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RESUMO

As doencas causadas por parasitas em peixes sdo um problema relevante na
aquicultura. Assim, os organofosforados (OPs), incluindo o triclorfon [dimetil (2,2,2
— tricloro- 1 hidroxietil) fosfonato] sao utilizados para controle de ectoparasitos na
aquicultura atual. Devido a utilizacao do triclorfon no controle de parasitoses em
peixes, incluindo o pacu (Piaractus mesopotamicus) na aquicultura brasileira e
mundial, justifica-se a necessidade de ampla abordagem de estudo deste
organofosforado relacionada a sua toxicidade e efeitos nos parédmetros
bioquimicos metabdlicos. Assim, os objetivos deste trabalho foram: determinar a
concentracao letal (CL (1)50;96h) do triclorfon para o pacu e avaliar os efeitos
histolégicos desta exposicdo; determinar e avaliar suas respostas metabdlicas
apds exposicao sub-letal ao triclorfon (10% da CL (1)50;96h); e avaliar suas
respostas metabodlicas apds recuperacdo de 7 e 14 dias. A CL (1)50;96h
encontrada para alevinos de pacu foi de 0,04 mgL™ de triclorfon, e para jovens foi
de 0,07 mgL" de triclorfon. A avaliacdo histolégica branquial revelou alteracées
adaptativas, visando diminuir a entrada do xenobiotico; no figado houve alteracdes
de aumento de fluxo sanguineo, visando maior eficiéncia de desintoxicacao; no
rim as alteragbes foram indicativas de aumento de excre¢do e na pele houve
migragdo de cromatoforos para as camadas mais superficiais. Apds a exposicao
sub-letal, o pacu apresentou reducao da hemoglobina total, enquanto que apos a
recuperacao de 7 dias houve redugcdo na HCM e apds a recuperacao de 14 dias
ocorreu reducao do hematécrito. As alteracbes metabdlicas observadas nos trés
periodos analisados indicam esforgos a fim de manutengao homeostatica através
de producao de energia. A atividade da AChE cerebral e muscular apresentou
queda, sendo recuperada apos os 14 dias em agua livre do xenobibtico.

Palavras-chave: pacu, triclorfon, organofosforado, biomarcadores, metabolismo,

acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Parasitosis in fishes is a relevant problem in aquaculture. Besides, the
organophosphate trichlorfon (2,2,2-trichloro-1-hydroxyethyl phosphonate) is
amongst the most used medicine in farming of fishes. Due to trichlorfon use in fish
parasitosis control, including pacu (Piaractus mesopotamicus), in brazilian and
worldwide aquaculture, it is necessary to study the effects of this
organophosphorus compound related to toxicity and metabolic biochemical
parameters. The aim of this work was to evaluate trichlorfon acute toxicity
(LC(1)50;96h) to P. mesopotamicus and histopathological effects of this exposition;
detect metabolic changes in juvenile pacu (P. mesopotamicus) exposed to
trichlorfon sub-lethal concentration (10% LC (l) 50;96h); and evaluate metabolic
changes after seven and 14 days of recovery. Estimated (LC (1)50;96h) of
trichlorfon to alevin was 0.04mg/L; to juvenile fish was 0.07 mgL™. Histological
evaluation showed adaptive alterations, aiming to limit xenobiotic entrance; liver
alterations aimed an increase in blood influx, consequently increasing detoxication;
kidney alterations indicate excretion increase and skin presented cromatophore
migration to superficial folds. After sub-lethal exposure, pacu presented a decrease
in hemoglobin, after seven days recovery it was recorded a decrease in MCH and
after 14 days recovery analysis showed a decrease in hematocrit. Metabolic
alterations observed after sub-lethal expositions and recovery indicated efforts
aiming to homeostatic maintenance trough energy production. Brain and muscle
AChE activity decreased, regaining the control values after 14 day of recovery in

xenobiotic free water.

Key-words: pacu, trichlorfon, organophosphorus, biomarkers, metabolism,
acetylcholinesterase.
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Introdugao 1

1. INTRODUCAO

Atualmente, um dos maiores problemas da aquicultura é a ocorréncia de
parasitos e patégenos nos animais de cultivo, 0 que acarreta grandes perdas na
produgao e na qualidade final do pescado. Assim, a saude dos organismos de
cultivo necessita de constantes cuidados contra esses bioagressores. O
tratamento dos organismos de cultivo com produtos quimicos resulta na liberacao
de grandes quantidades de substancias ativas e de seus metabdlitos no ambiente
aquatico (KINKELIN e MICHEL, 1992). Os organismos aquaticos, inclusive os
peixes, sdo frequentemente expostos a pesticidas e seus derivados. A exposicao
raramente ocorre de locais de descarga pontuais, mas é comumente devida ao
escoamento desses produtos pelo uso agricola, doméstico ou mesmo por
aplicacoes especificas no ambiente aquatico (SCHLENK, 2005).

Dentre os varios xenobidticos utilizados para o controle de parasitos, os
organofosforados (OP) tém destaque, pois constituem o grupo mais empregado na
preparagao de tanques de larvicultura, no controle de parasitos monogenéticos e
no de insetos (HAI et al. 1997; PENA-LLOPIS et al. 2003; GUIMARAES et al.
2007). No Brasil, o triclorfon na formulacdo Masoten® é regulamentado para ser
utilizado no controle de ectoparasitos de peixes. Este inseticida organofosforado
(OP) foi testado no controle de monogenéticos, Ichthyophthirius multifiliis e
Trichodinia sp. em pacu (Piaractus mesopotamicus) e em tilapia (Oreochromus
noloticus) (CRUZ e CUBO, 2008; CUBO et al. 2008), além de ser empregado no
controle de Laernea sp., Argulus sp. e Dolops sp. Embora o uso do triclorfon na
aquicultura esteja regulamentado, estudos para verificar a toxicidade deste
inseticida ainda sao requeridos, visando estabelecer niveis seguros de utilizacao
(MATAQUEIRO et al. 2008).

A toxicologia aquatica é estimulada pela preocupacado com a qualidade do
meio ambiente, bem como com a qualidade de atividades de pesca recreativas e
comerciais. O ambiente aquatico € um dos ultimos receptaculos de poluentes, e os
organismos aquaticos, especialmente os que se encontram nos pontos mais altos
da cadeia alimentar, sédo, devido a bioconcentracdo e a biomagnificagdo, muitas
vezes sujeitos a alta carga de poluentes (WESTER e VOS, 1994).
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No ambiente de criagcdo intensiva, os peixes enfrentam situagdes muito
diferentes das encontradas no ambiente natural, tais como altas densidades
populacionais, alteragdes quimicas na agua, interagdo biologica entre peixes e
microorganismos e praticas de manejo em geral. Estas novas situagdes estimulam
diretamente o0s animais a desenvolverem mecanismos adaptativos, os quais
podem ser eficientes dependendo do tempo de exposicdo dos animas as
condigoes desfavoraveis (URBINATI e CARNEIRO, 2004). As condi¢des adversas
do ambiente aquatico, como a presenca de xenobibticos, podem levar os peixes a
uma condicao de estresse.

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos, em geral severos e
rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico, em um curto
periodo, geralmente de um a quatro dias. Os critérios de avaliacdo s@o a
mortalidade para peixes e imobilidade para invertebrados. Uma das formas de se
expressar os resultados € em CL50 (Concentracdo Letal para 50% de uma
determinada populagéo) (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

Quando um téxico entra em contato com um organismo, varias respostas
fisioldégicas e bioquimicas ocorrem, as quais podem ser adaptativas ou levar a
toxicidade. Os processos bioquimicos representam o0s eventos mais precoces e
mais sensiveis dos danos causados por xenobidticos. Assim, € importante
determinar os efeitos desses produtos quimicos e interpreta-los em termos
bioquimicos, para delinear os mecanismos de ac¢do do poluente, e possiveis vias
de tornar os efeitos adversos menos severos (BEGUM, 2004).

Quando um produto quimico é utilizado em tratamentos para controle de
ectoparasitos de peixes, ele é absorvido, principalmente, pelas branquias e
superficie corporal e pode produzir tanto efeitos letais como sub-letais nos animais
(VARO et al. 2003). As respostas dos organismos aquéaticos aos inseticidas OPs
dependem do tipo do composto, do tempo de exposi¢do, da qualidade da agua e
da espécie (FISHER, 1991).

Um dos principais efeitos dos OP tanto em organismos invertebrados como
em vertebrados, é a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), que provoca

estimulacdo continua e excessiva do nervo e das fibras musculares, podendo
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causar paralisia e morte (WALSH et al. 2007).

Além da AChE, outras enzimas podem ser utilizadas para avaliar os efeitos
biolégicos de OP em tecidos e no metabolismo de peixes (AGUIAR et al. 2004).
Os efeitos inibidores dos OP dependem de sua capacidade de ligagao no sitio
ativo da enzima e de sua taxa de fosforilacdo em relacao ao comportamento e a
idade dos animais (DUTTA et al. 1995). Em estudos toxicolégicos de exposicao
subaguda, as alteracbes nas atividades enzimaticas refletem diretamente os
distarbios metabdlicos e danos celulares em érgaos especificos (CASILLAS et al.
1983).

A perturbacdo, por xenobibticos, de processos vitais em niveis molecular e
sub-celular de organizagao biologica, frequentemente leva a danos celulares que
resultam em doencas degenerativas e neopldsicas nos 6rgaos alvo. Assim, a
avaliagdo histopatologica é util como indicador complementar de toxicidade
(PACHECO e SANTOS, 2002). As pesquisas histopatolégicas sdo capazes de
diferenciar lesbes causadas por doencgas e por outros fatores ambientais daquelas
lesbes devidas a exposicao a poluentes (SCHWAIGER et al. 1997).

A avaliagdo ecotoxicologica de qualquer xenobidtico a ser utilizado no
ambiente aquatico é fundamental para a regulamentacdo do seu uso e da sua
classificagdo quanto ao potencial de risco ambiental. A identificagdo do perigo e a
avaliacdo da relacdo concentracdo-resposta sao etapas iniciais no processo
(USEPA, 2002). Deste modo, estudos de toxicidade aguda sado importantes na
estimativa do risco ambiental do pesticida (PARMA de CROUX et al. 2002).
Segundo Lackner (1998), os peixes podem possuir as mesmas vias metabdlicas
para lidar com os efeitos toxicos de agentes endbégenos e exdgenos que 0s
mamiferos, sendo que o monitoramento das condicdes desses organismos
aquaticos submetidos a exposicdo a xenobioticos pode ter implicacées na saude
de outros animais.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie pertencente a familia
Characidae e subfamilia Serrasalminae e destaca-se como organismo para a
realizacdo de testes de avaliagcdo da toxicidade de xenobioticos, pois € uma

importante espécie de cultivo. Além das excelentes caracteristicas para a
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aquicultura, o pacu é hospedeiro natural de varias espécies de parasitos,
necessitando de constante monitoramento e controle das infestag¢des.

Atualmente, varios farmacos e produtos quimicos sédo utilizados para o
controle de parasitos e enfermidades de peixes, porém poucos estudos abordam
os possiveis efeitos no metabolismo dos animais. Assim, devido a aplicacao do
triclorfon, na formulagdo Masoten®, no controle de ectoparasitos na aquicultura
brasileira e mundial, este trabalho justifica-se pela necessidade de ampla
abordagem dos efeitos deste produto relacionado com a sua toxicidade e efeitos
nos parametros bioquimico metabdlicos do pacu (P. mesopotamicus).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Estresse em peixes

Devido a expanséo da piscicultura, observa-se um crescente interesse no
que concerne aos prejuizos causados por mortalidade e problemas na producao
intensiva de peixes. Entre os aspectos importantes para a adequada viabilizagao e
otimizacdo dos sistemas de criacao, estdo aqueles que afetam o desempenho e,
consequentemente, a producao de peixes (URBINATI e CARNEIRO, 2004). O
estresse de manuseio, estocagem, transporte, pH, qualidade de agua e causado
por xenobidticos na agua é um dos principais fatores a ser considerado no que diz
respeito as perdas na producao de peixes.

A definicdo de estresse é bastante ampla, mas ha um consenso entre os
estudiosos da area. Segundo Rottman e colaboradores (1992), o estresse pode
ser definido como resultado dos fatores fisicos ou quimicos que causam reacoes
corporais, as quais podem contribuir para o aparecimento de doencas e a morte
do animal. Chrousos (1998) define o estresse como um estado de homeostase
ameacada, o qual é restabelecido por um complexo conjunto de respostas
adaptativas fisiologicas e comportamentais do organismo. De acordo com Sancho
e colaboradores (2009), o estresse € um mecanismo de compensacao fisioldgica
que o organismo adota em resposta a um fator estressor. Quando o agente
estressor excede o limite de tolerancia para compensar a situacao de estresse,
ocorre a morte do organismo. As respostas adaptativas podem ser inadequadas
para o restabelecimento homeostatico ou podem ser excessivas e prolongadas;
sendo que em ambos os casos, 0 animal ndo alcan¢ga um estado saudavel e um
estado patolégico pode ocorrer (CHROUSOS, 1998).

Segundo Barton (2002), os estressores fisicos e quimicos podem causar
respostas ndo especifica em peixes, as quais sao consideradas adaptativas,
visando capacitar o animal a lidar com a perturbacdo e manter seu estado de
homeostase. A resposta ao estresse é uma resposta integrada a ameacas
externas originarias de fatores fisicos, quimicos ou biolégicos. Os estressores
induzem padrdes tipicos de ativagéo no cérebro e no sistema enddcrino, levando a

atividades cardiaca e respiratéria aumentadas, seguida por estimulo da
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mobilizacao energética (WENDELAAR BONGA, 2008).

As respostas fisiologicas ao estresse sdo agrupadas em primarias, que
inclui mudangas endocrinas como as percebidas nos niveis de catecolaminas
circulantes e corticosterbides; e secundarias, as quais incluem mudancas nas
caracteristicas metabdlicas, no balanco hidromineral e nas funcdes
cardiovasculares, respiratérias e imunes. As respostas terciarias compreendem
mudancas no crescimento, resisténcia a doengas e no comportamento do animal,
as quais podem resultar das respostas primarias e secundarias € podem afetar a
sobrevivéncia dos peixes (BARTON, 2002).

E importante ressaltar que, independentemente do conceito de estresse
utilizado, as respostas relacionadas ao estresse sdo, em geral, respostas
adaptativas que auxiliam os animais a lidar com situagbes adversas. Por outro
lado, a continua exposicao a estressores pode comprometer o funcionamento do

organismo a longo prazo e, eventualmente, levar a mortalidade (HORI, 2005).

2.2. Ferramentas diagnodsticas

Além dos estudos classicos de poluicdo em corpos d’agua baseados em
anadlises fisico-quimicas, esfor¢cos tem sido feitos visando identificar e estruturar
novas abordagens e ferramentas para diagnosticar a toxicidade no meio aquatico.
A andlise de substancias quimicas em tecidos e fluidos corporais, metabdlitos
toxicos, atividades enzimaticas e variaveis bioquimicas sdo frequentemente
utilizadas na documentacao da interacao entre o poluente e os sistemas biol6gicos
(TORRE et al. 2007). As mudangas observadas em biomarcadores sédo Uteis para
reconhecer a toxicidade do ambiente aquatico em organismos nao-alvo.

Os biomarcadores podem ser definidos como variagdes induzidas por
xenobidticos em componentes ou processos celulares e bioquimicos, estruturas
ou fungdes que sdo mensuraveis em um sistema bioldégico ou amostra (SHUGART
et al. 1992); ou simplesmente como uma resposta biolégica a um quimico
ambiental que fornece uma medida da exposicdo e também dos efeitos tdxicos
(WALKER, 1995). Uma das principais areas de énfase na pesquisa de

biomarcadores € a aplicacdo e validacdo de marcadores que salientem efeitos
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toxicos de poluentes aquéticos no meio ambiente (SCHWAIGER et al. 1997).

As respostas dos biomarcadores de efeito restringem-se aos menores
niveis de complexidade biolégica, como o0s niveis moleculares, celulares e
teciduais. Assim, eles precedem alteracbes em niveis populacionais e,
consequentemente, podem ser considerados sinais prematuros de alerta na
andlise da qualidade do meio ambiente (TORRE et al. 2007).

A avaliacao de efeitos téxicos de pesticidas em peixes € importante devido
a posicao de ligacao na cadeia alimentar ocupada pelos peixes e também ao
desequilibrio do ambiente aquatico causado pelos xenobiéticos (ORUC e UTSA,
2007). Devido a sensibilidade desses animais a mudangas biéticas e abioticas em
seu meio, o interesse em entender os mecanismos fisioldgicos associados a
resposta dos peixes ao estresse ambiental vem crescendo (SANCHO et al. 2009).

Os parametros hematolégicos sado Uteis e sensiveis para o diagnostico de
doencas e monitoramento do status fisiologico de peixes expostos a agentes
toxicos (ZHANG et al. 2007). Varios autores mostraram que os parametros
hematologicos podem disponibilizar informagdes satisfatérias acerca das
respostas fisioldégicas dos peixes frente aos estressores ambientais por duas
razdes principais: a associa¢ao entre o ambiente externo e o sistema circulatério
dos peixes e a disponibilidade de acessar o sangue dos peixes (ELAHEE e
BHAGWANT, 2007).

Atualmente, efeitos de exposicdo a xenobidticos, incluindo a inseticidas
organofosforados, nos parametros hematoldgicos de peixes tém sido estudados
(SINGH e SRIVASTAVA, 1994; KHATTAK e HAFEEZ, 1996; TAVARES et al.
1999; TAVARES-DIAS et al. 2002). Segundo Képriicl e colaboradores (2006), a
exposicdo de Silurus glanis as doses de 1, 2, 4, 6, 8, 16, 32 e 64 mg L' de
diazinon resulta em valores significativamente baixos de eritrocitos, leucécitos,
hemoglobina, hematocrito, MCV (volume corpuscular médio), MCH (hemoglobina
corpuscular média) e MCHC (concentracdao de hemoglobina corpuscular média).

Os OP podem induzir o estresse oxidativo, com a formagcdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e alteragdo dos sistemas enzimaticos antioxidantes.

Segundo Thomaz e colaboradores (2009), a exposicao da tilapia do Nilo a 0,5 mg



Revisao de Literatura 8

L™ de triclorfon por 96 horas, pode induzir o estresse oxidativo no coracdo, com
diminuicdo da atividade da enzima glutationa S-transferase e elevacdo de
hidroperdxidos.

O efeito primario de um OP tanto em organismos invertebrados como em
vertebrados, incluindo os humanos, é a inibigdo da acetilcolinesterase (AChE).
Devido a esse fato, a atividade das colinesterases é amplamente utilizada como
um biomarcador da exposicao a OP. A inibicdo da AChE é o resultado de uma
reagao quimica entre a enzima e o OP. A enzima fosforilada ndo é mais capaz de
efetuar a hidrélise da acetilcolina (FUKUTO, 1990), provocando acumulo de
acetilcolina na fenda sinaptica. Tal aculmulo provoca a interrupcdo da funcéo
nervosa, o pode culminar na morte do organismo (VARO et al. 2003).

Ha extensos relatos na literatura referindo-se aos efeitos da exposicéo de
peixes a organofosforados, no que concerne a atividade da AChE. A carpa comum
(Cyprinus carpio), exposta a 0,25 e 0,50 mg L de triclorfon por 1 e 24 horas,
apresenta reducdo de 55-57% da atividade da AChE cerebral
(CHANDRASEKARA e PATHIRATNE, 2005). A tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) exposta a 0,25 mg L' de triclorfon por 96 horas apresenta redugdo de
85% da atividade da AChE muscular (GUIMARAES et al. 2007). Feng e
colaboradores (2007) verificaram que o triclorfon, quando incubado com
homogeneizado de figado e musculo de Tilapia nilotica por 0, 30, 60 e 90 minutos
nas concentragdes de 0,0001; 0,001; 0,1 e 1 g L™ causa inibicao significativa da
AChE, sendo que essa inibicao é tempo e concentragao-dependente.

Além dos efeitos nas fibras musculares e na transmissdo do impulso
nervoso, a inibicdo da AChE pode reduzir as respostas do sistema olfativo dos
peixes, o qual é de extrema importancia na sobrevivéncia dos animais (TIERNEY
et al. 2010). De acordo com estes autores, a produg¢ao do muco do epitélio olfativo
€ regulada pela secrecao de acetilcolina. Com a reducéo da hidrélise pela AChE, a
produgdo de muco ira aumentar, aumentando assim a distancia em que o0s
aromatizantes dissolvidos terdo que se difundir para ter contato com as proteinas
receptoras nos cilios e outras extensdes apicais dos nervos sensiveis olfativos.

Os OP podem exercer, ainda, outro efeito tdxico no sistema nervoso central
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e periférico, chamado “neuropatia tardia induzida por organofosforados”. Esse
efeito é relacionado a fosforilacdo e posterior modificacao (“envelhecimento”) de
uma esterase do sistema nervoso, chamada esterase alvo da neuropatia. Os
sintomas dessa neuropatia aparecem entre 14 e 24 dias apds a intoxicacao
(SOGORB e VILANOVA, 2002).

Outras enzimas podem ser indicativas da toxicidade de xenobidticos,
inclusive organofosforados. A alanina aminotransferase (ALAT) e a aspartato
aminotransferase (ASAT) sdo enzimas indicadoras de hepatotoxicidade. Aumento
nos valores destas enzimas sugere dano tecidual em figado, rim e branquias
(OLUAH, 1999). A atividade da glutamato desidrogenase (GDH), particularmente
no figado, permite avaliar o metabolismo de aminoé&cidos e as inter-relagdes entre
as vias metabdlicas de proteinas e carboidratos (AGUIAR et al. 2004). A atividade
elevada de lactato desidrogenase (LDH) sugere danos teciduais em peixes e €
boa ferramenta diagnéstica em toxicologia (RAO, 2006a). O matrinxa (Brycon
cephalus) exposto ao paration metilico por 96 horas apresenta inibicdes
significativas na atividade da AChE plasmatica e cerebral (64% e 87%,
respectivamente). A andlise da ALAT e da GDH indica dano ao figado e prejuizo
ao metabolismo de aminoécidos (AGUIAR et al. 2004).

Tilapia (Oreochromis mossambicus) exposta a uma concentracao sub-letal
do RPR-Il [2-butenoico 3-(dietoxifosfinotioil) metil ester] apresenta reducédo de
67%, 77% e 73% da atividade da AChE no cérebro, branquias e musculo,
respectivamente, apdés 30 dias de exposicao (RAO, 2006a). Além disso, ocorre
aumento na atividade da fosfatase acida (FAC) e fosfatase alcalina (FAL) no
plasma, branquias e rins, enquanto que no figado ocorre reducdo. Os peixes
apresentam recuperacao significativa destes parémetros apos sete dias de
recuperagao.

Os biomarcadores bioquimicos apresentam um potencial consideravel em
mensurar os efeitos dos quimicos em condicdes de campo, especialmente quando
combinagdes desses biomarcadores sdo cuidadosamente escolhidas para esse
fim (WALKER, 1995). De acordo com este autor, as respostas dos biomarcadores

bioquimicos podem ser alertas precoces dos efeitos ambientais de quimicos,
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antes que ocorra efeitos sérios em individuos ou populagdes.

Os xenobidticos no ambiente aquatico podem induzir modificacdes
patoldégicas em peixes. Como um indicador de exposicdo a contaminantes, a
histologia representa um instrumento Util para a avaliagdo do grau de poluicao
(Cengiz, 2006). Segundo Johnson e colaboradores (1993), a andlise histolégica é
um método rapido para se determinar os efeitos dos agentes quimicos em tecidos
e 0rgaos, pois ocorrem alteragdes na morfologia em resposta ao estresse sub-letal
ou crénico.

As branquias e a pele sao os 6rgaos dos peixes primariamente atingidos e
afetados pelos agentes quimicos. Estes dérgdos exibem grande superficie de
contato e ambos apresentam células de muco, que possuem papel importante na
resisténcia a patégenos e substancias téxicas (SHEPHARD, 1994). Apds a
absorcao nas branquias e na pele, os agentes quimicos atingem o figado, que tem
papel fundamental no seu metabolismo; e os rins, que atuam na manutencéo da
estabilidade interna e na excreg¢ao (JOBLING e SUMPTER, 1993).

Os estressores ambientais aumentam a permeabilidade da superficie
epitelial das branquias para a agua e os ions, induzindo assim disturbios
hidrominerais sistémicos (WENDELAAR BONGA, 1997). De acordo com Fanta e
colaboradores (2003), as branquias de Corydoras paleatus exposto a 0,58 uL L™
do paration metilico apresentam hiperplasia epitelial, edema e destacamento. O
figado exibe estagnacao biliar, necrose focal, atrofia e vacuolizagéo.

O tecido renal de Prochilodus lineatus exposto a 0,2 uL L™ de triclorfon na
formulacéo Dipterex 500® apresenta aumento do espaco inter-capsular com atrofia
glomerular, hipertrofia das células do tubulo renal, com pequenos granulos no
citoplasma e pouca alteracao nuclear apds 24 horas de exposi¢cao (VEIGA et al.
2002). O figado de jundia (Rhamdia quelen) exposto a 0,01 mL L' de paration
metilico exibe perda de contorno celular, nucleo picnético e descaracterizagdo do
endotélio e do reticulo endoplasmatico rugoso apos 4 horas de exposicéo, sendo
que apds 48 e 72 horas ocorrem focos de necrose (MELO et al. 2008).

A correlagdo de resultados obtidos em niveis biolégicos diferentes, como

niveis molecular (metabolismo de biotransformacao), subcelular (expressao
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genotdxica) e celular/tecidual (efeitos histopatolégicos) podem levar a uma
melhora substancial no conhecimento de respostas integradas da intoxicagao de
peixes (PACHECO e SANTOS, 2002).

2.3. Triclorfon

Historicamente, postula-se que os pesticidas organofosforados (OP)
surgiram na década de 40, mas os principais representantes desta classe foram
introduzidos nas décadas de 60 e 80. Mesmo com a implantacdo de outras
classes de pesticidas e de novas metodologias no controle de pragas, 40% do
mercado mundial de pesticidas em 1999 era representado por organofosforados
(SANTOS et al. 2007).

Durante as Ultimas décadas, quantidades significativas de pesticidas
pertencentes a classe dos OP tém sido liberadas no meio ambiente. Os pesticidas
OP foram desenvolvidos por manipulagéo quimica de gases que atuam no sistema
nervoso e modificagdes adicionais resultaram em quimicos com alta seletividade
de espécies (AYDIN e KOPRUCU, 2005).

Existem diferentes classes e tipos de organofosforados, mas todos eles
possuem em comum um atomo de fésforo e uma ligagdo caracteristica fosforil
(P=0) ou tiofosforil (P=S). Alguns OP possuem atividade anticolinesterasica,
enquanto outros nao apresentam tal atividade e precisam ser dessulfurados até o
oxon andélogo para adquirir a atividade de inibicdo enzimatica (DE BLEECKER,
2008).

O triclorfon [dimetil (2,2,2 — tricloro- 1 hidroxietil) fosfonato] (Figura 1) é um
inseticida organofosforado utilizado para controlar uma grande variedade de
artropodes, e seu modo de agcado se da pela inibicdo da acetilcolinesterase. No
Brasil, esse inseticida € classificado como altamente téxico (classe toxicoldgica Il)

e perigoso para o ambiente (classe ambiental 1ll) (SIA, 2003).



Revisao de Literatura 12

H,C—0

'y r,:f’"D
rIrF"—ﬂ:H—CClz

H.C—0O OH
Figura 1. Formula estrutural do triclorfon.

O triclorfon é um composto soélido cristalino, soluvel em agua,
diclorometano, tolueno e 2-propanol (LOPES et al. 2006). Segundo Tomlin (2000),
em meio alcalino (pH 8) e 37,5 °C, o triclorfon é hidrolisado a diclorvos. Essa
hidrélise ocorre rapidamente, sendo que ap6s 96 horas em agua, apenas 0,7% da
concentragao inicial de triclorfon permanece (YOSHIMURA e ENDOH, 2005). O
diclorvos é mais toxico que o triclorfon e apresenta riscos aos organismos nao-
alvo, como peixes, caranguejos e camardes.

Kubitza e Kubitza (1998) indicam a utilizagdo de triclorfon na piscicultura
visando o combate a parasitas. Devido ao elevado estresse que 0s peixes
cultivados em sistemas intensivos sdo submetidos, esses animais tornam-se mais
susceptiveis a parasitas e patégenos, o que favorece o estabelecimento de
doencas e conseqlentes perdas na piscicultura.

A concentragdo de 0,1 mg/L de triclorfon na agua resulta em uma
concentragdo de 0,0410 mg kg”' no musculo branco P. mesopotamicus, sendo
necessario um periodo de 50 dias para a eliminagcdo de 95% do triclorfon dos
tecidos do peixe (LOPES et al. 2006).

Segundo a resolucao CONAMA n.20 (BRASIL, 1986), a concentragéo limite
de organofosforados em aguas de classe | (destinadas a criagdo natural ou
intensiva de espécies destinadas a alimentagdo humana) é de 0,01 mgL™. A
resolucdo CONAMA n. 357 (BRASIL, 2005) néo dispbe sobre organofosforados
em geral, apenas sobre os inseticidas OP malation e paration, cujas
concentragdes permitidas sdo 0,1 ugL™" e 0,04 pgL™, respectivamente, em aguas
de classe Il (destinadas a aquicultura e a atividade de pesca).
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2.4. Biotransformacao

Os peixes respondem aos poluentes ambientais pela alteracdo de suas
funcbes metabdlicas ou adaptacdo das mesmas. Dentre os biomarcadores
adotados em anadlises ecotoxicolégicas, ha um notavel interesse nos parametros
relacionados a desintoxicacao enzimatica de xenobidticos e ativacdo dos mesmos,
processo conhecido como biotransformacao (PACHECO e SANTOS, 2002).

Se um xenobidtico é absorvido, a distribuicdo pode ocorrer para érgaos alvo
especificos onde o xenobidtico ndo modificado causa um efeito biolégico direto
(Figura 2). O quimico pode também ser armazenado em locais com alta
concentracao de lipideos, onde pode ser mobilizado pela utilizagdo lipidica do
animal. Alguns compostos podem ser diretamente excretados sem interacao com
os 6rgaos alvo. No entanto, como a maioria dos compostos absorvidos por peixes
tende a ser lipofilica, muitos sao biotransformados a compostos mais hidrofilicos,
visando aumentar a polaridade dos mesmos e subseqliente eliminagao
(SCHLENK, 2002). Assim, a biotransformacao reduz a meia-vida do xenobidtico e
minimiza o seu potencial tdxico. Por outro lado, muitos xenobibticos sédo toxicos
em razao de seus metabdlitos. A biotransformagdo que gera subprodutos mais
toxicos € chamada de toxificagdo ou ativagao metabdlica.

Exposicao

|

Absorcao o n
i Eliminacao

Armazenamento «— » Distribuicao Alvo

|

Biotransformacao

Figura 2. Esquema de disposicao de substancias quimicas em organismos vivos
(Adaptado de SCHLENK, 2002).
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As reagdes de biotransformacado de xenobiodticos sdo divididas em reacoes
de fase | e reacdes de fase Il. Nas reacdes de fase |, um grupo polar como
hidroxila (-OH), carboxila (-COOH), tiol (-SH) ou amino (-NHz) é introduzido na
molécula por reagdes de oxidagdo, reducao e hidrélise. A alteracdo da molécula
pode também expor um desses grupos. Os metabdlitos formados a partir dessas
reacbes podem ser mais téxicos que o composto parental, mas pode ser que
metabdlitos atoxicos sejam formados. Nas reagdes de fase I, os metabdlitos
polares sado conjugados com substratos endégenos como os glicuronideos,
sulfatos, acetatos e aminoacidos, os quais formam compostos hidrossoluveis que
podem ser excretados (JOKANOVIC, 2001).

A maioria dos organofosforados (OP) em seu estado ndo metabolizado nao
apresenta grande potencial de inibicdo da AChE. Entretanto, no organismo, seu
potencial anticolinesterasico pode ser aumentado, e os efeitos tdxicos resultantes
das reacoes de biotransformagao representam a soma dos processos bioquimicos
de ativacéo e de desintoxicacdo. A desintoxicacdo de organofosforados inclui sua
biotransformacéo em metabdlitos ndo-téxicos (JOKANOVIC, 2001).

Os OP sao desintoxicados principalmente por reacdes de oxidagcédo e
hidrolise (fase I). Os dois grupos principais de enzimas envolvidos na hidrolise
desses compostos sdo as fosfotriesterases e as carboxiesterases (SOGORB e
VILANOVA, 2002). De acordo com estes autores, as fosfotriesterases quebram a
ligagdo entre o atomo de fésforo e o grupo liberado. Os produtos da hidrélise sao
mais polares que o OP primario, ndo acumulam nos tecidos gordurosos e podem
ser facilmente eliminados pela excrecdo nitrogenada, além de apresentarem
menor poder fosforilante e serem, portanto, menos téxicos. Devido a esses fatos,
a hidrélise pelas fosfotriesterases é considerada uma reacao de desintoxicacao.

No caso dos organofosforados, é aceitavel a divisdo das reagbes de
biotransformacdo em processos de ativacdo e de desintoxicacdo (JOKANOVIC,
2001). A ativagao ocorre visando dessulfurar a ligagdo P=S, tornando-a P=0. O
triclorfon ndo necessita desta reacdo de ativagdo, visto que o fésforo esta
diretamente ligado ao oxigénio. No entanto, sua hidrdlise resulta em diclorvos, o

qual € mais téxico que o produto primario.
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A Dbiotransformagdo desempenha um importante papel em diferentes
espécies no que diz respeito a susceptibilidade das mesmas, sendo que muitas
espécies sdo capazes de se desintoxicarem, enquanto outras tendem a bioativar
compostos levando-os a intermediarios mais reativos e mais toxicos (SCHLENK,
2002).

2.5. Piaractus mesopotamicus

O Brasil é um pais que apresenta uma riqueza incomparavel de espécies
de peixe, condizente com sua dimensao continental. Sdo encontradas espécies
das mais variadas formas e tamanhos, muitas aptas a piscicultura tanto para
producdo de peixe-alimento ou ornamental quanto para pesca esportiva
(CRESCENCIO, 2005).

Dentre as espécies presentes no Brasil, estd o pacu (Piaractus
mesopotamicus). O pacu é representante das superordem Ostariophysi, na qual
se incluem os peixes de maior valor comercial na pesca e na piscicultura
brasileiras. A ordem Characiformes é um grupo dominante entre os peixes de
agua doce da América do Sul e amplamente distribuido na regido neotropical.
Dentre todas as familias, a familia Characidae apresenta o maior niumero de
espécies descritas dentro da ordem e é a mais completa (URBINATI e
GONGALVES, 2005).

O pacu é um peixe de escamas, cujo corpo € rombodide e achatado
lateralmente, e possui coloracdo uniforme, a qual varia do castanho ao cinza
escuro, com o ventre amarelado (BRITSKI, 1970) (Figura 3). E um peixe onivoro,
que se alimenta principalmente de folhas, caules, flores, frutos e sementes.
Havendo necessidade e oportunidade, ele se alimenta de insetos, aracnideos,
moluscos e peixes. No ambiente natural, o pacu ndao tem comportamento
alimentar continuo e seu ciclo de vida esta estritamente relacionado a periodos de
alta ingestao de carboidratos. Sua alimentacao sofre flutuacées de acordo com a
disponibilidade do alimento, em conseqiéncia de variagbes ambientais e da
imigragéo reprodutiva (URBINATI e GONCALVES, 2005).
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Figura 3. Exemplar de Piaractus mesopotamicus (HOLMBERG, 1887).

Segundo o IBAMA (2007), a aquicultura continental representa 17,8% da
producdo nacional de pescados no Brasil. No ano de 2005, a produgéao nacional
de pacu a partir de pesca extrativista continental foi de 10.858 toneladas e, a partir
de aquicultura continental, a producéo nacional foi de 9.044 toneladas. O pacu é
uma das mais importantes espécies de cultivo das regides centro-oeste e sudeste.
O crescimento da piscicultura brasileira € constante e irreversivel, sendo que de
1992 a 2005 a produgao teve um aumento de 650% (CRESCENCIO, 2005).

Além de sua importancia no cenario da aquicultura nacional, o pacu é
hospedeiro natural de diversas espécies de parasitas. Em pacus cultivados, é
relatada a presenca de parasitas monogendides (Anacanthorus penilabiatus e A.
spathulatus, Urocleidoides sp.), protozoarios (Trichodina sp., Ichthyophtirius
muiltifiliis e Piscinoodinium pillulare), crustaceos (copepoditos e adultos de Laernea
cyprinacea, Argulus sp., Dolops carvalhoi e Ergasilus sp.) e mixosporideos
(Henneguya sp. e Myxobolus colossomatis) (URBINATI e GONCALVES, 2005).

Visto a importancia econbémica do pacu e as perdas acarretadas por
infestagbes de parasitos em pisciculturas, justifica-se a escolha deste caraciforme
para a realizagao deste trabalho.
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3. OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos metabdlicos da exposicao de
pacu (P. mesopotamicus) ao inseticida organofosfoclorado triclorfon, seguida de
recuperacao em 4agua livre do xenobibtico. Para isso, a seguinte estratégia
experimental foi empregada:
1) Determinacédo da toxicidade aguda do triclorfon para alevinos e jovens de
pacu (P. mesopotamicus);
2) Avaliacao dos efeitos histopatolégicos em branquia, figado, rim e pele em
alevinos submetidos a exposicao aguda;
3) Avaliacao das respostas metabodlicas de P. mesopotamicus submetidos a
exposicao sub-letal (10% da CL 50-96h) de triclorfon por 96 horas;
4) Avaliacdo das respostas metabdlicas e neurotoxicidade de P.
mesopotamicus apos sete e 14 dias de recuperacao a exposicao sub-letal (10%
da CL 50-96h) de triclorfon por 96 horas.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia (NEPEAM) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP, Campus de Jaboticabal devido a disponibilidade de salas
de bioensaio para a realizagdo dos testes de toxicidade aguda e um setor de
mesocosmos com possibilidade de simulagcédo de condicbes ambientais.

O produto utilizado foi o triclorfon [dimetil (2,2,2 — tricloro- 1 hidroxietil)
fosfonato] na formulacido Masoten® (Bayer do Brasil S.A.), contendo 80 gramas de
triclorfon/100g de produto comercial. Os procedimentos histologicos foram
realizados no Setor de Técnicas Morfoldgicas do Laboratério de Anatomia da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. As analises das variaveis bioquimicas
foram conduzidas no Laboratério de Bioquimica Adaptativa da Universidade

Federal de Sao Carlos.

4.1. Teste de toxicidade aguda (CL50;96h) do triclorfon para alevinos e
jovens de pacu

Os exemplares de pacu (P. mesopotamicus), provenientes do setor de
cultivo de organismos aquaticos do NEPEAM, foram mantidos por 30 dias em
tanques de 400 litros, com renovagéo de agua continua, sendo alimentados com
racao comercial até a saciedade. Apds este periodo, os peixes foram transferidos
para tanques de 250 litros para aclimatagdo em sala de bioensaio, por dez dias
(ABNT, 2006). Nos bioensaios foram utilizados alevinos com peso médio de 2,49 +
0,42 g e jovens com peso médio de 41,90 £ 5,18 g.

Para avaliagdo da sensibilidade e da sanidade dos animais foram
realizados inicial e periodicamente testes com cloreto de potassio (KCIl) G.A.
99,9% (ABNT, 2006), sendo que a (CL (1)50;96h) do KClI para alevinos de pacu foi
de 1,86 + 0,33 mgL™'. Em seguida, foi realizado um teste preliminar de toxicidade
aguda para determinacao do intervalo de concentracao de triclorfon que resultaria
em zero e 100% de mortalidade. Tais intervalos foram utilizados nos testes
definitivos.

Para a determinacdo da concentracdo letal 50%, trés exemplares de
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alevinos de pacu foram distribuidos em aquarios com trés litros de agua de
diluicdo e um exemplar jovem foi distribuido em cada aquario com oito litros de
agua de diluicdo. A densidade utilizada foi de 0,83 g/L para os alevinos e de 5,23
g/L para os peixes jovens. Os alevinos foram expostos a cinco concentragdes de
triclorfon (0,01; 0,03; 0,05; 0,07; e 0,1 mgL™) e os jovens, a quatro concentracdes
(0,03; 0,05; 0,07; e 0,1 mgL™), ambos com trés réplicas e um controle (ABNT,
2006), em delineamento inteiramente casualizado (DIC).

Os testes definitivos foram conduzidos em sistema estatico, sem
substituicao, sifonagem de agua ou alimentacado durante o periodo de exposicao
(OECD, 1992). Os parametros de qualidade de agua permaneceram constantes
durante o periodo experimental: temperatura de 26,9 * 0,07 °C; oxigénio
dissolvido de 9,13 £ 1,87 mg/L, pH de 7,03 *+ 0,2 e condutividade elétrica de 0,183
puS/cm (ABNT, 2006). A mortalidade foi avaliada diariamente, e feita a retirada dos
animais mortos; os valores de (CL (1)50;96h) foram estimados pelo método
Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al. 1977).

4.2. Avaliacao histologica

Apos o teste de toxicidade aguda do triclorfon para os alevinos de pacu, foi
realizada a andlise histologica de branquias, figado, rim e pele. Os 6rgaos foram
retirados e imersos em solugao fixadora de formaldeido a 10% tamponado (0,1M;
pH 7,3), por 24 horas. Apos a fixacdo, foi realizada a desidratacdo em série
crescente de alcool (70 a 100 %), diafanizagdao em xilol e embebicdo em parafina
plastica Histosec® (Merck). Em seguida, foi realizada a microtomia em micrétomo
automatico (Leica®, RM-2155) obtendo-se cortes de 3 a 5um de espessura. As
secgdes histologicas foram coradas com hematoxilina/eosina e reagcdo de PAS
(acido periodico de Schiff) (BEHMER et al. 1976). Apds este procedimento, foi

realizada a foto-documentagao em foto microscépio Leica®.

4.3. Exposicao sub-letal ao triclorfon e recuperacao
Para a realizacdo do experimento de exposi¢cao sub-letal e recuperacao de
peixes jovens, foi utilizado 10% da (CL (1)50;96h) obtida no teste de toxicidade
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aguda, corrigida para o peso mediano de 55 gramas. Neste experimento, oito
peixes jovens com peso médio de 60,76 + 1,58 g foram distribuidos em 18
tanques com capacidade para 400 litros. A concentragao utilizada foi de 0,0084
mg/L de triclorfon, a qual foi adicionada em nove tanques que ficaram expostos ao
produto por 96 horas, em sistema estatico, sem substituicdo ou sifonagem da
agua. Durante o periodo experimental, os tanques foram mantidos com aeracao
artificial constante, através de um sistema de soprador de ar.

O desenho experimental utilizado obedeceu a delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo nove tanques utilizados como controle (sem adicdo do
triclorfon) e nove utilizados para a exposi¢ao e recuperacgao: trés tanques como
controle da exposicao de 96 horas; trés tanques de exposicao de 96 horas; trés
tanques como controle da recuperacdo de sete dias; trés tanques como
recuperacao de sete dias; trés tanques como controle da recuperacao de quatorze
dias e trés tanques como recuperacdo de quatorze dias. Nos tratamentos de
recuperacao de sete e 14 dias, ap0s a exposicédo de 96 horas, o fluxo de agua foi
aberto com taxa de renovagdo da agua de 0,27 mL/minuto. Apds 96 horas de
exposicao, sete e 14 dias de recuperagdo, cinco peixes de cada tanque foram
coletados para a obtencdo de sangue, figado, musculo branco e cérebro,
utilizados nos ensaios bioquimicos.

Temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade da agua foram
determinados por sonda Dissolved Oxygen YSI 556. A dureza da agua foi
determinada segundo APHA (1980); a alcalinidade segundo GOLDSTEIN e
CLYMO (1969) e a amobnia pelo método modificado de GENTZKOW e MASEN
(1942).

4.4. Determinacao dos parametros hematoldgicos

O sangue utilizado nas andlises foi coletado com seringas heparinizadas,
aliquotado para analise dos parametros hematoldgicos e centrifugado a 12000 x g
por trés minutos para obtencao do plasma.
4.4.1. Hematocrito

O hematdcrito foi determinado através da utilizagdo de micro-capilares, que
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depois de preenchidos com amostra de sangue foram vedados com massa de
modelar e centrifugados a 12000 x g por trés minutos. Um cartdo de leitura de
hematdcrito foi utilizado para a determinag&o do seu valor, em porcentagem.

4.4.2. Hemoglobina total

A hemoglobina total foi determinada segundo Drabkin (1948). Para tanto,
em 10 pL de sangue da amostra foram adicionados 2 mL de solugdo Drabkin
(KCN, KH2POy4, K3[Fe(CN)g]. A densidade éptica foi medida em 540 nm, contra um
branco contendo apenas solugdo de Drabkin. Para determinacao dos valores de
hemoglobina total foi utilizada a seguinte expresséao:

Hb total (gHb/dL) = densidade éptica X 1,6114 /11 X diluicao
4.4.3. Contagem de eritrécitos (RBC)

Para a contagem de eritrocitos foram utilizados 10 pL de sangue da
amostra em 2 mL de solucdo de citrato formol, e transferido volume adequado
para camara de Neubauer. Os eritrécitos foram contados em cinco grupos de
quadrados, que sao subdivididos em 16 quadrados menores, totalizando assim, 80
quadrados menores. Os valores foram obtidos através da soma dos cinco
quadrados maiores com 0,1 mm?®; os valores foram convertidos para milhdes por
mm?3, levando em conta a diluicdo (LIMA, 1969).

4.4.4. Volume corpuscular médio (VCM)

O célculo do volume corpuscular médio foi feito através da seguinte
expressao:

VCM (umm?®) = [hematdcrito (%)/ RBC (milhdes/mm?)] x 10
4.4.5. Hemoglobina corpuscular média (HCM)

O calculo da hemoglobina corpuscular média foi feito através da seguinte
expressao:

HCM (pg/célula)= [Hb total (g%)/RBC (milhées/mm?)] x 10
4.4.6. Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)

O célculo da concentracao de hemoglobina corpuscular média foi feito
através da seguinte expressao:

CHCM (%) = [Hb total (g%)/ Hematdcrito (%)] x 100
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4.5. Quantificacao de intermediarios metabdlicos em tecido e plasma
sangiiineo

As concentragdes de acidos graxos livres, aménia, aminodacidos livres,
glicose, lactato, piruvato, proteina e triacilgliceréis foram determinadas em extrato
celular obtido tal como descrito a seguir.

O figado e o musculo branco foram homogeneizados em 1 mL de solugao
de acido tricloroacético (TCA) a 20% ou agua destilada (homogeneizado neutro)
utilizando um homogeneizador IKA® T10 Basic Ultra-Turrax a 1.000 rpm por um
minuto em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado por trés minutos a
12000 x g e o sobrenadante foi utilizado para as determinac¢des dos intermediarios
metabdlicos. Nas determinagcbes plasmaticas foram utilizados 100 pyL de plasma
em 1 mL de TCA 20%, ou o plasma total.

4.5.1. Acidos graxos livres

As concentracbes de acidos graxos livres foram determinadas segundo
MILAN (1965). Em um volume apropriado de amostra, homogeneizada em agua,
foi adicionado 2 mL de solucdo extratora DOLE (heptano, alcool isopropilico e
H.SO4 1N na proporgéo de 1: 4: 0,1) e agitada em vortex, por 20 segundos. Foram
adicionados a essa mistura 1 mL de heptano e 2 mL de agua destilada. Depois de
agitar por inversao lentamente, os tubos foram centrifugados a 3000 x g por 3
minutos. Seiscentos microlitros do sobrenadante foram retirados e transferidos
para outro tubo. Nesse sobrenadante foram adicionados 800 pL de
heptano/cloroformio (1:6) e 1 mL de reagente cobalto. A mistura foi agitada em
vértex por 30 segundos e centrifugada a 3000 x g por trés minutos. Seiscentos
micro-litros do sobrenadante foram retirados e transferidos para outro tubo, onde
receberam mais 600 pL de indicador (solu¢do estoque 0,4% de a-nitroso-B-naftol
em etanol 96°). Apds 15 minutos, foi realizada leitura éptica em 500 nm. A solugéo
padrao de acidos graxos consiste de 4 mM de palmitato.
4.5.2. Amoénia

A concentracado de aménia foi determinada em uma aliquota do extrato de

TCA 20%, onde foram adicionados agua destilada, para um volume final de 2 mL,



Material e Métodos 23

e 0,5 mL de reativo de Nessler (GENTZKOW e MASEN 1942). A leitura 6ptica foi

feita em 420 nm contra um padrao de aménia.

4.5.3. Aminoacidos livres

As concentracbes de aminodacidos livres foram determinadas segundo
COPLEY (1941). Em uma aliquota de extrato aquoso foram adicionados 2 mL de
nihidrina 0,1% (em alcool isopropilico) e incubado por 40 minutos a 40 °C. Os
tubos foram centrifugados por dois minutos a 3000 x g e a leitura ética realizada

em 570 nm contra padréo de glicina.

4.5.4. Glicose

Para a determinagdo das concentracées de glicose foi utilizado o Kit
LabTest®. Uma aliquota de amostra, homogeneizada em agua, mais reagente do
Kit foram pipetados em uma micro-placa, incubados a 37°C por 10 minutos, e

realizada a leitura optica em 525 nm contra um padrdo de glicose.

4.5.5. Lactato

A concentracao de lactato foi quantificada segundo HARROWER e BROWN
(1972). A uma aliquota da amostra, homogeneizada em TCA 20%, foi adicionado
CuSO4 a 4% e H.SO,4 PA. Apos agitacao e incubacao a 100°C por cinco minutos,
foram adicionados 80 pL de p-fenilfenol e a mistura foi incubada a 100°C por 90
segundos. A leitura 6tica foi realizada a 570 nm, contra um padréo de lactato.

4.5.6. Piruvato

O piruvato foi determinado segundo Lu (1939), em homogeneizado com
TCA 20%. Em um volume de amostra foi adicionado dinitrofenilhidrazina 0,1% (em
HCI 2N) e incubado a 37 °C por 30 minutos. A mistura foi adicionado 3 mL de

NaOH 1,3N e feita a leitura 6ptica a 440 nm contra um padrao de piruvato.

4.5.7. Proteina

O teor de proteina foi estimado de acordo com o método descrito por
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KRUGER (1994), que utiliza o reagente de Bradford. Apés diluicées apropriadas
para cada tecido, 10 pL de cada amostra e 190 uL do reagente foram colocados
em duplicata em uma micro-placa. Apds incubacao a temperatura ambiente, no
escuro por 5 a 10 minutos, a leitura éptica foi realizada a 620 nm contra um

padrao de albumina.

4.5.8. Triacilglicerdis

Para a determinacdo da concentracdo de triacilglicerdis, foi utilizado o Kit
Liquiform®. Em uma amostra, homogeneizada em &gua, foi adicionado o reativo
em microplate e incubado a 37 °C por 10 minutos. A leitura Optica foi realizada a

525 nm contra um padrao de triacilglicerdis.

4.6. Glicogénio

Para a determinagdo dos estoques de glicogénio foi utilizado o método
descrito por BIDINOTTO e colaboradores (1997). Por¢cbes de tecido (musculo
branco ou figado) foram transferidas para tubos de ensaio e adicionados de KOH
6N. Posteriormente, os tubos foram incubados a 100 °C por 5 minutos até
dissolugdo. Dessa mistura, 250 pL foram transferidos para outro tubo, e
adicionados de 3 mL de etanol PA e 100 pL de Ky;SO4. O precipitado foi
centrifugado e o sobrenadante, descartado por inversdo do tubo. O precipitado foi
re-suspendido e adicionado de 2,5 mL de agua destilada. Na dissolugéao foi
determinado o teor de acucares redutores totais pelo método de Dubois e
colaboradores (1956). A concentragdo de glicogénio € expressa em pmols de

glicosil-glicose/ g de tecido.

4.7. Determinagoes enzimaticas

Os tecidos foram homogeneizados em tampao de homogeneizacéao (fosfato
10mM/TRIS 20mM pH 7.0 em glicerina 50%) na proporcao de 50 mg de tecido/ mL
de tampado, em banho de gelo. Apdés a homogeneizagdo, os extratos foram
centrifugados a 5000 x g por trés minutos a 4 °C e o sobrenadante (extrato bruto)

foi utilizado como fonte enziméatica. O plasma foi utilizado integralmente nas
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determinacdes enzimaticas.

4.7.1. Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade de AChE muscular e cerebral foi determinada de acordo com o
método modificado de Ellman e colaboradores (1961). A mistura de reacao
consistiu de: acetiltiocolina 3,73 mM e 5,5’ —dithiobis-2-nitrobenzoico acido (DTNB)
6,4 mM, como cromogénio (diluido com 100 mM de tampao fosfato de sédio, pH
7,5). As amostras de cérebro e de musculo branco foram homogeneizadas em
tampéao fosfato 10 mM pH 7,0 em 50% de glicerina (v/v) e centrifugadas a 21000 x
g a 4 °C por trés minutos, sendo que o sobrenadante foi usado como fonte de
enzimas. A atividade enzimatica foi lida em 412 nm por um minuto para o cérebro
e dois minutos para 0 musculo, a 25 °C, e expressa em unidades de acetilcolina
hidrolisada por miligrama de proteina. O coeficiente de extingdo molar (la12=
16,950 M cm™) utilizado foi previamente determinado. Uma unidade enzimatica é
definida como a quantidade de enzima necessaria pra transformar 1 umol de
substrato por minuto.

4.7.2. Alanina aminotransferase (ALAT)

A atividade da alanina aminotranferase foi mensurada por cinética nos
homogeneizados de musculo branco e figado (Bergmeyer et al., 1978). A reacao é
baseada na transaminacdo da alanina 500mM e a-cetoglutarato 200mM em
piruvato, em tampao tris (100 mM; pH 7,5). O piruvato é reduzido a lactato pela
lactato desidrogenase (LDH) exégena (0,1 Ul) pela extincdo do NADH'H" em
comprimento de onda de 340 nm. A atividade da ALAT é expressa em Ul mg
proteina. Uma unidade enzimatica (Ul) foi definida como um pmol de NADH
hidrolizado por minuto. O coeficiente de extingdo molar (Zaso= 0,85510 mM™' cm™)

utilizado foi previamente determinado.

4.7.3. Aspartato aminotransferase (ASAT)

A atividade da ASAT foi medida por cinética em homogeneizados de
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musculo branco e figado (Bergmeyer et al., 1978). A reacdo é baseada na
transaminacao do aspartato 220mM e a-cetoglutarato 200mM em oxalacetato, em
tampao tris (80mM; pH 7,8). O oxalacetato é reduzido a malato pela MDH (malato
desidrogenase) exdégena (0,1 Ul) pela extingdo do NADH*H" em comprimento de
onda de 340 nm. A atividade da ALAT é expressa em Ul mg proteina. Uma
unidade enzimatica (Ul) foi definida como um pmol de NADH hidrolisado por
minuto. O coeficiente de extingdo molar ({zs= 0,85510 mM™ cm™) utilizado foi

previamente determinado.

4.7.4. Fosfatase acida (FAC)

A atividade da fosfatase acida foi determinada pelo método de MOSS citado
por BERGMEYER e BEACH (1983) modificado. A uma aliquota de
homogeneizado celular foram adicionados 100 pyL de p-nitrofenilfosfato (0,12M)
para um volume final de 2,7 mL de tampao citrato de sodio pH 5.0 (0,05M). Apés
incubagdo a 30 °C por um tempo suficiente para cada tecido, a reacgdo foi
bloqueada pela adicdo de 400uL de NaOH (2.0 N) e os tubos foram centrifugados
a 5000 x g por trés minutos. O sobrenadante foi lido em 405 nm contra um branco
de reacdo e o produto de reagédo foi quantificado pelo coeficiente de extingao
molar (405= 18,200 M cm™) previamente determinado. A atividade enzimética é
expressa em nmol de p-nitrofenolato/ min/ mg de proteina.

4.7.5. Fosfatase alcalina (FAL)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada pelo método de
BRETAUDIERE e SPILMAN citado por BERGMEYER e BEACH (1983)
modificado. A uma aliquota de homogeneizado celular foi adicionado 100 uL de p-
nitrofenilfosfato (0,12M) em uma mistura contendo 2,7 mL de tampéao glicina pH
8,5 (0,05M) e MgCl, (0,01M). Apds incubacido a 30 °C por tempo suficiente para
cada tecido, a reacao foi interrompida pela adicao de 400 uL de NaOH (2.0 N) e os
tubos foram centrifugados a 5000 x g por trés minutos. O sobrenadante foi lido em
405nm contra um branco de reagcdo e o produto de reacao foi quantificado pelo
coeficiente de extingdo molar (Z405= 18,200 M cm™) previamente determinado. A
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atividade enzimatica é expressa em nmol de p-nitrofenolato/ min/ mg de proteina.

4.7.6. Proteina no homogeneizado de tecidos

A proteina total foi determinada nos homogeneizados utilizados nas
determinagdes enzimaticas. O teor de proteina foi estimado de acordo com o
método descrito por KRUGER (1994), que utiliza o reagente de Bradford. Apds
diluicbes apropriadas para cada tecido, 10 yL de cada amostra e 190 pL do
reagente foram colocados em duplicata em uma micro-placa. Apés incubagao a
temperatura ambiente, no escuro por 5 a 10 minutos, a leitura 6ptica foi realizada

a 620 nm contra um padrao de albumina.

4.8. Analise estatistica

Os valores obtidos dos parametros: concentracdo de intermediarios
metabdlicos, atividades enzimaticas e indices hematolégicos foram avaliados
quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparacgdes
entre as médias obtidas dos parametros estudados foram comparadas por um
teste paramétrico (teste t de Student) com intervalo de confiangca de 95% (p <
0,05) para os grupos controle versus exposicao sub-letal; controle versus
recuperacao de sete dias; e controle versus recuperacao de 14 dias. As variaveis
estao expressas em média * desvio padrao para 15 individuos (n=15).
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5. RESULTADOS
5.1. Teste de toxicidade aguda do triclorfon para alevino e jovem de pacu

A (CL (1)50;96h) estimada para alevinos de pacu foi de 0,04 mgL™ de
triclorfon, com limite inferior de 0,04 mgL™' e limite superior de 0,05 mgL". A
equacgao que representa a relagdo concentracao-resposta é: y = 22,54x — 32,59,
com R? de 0,91 (Figura 4).

Apbs 96 horas de exposicao nao ocorreu mortalidade no controle. Em 0,01
e 0,03 mgL™" ocorreu 11,11% de mortalidade; em 0,05 mgL™" a mortalidade foi de
66,67%; em 0,07 mgL", de 88,89%; e em 0,1 mgL"", de 100%.

A (CL (1)50;96h) estimada para jovens de pacu foi de 0,07 mgL"' de
triclorfon, com limite inferior de 0,06 mgL™ e limite superior de 0,09 mgL’; a
equacgao que representa a relagdo concentragdo-resposta é: y = 33,33x — 50, com
R? de 0,83 (Figura 4).

Nas concentragdes de 0,0; 0,01; 0,03 e 0,05 mgL' ndo ocorreu
mortalidade. Em 0,07 mgL™" ocorreu 33% de mortalidade e na concentracéo de 0,1
mgL™" ocorreu 100% de mortalidade.

100 -
y = 22,54x - 32,59 y = 50x - 48,148 A
R?= 0,91 (Alevino)  R?=0,98 (Jovem)
75
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A Alevino
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Figura 4. Relacdo concentragdo-mortalidade do triclorfon para o pacu durante o
teste de toxicidade aguda.
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5.2. Efeito sub-letal do triclorfon em alevinos de pacu apoés teste de
toxicidade aguda (avaliacao histoldgica)
Branquia

No tratamento controle, a branquia apresentou-se organizada em quatro
lamelas priméarias de onde se formam as lamelas secundarias. As lamelas e os
espagos sao envolvidos por células mucosas. Além dessas células, estéo
presentes células caliciformes secretoras de muco, substancias neutras e células-
cloreto (Figura 5A).

No tratamento com 0,03 mgL' ocorreu desarranjo da estrutura de
sustentacdo da lamela secundaria, hiperplasia das células mucosas no espaco
inter-lamelar e de células-cloreto (Figura 5B).

Nos tratamentos com 0,05 e 0,07 mgL" ocorreu edema sub-epitelial na
lamela secundaria e hiperplasia de células caliciformes. Neste tratamento ocorreu
maior desarranjo na estrutura de sustentacado da lamela secundaria (Figura 5C e
D).
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Figura 5. Fotomicrografia de branquia de pacu durante o teste de toxicidade aguda. Em
A). Lamela primaria (LP), lamela secundéria (LS), célula-cloreto (CC) e células
mucosas (CM). Tratamento controle. H.E. 400x. Em B) Desarranjo da estrutura
da lamela secundaria (S) e hiperplasia das células cloreto (HC). Tratamento
0,03 mg/L. H.E. 400x. Em C) Ocorréncia de edema subepitelial (E). Tratamento
0,05 mg/L. H.E. 400x. Em D) Hiperplasia de células caliciformes (H) e
desarranjo da estrutura das lamelas secundarias. Tratamento 0,07 mg/L. PAS.
400x.

Figado

Histologicamente, o figado dos pacus no tratamento controle apresentou no
parénquima hepatico, fibras de tecido conjuntivo que sustentam os hepatdcitos
organizados em um arranjo cordonal ao longo dos capilares sinuséides. Os
hepatdcitos apresentaram forma hexagonal, levemente arredondada, com nucleo
central (Figura 6A). No citoplasma ocorreu a presenca de pequenos granulos de
glicogénio (PAS-positivo).

No tratamento com 0,03 mgL™" ocorreu desarranjo da estrutura cordonal dos
hepatdcitos (Figura 6B) e, em algumas regiées ocorreu hipertrofia destas células,
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com citoplasma mais claro (aumento da acidofilia). Neste tratamento ocorreu
acumulo de glicogénio no interior dos hepatécitos (Figura 6B).

Nos tratamentos de 0,05 e 0,07 mgL™" ocorreu fusdo celular, sendo que a
hipertrofia dos hepatdcitos ocorreu em varias regides do tecido (Figura 6C). O
acimulo de glicogénio foi semelhante ao tratamento 0,03 mgL™". Em 0,07 mgL"

onde ocorreu ainda aumento do didmetro dos capilares sinusoéides (Figura 6D).

Figura 6. Fotomicrografia de figado de pacu durante o teste de toxicidade aguda. Em A).
Hepatdcitos (H), arranjo cordonal (tragos). Tratamento controle. H.E. 400x. Em
B) Desarranjo cordonal (seta) e granulos de glicogénio (G). Tratamento 0,03
mg/L. PAS. 400x. Em C) Hipertrofia dos hepatécitos (HP) e fusao celular (F).
Tratamento 0,05 mg/L. H.E. 400x. Em D) Aumento do didmetro dos capilares
sinusoides. Tratamento 0,07 mg/L. H.E. 400x.

Rim
O rim de pacu (P. mesopotamicus) controle e 0,03 mgL" apresentou-se

organizado no tubulo contorcido proximal, tubulo contorcido distal e corpusculo

renal. O corpusculo renal é composto pelo glomérulo e pela capsula renal,
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distribuidos ao longo do tecido. Os glomérulos sao constituidos por capilares que
se anastomosam em seu interior. Os tubulos contorcidos proximais sao alongados
e as suas células de revestimento sdo cubicas ou colunares com microvilosidades,
formando a borda em escova. Os tubulos contorcidos distais sao circulares e as
suas células de revestimento sdo cubicas com microvilosidades (Figura 7A). Entre
as estruturas renais ocorre a presencga de tecido hematopoiético.

Nos tratamentos de 0,05 e 0,07 mgL™" ocorreu o aumento da capsula renal

esprendeu da ¢
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Figura 7. Fotomicrografia de rim de pacu durante o teste de toxicidade aguda. Em A).
Tadbulo contorcido proximal (TP) e tdbulos distais (TD). Tratamento controle.
PAS. 1000x. Em B) Cépsula renal aumentada (C) e glomérulo (G). Tratamento
0,05 mg/L. H.E. 1000x.

Pele

A pele do tratamento controle e em 0,038 mgL € composta
histologicamente pela epiderme, com células pavimentares e algumas células
caliciformes secretoras de muco (Figura 8A), e pela derme, com uma camada de
tecido conjuntivo denso que sustenta a escama (Figura 8A). Entre a epiderme e a
derme ha a presencga de cromatéforos que produzem a melanina, um pigmento
marrom escuro. Abaixo da derme ocorre uma delgada camada de tecido
conjuntivo frouxo com cromatoforos, chamada de hipoderme (Figura 8A). No
tratamento com 0,03 mgL' os cromatéforos estdo mais concentrados na
epiderme do que na hipoderme (Figura 8B).

Nos tratamentos de 0,05 e 0,07 mgL™ a estrutura da pele é semelhante ao
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controle, porém os cromatéforos estdo mais concentrados na epiderme (Figura

8C) do que na hipoderme.

Figura 8. Fotomicrografia de pele de pacu durante o teste de toxicidade aguda. Em A)
Epiderme (E), Derme (D), Hipoderme (H) e cromatéforos (C). Tratamento controle.
PAS. 400x. Em B) Aumento dos cromatéforos (seta) na epiderme Tratamento 0,03
mg/L. H.E. 200x. Em C) Aumento dos cromatéforos (seta) na epiderme. Tratamento
0,05 mg/L. H.E. 400x.
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5.3. Exposicao sub-letal e recuperacao de sete e 14 dias

Nao houve mortalidade dos peixes durante os periodos de exposicao e de
recuperacao, tanto em tanques expostos como nos tanques controle.

Foi realizada a exposicdo sub-letal de 96 horas a 0,0084 mgL™ de triclorfon
(10% da (CL (1)50;96h). Apés o periodo de exposicao, houve a renovacao da agua
para dar inicio a recuperagao de sete dias. Apds o término dos sete dias de
recuperacao, procedeu-se a recuperacao de 14 dias.

Durante todo o periodo experimental, as variaveis de qualidade de agua
nao foram alteradas significativamente: temperatura de 27,2 £ 0,03 °C; oxigénio
dissolvido de 8,07 + 0,5 mgL™, pH de 7,7 + 0,1, condutividade elétrica de 0,175
uS/cm, aménia de 0,5 + 0,1 mgL™" (ABNT, 2006).

5.3.1. Parametros hematolégicos e indices hematimétricos

Os valores referentes a analise dos parametros hematolégicos e aos
indices hematimétricos estao apresentados na Tabela 1. Apds a exposi¢do sub-
letal, os valores de hematécrito, a contagem de eritrécitos (RBC), o volume
corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) nao apresentaram
diferenca significativa quando comparados aos seus controles. Os valores de
hemoglobina total dos peixes expostos apresentaram uma redugdo de 9,6%
quando comparados ao controle.

Ap6s a recuperacdo de sete dias, os valores de HCM dos peixes
recuperados por sete dias apresentaram reducgéo de 5,9% quando comparados ao
controle, e as demais variaveis avaliadas nao apresentaram alteracdes
significativas quando comparados ao controle.

Apds recuperagdo de 14 dias, o valor do hematdcrito dos peixes
recuperados apresentou reducado de 9,2% quando comparados ao controle. Os
demais parametros hematolégicos e hematimétricos avaliados ndao mostraram

diferencas significativas.
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Tabela 1. Médias e desvios-padrao dos parametros hematoldgicos e dos indices
hematimétricos do pacu apés exposi¢ao ao triclorfon por 96 horas e apds sete e
14 dias de recuperacao.

Tempo de avaliacao

. Controle
Controle Exposicao Controle Rec. 7 dias Rec. 14 Rec. 14

Variavel exposicdo  sub-letal  Rec. 7 dias dias

dias

Hematacrito %
31,03+1,7 31,16+£2,5 29,33+2,8 26,13+6,3 29,76+2,9 27,00£2,6

(%)
Hb total N
p 7,70+0,7 6,9610,9 7,8310,6 7,491 8,1210,4 7,7510,6
(g 100mL™)
RBC
6 3 1,5410,2 1,4310,3 1,72+0,1 1,74+0,1 1,6520,1 1,5710,1
(10°cél/mm?®)
VCM
3 189,08157,9 227,82157,3 171,35+x21,1 160,34+24,1 179,64+11,8 172,61+£18,9
(Lmm®)
HCM *
) : 49,29+5,7 48,85+8,1 45,75+4,73 43,0145,5 50,34+4,0 49,58+5,5
(pg célula™)
CHCM
( dL'1) 25,0013 22,5013,7 26,8412 4 26,951+4,2 27,78+2,7 28,85+2.8
g

O (*) indica que houve diferencga significativa quando comparado ao controle (p<0,05).
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5.3.2. Intermediarios metabodlicos e enzimas
5.3.2.1. Exposicao sub-letal ao triclorfon

As médias e os desvios-padrao das variaveis metabdlicas analisadas no
figado, musculo branco e plasma dos peixes submetidos a exposicao sub-letal do
triclorfon e seus respectivos controles estdo apresentadas na Tabela 2. O modelo
do perfil metabdlico de pacu apods exposicao sub-letal de triclorfon por 96 horas
esta apresentado no Apéndice A.

No figado dos peixes submetidos a exposicao sub-letal do triclorfon por 96
horas, ocorreu diminuigdo significativa dos niveis de aménia (14,7%) quando
comparados ao controle. Foi observado também um aumento significativo
(13,28%) nos niveis de aminoacidos livres quando comparados ao controle. Além
disso, 0s niveis de glicose hepatica dos peixes expostos aumentaram em 22,5%,
quando comparados ao controle. As demais variaveis analisadas néo
apresentaram diferencga significativa quando comparadas ao controle.

No musculo branco dos peixes expostos, ocorreu diminui¢ao significativa do
piruvato (39,5%) e dos acidos graxos livres (27,5%). As alteragbes do
metabolismo protéico foram: diminuicdo da aménia (23,2%) e aumento dos
aminoacidos livres (11,92%). Foi observado também um aumento significativo na
glicose muscular (37,4%). Nao houve diferencga significativa nas demais variaveis
analisadas.

No plasma dos peixes expostos, houve diminuicao da glicose (14,5%) e de
triacilgliceréis (24,5%). Além disso, foram observadas alteracdes no metabolismo
protéico, evidenciadas pelo aumento da proteina (8,2%) e diminuicado da amdnia
(26,6%). Apenas estas variaveis apresentaram diferenca significativa em relagéao

ao controle.
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Tabela 2. Médias e desvios-padréo das varidveis metabdlicas do figado, musculo e

plasma do pacu apds 96 horas de exposi¢ao sub-letal ao triclorfon.

Exposicao sub-letal 96 horas

Figado Musculo Plasma
Variavel Controle Exposto Controle Exposto Controle Exposto
Amonia 56,64+ 10,5 48,26+9,6*  3,48+0,1 2.67+0,4 * 3,1810,6 2,33+0,6 ¥
Proteina 4,96 +0,7 4,75+ 0,4 21,3412 1 22,56+1,1 2,09+0,1 2,27+0,1 *
Aminoécidos 45,04+ 5,1 51,01+ 132 %  25,97+3,5 29.07+4,0 * 5,57+1,1 6,18+1,0
ALAT 31,33+ 6,7 29,74+ 8,0 0,359+0,1 0,367+0,1 - -
ASAT 42,13+ 4,9 38,75+ 9,7 15,96+3,7 15,43+41 - e
Lactato 3,25+ 0,4 3,46+ 0,6 96,61x12,4 92,60+12,2 4,30+0,9 4,53+1,3
Piruvato 0,41+ 0,1 0,39+ 0,04 0,58+0,2 0,35+0,05 * 0,40+0,1 0,38+0,1
Acidos Graxos ~ 18,18+52 23,20+ 7,6 2,24+0,4 162406 % - e
Triacilgliceréis 8,50+ 2,9 10,0+ 3,8 2,3710,7 2,06£0,5 0,82+0,1 0,62+0,1 *
Glicose 22,10+ 3,8 27,08+6,1 " 0,24+0,05 0,34+0,06 * 3,63+0,5 3,10+0,4 *
Glicogénio 425,36+ 156,6 519,88+207,4  14,10+1,8 1451+0,9 - e
FAC 63,01+ 7,2 62,90+ 6,1 4,46%0,7 4,60+1,4 0,29+0,07 0,30+0,08
FAL 21,24+1,5 19,09+ 1,6 2,5210,2 2,80+0,4 169,40+54,1 143,60+13,0

As concentracbes de proteina estdo expressas em mg de proteina g de tecido”; as
concentracdes de glicogénio estdo expressas em umol de glicosil-glicose g de tecido™; os
demais intermediarios estdo expressos em pmol g de tecido”; a atividade especifica das
enzimas esta expressa como Ul mg de proteina™. O (*) indica que houve diferenca significativa
quando comparado ao controle (p<0,05).
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Apoés o periodo de exposicao sub-letal, a atividade especifica da AChE cerebral de
pacu apresentou reducédo de 15,5% quando comparada ao seu controle. No musculo
branco de pacu exposto ao triclorfon, ndo houve diferenca significativa na atividade da
AChE no periodo de exposicdo. As médias e o erro padrao da atividade especifica da
AChE estao representados na Figura 9.

0,7 1

mmol acetilcolina hidrolisada/min/mg de proteina

0,5 zj
0,037
0,02
0,00 ——
Controle Exposto 96h Controle Exposto 96h
Cérebro Musculo

Figura 9. Atividade especifica da acetilcolinesterase cerebral e muscular de P.
mesopotamicus exposto ao triclorfon por 96 horas. O (*) indica a
existéncia de diferenca significativa das médias para p<0,05 em relacao
ao controle de cada experimento.

5.3.2.2. Recuperacao de sete dias
As médias e os desvio-padrdao das variaveis metabdlicas analisadas no
figado, musculo e plasma dos peixes submetidos a recuperacao por 7 dias e seus
respectivos controles estdo apresentados na Tabela 3. O modelo do perfil
metabdlico de pacu apds recuperacao por 7 dias esta apresentado no Apéndice B.
Apoés permanéncia de sete dias em agua livre do xenobidtico, o figado dos
peixes apresentou aumento significativo do piruvato (10,3%) e diminuicao

significativa do glicogénio (24,7%). As atividades especificas da FAC e da FAL
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hepaticas apresentaram aumento de 35,9% e 32,6%, respectivamente. Nao houve
diferenca significativa nas demais variaveis analisadas.

A amédnia e os aminodcidos livres do musculo dos peixes recuperados por
sete dias apresentaram diminuicdo de 23,1% e 10,5%, respectivamente. A glicose
muscular aumentou em 16,32% quando comparada ao controle. A atividade da
FAC muscular apresentou reducédo de 18,1%, enquanto que houve aumento de
27,4% na atividade da FAL. As demais variaveis analisadas ndao apresentaram
diferenca significativa.

No plasma dos peixes recuperados por 7 dias, observou-se diminuicdo da
concentracdo de lactato (37,3%) e aumento na concentracdo de aminoacidos
livres (20,48%). Houve diminuicdo de 21% na atividade da FAL plasmatica de
pacu. Nao houve diferenga significativa nas demais variaveis analisadas.
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Tabela 3. Médias e desvios-padréo das variaveis metabdlicas do figado, musculo e

plasma do pacu apds a recuperacao de sete dias.

Recuperacao de sete dias

Figado Musculo Plasma
Variavel Controle Recuperado Controle Recuperado Controle Recuperado
Amoénia 67,39+11,4 67,77+11,8 31,70+5,3 24.,35+1 ,7* 4,16%0,8 3,40+1,1
Proteina 11,18+1,5 11,19+1,2 17,82+2.8 19,40+2,2 2,21£0,3 2,14+0,1
Aminoéacidos 33,1547,7 34,68+4,5 11,99+1,3 10,73+1,7% 5,19+0,9 6,25+1.4"
ALAT 20,5545,9 24,88+3,7 0,44+0,1 0,41£0,06 - -
ASAT 28,70+2,9 26,17+£2,8 17,1416.,4 15,4434 - -
Lactato 4,02+0,7 3,60+0,5 41,98+7,0 43,15+5,1 6,15+1,0 3,8540,8"
Piruvato 0,54+0,03 0,5910,04* 0,40+0,08 0,40+0,09 0,36+0,08 0,35+0,09
Acidos Graxos 20,20+4,5 20,77+3,7 2,1510,6 1,81¢03 -
Triacilgliceréis 4,32+1,5 4,06+1,4 2,2840,5 2,5110,4 0,92+0,2 0,86+0,1
Glicose 40,60+7,4 46,10+9,0 0,84+0,07 0,9310,1* 3,91+1,1 3,87+0,9
Glicogénio 319,65194,4  240,58+77,2" 14,87+0,8 15,87¢1,9 - e
FAC 31,7743,4 43,18+9,9" 5,5540,9 4,54+0,8" 0,25+0,05 0,27+0,09
FAL 15,96+4,3 21,18451% 2,35+0,3 2.99+0,6" 174,19+47,5 137,67+43,3"

As concentracdes de proteina estdo expressas em mg de proteina g de tecido”; as
concentragbes de glicogénio estdo expressas em pmol de glicosil-glicose g de tecido™; os
demais intermediarios estdo expressos em umol g de tecido'; a atividade especifica das

enzimas esta expressa como Ul mg de proteina™. O (*) indica que houve diferenca significativa

quando comparado ao controle (p<0,05).
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A atividade da AChE cerebral de pacu recuperado por 7 dias apresentou
diminuicao significativa de 21,5%, enquanto que a atividade desta enzima no

musculo diminuiu em 31,1% quando comparados ao controle (Figura 10).
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Figura 10. Atividade especifica da acetilcolinesterase cerebral e muscular de P.
mesopotamicus recuperado por 7 dias. O (*) indica diferenca significativa
das médias para p<0,05 em relagao ao controle de cada experimento.

5.3.2.3. Recuperacao de 14 dias

As médias e os desvios-padrao das variaveis metabdlicas analisadas no
figado, musculo e plasma dos peixes submetidos a recuperacao por 14 dias e
seus respectivos controles estdo apresentados na Tabela 4. Os peixes submetidos
a recuperacao de 14 dias apresentaram diminuicao de 22,4% na concentracao de
lactato hepatico. A atividade da ASAT aumentou em 13,2% no figado durante a
recuperacdo de 14 dias. As demais varidveis metabdlicas analisadas no figado
dos peixes nao apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle.

Nao foram observadas diferencas significativas nas variaveis metabdlicas

analisadas no musculo e no plasma de pacu submetido a 14 dias de recuperacao.
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Tabela 4. Médias e desvios-padrao das variaveis metabdlicas do figado, musculo

e plasma do pacu apés a recuperacao de 14 dias.

Recuperaciao de 14 dias

Figado Musculo Plasma
Variavel Controle Recuperado Controle Recuperado Controle Recuperado
Amonia 83,61+9,9 81,92+8,4 39,86+5,0 39,02+3,2 4,52+0,6 4,1910,6
Proteina 10,01£1.4 9,85+1.,6 16,23+1.,8 17,35£2,0 2,69+0,2 2,84+0,3
Aminoacidos 36,36+5,5 34,39+3,5 12,30+1,4 12,61+1,5 5,17+0,7 4,97+1,1
ALAT 4,81+2,5 2,88+1,2 0,43+0,1 0,38x0,1 - -
ASAT 10,91+0,9 12,3511,5* 18,6314.6 1766143 - -
Lactato 5,79+0,8 4,49+0,8" 54,57+6,8 57,92+7 1 4,57+0,5 4,68+1,0
Piruvato 0,57+0,05 0,56+0,03 0,58+0,1 0,60+0,2 0,40+0,07 0,42+0,06
Acidos Graxos ~ 16,61+2,3 14,51+1,9 2,3310,6 2,57#0,6 - -
Triacilgliceréis 3,1910,4 3,3940,6 3,17+0,7 3,4510,6 0,91+0,2 0,63+0,2
Glicose 62,88+22,3 54,5616,4 0,81+0,03 0,89+0,1 2,74+0,5 2,9110,4
Glicogénio  352,79+129,5  351,51178,0 15,72+0,9 15,20+0,8 - -
FAC 32,59+6,2 33,0245,5 5,6410,5 5,761,1 0,12+0,06 0,10+0,03
FAL 15,31£2,7 14,72+2,7 2,90+0,7 2,61+£0,5 90,84+23,8 84,96+24,3

As concentracdes de proteina estdo expressas em mg de proteina g de tecido”; as
concentracdes de glicogénio estdo expressas em umol de glicosil-glicose g de tecido™; os
demais intermediarios estdo expressos em pmol g de tecido”; a atividade especifica das
enzimas esta expressa como Ul mg de proteina™. O (*) indica que houve diferenca significativa
quando comparado ao controle (p<0,05).
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Nao foram observadas diferengcas significativas na atividade da AChE

cerebral e muscular ap6s o periodo de recuperacao de 14 dias (Figura 11).
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Figura 11. Atividade especifica da acetilcolinesterase cerebral e muscular de P.
mesopotamicus recuperado por 14 dias.
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6. DISCUSSAO
6.1. Teste de toxicidade aguda do triclorfon para alevinos e jovens de pacu

Segundo Dutta e colaboradores (1995), individuos em estagios iniciais de
desenvolvimento de qualquer espécie sao mais susceptiveis a agentes
estressores do que os individuos adultos. Tal fato é confirmado pelos valores de
CL (1)50;96h encontrados neste estudo, pois o0s alevinos mostraram-se mais
sensiveis ao triclorfon do que os jovens de pacu.

De acordo com Zucker (1985), que classifica o potencial de perigo
ambiental de agrotéxicos de acordo com o valor da CL50, o triclorfon pode ser
considerado extremamente toxico para alevinos e jovens de P. mesopotamicus,
visto que sua concentragdo letal 50% < 0,1 mg L.

De acordo com YOSHIMURA e ENDOH (2005), conforme a degradagao do
triclorfon na dgua aumenta, mais alta é a toxicidade aos organismos aquaticos
devido ao aumento na concentracao de seu produto de degradacgao, o diclorvos.

O triclorfon na formulagdo Masoten®, foi mais toxico para o P.
mesopotamicus que o triclorfon em outras formulacdes para diferentes espécies

de peixes (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores de CL50;96h de espécies de peixes expostas ao triclorfon.

Espécie Valor da CL50;96h Autores
Cyprinus carpio 15mg L’ Hashimoto et al. (1982)
Procambarus clarkii 0,73mg L Cebrian et al. (1991)
Oreochromis niloticus 21,7mg L Alkahem et al. (1998)
Cherax destructor 0,093 mg L™ Qin e Dong (2004)
Oryzias latipes 17,6 mg L’ Yoshimura e Endoh (2004)
Piaractus mesopotamicus 0,19 mg L Mataqueiro et al. (2008)
Cichlasoma uropthalmus 17,2mg L™ FIores-Nava @ Vizearra:
Quiroz (2008)
Colossoma macropomum 0,82 mg L Rocha (2009)
Plaractus mesopotamicus 0,07mg L Presente trabalho

(jovem)

As respostas dos organismos aquaticos aos inseticidas OP dependem do
tipo do composto, do tempo de exposicdo, da qualidade da agua e da espécie
(FISHER, 1991). Uma melhor padronizacdo dos testes de toxicidade poderia
reduzir as variagdes devidas a diferencas no delineamento experimental
(MATAQUEIRO et al. 2008).

Segundo a resolucao CONAMA n.20 (BRASIL, 1986), a concentracao limite
de organofosforados em aguas de classe | (destinadas a criagdo natural ou
intensiva de espécies destinadas a alimentagdo humana) é de 0,01 mgL™'. A
resolucdo CONAMA n. 357 (BRASIL, 2005) néo dispbe sobre organofosforados
em geral, apenas sobre o malation (0,1 ugL™") e o paration (0,04 pgL™") em aguas
de classe Il, as quais sdo destinadas a aquicultura e a atividade de pesca. Todas
as concentragdes letais médias apresentadas na Tabela 5 e as obtidas no
presente estudo estdo acima da concentracdo limite de OP estabelecida pela
resolucdo CONAMA n.20.
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6.2. Efeito sub-letal do triclorfon para alevinos de pacu apés teste de
toxicidade aguda (avaliacao histoldgica)
Branquia

As branquias sao extremamente importantes na respiracao,
osmorregulacdo, balanco acido-base e excrecdao de residuos nitrogenados em
peixes, representando a primeira area de contato do animal com o ambiente
externo. Além disso, a morfologia branquial é considerada um indicador Gtil no
monitoramento ambiental. As alteracdes branquiais como aumento na altura e
hiperplasia das células epiteliais, podem ser consideradas adaptativas, visto que
aumentam a disténcia entre o ambiente externo e o sangue, servindo como
barreira a entrada de xenobidticos (SEPICI-DINGEL et al. 2009).

No presente trabalho, algumas das alteragdes encontradas na branquia de
pacu podem ser consideradas adaptativas, visto que protegem o organismo da
entrada de xenobidticos. No entanto, as altera¢cdes observadas nas branquias de
pacu como hiperplasia e edema, podem reduzir a eficiéncia da lamela branquial
em realizar suas fungdes fisiologicas, visto que, de acordo com Fanta e
colaboradores (2003), o aumento da distancia de difusdo gasosa na branquia
pode levar a uma absor¢ao de oxigénio menos eficiente.

Em branquias de Oreochromis niloticus exposto a 0.25 mgL™" de triclorfon
por quatro horas, ocorre edema na lamela secundaria, fusdo lamelar, hipertrofia
celular média e moderada e proliferagdo celular. Apos oito horas de exposicao, €
observada também congestdo sangiiinea (GUIMARAES et al. 2007).

As branquias de Cirrhinus mrigala exposto a 1,92 e 3,84 mgL"' do OP
monocrotophos exibiram hiperplasia epitelial, aneurisma, necrose epitelial,
descamacgao, levantamento epitelial, edema e enrolamento da lamela secundaria
(VELMURUGAN et al. 2007).

Segundo Mataqueiro e colaboradores (2008), as branquias de pacu
expostos a 0,05 e 0,1 mgL ' de triclorfon (Sigma®) durante 24 horas apresentam
hiperplasia nas lamelas primarias e secunddrias, talengectasia da lamela

secundaria, focos de edema sub-epitelial e de congestdo sanglinea.
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Figado

Durante a exposicdo de peixes a xenobidticos, os poluentes sao
primeiramente absorvidos pelas branquias e pele dos animais. Apds tal absorgao,
esses agentes quimicos atingem o figado, que tem papel fundamental no seu
metabolismo (JOBLING e SUMPTER, 1993).

O aumento do didametro dos capilares sinusoides indica aumento no fluxo
sanglineo do figado, sugerindo uma estratégia de eliminagcdo dos residuos
produzidos por este 6rgao para posterior excrecao renal ou branquial. A exposicao
do pacu ao triclorfon causou poucas alteracées hepaticas.

Segundo Melo e colaboradores (2008), o figado de jundia (Rhamdia quelen)
exposto a 0,01 mgL ' do OP metil paration apresenta perda de contorno celular,
nucleo picnético e descaracterizacdo do endotélio do reticulo endoplasmatico
rugoso apods quatro horas de exposicao. Apds 48 e 72 horas de exposicao, ocorre
aumento dos focos de necrose; o numero de hepatécitos com pigmento biliar
aumenta significativamente em 72 horas de exposi¢ao.

Em pacus expostos a 0,025 mgL ' de triclorfon (Sigma®) por 24 horas, os
hepatécitos perdem sua forma normal, o nucleo desloca-se para a periferia e
ocorre fusdo celular apos 2, 7 e 15 dias da exposi¢do. Em peixes expostos a 0,05
mgL " de triclorfon por 24 horas, ocorre as mesmas alteragdes imediatamente
apdés a exposicdo, bem como hepatdcitos necroticos e hipertrofia celular
(MATAQUEIRO et al. 2008).

O figado de Prochilodus lineatus exposto a 25 mgL ' do inseticida
diflubenzuron durante 96 horas apresenta aumento do nucleo e do volume celular,
degeneragéao citoplasmatica e nuclear, vacuolizagao nuclear e estagnagao da bile
(MADUENHO e MARTINEZ, 2008).

O figado é considerado o 6rgao mais importante na desintoxicagdo de
xenobidticos. Visto que o tamanho dos hepatécitos reflete seu estado funcional, a
hipertrofia pode ser considerada uma resposta ao estresse que nao compromete
as fungdes normais do 6rgao (TAKASHIMA e HIBIYA, 1995).

A maioria dos xenobibticos é biotransformada em metabdlitos pelo figado,

através de enzimas das fragdes soluveis da mitocéndria e do reticulo
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endoplasmatico liso, sendo que em alguns casos 0os metabdlitos sdo mais toxicos
que o produto original (FANTA et al. 2003). Isso é o que ocorre quando o triclorfon
€ transformado em diclorvos; quanto maior o avango da decomposicdo do
triclorfon na agua, maior é sua toxicidade aos organismos aquaticos pelo aumento
no nivel do diclorvos (YOSHIMURA e ENDOH, 2005).

Rim

Em peixes, assim como em todos os vertebrados superiores, 0 rim
apresenta importantes fungdes relacionadas ao balango hidrico e eletrolitico e a
manutencdo de um ambiente interno estavel. O rim excreta produtos nitrogenados
do metabolismo como aménia, uréia e creatinina (CENGIZ, 2006). O rim recebe a
maior parte do sangue pds-branquial, o que torna as lesGes renais bons
indicadores de poluicdo ambiental (ORTIZ et al. 2003). A exposicao de peixes a
agentes téxicos, como pesticidas, pode causar alteracdes histologicas no epitélio
tubular e nos glomérulos (VELMURUGAN et al. 2007).

De acordo com os dados aqui apresentados, o rim de pacu exposto ao
triclorfon apresentou poucas alteracoes, as quais sdo indicativas de aumento de
excrecao.

Quando expostos a 1,13 mgL" do OP diazinon por 7 dias, os rins de
Anabas testudineus, Channa punctatus e Barbodes gonionotus apresentam
degeneracao tubular, necrose, picnose e hemorragia (RAHMAN et al. 2002).
Bhuiyan e colaboradores (2001) encontraram as mesmas alteragdes em rins de C.
punctatus expostos a 100 mgL™" do OP sumithion por 7 dias.

O tecido renal de Prochilodus lineatus exposto a 0,2 uL L™ de triclorfon na
formulagdo Dipterex 500® apresenta aumento do espagco intercapsular com atrofia
glomerular, hipertrofia das células do tubulo renal, com pequenos granulos no
citoplasma e pouca alteracao nuclear apds 24 horas de exposicao (VEIGA et al.
2002).

Segundo Mataqueiro e colaboradores (2008), o rim de pacus expostos a
0,05 mgL ' de triclorfon (Sigma®) durante 24 horas apresentam diminuicdo da

espessura da capsula glomerular e aumento do espago intercapsular com atrofia
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glomerular, ap6s 2 dias da exposi¢cdo. Foi observado também centros melano-
macroéfagos, 0os quais atuam no sequestro de produtos de degradacgao celular e
materiais que possam ser toxicos ao tecido (AGIUS e ROBERTS, 2003).

Pele

Embora nos peixes a pele seja um dos 6rgaos primeiramente afetados por
xenobidticos e possua um papel importante na resisténcia a patégenos e quimicos
estressores (SHEPHARD, 1994), ha poucos relatos na literatura sobre a
histopatologia de pele, especialmente em peixes com escamas.

A derme de pacu apresenta uma camada superficial com fibras finas, juntas
e entrelacadas, sem diferenciacdo quanto a disposicdo das mesmas e uma
camada profunda, com fibras mais finas e espagadas; e a medida que se
distanciam da epiderme, os feixes de fibras tornam-se mais espessos, juntos e
entrelacados (SOUZA et al. 2003).

Segundo Rajan e Banerjee (1991), a epiderme de Heteropneusttes fossilis
exposto a 0,3 mgL™ de cloreto de mercurio secreta grande quantidade de muco,
principalmente devido a hiperatividade das células globosas as quais sao
degeneradas e perdidas. Todos os outros tipos celulares acabam envolvidos no
processo degenerativo.

Segundo Oshima (2000), o neurotransmissor periférico que sinaliza os
cromatoforos é adrenérgico. Geralmente, a agregagcéo de granulos de pigmento
ocorre em resposta a norepinefrina, e a transmissao é tida como a-adrenérgica na
natureza, onde a dispersédo de pigmentos € causada via receptores B-adrenérgicos
nos cromatéforos de algumas espécies de peixes. Pode-se inferir que a
distribuicdo dos cromatéforos na epiderme de pacu exposto ao triclorfon obedece
a esse padrao, sendo que, em resposta ao estresse causado pelo xenobiético,
ocorre agregacgao dos pigmentos em camadas superficiais da epiderme.
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6.3. Exposicao sub-letal e recuperacao
6.3.1. Parametros hematoldgicos e parametros hematimétricos

A avaliacado dos parametros hematoldgicos pode ser util no monitoramento
do estado de saude dos peixes, visto que sua interpretacdo é importante em
relacdo aos fatores intrinsecos e extrinsecos que podem influenciar a aparéncia
das células e os valores quantitativos obtidos (CLAUSS et al. 2008).

A UOnica alteragdo observada nos parametros hematolégicos e
hematimétricos do pacu durante a exposicao sub-letal (10% da CL 50;96h por 96
horas) foi a diminuicdo da hemoglobina total dos peixes expostos quando
comparados ao controle. Tavares e colaboradores (1999) observaram que o P.
mesopotamicus exposto a 0,2 mgL" de triclorfon durante 48 horas apresenta
reducao significativa nos niveis de RBC e hemoglobina total. O catfish (S. glanis)
exposto a 1 mgL™ do OP diazinon por 96 horas apresenta, além de reducéo da
hemoglobina total, redu¢édo do RBC, de leucécitos, no hematocrito, VCM, CHM e
CHCM (KOPRUCU et al. 2006). A reducéo observada na hemoglobina total desse
catfish é atribuida a acao interruptora do xenobibtico no tecido eritropoiético,
sendo que a viabilidade das células pode ser afetada. A carpa comum (Cyprinus
carpio) exposta a 60 e 120 ugL" OP diazinon apresentou queda significativa na
contagem de eritrécitos, no valor do hematécrito e na hemoglobina total (BANAEE
et al. 2008). O P. lineatus exposto a 25 mgL™ do inseticida diflubenzuron por 96
horas apresenta redugdo significativa da hemoglobina total e do RBC,
paralelamente ao aumento do VCM em relacao ao controle (MADUENHO e
MARTINEZ, 2008).

A alteracdo observada neste estudo ap6s 96 horas de exposicado mostra
uma condicdo anémica dos animais, que pode ser devida a reducdo na sintese
das células vermelhas do sangue. Esta condicao pode levar a uma diminuicdo da
capacidade de transporte de oxigénio para os tecidos. Todavia, os dados de
metabolismo apresentados neste trabalho ndo sugerem preponderancia de
metabolismo anaerdbico nos tecidos avaliados, visto que ndo ha aumento da
concentracao de acido lactico.

ApGs a recuperagao de sete dias, a redugdo no HCM sugere ocorréncia de



Discusséao 51

anemia microcitica. O matrinxa (Brycon cephalus) exposto a 2 ppm do OP metil
paration por 12 e 24 horas apresenta redugdo nos valores de hematécrito e
aumento do HCM no grupo exposto ao pesticida por 24 horas (AGUIAR, 2002),
dados que nao corroboram os encontrados no presente estudo. De acordo com o
autor deste trabalho, tais variagdes sao indicativas de anemia hemorragica.
Hemorragia pontual ou hemdlise geralmente resultam em anemia microcitica
porque eritrécitos imaturos perfazem a maioria das células na circulagao periférica
e sao menores do que eritrocitos maduros. A presenca de eritrocitos imaturos na
circulacao nao é certamente sinal de anemia regenerativa; células imaturas podem
estar presentes em resposta a estressores ambientais, como hipoxia, tdéxicos ou
mudancas na temperatura (CLAUSS et al. 2008).

Os eritrécitos dos peixes teledsteos possuem nucleo, diferentemente dos
eritrocitos de mamiferos. Além disso, comparados aos animais terrestres, os
eritrocitos presentes na circulagdo periférica dos peixes teleésteos sdo dinamicos
e heterogéneos, tanto no que concerne a sua estrutura quanto a fisiologia.
Eritrocitos em vérios estagios de desenvolvimento podem ser encontrados na
circulagdo dos peixes, como células maduras, jovens, em divisdo, e senescentes
(Elahee e Bhagwant, 2007). Tendo em vista que os achados no metabolismo
intermediario do pacu neste estudo nao confirmam hipéxia e a temperatura
manteve-se constante durante o periodo experimental, &€ provavel que a reducao
do HCM apébs a recuperacdo de sete dias tenha sido causada pela exposi¢cao
anterior ao triclorfon.

Segundo Clauss e colaboradores (2008), mudangcas hematoldgicas
associadas ao estresse podem persistir por varios dias apds a remocao do agente
estressor. Apds a recuperagdo de 14 dias, foi observada uma reducdo no
hematécrito de P. mesopotamicus. De acordo com Svoboda e colaboradores
(2001), a carpa comum (C. carpio) exposta por 96 horas a 32,5 mgL' do OP
diazinon apresenta queda nos valores de RBC, hemoglobina total e hematdcrito.
Chandrasekara e Pathiratne (2005) observaram que a exposicao de Cyprinus
carpio a 0,25 e 0,50 mgL™ do triclorfon por 1 e 24 horas nido altera o valor do

hematécrito dos animais. Ainda segundo estes autores, essa variavel
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hematolégica ndo mostra alteragdo apds sete dias de recuperagao da exposicao.
Rocha (2009) avaliou o hematdécrito, a hemoglobina total, o RBC, o CHM, VCM e
CHCM de tambaqui (C. macropomum) exposto a 0,125 e 0,25 mgL™" de triclorfon
por 96 horas e ndo observou diferencas significativas entre os peixes expostos e o
controle.

Ha evidéncias de que o0 aumento nos valores de parametros hematolégicos
em peixes expostos a xenobidticos seja devido a lesdo do tecido branquial, que
produz hipdxia interna, levando ao estimulo da eritropoiese (AREECHON e
PLUMB, 1990). Tendo em vista que neste trabalho os pacus expostos ao triclorfon
apresentaram uma sutil diminuicdo dos parametros hematolégicos, sem dano
maior para o transporte de oxigénio, os dados do metabolismo intermediario ficam

assim fortalecidos.

6.3.2. Intermediarios metabolicos e enzimas

Além da estimativa quantitativa de mortalidade, os efeitos adversos de
concentracdes subletais de xenobiodticos alteram certos processos bioldgicos,
principalmente o metabolismo. Estas alteragbes podem ser avaliadas utilizando-se
biomarcadores de poluicdo e de efeitos especificos causados por exposicao a
pesticidas (SEPICI-DINCEL et al. 2009). Os peixes sao particularmente sensiveis
a contaminagao ambiental e, além disso, os xenobibticos podem danificar certos
processos fisiolégicos e bioquimicos ao acessarem os 6érgaos dos animais
(AGRAHARI et al. 2007). Devido a sensibilidade dos peixes as mudangas bioticas
e abiodticas do ambiente em que vivem, o interesse em entender os mecanismos
fisiolégicos dos peixes associados as respostas ao estresse ambiental vem
crescendo (SANCHO et al. 2009).

O estresse € um mecanismo de compensacao fisiolégica que o organismo
adota em resposta ao fator fisico ou quimico que atua como o agente estressor. E
as variaveis bioquimicas sao muito sensiveis a concentragbes sub-letais de
agentes estressores (SANCHO et al. 1998).

Assim, a avaliacdo das respostas metabdlicas de pacu (P. mesopotamicus)

frente a exposicao ao triclorfon mostrou que estas foram responsivas, visando um
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aumento da demanda metabdlica para a desintoxicagéo do organismo.

6.3.2.1. Exposicao sub-letal ao triclorfon

Os biomarcadores do metabolismo intermediario do musculo branco de
pacu mostraram um aumento da glicose muscular. Tendo em vista que os
estoques de glicogénio muscular permaneceram inalterados, essa glicose foi
provavelmente oriunda do plasma, compartimento onde se observou uma
diminuicdo desta concentracdo. A manutencao dos niveis de glicogénio muscular
permite inferir que, mesmo sob a acdo do triclorfon nas condicbes experimentais,
ndo houve aumento significativo de glicogendlise. Os valores de piruvato muscular
reduziram sem que se observasse aumento do lactato; o que é indicio do
fornecimento de acetil-CoA para manutencao do funcionamento do ciclo do 4cido
citrico e formacao de NADH para os processos catabolicos. Este fato condiz com
os parametros hematoldgicos obtidos, os quais sugerem metabolismo aerdbico no
musculo branco.

O aumento de aminoacidos livres no musculo indica que esses
intermedidrios podem ter sido utilizados na produ¢do de oxalacetato. Esta
suposicao sustentaria o provavel catabolismo de acidos graxos neste tecido
sugerido pela reducdo significativa dos teores de acidos graxos livres; o
oxaloacetato é fundamental a entrada de acetil-CoA no ciclo do &cido citrico.
Desta forma, o catabolismo de acidos graxos explicaria a diminuicdo de
triacilgliceréis plasmaticos, que estariam sendo utilizados como fonte primaria de
energia no musculo branco.

No figado, a reducéo de amoénia seguida do aumento nas concentracbes de
aminoacidos € sugestiva de sua produgdo significativa. A biossintese de
aminoacidos estaria ocorrendo para satisfazer a demanda de sintese protéica
aumentada para prover os processos de desintoxicagdo. Outra possibilidade é que
o aumento de aminoacidos livres no figado seja devido a uma importacao de
alanina, oriunda do musculo. O pequeno aumento de glicose observado no tecido
hepatico seria entdo devido a um processo neoglicogénico, visto que os teores de

glicogénio permanecem constantes e, apesar de n&o significativa, observa-se
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discreta reducédo das concentragdes de piruvato. A reducéo da glicose plasmatica
seria entdo entendida visto o seu consumo muscular pelo ciclo da glicose-alanina.

De acordo com Gupta (1974) apud Jyothi e Narayan (1999), a condicao
hiperglicémica induzida por pesticidas pode ser explicada em parte pela inibicao
da colinesterase nos locais neuroefetores na medula adrenal, levando a uma
hipersecrecdo de adrenalina que estimula a quebra de glicogénio a glicose.
Admite-se ainda, que os organofosforados tém um importante papel na
homeostase da glicose corporal (RAHIMI e ABDOLLAHI, 2007). Embora nao
tenha sido observado aumento da glicose plasmatica no presente estudo, os
niveis de glicose muscular e hepéatica mostraram-se aumentados.

O peixe Clarias batrachus exposto a concentragbes sub-letais do OP
phorate por 24, 72, 120 e 168 horas apresentou aumento nos niveis de glicose
plasmatica, fosfatase alcalina e bilirrubina (JYOTHI e NARAYAN, 1999). Os
autores concluem que a exposicao ao OP altera o metabolismo de carboidratos.

Segundo Hori e colaboradores (2006), o matrinxa exposto a 2 mgL™" de
fenol por 96 horas apresenta queda nos niveis de glicogénio e glicose hepéticos,
sendo que o mesmo foi observado na glicose muscular, 0 que sugere uso dos
estoques de carboidratos, dados que sao diferentes dos apresentados no presente
trabalho. De acordo com Vijayavel e colaboradores (2006), situagdes de estresse
em peixes disparam respostas neuroendocrinas, as quais induzem distarbios no
metabolismo de carboidratos; assim, a glicogendlise no musculo e no figado dos
animais expostos a xenobidticos pode ser devido ao aumento de catecolaminas
circulantes induzido pelo estresse.

O aumento no requerimento de energia inferido através do perfil metabdlico
de pacus expostos ao triclorfon, seria devido aos processos de desintoxicagéo e
nao a quadro de jejum, visto que os peixes do tratamento controle também
permaneceram nessa condi¢ao fisioldgica. O aumento no requerimento de energia
dos peixes expostos ao pesticida seria, portanto, para a manutengcdo dos
processos homeostaticos.

O peixe Channa punctatus exposto a 0,96 e 1,86 mgL' do OP

monocrotophos por 15 e 60 dias também exibe queda nos niveis de glicose
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plasmatica (AGRAHARI et al. 2007). De acordo com esses autores, concentragdes
de glicose plasmatica reduzidas refletem o estresse causado por resposta
mediada por hormoénios. Segundo Levesque e colaboradores (2002), peixes
submetidos a poluicdo ambiental podem exibir maior renovacao de glicose, sendo
que maior quantidade de glicose pode ser produzida a partir de substratos que
ndo sejam carboidratos.

Os niveis aumentados de proteina plasmatica sugerem possivel dano
tecidual, embora nao existam dados que corroborem essa hip6tese. Matrinxa
exposto a 2 mgL™" de fenol por 96 horas apresenta niveis aumentados de proteina
e reducao nos niveis de cloreto (HORI et al. 2006). Segundo esses autores, 0
aumento nos niveis de proteina contribui para a redugao nos niveis de cloreto,
sendo essa uma maneira de manutencgao do balango iénico.

Tendo em vista que os niveis de lactato nos trés tecidos estudados nao se
alteraram, podemos inferir que nao houve diminuicdo no aporte de oxigénio
tecidual, uma vez que condicbes de hipdxia celular levam ao metabolismo
anaerobico e consequente aumento nos niveis de acido I4ctico.

As aminotransferases sdo, normalmente, enzimas intracelulares, de modo
que os baixos niveis observados no plasma representam a liberagdo de contetudos
celulares durante a renovacao celular normal. Niveis plasmaticos elevados de
aminotransferases indicam lesdo em células ricas nessas enzimas. Visto que os
dados experimentais das aminotransferases plasmaticas mostraram valores
infimos, provavelmente o pacu nao sofreu lesbes em tecidos ricos nestas enzimas,
tais como figado e musculatura cardiaca; por isso estes dados foram omitidos.
Nao houve diferenca significativa nas atividades da ALAT e da ASAT hepética e
muscular neste periodo.

Durante exposicdo a 2 mgL" de metil paration por 96 horas, matrinxa
apresenta reducdo significativa na atividade da ALAT hepatica e aumento na
atividade da ALAT plasmatica. Em 48 horas de recuperacdo, a atividade
enzimatica hepética é restabelecida aos niveis anteriores a exposi¢do, enquanto
que a atividade da ALAT plasmética permanece alta (AGUIAR et al. 2004). A
tilapia (Oreochromis mossambicus) exposta a 1,15 mgL"' do OP monocrotophos
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por 3, 7, 15 e 30 dias exibiu aumento da atividade da ALAT e da ASAT no plasma
e no rim, enquanto no figado e nas branquias a atividade dessas enzimas diminuiu
(RAO, 2006).

A excrecao dos peixes também nao foi afetada pela exposicao ao triclorfon,
pois as concentracdes musculares, hepaticas e plasmaticas de amoénia diminuiram
apoés as 96 horas de exposicao.

A fosfatase acida é uma enzima lisossomal que hidrolisa os fosfo-ésteres
em meio acido. Assim, essa enzima é hidrolitica e atua como uma das varias
hidrolases no processo de autélise apos a morte celular (AGRAHARI et al. 2007).
A fosfatase alcalina catalisa a desfosforilacdo de varias moléculas incluindo
nucleotideos, proteinas, e alcaléides em pH alcalino. Sabe-se que a fosfatase
alcalina esta envolvida no metabolismo de carboidratos, crescimento e
diferenciagao, sintese protéica, sintese enzimatica, atividade secretoria, e
transporte de intermediarios fosforilados através das membranas celulares
(AGRAHARI e GOPAL, 2009). A atividade da FAC e da FAL plasmatica de
Channa puncatatus exposto ao OP azodrin (monocrotophos) ndo apresenta
diferenca significativa apés 15 dias de exposicdo a uma concentra¢do sub-letal.
Entretanto, apés 60 dias de exposicdo, a atividade destas enzimas aumenta
significativamente no plasma dos animais (AGRAHARI et al. 2007).

Considerando-se que nao houve alteracées nas fosfatases acida e alcalina
avaliadas no figado, musculo e plasma de pacu exposto ao triclorfon por 96 horas,
é plausivel inferir que ndo houve dano celular, corroborando as inferéncias feitas

com os dados de concentrac¢oes plasmaticas de aminotransferases.

6.3.2.2. Recuperacao de sete dias

Os carboidratos sao usualmente a fonte primaria de energia em casos de
estresse, e a exposicdo aos xenobidticos causa redugdes tanto nos niveis de
glicogénio muscular como hepaticos (HORI et al. 2006). Nos hepatécitos dos
pacus expostos por 96 horas ao ftriclorfon e recuperados por sete dias, foi
observada reducao nos niveis de glicogénio hepatico, seguida pelo aumento nos

niveis de glicose muscular, fato indicativo de glicogendlise hepatica. A glicose
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resultante seria transportada para o musculo para fins energéticos.

Em Anguilla anguilla exposta a 0,04 mgL™" de fenitrothion por 96 horas,
também ocorre glicogendlise, sendo que esta condigdo permanece mesmo apds a
transferéncia dos animais para agua livre do xenobiético (SANCHO et al. 1998). A
exposicdo de Oreochromis mossambicus a 4 mgL"' OP monocrotophos por 96
horas causou queda nos niveis de glicogénio hepatico e muscular, bem como
aumento nos niveis de lactato e piruvato nos mesmos tecidos (VIJAYAVEL et al.
2006). Esses autores também calcularam a razao lactato/piruvato, o que indicou
que os peixes estavam sob estresse quimico.

A reducédo dos aminodcidos livres do musculo branco pode ser explicada
pela sua transferéncia para o figado, para gerar esqueletos carbdnicos por
desaminagao e estes, utilizados na gliconeogénese hepética. Este fato suporta o
aumento de piruvato e conseqliente conversdao em glicose. Neste periodo de
recuperacdao, também ocorre o ciclo da glicose-alanina, visto que a glicose
sintetizada pelo figado é transportada pelo sangue para ser utilizada no masculo.

A diminuicao do lactato no plasma sugere sua captacao pelo figado, onde
pode ser oxidado a piruvato, aumentando suas concentragdes e contribuindo para
a gliconeogénese. Portanto, mesmo apds sete dias de recuperacdo, o0s peixes
ainda apresentaram um requerimento maior de energia, visando a manutencao da
homeostase.

O Chana punctatus exposto a duas concentragcdes sub-letais do OP
monocrotophos por 30 dias também apresenta queda nos niveis de amino&cidos
livres no musculo branco. Essa alteragédo foi acompanhada de queda nos niveis de
proteina, carboidratos, glicogénio e lipideos. O peixe apresentou ainda aumento
na atividade da ALAT e ASAT renal, e queda na atividade dessas enzimas no
figado, branquias e musculo (AGRAHARI e GOPAL, 2009).

Nao houve diferenga significativa nas atividades da ALAT e da ASAT
hepatica e muscular apds recuperacao do pacu por 7 dias em agua livre de
triclorfon.

Ha relatos de que as alteracbes nas atividades das FAC e FAL em
diferentes tecidos podem ser resultantes de perturbagées nas membranas
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celulares e de danos teciduais provocados por xenobiéticos ou substancias toxicas
(MOLINA et al., 2005; SANCHO et al., 2009), ou ainda de atividade osteoblastica
aumentada ou obstrucao intra ou extra-hepatica na passagem da bile (JYOTHI e
NARAYAN, 1999). O aumento na atividade da FAL muscular e hepatica sugere
um aumento na mobilizagao lisossomal e algum dano celular devido a toxicidade
do triclorfon. O aumento da atividade de enzimas, como as fosfatases acida e
alcalina presentes no plasma, € um indicador convencional de dano hepatico.
Quando a membrana do hepatécito € danificada, varias enzimas normalmente
presentes no citosol sao liberadas na corrente sanguinea, sendo marcadores
quantitativos uteis de dano hepatocelular (RAO, 2006b). Tendo em vista que,
neste periodo de avaliacdo, a atividade da FAL plasmatica foi reduzida e a
atividade da FAC permaneceu equivalente ao controle, admite-se que nao houve
danos nos hepatécitos, dados confirmados pela avaliacao das transaminases.

Segundo Rao (2006b), a tilapia (Oreochromis mossambicus) exposta a uma
concentracao sub-letal do organofosforado RPR-V por 30 dias apresenta aumento
da atividade da FAC e da FAL plasmatica e renal, entretanto, no figado €
observada diminuicdo da atividade destas enzimas. Apds recuperacao por sete
dias, a atividade destas enzimas retorna aos niveis de pré-exposicdo. A mesma
espécie de peixe exposta ao OP monocrotophos por 30 dias apresenta aumento
na atividade da FAL e da FAC plasmatica, branquial e renal, e redugcdo na
atividade destas enzimas no figado (RAO, 2006).

De acordo com Agrahari e Gopal (2009), o Channa punctatus exposto ao
OP monocrotophos por 30 dias apresenta aumento nas atividades da FAC e da
FAL branquial, muscular e renal, enquanto que a atividade destas enzimas no
figado diminuiu em relagdo ao controle.

Admite-se que a fosfatase alcalina hepatica desempenha um importante
papel no metabolismo do glicogénio e é capaz de inativar as fosforilases,
promovendo a sintese de glicogénio. A inibicdo da atividade da FAL é entado
relacionada com a quebra do glicogénio para suprir a demanda energética sob
estresse (SAHA e KAVIRAJ, 2009). Embora os niveis de glicogénio hepatico

tenham diminuido neste estudo, a atividade da FAL hepatica aumentou. Assim,
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infere-se que tal aumento ndo foi suficiente para a sintese de glicogénio e
manutencdo de seus niveis, ou ainda que a demanda energética foi
demasiadamente elevada, 0 que causou a queda nos niveis deste intermediario
nédo obstante o aumento da FAL.

Os peixes expostos ao triclorfon apresentam uma demanda metabdlica
aumentada, visando a desintoxicacdao. Este aumento pode contribuir para maior

producao da FAL muscular e hepatica, apds a recuperacao de 7 dias.

6.3.2.3. Recuperacao de 14 dias

A maioria das modificagdes metabdlicas do pacu exposto ao triclorfon e
recuperado por sete dias nao persistiu apds 14 dias de recuperacao. A sutil queda
na concentragdo de lactato hepatico e o aumento na atividade especifica da ASAT
hepatica, as quais foram as Unicas alteracdes observadas neste periodo, nao
permitem inferéncias a respeito das adaptacdes metabdlicas. Sendo assim, pode-
se dizer que, em vista da ndo permanéncia de alteragbes metabdlicas, o pacu
superou o estresse causado pelo xenobibtico e restabeleceu sua homeostasia.

O esgotamento do glicogénio € um passo regulatério contra os danos
causados por poluentes. Ele aumenta o metabolismo intermediério, o que resulta
na protecao dos hepatrocitos. No entanto, sabe-se que se o estresse for removido,
pela transferéncia dos peixes para agua livre do xenobiético, o nivel de glicogénio
pode ser recuperado (SAHA e KAVIRAJ, 2009). Os resultados deste estudo
confirmam tal idéia, pois os niveis de glicogénio hepatico que encontravam-se
mais baixos que o controle na recuperagéo de sete dias, retornaram aos niveis do
controle apds a recuperacao de 14 dias.

A tilapia (Oreochromis mossambicus) exposta a 1,15 mgL' do OP
monocrotophos por 30 dias apresenta aumento nas atividades da ALAT e da
ASAT plasmatica e renal, enquanto que a atividade destas mesmas enzimas
diminui no figado e nas branquias. Apds recuperagao de sete dias em agua livre
do xenobidtico, a atividade dessas enzimas é recuperada (RAO, 2006).

A Anguilla anguilla exposta ao fenitrothion por 96 horas também exibe

recuperacdo do metabolismo intermedidrio apés 8 dias em agua livre do
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xenobidtico (SANCHO et al., 1998). Segundo esses autores, tais achados séo
importantes na avaliagdo do potencial ecotoxico dos pesticidas em ambientes
aquéticos e também nas possiveis implicacées para a populagdo de peixes. Os
pesticidas podem causar sérios danos populacionais, visto que afetam nao s6 a
sobrevivéncia dos animais, mas também a reproducgao, ingestdao de alimentos,
crescimento e o metabolismo como um todo.

A auséncia de diferencas nas atividades da FAC e da FAL nos tecidos
estudados sugere que essa atividade é recuperavel no pacu apds 14 dias em

agua livre do xenobibtico.

Atividade especifica da AChE - neurotoxicidade

A AChE é uma enzima chave no processo de transmissdo do impulso
nervoso, sendo responsavel pela hidrélise da acetilcolina em acetato e colina.
Durante a transmissdo normal do impulso nervoso, a acetilcolina € liberada na
sinapse para excitar um receptor. Se ela ndo for rapidamente hidrolisada, a célula
pds-sinaptica serd constantemente excitada, resultando em estimulagao continua.
Os organofosforados sdo conhecidamente inibidores da acetilcolinesterase, e
assim esperar-se-ia que a exposicado aos mesmos produza este efeito, visto que
este é o principal modo de agédo destes xenobidticos.

A maioria dos OPs que apresentam uma ligacdo P=S sao inibidores fracos
da AChE. Eles sado metabolicamente ativados pelo CYP450s para produzir
analogos oxigenados, os quais sao inibidores potentes da AChE. Assume-se que
a inibicao desta enzima pela exposic¢ao a inseticidas organofosforados € resultado
do seu analogo oxigenado, e nao do composto primario (DE BLEECKER, 2008).
Tal fato pode ter ocorrido apds a exposi¢cdo sub-letal do pacu ao triclorfon, pois
houve inibicdo da atividade da AChE cerebral neste periodo de avaliagao.

Mesmo apds o periodo de exposicao sub-letal e recuperagdo em agua livre
do xenobidtico por sete dias, houve inibicdo da atividade da AChE muscular e
cerebral de P. mesopotamicus. O peixe Channa striata exposto a quatro doses do
OP diazinon por quatro dias e recuperado em agua livre do xenobidtico por duas

semanas, continua a apresentar inibicdo significativa na atividade da AChE
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(CONG, 2009). A enguia (A. anguilla), o bagre do mar (Dicentrarchus labrax) e a
truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss) expostos a 0,1 ppm do OP azametinphos
por 60, 120 e 240 minutos e recuperados por 21 dias em agua livre do xenobidtico
apresentam inibicao significativa da atividade da AChE (INTORRE et al. 2004).

Ao expor exemplares de Oreochromis mossambicus a trés diferentes
organosfosforados (MCP, RPR-Il e RPR-V), Rao e colaboradores (2004)
demonstraram que os animais apresentam inibicdo significativa da atividade da
AChE no cérebro, branquias e musculo apds 96 horas de exposicao. A atividade
da enzima é recuperada em todos os tecidos, primeiro nos peixes expostos ao
MCP e depois naqueles expostos aos outros compostos.

Exemplares de Aphanius iberus expostos a 1 mgL" de diclorvos por 96
horas apresentam inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (83,1% em fémeas e
90,8% em machos) e, mesmo apds recuperacao de 96 horas, os niveis de
atividade da enzima néo retornam aos valores equivalentes aqueles anteriores a
exposicdo (VARO et al. 2008).

O matrinxa exposto a 2 mgL™ OP metil paration por 96 horas apresenta
reducOes drasticas na atividade da AChE plasmatica e cerebral, sendo que essa
condicdo permanece apos oito dias de recuperacdo em agua livre do xenobidtico
(AGUIAR et al. 2004).

Outras espécies apresentam inibicao da atividade da acetilcolinesterase
quando expostas a diferentes OP, tais como Gambusia affinis exposto ao
monocrotophos (KAVITHA e RAO, 2007); Oreochromis niloticus exposto ao
triclorfon (GUIMARAES et al. 2007); Oreochromis mossambicus exposto ao RPR-
V (RAO, 2006c) e Cyprinus carpio expostos ao diclorvos (HAI et al. 1997).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é reconhecida como um dos mais
antigos biomarcadores, e é sensivel a pesticidas organofosforados e carbamatos,
mas também responde a outros xenobidticos encontrados no meio ambiente
(PAYNE et al. 1996). O bagre do canal (lctalurus punctatus) exposto a 1,5 mgL™
de fenol por 96 horas apresenta reducao na atividade da AChE cerebral apés 14
dias de recuperacdo (MORAES, 2009); sendo que o matrinxa exposto a 2 mgL™

do mesmo xenobibtico apresenta reducao na atividade da AChE cerebral apds 96
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horas de exposicao (AVILEZ, 2008). O Rhamdia quelen exposto por 96 horas a
600 e 700 mgL™ do inseticida 2,4-D apresenta aumento na atividade da AChE
cerebral (CATTANEO et al. 2008).

Os dados presentes na literatura e os deste estudo demonstram que a
reducao da atividade da AChE ocorre devido a exposicao aos OP, todavia essa
reducao e também a recuperacdo sao dependentes do tipo de composto, da
espécie avaliada e do tempo de exposicdo e recuperacao. Segundo Dutta e
colaboradores (1995), os efeitos inibitérios de organofosforados sdo dependentes
de sua capacidade de ligar-se ao sitio ativo da enzima e de sua taxa de
fosforilagdo em relagdo ao comportamento e a idade do organismo.

A auséncia de diferenca significativa na atividade da AChE cerebral e
muscular de P. mesopotamicus ap6s 14 dias de recuperacao indica que a acao

toxica do triclorfon foi satisfatoriamente reduzida e ou plenamente eliminada.
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7. CONCLUSAO

Do presente trabalho pode-se concluir que:

- Alevinos de P. mesopotamicus sao mais sensiveis ao triclorfon do que
individuos jovens;

- Triclorfon é extremamente toxico para alevinos e jovens de P.
mesopotamicus sendo sua concentracdo letal 50% bem menor que para vérias
outras espécies estudadas;

- A bréanquia de P. mesopotamicus adapta-se estruturalmente para
aumentar as barreiras e dificultar a entrada do triclorfon, aumentando a eficiéncia
de desintoxicacdo e de excreg¢do, sendo que os demais tecidos analisados
apresentam poucas alteracées morfoldgicas;

- O metabolismo intermediario de P. mesopotamicus exposto ao triclorfon
responde de forma a fornecer energia suficiente para manter homeostasia;

- O equilibrio homeostatico de P. mesopotamicus é restabelecido apés 14
dias da exposicao;

- A reducdo da atividade de AChE em P. mesopotamicus exposto a

triclorfon é recuperavel.
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9. APENDICES

Apéndice A: Modelo do perfil metabdlico de pacu apds exposicao sub-letal de

triclorfon por 96 horas.
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Apéndice B: Modelo do perfil metabdlico de pacu ap6s recuperacgao por 7 dias.
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