,6 mg L' de fenol
por 15 dias. Isto estaria relacionado ao aumento da acetilcolina e da transmissao

neuromuscular que poderia ser provocado pela toxicidade do fenol (REDDY et al., 1993).
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8 CONCLUSOES "NGs todos pensamos por meio de palavras, e quem

ndo sabe se servir das palavras, ndo pode aproveitar

as suas idéias."" Olavo Bilac

1. O teste de toxicidade aguda (CL50;96h) do fenol para o bagre do canal (Ictalurus
punctatus) esta dentro da faixa observada para outras espécies bentopeldgicas e mostra que o

fenol € levemente toxico para o bagre do canal.

2. O fenol provoca altera¢des hematoldgicas apds 7 dias de recuperacdo. Entretanto,

esta espécie dispde de mecanismos eficazes para manter a fun¢ao respiratéria.

3. A exposicao ao fenol altera o metabolismo intermedidrio e a demanda metabdlica,
que possivelmente encontrava-se aumentada devido ao estresse e a sintese hepatica de

enzimas de desintoxicacao.

4. As alteragdes nas atividades das fosfatases dcida e alcalina, observadas em figado

e musculo, podem ser resultantes de danos celulares provocados pelo fenol.

5. As alteragdes observadas na atividade da enzima AChE cerebral e muscular
ocorrem somente no periodo de recuperagdo e podem ser decorrentes da acao de derivados da
biotransformacao do fenol, que pode ter interferido na sintese ou ac¢do desta enzima, ou ainda

ao estresse do confinamento ou jejum.
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APENDICE A — Modelo do perfil metabélico do bagre do canal submetido a
exposicdo sub-letal de fenol por 96 h.

Exposicdo a 1,5 mg/L de fenol por 96 h
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APENDICE B - Modelo do perfil metabélico do bagre do canal apds recuperagdo

por 1 semana.

Recuperacio por 1 semana
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APENDICE C - Modelo do perfil metabélico do bagre do canal apSs recuperaco

por 14 dias.

Recuperacio por 2 semanas
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