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RESUMO

A poluicdo é hoje um problema que afeta todos os ambientes inclusive o de dgua
doce, e conseqiientemente, os organismos que vivem nele. Entre estes, os peixes
formam um grupo de grande importancia sob a perspectiva ecotoxicolégica, pois é o
maior dentre os vertebrados. O fenol é uma substancia quimica exégena que esta
usualmente em concentracdes acima da permitida por lei. Este xenobidtico é um
composto organico e lipofilico e sua presenca nos corpos de agua se deve
principalmente aos despejos de origem industrial, podendo causar acdes toxicas
mesmo em baixas concentracdes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do fenol, 1) no metabolismo
antioxidante eritrocitario e hepatico, 2) na biotransformacao hepatica (fase I e fase II),
3) na atividade da acetilcolinesterase cerebral e na recuperacdo de 1 e 2 semanas, e 4)
nas branquias, figado e rim, do ponto de vista histopatol6gico, em matrinxa, Brycon
amazonicus, um tele6steo de d4gua doce originario da bacia Amazonica que vem sendo
amplamente cultivado no Estado de Sao Paulo. Foram realizados 3 ensaios; primeiro,
a determinacdo da CLsp de 96 horas. A partir deste dado, todos os outros
experimentos foram feitos utilizando-se 10% da CLso/96h, ou seja, um teste subletal.
O segundo ensaio foi a exposigdo ao fenol por 96 horas para determinar seu efeito
nas branquias, figado e rim. Por fim, foi feita uma exposicdo por 96 horas seguida da
recuperacao por 1 e 2 semanas para se determinar os efeitos do fenol sobre o
metabolismo antioxidante (Vit C, SOD, CAT, GPX, GSH, G6PDH) eritrocitario e
hepatico, e a possivel recuperagdo; a biotransformagdo hepatica (fase I, EROD e
ECOD e II, UDPGT e GST), e os efeitos sobre a atividade da acetilcolinesterase
cerebral.

Os resultados obtidos mostraram que o fenol apresenta uma CLsp de 17,40 mg/L, e
que o matrinxa é um organismo bem sensivel ao fenol. Com este dado utilizamos
uma concentracdo de fenol de 2 mg/L durante os experimentos de exposi¢do
subletal. Os dados observados na avaliagdo histolégica mostraram que o fenol
ocasionou alteracdes mais intensas nas branquias que no figado e no rim, causando
principalmente fusao apical e total da lamela secundaria, com congestao sanguinea e
edema subepitelial. No figado foi possivel observar um aumento no didmetro dos
capilares sinuséides e estase sanguinea, e no rim o fenol causou um aumento do
espago entre o glomérulo e a cadpsula renal. No experimento de exposigdo ao fenol em
concentracao subletal posterior recuperacdo, verificamos um aumento nos valores de
hematdcrito no grupo exposto e no grupo recuperado por 1 semana. Estes dados,
associados as lesdes branquiais, sugerem que o matrinxa sofreu uma diminuicdo na
absorcdo de oxigénio.

O metabolismo antioxidante eritrocitario ndo sugere estresse oxidativo durante a
exposicdo ao fenol, aumentando somente a atividade da G6PDH, durante a
exposicao, e queda da atividade da CAT. Também nao se observou estresse oxidativo
durante a recuperacdo. Os resultados da analise do metabolismo antioxidante no
figado mostraram que ndo ocorreu estresse oxidativo apds a exposicao ao fenol.
Todavia, apds a recuperacao, o aumento da atividade da GPx na primeira semana de
recuperacao e a reducdo na segunda semana sugerem estresse oxidativo . Observou-



se também uma reducdo na atividade da G6PDH apds a segunda semana de
recuperacao. Estes dados corroboram os de biotransformacdo hepatica que
mostraram um aumento da atividade de EROD e ECOD na recuperagdo. A
ocorréncia de estresse oxidativo somente na recuperacdo pode ter sido ocasionada
pelo aumento da atividade das enzimas da biotransformacdo de fase I, onde pode
ocorre producdo de ERO. Além do mais, o fenol parece exercer um efeito inibidor de
algumas enzimas ap6s a exposicao, levando a diminuicdo de UDPGT e GST, as quais
aumentaram sua atividade na auséncia de fenol. O fenol também mostrou ser um
inibidor da atividade da UDPGT “in vitro”, o que ndo ocorreu para a GST. Pode ter
ocorrido também a inibicdo de EROD e ECOD durante a exposicao. No cérebro a
atividade da AChE também apresentou inibicdo apds a exposicdo ao fenol,
retornando aos valores normais apds a recuperagao. Entretanto, a concentragdo de
vitamina C aumentou durante a exposi¢do e a recuperacdo no cérebro, enquanto que
no figado observou-se reducao. Estes dados mostram o grau de toxicidade do fenol
para o matrinxd, mesmo em dose subletal, e a necessidade de reducdo de seu
lancamento nos corpos de dgua para protecao desta espécie.



ABSTRACT

Pollution is nowadays a problem that affects all environments, including the
freshwater and the species living in there. Among them, under the ecotoxicological
point of view, fish are a relevant group and the biggest among vertebrates. Phenol is
an exogenous chemical usually present in concentrations higher than those allowed
by law. Phenol is an organic lipophilic xenobiotic that cause toxic effects even at low
concentrations and its presence in freshwater results from discharge of industrial
efffluents.

The aim of the present study was to determine the phenol effects 1) in the liver and
red blood cells antioxidant metabolism, 2) in the liver biotransformation (phase I and
IT), 3) in the brain acetylcholinesterase plus recovery of 1 and 2 weeks and 4) in gills,
liver and kidney, under the histopathological point of view, in matrinxa, Brycon
amazonicus, a freshwater teleost from Amazon basin, which is being widely
cultivated in Sao Paulo state. For such, three assays were done. Firstly, the phenol
LCso was determined for 96 hours. Second, the exposition to phenol was carried out
for 96 h to determine its effects on gills, liver and kidney. At last, an experiment of
exposure for 96 h, followed by recovery for one and two weeks, was carried out to
determine its antioxidant effects on the liver and on the red blood cell metabolism
(vitamin C, SOD, CAT, GPx, GSH and G6PDH); on two liver biotransformation
phase I (EROD and ECOD) and phase II activities (UDPGT and GST) and brain
acetylcholinesterase activity.

The LC50 to phenol was 17, 40 mg/L, showing that matrinxa is a very sensitive
species to phenol. From this, the phenol concentration used in all experiments was 2
mg/L. Histopathology observations showed that phenol affected harder the gills
than liver and kidney, causing apical and total fusion of the secondary lamella plus
blood congestion and sub epithelial edema. In the liver diameter increase of the
sinusoidal capillaries and blood stasis was observed. In the kidney, phenol caused an
increase of the space between glomerulus and capsule. A hematocrit increase was
observed in fish exposed and recovery for one week. These results, associated to gill
lesions, suggested that matrinxd endured a reduction in oxygen absorption.
Erythrocyte antioxidant metabolism did not suggest that matrinxa exposed to phenol
was under oxidative stress. Only G6PDH activity was increased during exposure,
while CAT activity was decreased in matrinxa ‘s erythrocytes. Also, oxidative stress
was not observed after recovery. The antioxidant metabolism in liver was not
affected after exposure, but after recovery, as it is suggested by the increase of GPx
activity after first week of recovery followed by its decrease after second week.
Hepatic G6PDH also decreases after the second week. These results corroborated the
hepatic biotransformation data, which was increasing in the EROD and ECOD
activities. The occurrence of oxidative stress only after the recovery may be ascribed
to the increase in the hepatic biotransformation enzymes of the phase I, wherein the
ERO production occurs. Moreover, phenol might have an inhibitory effect on phase
I enzymes after phenol exposure, as suggested by UDPGT and GST activities
decreases. Phenol was capable of inhibiting UDPGT activity in vitro, an effect not
observed with GST activity. An inhibition of EROD and ECOD activities should be



happened after exposition. The brain AChE activity was also inhibited after phenol
exposure, regaining the control values after recovery. However, the vitamin C
concentration increased after exposure and recovery, while a persistent decrease was
observed in the liver after exposure and recovery.

These results demonstrated phenol toxicity to matrinxa and the need of limit
matrinxa exposure to this xenobiotic.
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1 INTRODUCAO

Os organismos aquéticos sdo cada vez mais utilizados como forma de avaliar a
qualidade da 4gua, pois eles estdo intimamente ligados as variacées do meio. Dentre
os organismos aquaticos podemos destacar os peixes, pois sdo considerados os mais
sensiveis (TISLER & ZAGORC-KONCAN, 1997).

O Brasil apresenta uma ictiofauna de agua doce das mais variadas do mundo,
e a aquicultura é um ramo da agricultura que vem crescendo muito nos tltimos anos,
principalmente, na tentativa de diminuir a pesca predatéria (BRASIL, 2007).

Algumas espécies de peixes vém sendo estudadas e cultivadas nas cinco
regides do pais. O matrinxa, Brycon amazonicus, um peixe teledsteo de agua doce, é
originario da bacia amazonica. E onivoro, apresenta um bom crescimento em
cativeiro tanto na regido norte do pais quanto na regido sudeste, tem 6tima aceitagao
por ragio comercial e apresenta um crescimento inicial rapido. E bem aceito no
mercado, pois a sua carne é considerada de sabor agradavel (ZANIBONI-FILHO et
al., 2006). Com o crescimento da atividade industrial, tanto o matrinxa como outras
espécies de peixes e organismos aquéticos, vém sofrendo cada vez mais com a
poluicao de seu habitat, e poucos estudos foram realizados sobre os efeitos que estes
poluentes causam as espécies, principalmente, para as espécies neotropicais como o
matrinxa.

Segundo a Companhia de Tecnologia de Saniamento Ambiental (CETESB)
(2003) o fenol é uns dos poluentes mais frequentemente encontrados em
concentragdes acima da permitida pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (0,003mg/L)
(BRASIL, 2005b) nas bacias hidrogréficas do Estado de Sao Paulo. E, é neste estado
que tem aumentado significativamente a producao de matrinxa (BRASIL, 2007).

O fenol é um composto organico, conhecido também como &cido carbdlico,
hidro-benzeno, hidroxi-fenil e &cido fénico, produzido principalmente pelas
industrias: quimica, de 6leo, de plasticos, de ago, de fibras sintéticas, de detergentes,
de pesticidas, de beneficiamento de madeira, farmacéutica, de papel , de refinarias de

carvao e petrdleo, de explosivos e téxtil entre outras (BRUCE et al., 1987).



O fenol é considerado um xenobiético, um composto quimico estranho ao
organismo ou aos sistemas biolégicos, e é produto téxico para os organismos. Ao
homem pode causar cauterizagdo local, nduseas, vomitos, dores na cavidade bucal,
garganta e estdbmago, aumento de pressao arterial, desenvolvimento de quadro de
coma, convulsao e edema pulmonar (CETESB, 2003), formagdo de metahemoglobina
e hemodlise de hemacias (BUKOWSKA & KOWALSKA, 2004). Pode aumentar o
potencial de acdo de membranas ou transmissdo sindptica, mostrando que é
neurotoxico (KAILA, 1982), causa aumento de microntcleos em ratos tendo acdo
genotoxica (JAGETIA & ARUNA, 1997, YU & ANDRESON, 1997). Compostos
fendlicos causam mutagdes em hamster (TSUTSUI, 1997) e podem agir como
doadores de elétrons, causando a oxidacdo de proteinas como a hemoglobina
(WALLACE & CAUGHEY, 1975).

O fenol é mais téxico em peixes que em bactérias e algas verdes unicelulares
(TISLER & ZAGORC-KONCAN, 1997). Em peixes é também considerado lipofilico
(NAGEL, 1983; MUKHERJEE et al., 1990; KISHINO & KOBAYASHI, 1995), seu modo
de agdo é considerado dose dependente e os efeitos multivariados para as diferentes
espécies (SCHUURMANN et al., 1997). Segundo SAHA e colaboradores (1999), o
fenol causou uma queda no consumo de ragdo, diminuicao de peso e da fertilidade
de tilapia (Oreochromis massambicus). Alguns estudos verificaram que o fenol causa
também alteracdes metabolicas em peixes (GUPTA, 1983; HORI et al., 2006). O fenol
também causa sérias lesdes teciduais em branquias, no figado e na pele de truta arco-
iris (Oncorhynchus mykkis) (MITROVIC et al., 1968).

A acdo do fenol também foi estudada por ROCHE e BOGE (1996 e 2000) os
quais verificaram que o fenol, assim como outros fenoéis derivados, causa o aumento
da atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante levando do peixe
Dicentrarchus labrax ao estado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre
quando existe um aumento de substancias oxidantes em relacdo as pré-oxidantes na
célula. E possivel verificar o estatus oxidativo de um tecido ou célula avaliando
biomarcadores do sistema de defesa antioxidante, tais como as enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), além da concentragao
de glutationa reduzida (GSH), acido ascoérbico e alfa-tocoferol (SIES, 1991;



ABDALLA, 1993; VALAVANIDIS et al, 2006). Assim, o enfraquecimento dos
sistemas de defesa antioxidantes ou o aumento de espécies oxidantes sem aumento
das defesas pode resultar em lesdes oxidativas sobre macromoléculas e diversas
estruturas celulares que, se ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade de
células, tecidos e o6rgaos (SIES, 1991, ABDALLA, 1993; VALAVANIDIS et al, 2006).
Estas alteracdes, quando na estrutura das proteinas, causam sua oxidacdo,
principalmente dos grupos amina e tiol, levando a sua inativacdo. A oxidagdo do
DNA pode alterar também a expressao dos genes (LAWRENCE & HEMINGWAY,
2003). As ERO também podem resultar na peroxidacdo de lipidios, gerando danos
irreparaveis a célula e podendo leva-la a morte ou a diminui¢do da sua sobrevivéncia
e levando o préprio organismo a morte (KOTKAT et al., 1999; VALAVADINIS et al,
2006).

O fenol, assim como outros xenobidticos, deve ser metabolizado pelos
sistemas biolégicos para ser transformado em um produto menos lipofilico, e entdo,
poder ser excretado. Este processo de metabolizacdo de drogas ou xenobibticos é
chamado de biotransformacdo, e tem sua maior atividade no tecido hepatico
(PORTER & COON, 1991). O processo de biotransformacado é divido em duas fases.
As reacOes fase I tém como objetivo introduzir ou expor grupos funcionais no
xenobidtico através de reacdes de oxidagdo, reducdo ou hidrélise. Estes grupos
funcionais os tornardo mais soluveis. As reagdes de fase II tém como objetivo
conjugar o xenobidticos com moléculas como o acido glicurdnico, sulfato, glutationa
reduzida, aminoécidos ou acetato. O conjugado formado normalmente é inativo ou
menos ativo. Todavia o produto a ser excretado pode ter sido formado somente pela
fase I ou fase II ou pelas duas fases (WILEY & SONS, 2004).

O fenol pode ser eliminado dos peixes na forma de fenol, hidroquinona, fenil
sulfato, fenil glicuronideo e hidroquinona sulfato (NAGEL & URICH, 1980;
LAYIWOLA & LINNECAR, 1981, NAGEL, 1983; KOLANCZYK & SCHMIEDER,
2002; SOLEM et al., 2003).

Em peixes, particularmente com as espécies neotropicais, existem poucos
estudos sobre o metabolismo antioxidante, o processo de biotransformacdo e os

efeitos em peixes, entretanto, o ambiente aquatico recebe diariamente muitos



poluentes, como o fenol, com potencial para causar estresse oxidativo
(VALAVANIDIS et al, 2006). Este dano pode ser consideravel em especial por serem
0s organismos aquaticos, pois estes sao mais sensiveis aos toxicos que 0s organismos
terrestres (TISLER & ZAGORC-KONCAN, 1997).

A sensibilidade ao fenol é espécie especifica e ha poucas informagdes sobre as
espécies de peixes neotropicais, e os poucos estudos existentes indicam que pode
causar sérias alteragdes fisiolégicas e bioquimicas, tais como, diminui¢do do consumo
de alimento e conseqiiente diminui¢do da capacidade de sobrevivéncia e estes fatores
podem ser refletidos na populacdo e na produgao de peixes; este trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos do fenol em matrinxa, uma espécie de importante interesse

econdmico e ecolégico.



2 REVISAO

2.1 Consideragdes gerais

Os organismos aquéticos, como peixes, crustaceos, bactérias e algumas algas,
vém sendo cada vez mais utilizados como forma de avaliar a qualidade da 4gua, pois
eles estdo intimamente ligados as variacdes do ambiente. Os peixes, por se
mostrarem mais sensiveis a essas variagdes, tém sido considerados para esse tipo de
avaliagdo os melhores indicadores (TISLER & ZAGORC-KONCAN, 1997).

O Brasil apresenta uma das maiores faunas de peixes de 4gua doce do mundo,
muitos apreciados para o consumo humano. Nas tltimas décadas a piscicultura tem
se despontado como uma forma alternativa de producdo de peixe, que prioriza
algumas espécies de interesse econdmico e diminui a pesca predatéria nos rios.
Segundo a Secretaria Especial de Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2007), o ramo da
aquicultura no Brasil tem apresentado um excelente crescimento de
aproximadamente 9% ao ano quando comparado a pesca (1,4%) e a producdo de
animais terrestres (2,8%). O potencial do Brasil é imenso para a aqtiicultura, pois
apresenta uma area costeira de 8.400 km de costa maritima, 5.500.000 hectares de
reservatorios de aguas doces, aproximadamente 12% da dgua doce disponivel no
planeta, clima extremamente favordvel para o crescimento dos organismos
cultivados, terras disponiveis e baratas na maior parte do pais, mado-de-obra
abundante e crescente demanda por pescado no mercado interno (BRASIL, 2007). A
piscicultura, segundo o MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE (BRASIL, 2005a), no
ano de 2004 ja era responsavel por 26,5% da producdo nacional de pescado no Brasil,
sendo a tildpia a espécie de maior producdo nacional. Dentre as espécies mais
produzidas pode-se citar a Tilapia (Oreochromis niloticus), Pacu (Piaractus
mesopotamicus), tambaqui (Colossoma macropomun), Curimbata (Prochilodus nigricans)

carpa (Ciprinus carpio), matrinxa (Brycon amazonicus) entre outros (BRASIL, 2007).



2.2 Brycon Amazonicus

O Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829) (FIGURA 1) é um teledsteo de
adgua doce origindrio da bacia amazonica, conhecido como matrinxa. O género
Brycon pertence a familia Bryconidae, ordem Characiforme e superordem
Ostariophysi. O matrinxd era anteriormente chamado de Brycon -cephalus
(GUNTHER, 1869), porém novos estudos definiram que B. cephalus e B. Amazonicus
eram a mesma espécie, e 0 nome mais antigo se manteve. (LIMA, 2007). B.
Amazonicus é uma espécie cada vez mais cultivada no Estado de Sdo Paulo, ao
mesmo tempo em que hd um crescente aumento da poluicdo de suas aguas devido
principalmente ao aumento da atividade industrial e agricola (CETESB, 2007).

B. amazonicus é um peixe de piracema, portanto é reofilica, que necessita nadar
contra a correnteza dos rios para migrar e realizar a desova, entre dezembro e
fevereiro. No auge de seu desenvolvimento pode chegar a pesar 4 quilos e alcanca
sua maturidade sexual com cerca de trés anos de idade. Seu corpo é alongado com
uma coloracdo escura na regido dorsal até o pedianculo caudal. A regido lateral e a
parte ventral apresentam uma cor prateada intensa (FIGURA 1). As nadadeiras
apresentam-se sempre com uma marcante pigmentacdo preta. A coloracao desse
animal varia muito pouco ao longo do seu desenvolvimento de jovem a adulto
(ZANIBONI FILHO et al, 1986). E um peixe considerado onivoro com uma
preferéncia a herbivoria. Uma anélise do seu trato intestinal revela uma grande e
variada quantidade de frutos e insetos (VAL & HONCZARYK, 1995).

O matrinxa, diferentemente de outros peixes amazodnicos apresenta boa
aceitacdo de ragdo comercial e vem sendo criado em diversas regidoes do pais. Por
isso, hoje existe um interesse crescente sobre essa espécie devido a seu grande
potencial para piscicultura (CASTAGNOLLI, 1992). Segundo ZANIBONI-FILHO e
colaboradores (2006) o matrinxa tem 6tima aceitabilidade no mercado, devido ao
agradavel sabor da carne, crescimento inicial rapido e de facil manuseio. Além disso,
por ser onivoro com tendéncia ao consumo de produtos de origem vegetal, sua racdo
pode ter um baixo custo, todavia a larvicultura apresenta um intenso grau de

canibalismo. Desta forma estudos com o objetivo de melhorar o manejo da espécie



podem levar o matrinxd a se tornar tdo competitivo no mercado como a tilapia
(ZANIBONI-FILHO et al, 2006).

Esta espécie também tem respondido positivamente ao uso do exercicio no seu
cultivo, apresentando um melhor desempenho de crescimento com menor gasto
protéico para a sua manutencao energética quando submetido ao exercicio aerébico
de longa duracdo (nado contra a corrente), o que demonstra que boas préticas de
manejo podem aumentar a velocidade de seu crescimento (HACKBARTH &
MORAES, 2006; ROJAS; 2007).

O ambiente natural deste género no Brasil vem sendo ameacado pelo o
desmatamento da mata ciliar, pela constru¢do de barragens nos rios para
implantacdo de usinas hidroelétricas e a poluicdo industrial. Em seu ambiente
natural, o género Brycon que vem sendo mais ameacado é a piracanjuba (Brycon
orbignyanus) na Regido Sudeste, a piabanha (Brycon insings) no Rio Paraiba do Sul e o
matrinxa (B. amazonicus) na bacia amazonica (MENDONCA, 1996).

Com relacdo a pesca, em 1997, 5300 toneladas de matrinxa foram capturadas
no Brasil, sendo 70% capturado no estado do Amazonas (BRASIL, 1997). O comércio
de matrinxa representa 7% do total de peixes consumidos nessa regido. Se, por um
lado, esse niimero mostra a importancia do pescado para a economia de algumas
regides, ele também é representativo do grande impacto que a pesca causa nos
estoques naturais. Neste cendrio, a piscicultura pode surgir como uma alternativa
viavel a pesca. Matrinxd é criado principalmente na regido norte, com maior
destaque para o estado do Amazonas e na regido sudeste, no estado de Minas Gerais

e Sao Paulo (BRASIL, 2007).



FIGURA 1- Brycon amazonicus, matrinxa

2.3 Fenol em ambientes aquaticos

O Relatério da CETESB sobre a qualidade de dgua do Estado de Sao Paulo do
ano de 2002 (CETESB, 2003) indicou que os valores de fenol estavam acima do valor
maximo permitido pela legislacdo dada pela Resolucdo CONAMA da época, n.
20/1986 (BRASIL, 1986), que era de 0,001 mg/L. A Cetesb verificou, em avaliagdes ao
longo do ano, que em varias bacias hidrogréficas do estado este produto quimico
estava em concentragdes elevadas.

No inicio deste projeto o méximo permitido pela legislacdo brasileira, dada
pela Resolugao CONAMA n. 20 (BRASIL, 1986) para os niveis de fendis para agua de
classe I, (destinadas a protecdo da vida aquatica entre outras) eram de 0,001 mg/L.
Esta resolucdo regulamentava uma série de substancias, determinando a
concentracdo maxima permitida das mesmas nas diferentes classes de dgua. O valor
que era permitido para fendis é considerado super toxico segundo o indice de
toxicidade do VIRGINA COOPERATIVE EXTENSION (1999). Entretanto, em 2005
foi homologada uma nova resolugdo CONAMA ntimero 357 (BRASIL, 2005b), para
regulamentar novos valores, e a concentragdo maxima permitida de fendis totais em
aguas da classe I, que sdo as destinadas a conservacdo da vida aquatica, passou para

0,003 mg/L. A Resolucado CONAMA sofreu uma série de alteragdes, segundo a



CETESB (2007) representou importantes avangos em termos técnicos e institucionais
para a gestdo de recursos hidricos e o controle de poluicao, entre eles:

- Modernizagao do texto legal;

- Utilizacdo dos ensaios ecotoxicolégicos e toxicolégicos, como parametros de
avaliacdo de agua, além das tradicionais variaveis fisico-quimicas, promovendo uma
abordagem mais abrangente para o controle da poluicdo.

- Insercao de mais 180 varidveis de qualidade de aguas e revisao das atuais;

- Inser¢ao de um capitulo mais completo de definicdes.

- Definigdo mais clara e objetiva para os usos estabelecidos, para cada uma das
classes de dgua.

- Estabelecimento de novas classes para aguas salinas e salobras, ampliando as
possibilidades de gestdao ambiental dos recursos hidricos nos ecossistemas aquaticos
(CETESB, 2007).

Atualmente a nossa legislacao segue o padrao da legislacao Norte Americana
(EPA-US, 2007), na qual o valor maximo permitido de fenol também ¢é de 0,003
mg/L.

Entretanto, os valores encontrados do fenol nas bacias hidrograficas do estado
de Sao Paulo, variavam entre valores maiores que 0,001 mg/L como, por exemplo, na
bacia da Mantiqueira e, de 0,003 mg/L até 0,011 mg/L na maioria das outras bacias
(Pardo, Piracicaba/ Capivari/ Jundiai, Alto Tiete, Baixada Santista, Mogi-Guacu,
Sorocaba/ Médio Tiéte, Ribeira-Iguapé, Baixo Pardo, Turvo/ Grande, Tiete/batalha,
Médio Paranapanema, Baixo Tiete, Aguapei, Peixe) e chegando a valores de 0,53
mg/L no Pontal de Paranapanema (CETESB, 2005).

Estudos sobre a toxicidade aguda para o fenol para as espécies brasileiras sao
escassos e, mesmos assim, a legislagdo foi modificada aumentando em 3 vezes os
valores previamente estabelecidos. Sendo assim, ndo sabemos até que ponto essa
modificacdo na lei gerara importantes avancos em termos técnicos e institucionais

para a gestdo de recursos naturais.
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2.3.1 Fenol

O fenol é um composto que esta presente em diversos efluentes industriais de
diversos tipos, tais como: indudstria quimica, de 6leo, de ago, de plastico, de fibras
sintéticas, de detergentes, de pesticidas, industrias de beneficiamento de madeira,
induastrias farmacéuticas, produtoras de papel, refinarias de carvdo e de petrdleo;
industrias de explosivos e téxteis entre outras (BRUCE et al, 1987). Além disso, o
fenol é produto intermedidrio do metabolismo do benzeno, outro composto
aromatico freqiientemente encontrado em efluentes industriais, principalmente em
processos ligados a combustiveis fésseis (JENNINGS et al 1996).

Em paises altamente industrializados com os Estados Unidos da América, por
exemplo, mais de 1,361 bilhoes de quilos de fenol sao produzidos por ano (SRI, 1988).
A exposicdo dos peixes ao fenol pode se dar ndo s6 em corpos d'dgua naturais, mas
ainda em sistemas artificiais de cultivo, tais como as pisciculturas, pois estes poderao

utilizar 4gua que pode estar contaminada pelo fenol.
2.3.2 Toxicidade dos Fenois

O fenol (FIGURA 2), também conhecido como acido carbélico, acido fénico,
hidroxi-benzeno e hidroxi-fenil, é um composto organico e lipofilico, que geralmente
ndo ocorre naturalmente nos corpos de agua. E considerado um xenobidtico,
portanto, um produto téxico para os organismos vivos, sendo menos lipossolavel
que os seus derivados como os nitrofendéis, alquilfendis e clorofenéis (KISHINO &
KOBAYASHI, 1996). O fenol é também um dos intermediarios do metabolismo de
benzeno, que também é muito téxico (HIRAKU & KAWANISHI, 1996).

OH OH

FIGURA 2 - F6rmula Plana do fenol
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Estudos sobre o acimulo de fenol em tecidos de peixes foram realizados por
MUKHERJEE e colaboradores (1990), e demonstraram que o fenol se acumulou em
alguns tecidos de Ciprinus carpio (carpa). NAGEL (1983) também verificou uma
concentracao de 10 mg de fenol /kg em peixe-dourado (Carassius auratus) apés 20
minutos da exposicdo a um meio contendo fenol a 20 mg/L . Outro estudo realizado
com pentaclorofenol (PCP) mostrou que apés uma exposicdo de 96 horas, a uma
concentracdo de 0,1 mg/L, o figado da enguia européia (Anguilla anguilla) apresentou
uma concentragdo de PCP 300 vezes maior do que a ambiental, e que tracos de PCP
ainda foram encontrados no figado, mesmo apdés 69 dias de recuperacdo
(HOLMBERG et al., 1972). O fenol pode ser excretado, na forma de fenol, ou fenil
sulfato ou fenil glicuronideo (NAGEL, 1983).

Para o homem, o fenol é considerado um grande veneno tréfico, causando
efeito de cauterizagdo no local com que entra em contato. Os resultados de
intoxicagdao sao; nauseas, vomitos, dores na cavidade bucal, na garganta e estomago.
Inicialmente, ha uma excitagdo seguida de depressdo, queda de pressdo arterial,
desenvolvimento de coma, convulsdao e edema dos pulmodes (CETESB, 2003). Nas
hemécias de humanos o fenol e o catecol podem causar hemodlise e
metahemoglobinemia (BUKOWSKA & KOWALSKA, 2004), porque, assim como
alguns compostos fenélicos, o fenol pode reagir com a hemoglobina, agindo como
doador de elétrons, causando a autoxidacdao da hemoglobina em metahemoglobina,
sendo a hidroquinona e o resorcinol os maiores doadores de elétrons (WALLACE &
CAUGHEY, 1975). Segundo estes autores, os fendis entre outras drogas “oxidantes”
causam a formacdo de perdxidos através da doagdo de um elétron para o oxigénio
(O2) e o outro elétron é doado pelo ferro da hemoglobina, causando a formagao de
metahemoglobina e de peréxido.

Alguns estudos indicam que os fenéis também podem afetar a respiracdo
mitocondrial, o potencial de membrana ou a transmissdo sindptica, o que explica a
sua neurotoxicidade (KAILA, 1982). A hidroquinona também pode causar uma agao
genotdxica em ratos, pois hd um aumento na freqiiéncia de microntcleos (JAGETIA
&ARUNA, 1997; YU & ANDERSON, 1997), entretanto, embrides de hamster

mostraram ser mais sensiveis ao catecol que ao fenol, a hidroquinona e ao benzeno.
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Estes mesmos quatro tipos de fendis causaram mutacoes em genes em células
embrionarias de hamester (TSUTSUI et al, 1997).

A linhagem de células de eritroblastos de galinha HD3 expostas ao fenol,
benzeno e catecol mostrou que estes toxicos tém potencial para causar alteragdes
morfolégicas dos leucécitos (WAN & WINN, 2004). A acdo estrogénica nas células
cancerigenas de origem mamadria da linhagem MCF-7 foi verificado na presenca de
bromofenoéis (OLSEN et al., 2002).

Existem poucos estudos que mostram quais sdo os efeitos do fenol nos
organismos aquéticos. Porém, o fenol é mais toxico para os peixes que para bactérias
e algas verdes (clorofitas) unicelulares (TISLER & ZAGORC-KONCAN, 1997), e seu
modo de acgdo varia para diferentes espécies, assim como, seus efeitos sdo dose-
dependente (SCHUURMANN et al., 1997).

A entrada do fenol é feita passivamente pelas branquias como foi observado
em peixe-dourado C. auratus (KISHINO & KOBAYASHI, 1996). Esses autores
sugerem que nos peixes ocorre a formagdo de uma ponte de hidrogénio entre o
grupo OH dos fendis e componentes da membrana da branquia, e que essa interacdo
quimica desempenha um papel relevante no processo de absor¢ao dos clorofendis.

Os fenois de modo geral podem fazer com que haja uma queda no consumo
de ragdo, no peso e na fertilidade em tildpia O. mossambicus (SAHA et al., 1999).
Alguns estudos indicam que o fenol causa mudancas no metabolismo de carboidrato
e de proteina em Notopterus notopterus (GUPTA et al., 1983). Este mesmo resultado foi
encontrado em matrinxa exposto ao fenol, no qual foi verificado um aumento no
catabolismo de proteinas e carboidratos (HORI et al., 2006).

CHAGNON E HLOHOWSKY] (1989) verificaram que a exposi¢do de peixe
Campostoma anomalum a concentragdes subletais de fenol causou uma diminuicao a
da tolerancia as variagdes de temperatura. Em carpas, C. carpio, o fenol levou a um
decréscimo do indice gonadossomético e um aumento nos valores de colesterol no
ovério, indicando uma redugdo da producao de estrégenos (KUMAR & MUKERJEE,
1988). Também em carpa, um outro estudo comparando fenol, hidroquinona e

catecol mostrou que a hidroquinona é imunotéxica (TAYSSE et al., 1995).
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2.4 Metabolismo de drogas ou xenobiéticos

Os xenobidticos, além de serem absorvidos pelas branquias, como é o caso do
fenol, também podem entrar pelo sistema digestério através da alimentagdo ou
ingestdo de agua. Ap6s a absorcado, os xenobidticos sdo transportados pelo sangue, e
assim, alcancam todos os 6rgaos do peixe, podendo se estocar nas gorduras, no

tigado, no rim e no musculo (FIGURA 3) (HEATH, 1987).

Caminho dos xenobidticos em peixes

.0.0000COQO0.0COQO0.0.0000‘OQOOOOCO*

Corrente sanguinea

Agua +
xenobidtico

Reserva de
lipidios

Tecidos

Branquias

FIGURA 3 - Caminho do fenol em peixes.

Os xenobidticos podem entrar em contato direto com macromoléculas,
interagindo com DNA, proteinas e lipidios causando efeitos genot6xicos, oxidacao de
proteinas e peroxidacdo de lipidios. Os xenobitticos também podem formar espécies
reativas de oxigénio, que também causam danos as moléculas de DNA, proteinas,
como também causam peroxidacdo de lipidios das membranas das células. Todos
estes processos podem levar a uma diminuicdo da atividade do sistema imunolégico,
tornando o organismo mais susceptivel as doengas, podendo diminuir a capacidade
de reprodugdo, e assim atingir a populacdo. Alguns xenobiéticos, além de se serem
lipofilicos, e se bioacumularem por um tempo no organismo, podem também se
biomagnificar, permanecendo na cadeia tréfica, como mostra a FIGURA 4

(LAWRENCE & HEMINGWAY, 2003).
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O Matrinxa é um peixe de piracema e necessita metabolizar os lipidios
durante a fase reprodutiva. Como o fenol tem capacidade lipofilica, ele também pode
causar intoxicagdo durante este periodo de reproducado, diminuindo até a progénie,
pois nesta fase sabemos que os peixes utilizam a sua reserva de lipidios para este

Pprocesso.

| Exposure |

L
| Absorption at Portals of Entry |

h J

| Distribution to Body }—pl Excretion
k [

L T F
Metabolism to Metabolism to Metabolism to
More Toxic Less Toxic Conjugation
Metabolites Metabolites Products
3 L
Distributicn

.

Interaction with Macromolecules

(Prateins, DNA, RNA, Receptors.etc) Turnover
and Repair

Toxic Effects
(Genetic, Carcinogenic, Reproductive, Immunologic, etc)

FIGURA 4 - Esquema mostrando um modelo do caminho dos xenobiéticos e seus

possiveis efeitos (HODGSON , 2004).

2.4.1 Biotransformacgao

Os xenobiéticos, assim como o fenol, os fdrmacos e também alguns end6genos,
tais como, esterdides, acidos graxos insaturados como os eicosandides e acido
retindico precisam ser metabolizados para serem eliminados com maior facilidade
pelos rins e branquias. O objetivo desta metabolizacdo é tornad-lo mais hidrofilico
para facilitar a sua excrecao (PORTER & COON, 1991), permitindo que ele fique
pouco tempo dentro do organismo, a fim de evitar e /ou diminuir seus efeitos

(FIGURA 5). Na maioria das vezes estes processos transformam os xenobidticos em
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produtos menos toxicos, porém em alguns casos os produtos biotransformados sao
mais toxicos que a substancia original, como é o caso, por exemplo, dos produtos de
biotransformacgao do paration e do benzo[a]pireno. Muitos farmacos sdo na realidade
pro-farmacos que ao serem metabolizados tornam-se ativos.

Esta metabolizacdo dos xenobidticos é chamada de biotransformacao e ela
pode ocorrer em vérios tipos celulares como as células do trato intestinal e rins, mas,
ela ocorre principalmente no figado. O metabolismo dos xenobiéticos é chamado de
biotransformacdo e é dividido em fase I e fase II. Em geral, as reacdes de fase I
introduzem ou expdem um grupo funcional no xenobiético e as reagdes da fase Il sao
de conjugacdo com compostos enddgenos. A conjugacdo é uma ligacdo covalente
entre o grupo funcional do xenobiético com, por exemplo, um 4cido glicurénico, um
sulfato, uma glutationa reduzida, um aminodcido ou um acetato. Geralmente o

conjugado é inativo. Todavia, o produto a ser excretado pode ser formado somente

pela fase I ou fase II ou pelas duas fases (HODGSON , 2004).

Lipofilico Hidrofilico

..................................................’

Oxidacio, redugio

e hidrélise conjugacio
enobiotico) ) Pr‘odut'os e | Produtos
primarios secundarios

N
=

FIGURA 5 - Esquema da biotransformacdo de xenobidticos em seres vivos.

2.4.2 Biotransformacao de fase I

A monooxigenacao catalisada pela familia dos citocromo P450 é a principal

reacdo da fase I do metabolismo dos xenobidticos. Esta familia esta ligada a uma
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familia de genes presente em quase todos os seres vivos, e dada a evolucdo, hoje
essas enzimas sao capazes de realizar ligacdes com diferentes tipos de xenobidticos.
As enzimas de citocromo P450 sdo hemoproteinas de membrana, que apresentam seu
grupo heme localizado na membrana do reticulo endoplasmatico liso das células.
Estas hemoproteinas, em mamiferos ficam muito préximas de outra proteina da
membrana, a NADPH citocromo P450 redutase, em uma razdo de aproximadamente
10 moléculas de citocromo P450 para uma de redutase (GILMAN, 1996).

A P450 redutase é uma flavoproteina e contém quantidades eqiiimolares do
mono nucleotideo flavina (FMN) e do dinucleotideo de flavina-adenina (FAD), que
servem como doadores de elétrons necessérios para as reagdes de 6xido-redugao. A
interacdo do citocromo P450 com a P450 redutase é facilitada pela camada de lipidios

na qual estdo contidos (FIGURA 6).

FIGURA 6 - Esquema mostrando a transferéncia de elétrons do NADPH para o
citocromo P450, catalisada pela enzima citocromo P450 redutase (ORELLANA &
GUAJARDO, 2004).

As reacoes de Oxido-reducdo catalisadas pelo sistema de monooxigenases
microssomais requerem a hemoproteina de citocromo P450, a NADPH citocromo
P450 redutase, o NADPH e o oxigénio molecular. O objetivo do sistema de
monooxigenases é oxidagdo, nas quais um atomo de oxigénio molecular é reduzido a
agua e o outro é incorporado ao substrato (RH), tornando este, por sua vez, mais

reativo e hidrossoltvel e, sendo o NADPH o doador de equivalentes de redugao.
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RH + O, + NADPH + HY —— NADP* + ROH + H,0.

O xenobidtico, enquanto substrato, reage com a forma oxidada (Fe3*) do
citocromo P450 para formar um complexo enzima-subtrato. O citocromo P450
redutase aceita um elétron do NADPH que, por sua vez, reduz o complexo oxidado
citocromo P450-xenobiético. O complexo citocromo P450 substrato reduzido (Fe?*)
reage, entdo, com oxigénio molecular e com um outro elétron do NADPH doado
através da mesma flavoproteina redutase para formar uma espécie de oxigénio
ativado (GOAPTAR et al., 1995).

Quando o ferro é reduzido, ele pode se ligar ao monéxido de carbono (CO) e
passa a absorver luz no comprimento de onda de 450 nm (GOAPTAR et al., 1995) o
que confere o nome de citocromo P450. Nas etapas finais, um atomo de oxigénio é
liberado como agua e o outro é transferido para o xenobiético. Apéds a liberagdo do
substrato oxidado, a enzima citocromo P450 é regenerada. Durante as reagdes em que
o ferro é reduzido pode ocorrer o vazamento de espécies reativas de oxigénio, como
mostra a FIGURA 7 (PORTER & COON, 1991; WINSTON 1991, HODGSON, 2004;
VALAVADINIS et al, 2006). As espécies reativas de oxigénio que podem ser
formadas sdo d&nions superdxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxil
(GOEPTAR et al., 1995). As biotransformagdes oxidantes catalisadas pelas
monooxigenases do citocromo P450 incluem ainda a hidroxilagio de cadeia
aromatica lateral; N-, O-, S-desalquilacao; N-oxidacdo, sulfoxidacdao; N-hidroxilagao,
desaminagdo; desalogenacdo e dessulfatacao (PORTER & COON, 1991).

Existem outras enzimas oxidativas que sdo a monoaminooxidase (MAO) e a
diaminooxidase (DAO) que sdo mitocondriais e desaminam por oxidacdo aminas
primdrias e aldeidos. A MAO esta envolvida no metabolismo das catecolaminas e
alguns antidepressivos sao seus inibidores, e podendo interferir no metabolismo de
outras drogas. A DAO metaboliza histamina (HODGSON, 2004).

Foram identificadas 18 familias de genes do citocromo P450 nos seres

humanos e, com freqiiéncia, existem varias enzimas do citocromo P450 em uma
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tnica célula. O sistema de classificagdo padrao da familia multigénica dos citocromos
P450 baseia-se na semelhanca da seqiiéncia de aminoacidos das proteinas
individuais. Os membros de uma familia de genes possuem mais de 40% de
aminodcidos semelhantes. Uma determinada familia de citocromo P450 divide-se em
subfamilias, de modo que as seqiiéncias protéicas dentro da mesma familia tém
semelhanca superior a 55%. As familias 1, 2 e 3 de genes de citocromo P450 (CYP1,
CYP2, CYP3) codificam as enzimas que participam da maioria das biotransformagdes

(GILMAN, 1996).
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FIGURA 7 - Esquema simplificado do mecanismo de acdo do citocromo P450. Neste
ciclo, inicialmente, o citocromo aparece com o ferro oxidado, RH e ROH sao o
substrato e o produto, respectivamente. E um ciclo de oxido-redugéo, com a geracao

de Oz e H2O2 (ORELLANA & GUAJARDO, 2004).

Segundo WINSTON (1991), o metabolismo de desintoxicacdo de xenobibticos
de peixes é muito similar ao de mamiferos. Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
bagre do canal (Ictalurus punctatus) entre outros também foi identificada a familia
CYP1A, indicando que as enzimas envolvidas durante a biotransformacao de fase I
sao bons indicadores de aumento de poluentes na dgua com benzo[a]pireno,
hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos entre outros (MURPHY & GOOCH, 1997;
WILLIAMS et al, 1998; JUNG et al, 2000).
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Uma das formas de se medir a atividade das monooxigenases hepaticas é
através a atividade especifica da enzima 7-etoxicumarina-O-desetilase (ECOD), pois
em humanos, o substrato etoxicumarina pode ser usado “in vitro” para medida da
atividade do CYP da subfamilia 2A. Esta enzima faz a O-desalquilacdo da 7-etoxi-
cumarina em 7-hidroxi-cumarina e etanal (ORELLANA & GUAJARDO, 2004). A 7-
etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) é a forma de determinar a atividade do CYP da
subfamilia 1A que faz a O-desalquilacao da 7-etoxiresorufina em 7-hidroxi-resorufina
e etanal (ORELLANA & GUAJARDO, 2004).

Segundo STEGEMAN (1989), em peixes a etoxiresorufina é metabolizada pela
enzima codificada pelo CYP1Al, e que a seqiiéncia de aminodcidos desta enzima em
peixe é homologa a CYP1A1l e CYP1A2 de mamiferos. Em peixes é comum medir
CYP pela atividade da EROD e da ECOD como biomarcadoras, principalmente, em
ambientes contaminados (MURPHY & GOOCH, 1997, BAINY et al, 1999;
MALMSTROM et al., 2004). Em truta arco-iris, O. mykiss, expostas a p-naftolflavona e
2,3,7,8 tetraclorodibenzeno-p-dioxina houve um aumento da atividade de EROD no
tigado (PERSONEN & ANDERSON, 1991).

Outra forma de medir a atividade do citocromo P450 é medir diretamente a
concentracdo do citocromo P450. LEITAO e colaboradores (2000) mediram a
concentracdo deste em matrinxd, assim como, a atividade da EROD. Apesar de o
matrinxd apresentar uma concentracao total de citocromo P450 menor quando
comparada a outros peixes, esses autores observaram uma atividade de EROD

consistente com a atividade descrita para peixes ou mesmo para ratos.

2.4.3 Biotransformacao de fase II

As reagdes da fase Il sdo as de conjugacdo. A principal caracteristica destas

reacgoes € a sua necessidade de energia.
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2.4.3.1 Uridina difosfato glicuronosil transferases (UDPGT)

A glicuronidagdo é a reagdo de conjugacdo mais importante em termos
quantitativos. A wuridina difosfato glicuronosil transferases (UDP-glicuronosil
transferases) catalisa a transferéncia de uma molécula de acido glicurénico ativada
para alcoois aromaticos e alifaticos, acidos carboxilicos, aminas e grupos sulfidrilas
livres de compostos exdgenos para formar os conjugados O-, N- e S- glicuronideos
(FIGURA 8). A maior solubilidade dos conjugados de glicuronideos facilita sua
eliminagdo na urina ou na bile. Ao contrdrio de muitas reacdes da fase II, que sao
citoplasmaticas, as UDP-glicuronosil transferases sdo microssdmicas (GILMAN,

1996).
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FIGURA 8 - Reagao de conjugacdo envolvendo acido glicurénico e a enzima UDPGT

(HODGSON , 2004).

Em peixes, existem multiplas isoformas de UDPGT com funcdo similar e
propriedades semelhantes as dos mamiferos (CLARKE et al 1992b). A atividade
desta enzima pode ser encontrada no tecido hepético, renal, intestinal e branquial,
sempre na fracdo microssomal, sendo a hepatica a de maior atividade (CLARKE et
al, 1992a). A atividade da UDPGT foi induzida em truta arco-iris pela B-
naftoflavona, assim como o aumento da atividade da EROD, a expressao do mRNA

para CYP1A1 e GST (CELANDER et al, 1993).
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2.4.3.2 Sulfotransferase - SULT

A sulfatagdo também é uma reagdo importante de conjugacdo para os grupos
hidroxila. As sulfotransferases (SULT) citoplasmaticas catalisam a reagcao de
transferéncia do enxofre inorganico da molécula doadora 3" -fosfoadenosina -5
fosfossulfato (PAPS) ativada para o grupo hidroxila de fenéis e dlcoois alifaticos

(FIGURA 9) (GILMAN, 1996).

OH

ATP  PPi ATP  ADP =, .
/ll | 4-nitrophenol
M./ papS =

N OB N

'
\

50, L_,/:. APS

| |
Sulfotransferase :| | Sulfatase

i j:rso; /
4
PAP c/ \\‘*‘ ﬂ’“ﬁ --F/_,
- 4-nitrophenol
T sulfate

N,

FIGURA 9 - Reacao de conjugacao envolvendo o sulfato e a enzima sulfotransferase

(HODGSON, 2004).

A capacidade relativa e a afinidade das glicuronosil transferases e das
sulfotransferases levam a formacdo de sulfatos fendlicos em baixas doses, mas
favorecem a formagao altas doses de glicuronideos (HODGSON , 2004).

Os estudos com sulfotransferases em peixes sdo mais raros que com as
UDPGT e GST. A enzima sulfotransferase e UDPGT e EROD foram determinadas em
bagre (Ictalurus punctatus) e fandulo (Fundulus heteroclitus) expostos ao 3- MC (3
metilcolantreno) e os resultados obtidos mostraram que o bagre apresentou a
inducao da SULT, UDPGT e EROD. Ja em fandulo houve indu¢cdo da UDPGT. Neste
estudo, o método de deteccdo por Western blot mostrou que a SULT ndo foi
detectada no fandulo (GAWORECKI et al.,, 2004). A sulfotransferase hepética de
bagre apresentou alta afinidade pelo 3-, 7-, 9- benzo[a]pireno (TONG & JAMES,
2000).
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2.4.3.3 Glutationa -S- transferase - GST

Segundo GILMAN (1996) a conjugacdo de metabdlicos eletrofilicos de
xenobidticos com o tripeptidio glutationa reduzida (FIGURA 10) representa a

principal via de desintoxicagdo de drogas e carcinogénicos.
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FIGURA 10 - Glutationa reduzida (HODGSON , 2004).

As enzimas glutationa-S-transferases (GST) (FIGURA 11) que catalisam essas
reacdes de conjugacdo sdo membros de uma familia multigénica e se expressam
praticamente em todos os tecidos. Os conjugados da glutationa reduzida sao clivados
até derivados de cisteina e depois acetilados por uma série de enzimas situadas
principalmente no rim, para dar origem a conjugados da N acetilcisteina chamados
de acidos mercaptuaricos. Os derivados do acido mercaptirico sdao os metabolitos

finais excretados pela via urindria (GILMAN, 1996).
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FIGURA 11 - Reacdo de conjugacdo da glutationa reduzida com o CNDB realizada
pela enzima glutationa - S - transferase (HODGSON, 2004).

As GST sao enzimas diméricas de aproximadamente 25kd. Em mamiferos sao
classificadas em algumas classes: alfa (a), mi (p), pi (), sigma (o), theta (0), kappa

(x), e zeta (C). Esta classificacdo é feita de acordo com a afinidade por subbstrato
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especifico afinidade, clonagem, seqiiéncia de aminoédcido e cinética enzimaética
(LANDI, 2000).

A GST é uma enzima importante para verificar o aumento da conjugacao de
xenobiodticos, e é considerada um dos principais bioindicadores em ecotoxicologia.
Em peixes, as GST hepéticas sdo as enzimas de conjugacdo mais estudadas. Esta
enzima é estudada tanto para a conjugacdo de xenobidticos como no metabolismo de
estresse oxidativo. Em figado de bagre (C. punctatus) a GST total apresentou um
aumento da atividade e um declinio da atividade nas branquias e nos rins quando
exposto ao “paper mill”, ou seja, despejo de fabrica de papel (AHMAD et al., 2000).
Matrinxa quando exposto ao metil paration, apresentou um aumento na atividade da
GST total hepatica, muscular e branquial (MONTEIRO et al., 2006). O deltametrina
também levou a um aumento da atividade da GST total hepética em bagres (C.
punctatus) (SAYEED et al., 2003), assim como o nonilfenol, que elevou a atividade da
GST total hepatica de truta arco-iris (O. mykiss) (UGUZ et al., 2003).

A metilacdo e a conjugagdo com os aminoacidos glicina, glutamina e taurina
sdo reacdes menos comuns nos casos dos farmacos, mas representam eventos
importantes para substratos endégenos. Uma familia de N-acetiltransferase é

responsavel pela acetilacao de aminas, hidrazinas e sulfonamidas (GILMAN, 1996).

2.4.4 Biotransformacao do fenol em peixes

Apesar de o tecido hepatico ser o principal sitio de biotransformacao de
xenobidticos em peixes, o rim, o intestino e as células vermelhas também apresentam
mecanismos bioquimicos para metabolizar essas substancias (SOLEM et al., 2003;
ROCHE & BOGE, 2000; TONG & JAMES, 2000; McKIN et al., 1999). HODGSON &
GEORGE (1997) verificaram que a expressaio de mRNA das enzimas GST,
metalotionina, UDPGT, CYP1A e carboxiesterase em ovos de solha (Pleuronectes
platessa), indicando que desde a fase de ovo esta espécie pode se desintoxicar de
xenobiodticos.

Os mecanismos envolvidos na eliminagdo do fenol em peixes vém sendo

pesquisados em alguns trabalhos (NAGEL & URICH, 1980; LAYIWOLA &
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LINNECAR, 1981, NAGEL, 1983). Segundo estes autores, apds a exposicdo ao fenol,
brema (Abramis brama), peixe-dourado (C. auratus), gupi (Poecilia reticulata), minnow
(Phoxinus phoxinus), perca (Perca fluviatilis), pardelha-dos-alpes (Rutilus rutilus), rudd
(Scardinius erythropthalmus), tenca (Tinca tinca) e truta arco-iris (O. mykiss) excretaram
principalmente o fenil glicuronideo (PG), fenil sulfato (PS) e a hidroquinona sulfato.

Estudos sobre a biotransformacao hepética do fenol em truta arco-iris, O.
mykiss, e em carpa, C. carpio, indicam que os principais produtos formados desse
processo sdo a hidroquinona (1,4 dihidroxibenzeno ou quinol, HQ) e o catecol (1,2
dihidroxibenzeno ou CAT), e as taxas maximas de formagao encontradas para truta
arco-iris sdo de 6 pmols/min para HQ e 0,32 pmols/min para o CAT (KOLANCZYK
& SCHMIEDER, 2002; SOLEM et al., 2003).

MCcKIM e colaboradores (1999) ao expor truta arco-iris ao fenol verificaram
que o rim da truta arco-iris apresenta uma taxa maxima de elimina¢dao do fenil-
sulfato de 30 mL de plasma/h/kg, e que hidroquinona nao foi detectada na urina da
truta arco-iris, e sim de PS, PG e fenol. Esses autores sugerem que tanto a sulfatagao
quando a glicuronidagdo sdo caminhos para desintoxicagdo de compostos fendlicos e
produtos excretados apds a exposicao ao fenol corroboram essa hipétese. A acdo da
enzima fenol sulfotransferase pode ser limitada pela disponibilidade do PAPS ou
mesmo de sulfato inorgénico, e, portanto, a glicuronidacdo se torna a principal via de
conjugagao para excrecao do fenol apos 144 horas de exposicao (McKIM et al., 1999).

Em células hepéticas isoladas de trutas arco-iris, O. mykiss, expostas ao
pentaclorofenol (PCP) foi verificada também a formagao de PCP-glicuronideo e PCP-
sulfato. A atividade especifica da UDPGT, EROD e GST foi aumentada no figado de
carpa (C. carpio) ap0s a exposigao ao 3-metilcolantreno (TAYSSE et al, 1998)

Vale a pena ressaltar que a quantidade de téxico excretado por um dado
animal depende da disponibilidade do mesmo no plasma, e o fenol é um composto
que pode se ligar a diversas proteinas plasmaticas (SCHMIEDER & HENRY, 1988),
além de ser lipofilico.

A FIGURA 12 mostra os possiveis caminhos do fenol sofrendo uma
conjugacdo e sendo transformado em fenil glicuronideo, ou em fenil sulfato pela

UDPGT e sulfotransferase, respectivamente. Ele também pode sofrer uma
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hidroxilacdo e ser transformado em uma hidroquinona, que se mostra muito mais
toxica que o fenol (ROCHE & BOGE, 2000). Posteriormente, esta hidroquinona pode
ser transformada em monoglicuronideo de hidroquinona ou hidroquinona
monosulfato. Em todos estes casos, as diversas reacdes de biotransformacao

formaram produtos muito mais soltiveis e mais faceis de serem eliminados.
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FIGURA 12 - Principais produtos da biotransformacao do fenol (HODGSON, 2004).

Em ratos, o fenol também ¢é biotransformado em hidroquinona e catecol
(SAWAHATA & NEAL, 1983) no reticulo endoplasmatico liso hepético. Segundo
HODGSON (2004), 24 horas ap6s a intoxicagdo por fenol, o produto de excregao foi o
fenil glicuronideo. Ja em morcegos e macaco Rhesus foram o fenil glicuronideo e o
fenil sulfato. Em gatos, que ndo apresentam a enzima UDPGT, foram encontrados
somente fenil sulfato e hidroquinona sulfato. No homem, macaco de cheiro,
porquinho-da-india, hamster e ratos foram encontrados o fenil sulfato, fenil
glicuronideo e hidroquinona-glicuronideo. Entretanto, em furdes, coelhos e Gerbil
(esquilo da Mongo6lia) foram encontrados o fenil sulfato, fenil glicuronideo e a

hidroquinona sulfatada (HODGSON, 2004).
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2.5 Disttarbios nos drgaos de peixes.

A exposicao e o acimulo de xenobidticos pode levar a injurias nos tecidos, e
conseqiientemente, as disfun¢des dos 6rgaos em peixes. As disfun¢des dos 6rgaos
afetardao o bem estar dos peixes, e levardo as doengas. Existem diversas formas de
verificacdo dos disttirbios causados aos 6rgaos pelo fenol.

Os métodos de deteccao de disttrbios fisioloégicos podem ser biomarcadores
enzimdticos, os métodos histolégicos e andlises dos intermedidrios metabdlicos.
Muitos xenobiéticos causam sérias alteracdes histologicas principalmente nas
branquias, no figado, no intestino e no rim e a andlise histologica é considerado uma
ferramenta adequada para verificar os tecidos (LAWRENCE & HEMINGWAY, 2003).
Segundo WESTER e colaboradores (2002) o estudo das alteragdes histologicas em
peixes é um bom modelo para compreender os danos causados pelos xenobiéticos,
assim como, sdo as alteracdes histologicas consideradas bem sensiveis, e devem ser
utilizados como ferramentas para a avaliacdo de efeitos toxicos principalmente

ambientais.

2.5.1 Branquias

As branquias estdo dentre os 6rgaos mais atingidos pelos xenobiéticos, pois se
trata do primeiro 6rgao a entrar em contato com a dgua. Sendo assim, a avaliacdo das
branquias é de enorme importancia, pois este 6rgao é responséavel pela troca gasosa
(entrada de Oz e saida de COy), transporte de ions mono e divalentes, excrecdo de
produtos nitrogenados e entrada e excrecdo de varios xenobidticos. As branquias
também apresentam atividade de desintoxicacdo de xenobiéticos (HEATH, 1987).

As alteracdes mais comuns encontradas em branquias de peixes que foram
expostos a xenobidticos sdo a hipertrofia do epitélio e das células cloreto, necrose e
hiperplasia, assim como a displasia da cartilagem. Sdo também encontradas a
proliferacao das células de muco e a produgdo de excesso de muco, muitas vezes
como uma forma de defesa. Outras lesdes importantes em tecidos associados sao as

alteracdes no fluxo sanguineo, incluindo a congestdo vascular, aneurisma, trombos,
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telangiectasias e a constricdo dos sinuséides (LAWRENCE & HEMINGWAY, 2003).
Também ocorreu hiperplasia das células cloretos ao longo da lamela secundéria com
hiperplasia das células epiteliais interlamelares causando completa fusao da lamela

secunddria, necrose nas células epiteliais e reagdo inflamatéria nas branquias

(TRIEBSKORN et al., 2002).

2.5.2 Sangue

Apo6s a entrada pelas branquias, os xenobidticos alcancam o sangue, que tem
o papel fundamental de fazer o transporte de oxigénio, de diversas substancias e de
defesa do organismo. As células sanguineas de peixes sao produzidas pelo tecido
hematopoiético que esta localizado no rim. As células sanguineas sao compostas pela
série vermelha (eritrécitos), e série branca, porém os peixes ndo apresentam
plaquetas (HEATH, 1987).

Os xenobidticos causam efeitos nos eritrocitos de teledsteos, causando
alteragdes no transporte de ions, no metabolismo e na morfologia das células
(NIKINMAA, 1992). As alteracdes hematolégicas dao informagdes muito importantes
sobre a fisiologia dos organismos, pois podem indicar anemia e ou producao de
metahemoglobina (NIKINMAA, 1992; AVILEZ et al, 2004).

A anemia hemolitica foi diagnosticada em matrinxas, B. amazonicus exposto ao
nitrito (AVILEZ et al, 2004). Segundo HORI e colaboradores (2006), em matrinxas, o
fenol pode levar a um aumento do hematoécrito. Truta arco-iris também apresentou
aumento do hematdcrito, seguido do aumento de glicose apés exposicdo a 3,2 mg/L
de fenol por 2 horas, o cortisol aumentou na concentracdo 3,9 mg/L de fenol apés 2
horas de exposigao (SWIFT, 1981, SWIFT, 1982). Inje¢des intra-abdominais de fenol e
compostos fendlicos em Dicentrarchu. labrax por 3 a 15 dias mostraram um declinio
da hemoglobina total e hematécrito (ROCHE & BOGE 2000). Segundo BUKOWSKA
& KOWALSKA (2004) o fenol causou um aumentou nos valores de

metahemoglobina em hemacias humanas.
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2.5.3 Figado

O figado é um o6rgdo que apresenta a funcdo de conversdo de varios
nutrientes, estoque de glicogénio, sintese de proteinas importantes para o plasma,
secrecao de enzimas digestivas, destruicdo de hemadcias e metabolismo de
hormonios, além da formagao da bile. A bile apresenta varios produtos entre eles os
sais biliares que auxiliam na digestdo de gorduras, pigmentos biliares, que sao
produtos da degradacdo do grupamento heme da hemoglobina, xenobitticos e de
produtos do metabolismo dos mesmos (BRUMLEY et al, 1998).

O figado é o foco de estudos sobre as injurias causadas pelos téxicos, sendo o
6rgao mais estudado em ecotoxicologia (LAWRENCE & HEMINGWAY, 2003). As
principais alteracdes hepaticas estudadas sao aquelas que podem levar a formagao de
tumores como a degeneracdo do epitélio biliar, hepatécitos ou polimorfismos
nucleares, alteracdes celulares de foco (como a vacuoliza¢do), neoplasias benignas;
como adenoma dos hepatdcitos, tumor nos ductos biliares, e neoplasias malignas. O
segundo grupo de alteragdes sdo regeneragao dos hepatécitos, hiperplasia dos ductos
biliares e fibrose hepética, lesdes degenerativas locais e ou difusas como o aumento
da apoptose e surgimento de corpos hialina. O terceiro grupo de lesdes sdo de
estocagem e inflamagdes (LAWRENCE & HEMINGWAY, 2003).

Durante a exposicdo aos xenobiéticos que causam alteragdes histopatolégicas é
comum encontrar descricdes de infiltracao celular com processo de inflamagao,
degeneragdes, congestdo sangiiineas (GUL et al, 2004). TRIEBSKORN e
colaboradores (2002) verificaram que truta marrom (Salmo truta) submetida a dgua
poluida (que continha varios pesticidas, organoclorados, PCB, bifenil policlorado, e
PAH, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) da regido sul da Alemanha, mostrou
alteragdes na ultraestrutura do figado com pouco armazenamento de glicogénio,
vérias vesiculas, cisterna do reticulo endoplasmaético dilatada, muitas mitocondrias e
um aumento do niimero de macréfagos.

As lesdes no figado podem elevar os valores de atividade das enzimas
hepaticas no plasma. As principais enzimas utilizadas para diagnosticar lesdes no

figado sdo alanina aminotransferase (ALAT), aspartato aminotransferase (ASAT),
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lactato desidrogenase (LDH) (HEATH, 1987) e também GST (MULDER et al, 1997).
Quando a atividade destas enzimas é determinada no plasma, indica que o figado foi
lesado e a enzima foi extravasada para o plasma. No figado também é possivel
diagnosticar alteracdes do metabolismo hepatico através da atividade de enzimas
hepéticas como LDH, glutamato desidrogenase (GDH), piruvato quinase (PK),
fosfatase alcalina e &acida, bem como medir diretamente varios intermediarios
metabdlicos (HEATH, 1987).

Segundo VERMA e colaboradores (1982) Saccobranchus fossilis expostos por 30
dias ao tiotox e malation mostraram que estes xenobi6ticos inibiram a atividade das
fosfatase 4cida e alcalina e glicose-6-fosfato desidrogenase hepética. Matrinxa, B.
amazonicus exposto ao metil-paration apresentou queda da atividade ALAT no figado
com seu conseqiliente aumento da atividade no plasma (AGUIAR et al, 2004). HORI e
colaboradores (2006) também encontraram um aumento na atividade da ASAT e
queda na atividade da ALAT no figado de matrinxa exposto ao fenol, e diminuicao
da concentragdo dos aminodcidos livres e proteina total e aumento da concentracao
de amoénia mostrando que o fenol causou alteragdes no metabolismo de proteinas.
Neste mesmo estudo foi observado o aumento da atividade de malato desidrogenase
(MDH) e da LDH com queda dos valores de glicose, piruvato e glicogénio, indicando

os efeitos no fenol no metabolismo intermediario.

2.5.4 Rim

O rim de peixes teledsteos de dgua doce tem como maior fungdo excretar dgua,
portanto formam uma urina diluida, e sem perda de eletrélitos. O rim dos peixes é
um 6rgao dorsal, dividido em duas partes: o rim anterior e o rim posterior. O rim
cefalico é responséavel pela producao do sangue (tecido hematopoético). Na porgao
caudal é responsavel pela filtragdo e excrecdo, como a capsula de Bowman, com o
glomérulo, tabulo contorcido distal e tdbulo contorcido proximal. A maioria dos
xenobidticos causa alteragdes no sistema excretor e as principais alteragdes
histolégicas encontradas sdo: necrose do epitélio dos tabulos distais e proximais,

aumento do espaco da capsula de Bowman e fibrose do glomérulo (HEATH, 1987).
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TRIEBSKORN e colaboradores (2002) verificaram que a truta marrom (S. truta)
submetida a 4gua poluida (pesticidas, organoclorados, PCB e PAH) da regido sul da
Alemanha apresentou alteracdes histopatologicas das branquias e dos rins com sinais
de doenga renal, proliferacdo do tecido interrenal e necrose com mudangas nos
tecidos hematopoéticos e excretor. Em bremas (Abramis brama e Aspeus aspeus)
expostas ao bifenil policlorado (PCB) foram verificadas: dilatacdo dos capilares
glomerulares, edema mesangial e aumento do espaco da cdpsula de Bowman
(KOPENEN et al., 2001).

O fenol tem potencial para causar alteracdes histolégicas nos tecidos no qual
ele entrar em contato, porém, poucos trabalhos mostraram as altera¢des histolégicas
sofridas por peixes expostos ao fenol. MITROVIC e colaboradores (1968)
compararam as alteracdes histologicas relacionadas a morte de truta arco-iris
intoxicada por fenol, por 48 horas, com animais que sobreviveram apds exposigdes a
concentracdes menos elevadas e, verificaram que os animais expostos a concentracao
letal apresentavam inflamagdo e necrose da faringe e das branquias, hemorragias
internas, com sangue na cavidade e inchago no bago. Os animais que sobreviveram
ap0s a exposicao por 7 dias em concentracdes menores apresentavam alteragdes nas
branquias com inflamagao no epitélio da lamela secundaria e destruigdo de parte do
tilamento. Estes animais também apresentavam alteracdes no figado, no rim, no bago,
no intestino e no ovario, porém em menor grau, insuficiente para levar a morte.

Cottus gobio exposto ao fenol (6 mg/L) por 35 dias apresentou hiperplasia
severa nas branquias e focos de necrose e, em alguns pontos fusdo apical da lamela
secundaria, hiperplasia, infiltragdo de leucécitos e edema da linha lateral com
degeneracdo do parénquima hepéatico e formacao de vactiolos e nenhuma alteragao
foi encontrada nos rins (BUCKER & HOFER, 1993). BENEDECKY e NEMCSOK
(1990) expuseram carpas ao fenol (5 mg/L) por 24, 48, 72 e 96 horas, e mostraram por
microscopia eletronica auséncia de mitose, formas nucleares irregulares, queda na
cromatina, segregacdo do nucléolo, numerosos fagossomas e vactolos autofagicos no

citoplasma de hepatdcitos.
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2.5.5 Cérebro

As alteragdes neurolégicas causadas pelos xenobidticos sdo bem estudadas em
mamiferos e tém sido estudadas em peixes. A atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) tem sido usada como umas das principais ferramentas para diagnosticar os
efeitos de xenobidtico no tecido nervoso, pois alguns deles causam inibicdo da
atividade desta enzima (AGUIAR, 2002). A acetilcolinesterase ¢ uma enzima que
hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina em colina e acetato. Esta reacdo é necessaria
para que o neuronio colinérgico volte ao seu estado de repouso e conseqiientemente,
que o musculo volte ao seu estado de repouso (HEATH, 1987). Dentre os
xenobi6ticos, os mais conhecidos inibidores da AchE sdo os organosfosforados como
o metil paration, e os carbamados, como o molinato. Segundo AGUIAR e
colaboradores (2004) o matrinxa apresentou inibicdo da acetilcolinesterase quando foi
exposto ao metil paration por 96 horas, e durante a recuperagao de 192 horas nao foi
possivel recuperar toda a atividade. O mesmo ocorreu com enguias A. anguilla
exposta ao molinato por 96 horas, ou seja, inibi¢do a atividade de acetilcolinesterase
cerebral e ndo houve retorno aos valores controle da atividade enzima durante a
recuperacdo (SANCHO et al., 2000). A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase
pode levar a conseqiiéncias muito graves, pois ao diminuir sua viabilidade, o

organismo torna-se mais susceptivel aos predadores (SCOTT & SLOMAM, 2004).

2.6 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Alguns estudos mostraram que o fenol pode causar estresse oxidativo em
peixe (BOGE & ROCHE, 1996; ROCHE & BOGE, 2000), entretanto os mecanismos de
acdo dos compostos fendlicos sao multiplos e muitas vezes antagonicos (ROCHE &
BOGE, 2000). Esses compostos podem gerar espécies reativas de oxigénio (ERO), que
geram grandes danos celulares, como por a oxidacdo de membranas celulares
(PRADHAM et al., 1990, KOTKAT et al., 1999) e, danos a proteinas, causando
alteracbes nas atividades das enzimas, nos receptores e transportadores de

membranas entre outros (SALVI et al, 2001). As espécies reativas de oxigénio
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também podem ser formadas durante o metabolismo de drogas (PORTER & COON,
1991; HODGSON, 2004).

As espécies reativas de oxigénio surgiram na Terra somente apds o
surgimento de uma atmosfera oxidante, ou seja, apés o surgimento de uma
atmosfera rica em oxigénio, substituindo a atmosfera redutora que existia
anteriormente, e conseqiientemente, do surgimento de organismos que eram capazes
de oxidar moléculas orgénicas tendo o oxigénio como ultimo aceptor de elétrons
(McCORD, 2000).

As ERO sdo moléculas derivadas de substancias comuns ao ambiente celular, e
normalmente sdo encontradas em baixa concentracdo. Sdo moléculas organicas ou
inorganicas, e os seus dtomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, com
existéncia independente, podem ser classificados e chamados como radicais livres.
Essa configuragdo faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-
vida curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais é critica para
a manutencao de muitas fungdes fisioldgicas normais (WINSTON, 1991; ABDALLA,
1993). Como nem todas as espécies reativas de oxigénio sao radicais livres, também
nem todos os radicais sdo espécies reativas de oxigénio, podendo ser também de

espécies reativas de nitrogénio (McCORD, 2000).

2.6.1 Oxigénio singlete - 10,

O oxigénio singlete é formado a partir da excitacdo do oxigénio no estado
fundamental triplete (302) aos seus estados singlete (102) e para tal, requer energia
térmica ou fotoquimica e pode ocorrer quando vérios pigmentos (sensitizadores) sao
iluminados na presenca de 30». Essas formacdes, por exemplo, podem ocorrer na

retina do olho (ABDALLA, 1993).

2.6.2 Radical superéxido - Oy

Durante oxidagdo de moléculas organicas, tendo o oxigénio com o tultimo

aceptor de elétrons, que ocorre na mitocondria dos organismos eucariéticos, estima-
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se que até 2% do oxigénio formado seja na forma de anion superéxido (O2)
(SILVEIRA, 2004). Segundo este mesmo autor, a formacdo de espécies reativas de
oxigénio pode se dar tanto durante a fosforilacdo oxidativa na mitocondria, como
pelos neutréfilos durante o ataque as bactérias e outros microorganismos (esta
formacao é extremamente importante para a eficiéncia da resposta imunolégica).

O anion superéxido ndo é permeédvel a membrana, porém o 6xido nitrico sim,
e este pode ser produzido em um lugar e atingir outro. Reagindo entre si, o anion
super6xido e o 6xido nitrico podem formar o peroxinitrito (McINTYRE et al., 1999)
que é um radical bem téxico. O radical superéxido também pode ser formado pela
autoxidagdo da hemoglobina, mioglobina, citocromo C reduzido, catecolaminas,
quinonas e fendis poliidricos (CANADA & CALABRESE, 1989). Uma outra fonte de
producao dé-se durante os exercicios fisicos, pois existe uma maior demanda de
oxigénio (35% maior) pela musculatura durante a atividade (SCHNEIDER &
OLIVEIRA, 2004).

2.6.3 Peroxido de hidrogénio - H>O>

O peréxido de hidrogénio pode ser formado a partir do anion superéxido,
através da reacdo da dismutagdo natural ou pela enzima superdéxido dismutase
(SOD) (SALTMAN, 1989). Enzimas citoplasmaticas, mitocondriais (succinato
desidrogenase e acido graxos desidrogenase) e peroxissomais (lactato oxidase, urato
oxidase, d-aminoacido oxidase) geram peréxido de hidrogénio diretamente. Ele é
considerado um agente oxidante fraco, porém oxida grupos tiol e alguns

aminoacidos, podendo inativar enzimas (ABDALLA, 1993).

2.6.4 Radical hidroxila - OH"*

Existem duas vias principais de producdo de radical hidroxila OH® em
sistemas biolégicos: a primeira via é a das radiacdes ionizantes. Em decorréncia do

alto teor de dgua nas células, a exposicdo de células as radiagdes ionizantes como
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raios X e raios gama resultam na formacado de radical hidroxila em solu¢des aquosas
(ABDALLA, 1993).

A segunda via ¢é a interagdo de ERO com metais de transi¢cdo. Quando o H2O;
recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, na presenca de metais de transicdo
como ions ferro ou cobre, é formado o radical hidroxil (OH"), que é o mais reativo
dos intermediarios, pois pode reagir e alterar qualquer estrutura celular que esteja
préxima, e assim, atuar em enzimas, membranas ou acidos nucléicos. A reagdo é

conhecida como reacdo de Fenton:

Fe2*/Cu*+ H,0, = OH* + OH- + Fe3*/Cu?*

Os ions dos metais de transigao ferro e cobre podem também catalisar a reagao
entre H>O» e superéxido, conduzindo a producdo de radical hidroxil, a chamada

reacao de Haber-Weiss:

20y + H,O; » OH* + OH- + O,

O radical hidroxil é extremamente reativo, ou seja, uma vez formado, tem uma
meia-vida extremamente curta, reagindo rapida e inespecificamente com os alvos
celulares mais proximos, causando lesdes no DNA, proteinas, agticares e lipidios
(ABDALLA, 1993). O radical hidroxil é o que apresenta um menor tempo de vida
(SIES, 1991).

Outros tipos de radicais livres importantes sao o radical peroxil (ROO*), que é
o radical de tempo de vida mais longo, causando varios problemas biolégicos entre
eles a oxidagdo de acidos graxos polinsaturados (PUFAS) (SIES, 1991), 6xido nitrico
(NO~), peroxinitrito (ONOO-), radical semiquinona (Qe¢). Além destas reagdes
mostradas o radical superéxido pode reagir diretamente com o 6xido nitrico (NO),
um radical livre centrado no nitrogénio, gerando peroxinitrito. Este pode levar a

formacdo de um oxidante com caracteristicas do radical hidroxil.

Oz + NO - ONOO--> ONOO- + H* > OH"
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2.7 Sistema de defesa antioxidante

As espécies reativas de oxigénio sdo danosas para a célula e ndo podem ficar
livres. Para prevenir tal situacdo, existe um sistema de defesa antioxidante. Este
sistema de defesa antioxidante é dividido em dois tipos: um sistema de defesa
antioxidante enzimatico e um sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico. O
objetivo deste sistema antioxidante é inibir a oxidagdo, ou quando em baixa
concentracdo, quando comparada a do substrato oxidavel, ou diminui ou inibe
significativamente a oxidacdo daquele substrato (ABDALLA, 1993; McCORD, 2000;
SILVEIRA, 2004). Além destes dois tipos de sistema, devemos ainda destacar o
sistema de reparo do DNA e o de reparo de proteinas oxidadas, que ndo tem o papel
de prevencdo, mas sim de reparo.

Sendo assim, o0s sistemas antioxidantes enzimdatico e ndo enzimaéatico sdo
considerados bons biomarcadores de possiveis alteragdes no balanco de

antioxidantes e oxidantes que podem ser causados pelos xenobiéticos.

2.7.1 Sistema antioxidante enzimatico

Superdxido dismutase - SOD

O anion superdxido pode receber um elétron e dois ions hidrogénio e formar
perdxido de hidrogénio (H20»), através do processo chamado de dismutacdo. Essa
reacdo é catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD) que é encontrada em
quantidades elevadas nas células de mamiferos e acelera a reagdo 10* vezes quando

comparada a dismutacdo espontanea em pH fisiologico (ZELKO et al, 2002).

20y + 2H* = H>0»

Esta enzima também é encontrada em peixes em diferentes formas. A forma de
Zn-CU SOD (SOD1) citoplasmatica é formada por 2 subunidades com 16kDa cada,

contendo um atomo de cobre e um de zinco, é extremamente sensivel ao cianeto
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(McINTYRE et al., 1999; ZELKO et al, 2002). A Mn SOD (SOD 2) mitocondrial é
formada por um homotetramero, também com 16 kDa cada subunidade, e cada uma
delas contendo um atomo de manganés (McINTYRE et al., 1999, ZELKO et al, 2002).
A Fe SOD é encontrada em procariotos, algumas algas e plantas (SCANDALIOS,
2005). E encontrada também uma extracelular Cu-Zn EC-SOD (SOD3) em humanos e
é secretada pelos fibroblastos e células gliais, e sdo secretadas para o fluido

extracelular sendo considera neste caso a principal SOD (McINTYRE et al., 1999).

Catalase - CAT

Com o objetivo de diminuir a concentracdo de H>O> existem duas saidas para
que o perdxido de hidrogénio, ndo se transforme em radical hidroxil. A primeira
saida é a enzima catalase (CAT) que é responsavel por transformar o peréxido de

hidrogénio em agua e oxigénio:

2H,0; = 2H,0 + O

A catalase esta localizada nos peroxissomos, porém ela pode alcangar os H>O>
produzidos em outras partes da célula, e é encontrada em todos os organismos
aerdbicos, sendo considerada uma enzima amplamente distribuida e bem
conservada, e com rapida capacidade de degradacao do H>O», aproximadamente 10-”
minutos, sendo considerada um passo evolutivo extremamente importante, pois
permitiu aos organismos viverem em ambientes aerébicos (SCANDALIOS, 2005).

A catalase é uma enzima tetramérica, na qual cada subunidade apresenta
60kDa, com um grupo heme por tetramero (KIRKMAN & GAETANI, 1984). Segundo
estes autores, a catalase eritrocitaria de humanos é o maior reservatério de NADPH,
e este ndo é necessario para o funcionamento da enzima, porém ele apresenta um
papel protetor a catalase, inativando o peréxido de hidrogénio, ou seja, funcionando
como um antioxidante ndo-enziméatico. Em plantas sdo conhecidas maltiplas formas

de CAT, porém somente uma em animais (SCANDALIOS, 2005).
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Glutationa Peroxidase - GPX

A outra via de degradagao do perdxido de hidrogénio é a enzima glutationa
peroxidase (GPx), que também é capaz de utilizar outros peréxidos, além disso a
enzima GPx utiliza a glutationa reduzida como doadora de elétrons para este

Pprocesso:

GSH + H02 & GSSG + H,0
ou

GSH + ROOH - GSSG + H>O +ROH

A glutationa peroxidase é uma enzima que necessita da renovacdo de
glutationa reduzida no meio. A enzima glutationa redutase (GR) é a responsavel pela

manutengdo do teor de glutationa reduzida.

2GSSG + NADPH + H* > 2GSH + NADP+

Glicose-6-fosfato desidrogenase - G6PDH

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) estd presente no citoplasma de
todas as células, é uma enzima importante da fase oxidativa da via das pentoses, pois
produz NADPH para a célula (SALTMAN, 1989). Esta coenzima atua como doadora
de hidrogénio em varias rotas metabdlicas, age sobre a estabilidade da catalase
(KIRKMAN & GAETANI, 1984) e regeneracdo da forma reduzida da glutationa
através da atividade da glutationa redutase, ambas essenciais para a desintoxicagdo
do perdxido de hidrogénio (H202), embora a defesa das células contra o H2O ndo
dependa fundamentalmente da G6PDH. Esta enzima é também importante para a

formacao de NADPH necessario para a integridade das hemdcias (SALTMAN, 1989).

Glicose-6-fosfato + NADP* - 6 fosfoglucono-8-lactona + NADPH
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Além destas enzimas descritas outras também auxiliam na defesa do
organismo sdao: NADPH quinona oxidoredutase, epoxido hidrolase, enzimas de
conjugacdo (UDPGT, Sulfotransferase e GST), glutationa redutase, 6 fosfo gluconato
desidrogenase, isocitrato desidrogenase e enzima malica (SIES, 1991).

Os mecanismos de regulagao sobre a sensibilidade das células as ERO ndo sao
bem conhecidos, porém um grande ntimero de fatores de transcrigdo que regulam a
expressdo dos genes que codificam as enzimas antioxidantes ja estdo bem
caracterizadas em leveduras (SCANDALIOS, 2005). Segundo este autor, em
mamiferos existem duas classes de fatores de transcricio o kB e o ativador da
proteina -1 que estdo envolvidos na resposta ao estresse oxidativo. A indugdo de
genes de proteinas antioxidantes em mamiferos sdo feitos pelos elementos
responsivos antioxidantes conhecidos como ARE, que sao comumente encontrados
proximos as regides promotoras dos genes. Os ARE estdo presentes nos genes que

codificam GST, metalotioneina e MnSOD.

2.7.2 Sistema antioxidante nao enzimatico

As células também apresentam moléculas com o papel antioxidante, ou seja,
que auxiliam o organismo no ataque as espécies reativas de oxigénio, e é este
conjunto de moléculas que formam o sistema antioxidante ndo enzimatico. As
principais moléculas sdo: vitamina C ou acido ascérbico (FIGURA 13), glutationa
reduzida (FIGURA 10), vitamina E ou a-tocoferol (FIGURA 14), B caroteno (FIGURA
15), flavonodides (FIGURA 16), proteinas do plasma, melatonina, metalotioneinas,
selénio, clorofilina, L-cisteina, curcumina, ubiquinona, fenilalanina, acido drico e

glicose (BIANCHI & ANTUNES, 1999; SILVEIRA, 2004; VALAVADINIS et al., 2006).
Glutationa reduzida
A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo formado por residuos de

glicina, cisteina e &cido y-glutdmico, e atua como um seqiiestrador de radicais

hidroxil e de oxigénio singlete. E um cofator de véarias enzimas em diferentes vias
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metabolicas, participa do processo de desintoxicacdo (conjugacdo com xenobiético) e
também na remocdo de perdxidos via glutationa peroxidase (ABDALLA, 1993).
Deficiéncias da sintese de glutationa tém conseqiiéncias sérias como a hemolise

(ABDALLA, 1993).

Acido ascorbico

O éacido ascorbico (FIGURA 13) é uma vitamina hidrossoltvel, também
conhecido como vitamina C. E necessario para os organismos, pois tem a fungdo de
ser cofator de enzimas, como da prolina e lisina hidroxilase, envolvidas na
biossintese do colageno, e da dopamina P hidroxilase, que converte a dopamina em

adrenalina. Pode ser sintetizado a partir da glicose por varias espécies de vegetais

(ABDALLA, 1993).

CH,OH
HC—OH

H

OH OH

FIGURA 13 - Formula estrutural plana do 4cido ascérbico

Devido ao seu baixo potencial redutor o ascorbato reage como antioxidante
com a maior parte dos radicais oxidantes formados nos sistemas biolégicos. A
oxidagdo do ascorbato (via um elétron) resulta na formacdo do radical ascorbil, e
pode ser considerado como um indicador do estresse oxidativo.

Alguns peixes podem sintetizar vitamina C no rim posterior. Segundo
FRACALOSSI e colaboradores (2001), o Potamotrygon e o Lepidosirem paradoxa
apresentam atividade da enzima L-gulonolactona oxidase que é o passo final para

transforma a L-gulonolactona em acido ascérbico. Segundo BENITEZ e HALVER
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(1982), alguns peixes, que ndo sintetizam acido ascérbico, é possivel o acimulo de
acido ascorbico nos tecidos quando o acido ascérbico é transformado em L ascorbato
2-sulfato pela enzima L-ascorbato 2 sulfato sulfohidrolase (Czsulfatase), e desta
forma, o acido ascorbico pode ser utilizado quando necessario, e transportado para
os tecidos com maior necessidade. Os tecidos que apresentam as maiores
concentracdes de &cido ascérbico em peixes sdo o rim, o figado, o cérebro e as

branquias (CARR et al., 1983).

Alfa-tocoferol

O alfa-tocoferol, também conhecido como vitamina E (FIGURA 14), tem sido
considerado o mais importante antioxidante, pois tem a funcdo de protecdo das
membranas celulares, pois ¢ uma molécula lipossolavel que pode se acumular nas

membranas, e o seu transporte é feito pelas LDL.

CHy CH__{ Ha

&

{CH2)3CH(CHL)3CH(CH.)2CHCH:

CH:

FIGURA 14 - Estrutura quimica do a-tocoferol (vitamina E)

As principais agdes do a-tocoferol é seqiiestrar o anion superdxido e radical
hidroxil e bloquear a agdo da peroxidacao lipidica. Ao doar um atomo de hidrogénio
para os radicais peroxil e alcoxil derivados da oxidacdo dos acidos graxos, impede
assim a propagacdo da lipoperoxidacdo (ABDALLA, 1993). Em matrinxa, nado foi
detectado vitamina E nos eritrécitos, apenas no figado (WILHELM FILHO, 1996).

Beta-Carotenos

O P-caroteno é o mais potente dos carotenos (FIGURA 15), e também é

conhecido como pré-vitamina A. E lipossolavel e é transportado no plasma por
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lipoproteinas plasmaéticas e, sendo assim, se concentra principalmente no figado. Os
carotendides, em geral, atuam na supressao do oxigénio singlete e como seqtiestrador
de radicais livres, e apresentam uma atividade relevante especialmente nas baixas

tensdes de oxigénio observadas em condigdes fisiologicas e também impede a

peroxidacdo lipidica (ABDALLA, 1993).

CH
S, _;--""-ﬁ.H'H
CHy CH3 CH3 CHY l
T /\““-,/ e /z“\“._.r XL\“\E./'{\Q&/ ey iy /"M{‘T/.\'** - “K’f.
L JH CH3 CH3 CHY CH3
T~ CH3

FIGURA 15 - B-caroteno

2.8 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre em situagdes de desequilibrio entre os niveis de
antioxidantes e de pré-oxidantes, com predominio destes ultimos. Assim, a
diminuicdo dos sistemas de defesa antioxidante ou o aumento da geracdo de espécies
oxidantes podem resultar em oxidagdes de macromoléculas de diversas estruturas
celulares (FIGURA 16) que, se ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade de
células, tecidos e 6rgaos (SIES, 1991; ABDALLA, 1993; VALAVANIDIS et al, 2006).

As espécies reativas de oxigénio podem atuar nas estruturas das proteinas
causando a oxidagdo destas, principalmente nos grupos amina e também a oxidagao
dos grupos tiol, este processo pode levar a uma inativacdo da proteina (LAWRENCE
& HEMINGWAY, 2003). As ERO também podem levar a oxidagdo do DNA,
alterando a expressao dos genes, a peroxidagao de lipidios, que consequentemente,
causaria um dano ao funcionamento das membranas como uma maior
permeabilidade da célula e a inativacdo de receptores de membrana. Este processo
pode causar danos celulares irreparaveis podendo levar a morte celular, diminuindo

a capacidade do organismo de lutar contra doengas e pela sobrevivéncia

(VALAVADINIS et al, 2006).
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FIGURA 16 - Esquema de producdo de ERO, o sistema antioxidante enzimaético e os

danos causados as macromoléculas (HODGSON, 2004).

Existem poucos estudos sobre o metabolismo antioxidante em peixes,
principalmente com peixes tropicais. Entretanto, o ambiente aquéatico recebe
diariamente muito poluentes aquaticos que tem potencial para causar estresse
oxidativo em organismos aquéticos e disfun¢des em 6rgaos (VALAVANIDIS et al,
2006).

Estudos sobre estresse oxidativo revelam que em comparacdo com outros
vertebrados, os peixes parecem exibir atividade de SOD e CAT mais baixas, porém a
atividade GPX muito mais altas que em outros vertebrados (VALAVADINIS et al,
2006). AHMAD e colaboradores (2000) verificaram que C.punctatus exposta por longo
tempo (15 a 90 dias) ao “paper mill”, mostrou aumento dos niveis de glutationa
reduzida, GPx, GST e CAT no figado. Este estudo mostrou também que as vias de
protecao para os diversos 6rgdos tém suas diferencas e que as branquias e o rim sdo

estruturas mais susceptiveis ao ataque de espécies reativas de oxigénio que o figado.
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A truta arco-iris exposta e alimentada por Lemma minor, uma planta aquética
conhecida como lentilha d’4gua, contaminada com hexaclorobenzeno (HCB, 2 pg/L),
apresentou um aumento na concentragdo de glutationa reduzida em todos os tecidos
analisados: figado, muasculo branco, musculo vermelho, coracao e sangue, mostrando
o quanto estes tecidos apresentam defesa efetiva contra o estresse oxidativo
(LINDSTROM-SEPPA et al., 1996).

As células vermelhas sdo consideradas as que mais produzem espécies
reativas de oxigénio (SALTMAN, 1989). Segundo ROCHE e BOGE (1996, 2000) o
fenol causa um aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio em eritrdcitos, e
sendo assim, a investigacdo é muito importante para espécies ameacadas por este
tipo de 4gua contaminada.

Compostos fenodlicos causam “in vitro” citotoxicidade em eritrécitos do sea
bass D. labrax, aumentando também a atividade das peroxidases e hemoélise (BOGE &
ROCHE, 1996). Injecdes intra-abdominais de fenol e compostos fendlicos em sea bass
por 3 a 15 dias mostraram um declinio da hemoglobina total e da atividade da Mn-
superdxido dismutase, mas aumentou os valores de cortisol, glutationa peroxidase,
levando o peixe a um estado de estresse oxidativo (ROCHE & BOGE 1996; ROCHE &
BOGE 2000). Em carpa, concentracdes subletais de fenol causaram a peroxidacio
lipidica afetando a composicdo fosfolipidica das membranas dos eritrocitos

(KOTKAL et al., 1999).
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3 OBJETIVO

Considerando que o fenol tem sido pouco estudado em peixes neotropicais do
Brasil, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do fenol sobre o matrinxa,
Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829), durante uma exposicdo a uma
concentragdo subletal por 96 horas e sua capacidade de recuperagdo apds uma
semana e duas semanas em agua livre de fenol.

Para atingir este objetivo foram avaliados:

1 - Avaliacdo da toxicidade aguda do fenol durante 96 horas.

2 - Avaliacdo dos efeitos de uma concentracao subletal (10% da CLsp) na histologia
de branquias, de figado e de rim ap6s 96 horas de exposigao.

3 - Avaliacdo dos efeitos de uma concentragao subletal (10% da CLso) sobre o sistema
de defesa antioxidante enzimético e ndo enzimadatico de eritrdcitos, de células do
tigado e do cérebro apds 96 horas de exposigdo, bem como apds a recuperacao destas
alteracdes por uma e duas semanas em ambiente livre de fenol.

4 - Avaliacdo dos efeitos de uma concentracdo subletal (10% da CLso) na
biotransformacgao hepética apés 96 horas de exposicdo e apds recuperagao por uma e
duas semanas em ambiente livre de fenol.

5 - Avaliacdo dos efeitos de uma concentracao subletal (10% da CLsp) em lesdes
hepéticas, avaliando enzimas hepaticas no plasma apds 96 horas de exposicao e ap6s
recuperacdo por uma e duas semanas em ambiente livre de fenol.

6 - Avaliacdo dos efeitos de uma concentracdo subletal (10% da CLsp) sobre a
atividade da acetilcolinesterase cerebral ap6s 96 horas e apés recuperagao por uma e

duas semanas em ambiente livre de fenol
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4 MATERIAS E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza. Os equipamentos
utilizados durante este trabalho foram: espectrofotdbmetro Beckman DU®520,
espectrofotofluorimetro Hitachi F-3010, ultra-centrifuga refrigerada Sorvall pro-80,
centrifuga refrigerada Eppendorf 002CB, microcentrifuga de capilar Micro 20 Hettich
Zentrifugue, balanca analitica, banho de 60°C, banho fervente, agitador tipo voértex,
leitora de placas Thermomax® Molecular Devices, homogeneizador Potter-Elvehjem,
potencidometro pHmetro, fotofluorimetro Barnested, micrétomo Leica RM-2155,
homogeneizador tipo Potter Ika, oximetro YSI-55 e multianalisador Check Mate II

Corning.

4.1 Desenho Experimental

Os animais de experimentacéo foram adquiridos da fazenda “Aguas Claras”
- Mococa -SP e permaneceram por um més em tanques de 2000 L com 4gua aerada,
fotoperiodo natural e temperatura controlada (25 °C) para aclimatagdo. Os peixes
foram alimentados com ragdo comercial contendo 35 % de proteina bruta. Apds este
periodo, os animais foram transportados para os tanques de teste (com mesma
qualidade de 4gua que as caixas anteriores, porém, com 200 L de agua) nos quais
permaneceram por uma semana em aclimata¢do ao novo ambiente; sendo privados
de alimentacdo por 24 horas antes inicio do protocolo experimental e durante toda

exposicao ao fenol.

4.1.1 Teste de toxicidade aguda do fenol - CL5¢/96h

Esse teste preliminar foi realizado em caixas de 250 L com 10 peixes em cada
caixa. Foram ensaiadas cinco concentracdes de fenol (0, 1, 5, 10, 25 e 50 mg/L)
(FIGURA 17) durante 96 horas de exposicao, em um sistema semi-estatico (com
renovacdo da dgua a cada 12 horas). O fenol, tanto neste experimento quanto nos

préximos que serdo apresentados neste trabalho, sempre foi dissolvido em &gua, e
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entdo, adicionado as caixas. A concentracdo do fenol foi renovada a cada 12 horas,
pois devido a sua volatilidade havia um declinio periédico da concentracdao. Durante
as 96 horas de exposicdo, as caixas foram mantidas com aeragdo constante,
temperatura controlada de 25 °C, fotoperiodo natural, privagdo de alimentacao. A
densidade de peixe em cada caixa estd descrita na TABELA 1. Durante este teste
foram analisados os pardmetros de qualidade de agua a cada 12 horas: oxigénio,
temperatura, pH, condutividade, alcalinidade, dureza, nitrito, amonia e fenol. A cada

24 horas foi registrado o nimero de animais mortos para posterior calculo de CLso.

Controle 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L

N=10

v v v Y

FIGURA 17 - Desenho experimental do teste de toxicidade do fenol em matrinxa

durante 96 horas.

TABELA 1 - Densidade de matrinxd em cada caixa no inicio do teste de

toxicidade de fenol (CLso) durante 96 horas.

Concentracao de fenol Peso de peixe por litro de agua (g/L)
Omg/L 3,29
1mg/L 2,68
5mg/L 2,99
10 mg/L 2,75
25mg/L 2,59

50 mg/L 2,66
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4.1.2 Exposicao ao fenol I - Avaliacao dos tecidos

Neste experimento foram utilizados 20 peixes, com peso e comprimento
descritos na TABELA 2, divididos igualmente em 2 lotes, e distribuidos em tanques
de 250 L. Os animais foram privados de alimentacdo, permanecendo sob foto-
periodo natural, aeracdo constante e temperatura controlada (25 °C). Um lote
(controle) permaneceu em agua livre de fenol e o outro foi exposto a 2 mg/L (10 %
do CLso/96h, obtido apds o teste de toxicidade) por 96 horas (FIGURA 18). Ambos
permaneceram em sistema semi-estatico (com renovacdo de dgua a cada 24 horas), e
com renovagdo da concentracdo do fenol a cada 12 horas. Os parametros de
qualidade da &gua: oxigénio, temperatura, pH, condutividade, alcalinidade, dureza,
amonia e fenol foram medidos a cada 24 horas, antes e logo apds a renovacdo da
agua. Apds a exposicdo, todos os animais foram sacrificados para a retirada da

branquia, do figado e do rim para avaliacao histolégica.

Controle 2 mg/L

v

FIGURA 18 - Desenho experimental da exposicdo ao fenol I - avaliagdo histopatolégica do

matrinxa.

TABELA 2 - Biometria dos matrinxds no final do experimento da avaliacdo

histolégica apods a exposicao ao fenol por 96 horas.

Concentracao de fenol Peso (g) £SD Comprimento (cm) £SD
Omg/L 276,1 £ 50,97 25,88 +1,67
2mg/L 256,3 £ 77,34 25,37 £2,17
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4.1.3 Exposicao ao fenol II e recuperacao - Avaliacao dos biomarcadores de estresse
oxidativo e da biotransformacdo hepatica apds a exposicdo ao fenol e apés a

recuperagﬁo por uma e duas semanas.

Nestes experimentos foram utilizados 120 exemplares de matrinxd, com
peso e comprimento tal como na TABELA 3, divididos igualmente em doze lotes em
tanques de 250 L. Os peixes foram privados de alimentacao permanecendo sob foto-

periodo natural, aeragdo constante e temperatura controlada.

Exposicao ao fenol

Seis lotes foram ensaiados como controle, ficando em agua livre de fenol. Os
outros seis lotes foram expostos por 96 horas a 2 mg/L (10% da CLso). Os parametros
de qualidade da agua: oxigénio, temperatura, pH, condutividade, alcalinidade,
dureza, amoénia e fenol foram medidos a cada 24 horas. Ap6s as 96 horas de
exposicao, dois tanques controle e dois expostos ao fenol foram escolhidos
aleatoriamente. Destes foram retirados seis animais de cada tanque totalizando doze
animais por lote; 12 peixes controles e 12 peixes expostos ao fenol (FIGURA 19). O
sangue dos animais foi retirado com seringa heparinizada para andlise dos
pardmetros hematolégicos e andlises bioquimicas. Em seguida, os animais foram
sacrificados para a excisdo do figado e do cérebro, que juntamente com o plasma
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C. Os
eritrécitos lisados foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a -20 °C.

Recuperacao da exposicao ao fenol

Os lotes restantes, ou seja, os 80 exemplares de matrinxa com peso e
comprimento tal como na TABELA 3, foram divididos igualmente em oito caixas de
250 L, sendo que 4 lotes passaram pela exposigdo ao fenol e os outros quatro nao, e

esses foram considerados controles e permaneceram em 4gua livre de fenol. Todos os
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lotes foram, entdo, submetidos a dois periodos distintos de recuperagdo; uma e duas
semanas, apos a exposicdo. Os parametros de qualidade da &gua: oxigénio,
temperatura, pH, condutividade, alcalinidade, dureza, amonia e fenol (descritos mais
abaixo) foram medidos a cada 24 horas durante a recuperagdo. Apdés uma semana de
recuperacao, quatro tanques (dois tanques controle e dois expostos ao fenol) foram
escolhidos aleatoriamente e seis animais de cada tanque foram retirados totalizando
doze animais por lote (12 controles e 12 expostos ao fenol/ recuperacdo de uma
semana). O mesmo foi feito com as quatro caixas restantes, porém apds duas

semanas de recuperacao totalizando 12 controles e 12 expostos ao fenol/recuperagao

de duas semanas (FIGURA 19).

TABELA 3 - Biometria dos matrinxas do experimento de exposicdo ao fenol por 96

horas e da recuperacdo por uma e duas semanas.

Condigao experimental Peso (g) Comprimento (cm)
Controle da exposigao 117,5+ 21,78 21,6 2+1.99
Exposto ao fenol 151,66 + 50,18 23,04 +2,17
Controle da recuperacdo de 1 semana 132,91 + 24,51 22,04 +1,19
Recuperacdo de 1 semana 129,50 + 53,34 21,62 + 2,62
Controle da recuperacdo de 2 semanas 122,66 + 39,66 22,66 +1,40
Recuperagao de 2 semanas 118,16 + 43,38 20,58 £2,17

O sangue dos animais foi retirado com seringa heparinizada para anélise
dos parametros hematolégicos e do sangue, e em seguida os animais foram
sacrificados para a excisao do figado e do cérebro, que juntamente com plasma foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C, e os
eritrécitos lisados foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a -20 °C.



50

| Recuperagio |
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FIGURA 19 - Desenho experimental da exposicao de matrinxa ao fenol II e da recuperacdo

por uma e duas semanas em matrinxa.

4.2 Parametros de qualidade de agua

4.2.1 Oxigénio, temperatura, condutividade e pH.

Os valores de oxigénio e temperatura foram determinados
eletrometricamente com um oximetro YSI-55, a condutividade com um Check Mate 11

Corning e o pH com um pH-metro Orion 710.

4.2.2 Dureza

As determinacdes de dureza foram feitas segundo a AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION (APHA) (1980). Amostras de agua contendo de 100 mL de
cada caixa foram usadas na determinacdo da dureza da dgua. As amostras foram
inicialmente tamponadas com 2 mL tampao NHsOH/NH4Cl (dissolvidos 67,5 g de
NH;Cl em 570 mL de NH4OH e completado para um litro com agua destilada), em
seguida, acrescentou-se 8 gotas da solucdo indicadora ericromo negro T (dissolvida

45 ¢ de NH>OH. HCl e 0,5 g de ericromo negro T em 100 mL de etanol). Esta
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solucdo foi entdo titulada com solucdo de EDTA (0,4 % com MgCl, 6H2O 0,01 %) até
o ponto de viragem de lilds para azul puro. Para o calculo da dureza em mg

CaCOs/L foi utilizada a seguinte férmula:

Dureza = (mL de EDTA).(1000).F/vol. da amostra, onde F= 1,001

4.2.3 Alcalinidade

As determinacdes de alcalinidade foram efetuadas segundo a técnica
descrita por GOLTERMAN & CLYMO (1969). As amostras de agua contendo 100 mL
foram coletadas para as determinacdes de alcalinidade. Para a analise utilizou-se o
acido sulftrico 0,01 N como indicador da alcalinidade para titular até o pH 4,0. Para
o calculo da alcalinidade das amostras, em mg/L de carbonatos e bicarbonatos, foi

utilizada a seguinte férmula:

Alcalinidade = (mL de H2SO4).N. 50000/vol.da amostra (mL)

sendo N = normalidade do acido sulfarico.

4.2.4 Amonia

A amonia foi quantificada por nesslerizacdo (método modificado de
GENTZKOW & MASEN, 1942), tendo sido utilizados 2,0 mL da 4gua e 0,5 mL de
reativo de Nessler. Apdés 20 minutos, a leitura 6ptica foi realizada a 420nm. A
concentragdo de amonia foi estimada contra um padrdo de amodnia contendo 100

nmols.
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4.2.5 Nitrito

O nitrito foi determinado segundo TAVARES (1994) utilizando-se 5 mL da
amostra da agua. As amostras foram adicionados 100 uL de sulfanilamida (58,07
mM) seguido de agitacdo e repouso por 10 minutos. Apés este periodo adicionou-se
100 pL de solugao de bicloridrato N-1 naftilenodiamina (3,86 mM), o produto da
reacdo, de coloracdo rosa escura, foi determinado colorimetricamente em 540 nm. A
concentracdo de nitrito foi estimada a partir de um padrao de nitrito contendo 50

nmols.

4.2.6 Fenol

As concentracdes de fenol na agua foram determinadas utilizando-se a
reacdo de compostos fendlicos com aminoantipirina na presenga de ferricianeto de
potassio em pH 7,9 (APHA, 1980). A 100 mL de amostra foram adicionados 2,5 mL
de NH4OH (0,5 N) e em seguida o pH foi acertado com tampao fosfato de potéssio
0,1 M pH 6,8. Entdo, 1 mL de 4-aminoantipirina (2 %) e 1 mL de ferricianeto de
potassio (8 %) foram adicionados as amostras, e ap6s 15 minutos de reacdo o produto
final foi lido em 500 nm contra um branco contendo dgua destilada. A curva padrao

variou de 0,1 a 0,5 mg de fenol.

4.3 Preparacdes histologicas

Para a avaliacdo histolégica, fragmentos de mais ou menos 1,5 cm de
comprimento por 1 cm de altura de cada 6rgdo foram retirados dos animais e pré-
tixados em solucdo de formaldeido 10 % tamponado com tampdao fosfato de s6dio 0,1
M, pH 7,3, por cinco minutos em placa de parafina. Este procedimento foi utilizado
para evitar retracdo do tecido e acimulo de liquido intersticial em algumas regides.

Posteriormente, estes fragmentos foram imersos em solucao de formaldeido 10 %
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tamponado, por 24 horas. Ap6s a fixagdo, os tecidos foram lavados para a retirada do
tixador, em alcool 70 % por oito dias.

Ap0s estes procedimentos, foi realizada a desidratacao em série crescente de
alcool (70 a 100 %) por 4 horas, diafanizacdo em xilol por 2 horas e inclusdo em
parafina plastica por uma hora e trinta minutos. Na seqiiéncia, foi feita a inclusao em
parafina pléstica Histosec® (Merck). Os blocos histologicos obtidos foram mantidos
em geladeira. Em seguida, foi realizada a microtomia em micrétomo automatico com
auxilio de navalhas descartaveis, obtendo-se cortes de 5 pm em seqtiéncia semi-
seriada de um corte para 100 pm de descarte. As sec¢des histologicas foram coradas
com hematoxilina/eosina e reacdo de PAS, segundo metodologia de BEHMER e

colaboradores (1976).

4.4 Parametros Hematol6gicos

4.4.1 Hematocrito

Para determinagdo do hematdcrito foram utilizados micro-capilares, que
uma vez preenchidos com uma amostra de sangue foram vedados com massa de
modelar e centrifugados a 12.000 x g por trés minutos. Os valores, em porcentagem,
foram determinados a partir de um cartao de leitura de hematécrito (GOLDENFARB
etal., 1971).

4.4.2 Hemoglobina total

Os niveis de hemoglobina total foram determinados utilizando-se a solucao
de Drabkin: KCN (0,5 g), KHoPOs (1,4 g), Ks[Fe(CN)s] (2 g) em 1 litro de dgua
destilada (DRABKIN, 1948). Aliquotas de 10 pL de sangue foram adicionados a 2 mL
dessa solugao sendo os tubos agitados para obtencdo de uma mistura homogénea. A
densidade optica foi medida em 540 nm contra um branco contendo somente a
solucdo de Drabkin. Os valores de hemoglobina total foram determinados pela

expressao matematica:
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Hb total (gHb/dL)= densidade 6ptica x 1,6114/11 x diluigao.

4.4.3 Contagem de eritrocitos (RBC):

A contagem de eritrocitos foi feita utilizando cdmara de Neubauer em um
microscopio 6ptico. Utilizou-se 10 uL de sangue misturados a 2 mL de solucdo de
citrato formol (1,9 g citrato de sédio e 1 mL formaldeido 40 % em 50 mL de agua). A
contagem foi feita em cinco grupos de quadrados da camara, os das quatro pontas
(situados nos angulos da area reticulada) e o quadrado do centro, que sao
subdivididos em 16 quadrados menores, resultando um total de 80 quadradinhos
contados. Para o calculo, somava-se o valor de eritrécitos dos 5 grupos de quadrados
tendo um total de eritrocitos em 1/5 de 0,1 mm?, e entdo calculava-se o nimero de

células em 1 mm?3 levando em conta a dilui¢ao (LIMA, 1969). A formula utilizada foi:

RBC= X numero de eritrocitos/100 x 106/ mm?3

4.4.4 Volume corpuscular médio (VCM)

O calculo do volume corpuscular médio foi feito através da seguinte

expressao:

VCM (pmm3)= [hematdcrito (%)/ RBC (milhdes/mm?3)] x 10

4.4.5 Hemoglobina corpuscular média (HCM)

O célculo da hemoglobina corpuscular média foi feito através da seguinte

expressao:

HCM (pg/célula) = [Hbtotal (g%)/RBC (milhdes/mm3)] x 10

4.4.6 Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
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O célculo da concentracdo de hemoglobina corpuscular média foi feito

através da seguinte expressao:

CHCM (%) = [Hbtotal (g%)/Hematocrito (%)] x 10

4.5 Antioxidantes nao enzimaticos

4.5.1 Acido ascorbico

O acido ascérbico foi determinado pelo método de condensacdo com a 2,4
dinitrofenilhidrazina na presenca de tiouréia (CARR et al, 1983). Foram
homogeneizados, em banho de gelo, uma aliquota de cérebro e uma de figado (50
mg) em 1 mL de TCA a 20 %, e centrifugado a 12.000 x g por 3 minutos. A reacao foi
determinada pela adicdo de 250 pL de agua destilada, 250 uL. de homogeneizado de
cérebro e de figado e 25 pL de 2,6-diclorofenolindofenol a 0,2 %. Esta mistura reagiu
por 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente foram adicionados 250 pL do
reagente que continha tioureia (0,2 %), acido metafosférico (5 %) e 250 pL de
dinitrofenilhidrazina a 0,2 % (em &cido sulfarico 12 M). Esta mistura permaneceu por
3 horas a 60°C. Ap6s este periodo foram adicionados 500 pL de acido sulfarico 18 M
gelado e a amostra foi centrifugada a 500 x g por 10 minutos. Os tubos foram
resfriados em gelo e a leitura 6ptica foi feita contra um padrao de 100 nmols de &cido

ascOrbico em 524 nm.

4.5.2 Glutationa reduzida no sangue

Para a determinacdo da glutationa reduzida foi utilizado o método de
BEUTLER (1984) modificado. Um volume de 50 pL de sangue total foi adicionado a
0,5 mL de agua destilada, para promover a lise das células. Deste hemolisado foi

retirado 50 pL para a determinagdo da concentragdo de hemoglobina total. Ao
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restante do hemolisado (500 pL) foi adicionado 0,75 mL de solugdo de precipitacao
(1,67 g de acido metafosférico, 0,2 g de EDTA, 30 g de NACI em 100 mL de agua
destilada), a suspensao foi centrifugada 12.000 x ¢ por 3 minutos em temperatura
ambiente, 0,5 mL do sobrenadante foi retirado para a determinacdo da concentragao
de glutationa reduzida. Ao volume do sobrenadante foi adicionado 2 mL de fosfato
de sodio dibasico 0,3 M e a leitura 6ptica foi realizada em 412 nm contra um branco
contendo agua. Apos esta leitura foi adicionado 0,25 mL de DTNB (4cido 5,5 -
ditiobis- 2- nitrobenzoico), e depois de 10 minutos foi feita nova leitura, também a
412 nm. A concentracdo de glutationa reduzida foi determinada contra um padrao de

glutationa reduzida contendo 100 nmols.

4.6 Antioxidantes enzimaticos eritrocitarios

Todas as enzimas eritrocitdrias foram determinadas segundo BEUTLER (1984).

4.6.1 Preparacao dos eritrdcitos para determinac¢des enzimaticas.

Para a determinacdo das atividades enzimaticas nos eritrécitos foram
necessarios os processos de separacdo e lavagem destas células. Para isto, o sangue
total foi centrifugado por 3 minutos em 12.000 x ¢ para separacdo do plasma. Em
seguida o plasma e as células vermelhas foram separados por sucgao, e o plasma foi
estocado a -20 °C para andlises posteriores.

Os eritrocitos foram lavados em trés centrifugagdes, seguidas de diluicdo com
cloreto de sédio. Para cada 1 mL de sangue total foi adicionado 1 mL de solucdo de
cloreto de s6dio a 0,9%, e os eritrocitos foram submetidos a uma centrifugacdo de 15
minutos a 5.000 x g a 4 °C. Ap6s esta centrifugacao, o sobrenadante foi retirado e o
cloreto de sédio foi novamente adicionado. A amostra foi, entdo, submetida a mais
uma centrifugacdo de 5.000 x ¢ por dez minutos. Esta dltima centrifugacdo foi
repetida mais uma vez. Ap0s esta lavagem, os eritrécitos foram lisados com Tris-HCl

5 mM pH 8,0, e as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
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sobrenadante foi utilizado para as medidas das enzimas eritrocitarias e de anion

superoxido.

4.6.2 Superoxido dismutase total - SOD

A atividade da SOD foi determinada através da auto-oxidacdo do pirogalol,
que ¢ inibido na presenca da SOD. Em 100 pL de solugao de eritrécitos lisados foram
adicionados 700 pL de agua destilada gelada, 200 pL de etanol PA e 120 pL de
cloroférmio PA. O etanol e o cloroférmio foram utilizados para a precipitacdo da
hemoglobina, pois o ferro dificulta a auto-oxidagdo do pirogalol. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 4.000 x g a 4 °C e este sobrenadante foi utilizado para
a determinacdo da atividade de superdxido dismutase.

Em uma cubeta de 3 mL foi adicionado 200 pL de Tris HCI-EDTA 1 M, pH 8,0
e um gradiente de volumes do hemolisado-etanol-cloroférmio, completando-se o
volume para 1.960 pL com 4gua destilada. As amostras foram pré-incubadas a 25 °C
por 5 minutos, seguido da adicdo de 40 pL de pirogalol 10 mM em HCI 10 mM. A
atividade da SOD foi determinada sabendo-se que 1 unidade de SOD inibe 50 % da
autoxidagdo do pirogalol. A variacdo da densidade 6ptica foi determinada em 420

nm em reacdes cinéticas de 5 minutos, com registro a cada 10 segundos.

4.6.3 Catalase - CAT

Para cada 100 pL do hemolisado foi adicionado 200 uL de solucdo de B-
mercaptoetanol-EDTA (10 mL de EDTA 10 % somado a 50 L de B-mercaptoetanol e
completado para 1 L) e 20 pL de etanol 95 % para impedir a reversao da atividade da
enzima.

Para ser feita a solucdo de perdxido de hidrogénio foi necessédria a
determinacdo da concentracdo exata do peréxido de hidrogénio estoque. Em uma
cubeta foi adicionado 1,8 mL de tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 e a leitura
Optica foi feita em 230 nm e foi chamada de DO;. Apés esta leitura foi adicionado a

mesma cubeta 200 uL. da H2O: estoque, diluido 100 vezes, e uma nova leitura 6ptica
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foi realizada e chamada de DO». O célculo baseou-se na subtracdao de DO;1 de DO» e
multiplicando-se por 141, dado que o § da H2O2 é 0,071 e o volume final na cubeta

erade2mL.

[H202] = (DO2- DO1) x 141

Para a determinagdao da atividade enzimatica da catalase foi adicionado em
uma cubeta de 3 mL 100 pL de tampao fosfato de s6dio 0,1 M pH 7,0, 1.800 pL de H>O»
50 mM e agua destilada para completar o volume para 1.960 pL. A mistura foi
incubada por 2 minutos com um volume apropriado de hemolisado, em reacdo
cinética, registrou-se o decréscimo de DO23p a cada 10 segundos. O valor do coeficiente

de extingdo molar utilizado para o célculo foi 0,071/ mM-cm.

4.6.4 Glutationa peroxidase -GPx

Para cada 100 uL. do hemolisado foi adicionado 200 uL de solucdao de -
mercaptoetanol-EDTA (10 mL de EDTA 10% somado a 50 pL. de B-mercaptoetanol e
completado para 1 L). A glutationa peroxidase foi determinada através da atividade
da glutationa redutase e oxidagdo do NADPH, usando hidroperéxido como
substrato.

Para a determinacdo enzimatica foram adicionados a cubeta 100 pL de Tris-
EDTA 1 M pH 8,0, 20 pL de glutationa reduzida (GSH) 0,1 M, 100 pL glutationa
redutase 10 U/mL, 100 uL. de NADPH 2 mM, 380 uL de azida s6dica 2,6 uM, volume
apropriado de hemolisado e dgua destilada para completar o volume de 970 puL. Esta
amostra foi pré-incubada por 4 minutos. Apds este passo, foram adicionados 30 pL de
t-butil hidroperéxido 7 mM. O decréscimo da densidade 6ptica foi determinado contra
um branco a 340 nm. O valor do coeficiente de extingdo molar utilizado para o célculo

foi 6,20/ mM.cm.
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4.6.5 Glicose- 6-fosfato desidrogenase - G6PDH

Para cada 100 puL. do hemolisado foi adicionado 200 uL de solucdao de pB-
mercaptoetanol-EDTA (10 mL de EDTA 10% somado a 50 pL. de B-mercaptoetanol e
completado para 1 L). A glicose 6 fosfato desidrogenase foi determinada através da
reacao de reducao do NADP*.

O ensaio cinético continha 100 pL de tampao Tris-HCl 1 M pH 8,0 com EDTA
5 mM, 100 pL de MgClL> 0,1 M, 100 pL de NADP* 2 mM, um volume apropriado da
amostra e em seguida foi adicionado 50uL de glicose 6 fosfato 0,1M. A producao de
NADPH foi determinada por 2 minutos com registros a cada 10 segundos, a 340 nm.

O valor do coeficiente de extingdo molar utilizado para o célculo foi 6,20/ mM.cm.

4.7 Antioxidantes enzimatico hepatico

Todas as enzimas foram determinadas segundo BEUTLER (1984).

4.7.1 Preparacao dos homogeneizado de figado.

O homogeneizado de figado foi feito com aliquotas contendo
aproximadamente 40 mg as quais foram adicionados 0,5 mL de tampao fosfato de
potéssio 0,1 M pH 7,0 contendo sacarose 0,25 M. As amostras foram homogeneizadas
em homogeneizador tipo Turrax em banho de gelo, em baixa velocidade.
Posteriormente, foram centrifugadas por 10 minutos a 15.000 x ¢ a 4 °C e o
sobrenadante, contendo em média 4 mg/mL de proteina, foi utilizado para as

determinacOes enzimaticas.

4.7.2 Superoxido dismutase total - SOD

A atividade da SOD foi determinada através da auto-oxidacao do pirogalol,

que é inibido na presenga da SOD. A atividade da enzima foi estimada no figado, do
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qual o homogeneizado foi diluido 10 vezes no mesmo tampado de homogeneizac¢ao
(tampao fosfato-sacarose).

A determinacdo da superdxido dismutase foi feita em uma cubeta de 3 mL,
onde foi adicionado 200 pL de Tris HCI-EDTA 1 M, pH 7,5, e um gradiente de
volumes do homogeneizado de figado, completando-se o volume para 1.960 pL com
agua destilada. As amostras foram pré-incubadas a 25 °C por 2 minutos.
Posteriormente, foi adionado 40 pL de pirogalol 10 mM em HCI 10 mM. A atividade
da SOD foi determinada sabendo-se que uma unidade de SOD inibe 50 % da auto-
oxidagao do pirogalol. A variacdo da densidade 6ptica foi determinada a 420 nm em

reagOes cinéticas de 2 minutos, com registro a cada 10 segundos.

4.7.3 Catalase - CAT

O homogeneizado de figado foi diluido 200 vezes em tampao de
homogeneizacdo (tampao fosfato-sacarose). Ao homogeneizado foi adicionado 20 pL
de etanol a 95% para impedir a reversdo da atividade enzimatica.

Para ser feita a solucdo de perdxido de hidrogénio foi necessédria a
determinacdo da concentracao exata do estoque. Em uma cubeta foi adicionado 1,8
mL de tampao fosfato de s6dio 0,1 M pH 7,0 e a leitura Optica foi feita em 230 nm e
foi chamada de DO1. Apés esta leitura, foi adicionado a mesma cubeta 200 pL da
H>O: estoque, diluido 100 vezes, e uma nova leitura 6ptica foi realizada e chamada
de DO». O célculo se baseou na subtracao de DO; de DO e multiplicando-se por 141,

dado que ¢ da H2O> € 0,071 e o volume final na cubeta era de 2 mL.

[H20.] = (DO2- DOx) x 141

A atividade da catalase foi determinada adicionando-se a uma cubeta de 3 mL
100 pL de tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0, 900 pL de H.O2 a 50 mM e agua
destilada para completar 1.950 pL. A mistura foi incubada por 2 minutos com um

volume apropriado de homogeneizado, em reacdo cinética, registrando-se os
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decréscimos de DO230 a cada 10 segundos. O valor do coeficiente de extingdo molar

utilizado para o calculo foi 0,071/ mM.cm.

4.7 4 Glutationa peroxidase -GPx

O homogeneizado utilizado na determinacdo de glutationa peroxidade foi
diluido 100 vezes em tampao de homogeneizacdo fosfato-sacarose. A glutationa
peroxidase foi determinada através da reacdo glutationa redutase e da oxidagao do
NADPH, utilizando o hidroper6xido como substrato.

Para a determinac¢do enzimatica foram adicionados a cubeta de 1 mL: 100 uL
de Tris-EDTA 1 M pH 8,0, 20 pL GSH 0,1 M, 100 pL glutationa redutase 10 U/mL,
100 pnL de NADPH 2 mM, 380 pL de azida sédica 2,6 uM, volume apropriado de
homogeneizado e um volume de 4gua destilada para completar 970 pL. Esta amostra
foi pré-incubada por 2 minutos. Apos este passo, foram adicionados 30 pL t-butil
hidroperéxido 7 mM. O decréscimo da densidade 6ptica foi determinado contra um

branco a 340 nm. O valor do coeficiente de extin¢do molar utilizado para o calculo foi

6,20/ mM.cm.

4.7.5 Glicose 6 fosfato desidrogenase - G6PDH

O homogeneizado de figado foi diluido 10 vezes em tampdo fosfato-sacarose
para as determinacgdes. A glicose 6-P desidrogenase foi determinada através da
reacao reducao do NADP+.

A atividade da enzima foi determinada em um ensaio cinético contendo
tampao Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, MgCl>» 0,01 M, NADP* 0,2 mM e um volume
apropriado da amostra, para um volume final igual a 950 pL. A reacdo ocorreu
adicionando-se 50 uL de G6P 0,1 M. A produgdo de NADPH foi determinada por 2
minutos registrando-se a cada 10 segundos em 340 nm. O valor do coeficiente de

extincdo molar utilizado para o calculo foi 6,20/ mM.cm.
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4.8 Bioindicadores cerebrais e plasmaticos de toxicologia

4.8.1 Acetilcolinesterase (AChE)

Amostras de cérebro contendo aproximadamente 50 mg foram
homogeneizadas em 1 mL de tampao fosfato de sédio 10 mM contendo glicerol a
50% (v/v) pH 7,0 a 1000 rpm por 1 minuto em banho de gelo. O homogeneizado foi
centrifugado por 8 minutos a 21000 x g a uma temperatura de 4 © C, descartando-se o

sedimento.

A atividade da enzima acetilcolinesterase foi determinada no cérebro, através
do método de ELLMAN modificado (1961). A atividade desta enzima foi medida

cineticamente através da hidrdlise da acetiltiocolina em acido acético e tiocolina.

Em uma cubeta de 1 mL, adicionava-se tampao fosfato 0,1 M pH 7,5 em
quantidade suficiente para 1 mL, 50 pL de acido ditiobisnitrobenzéico (DTNB) 6,4 mM
(em tampao de reacdo) e um volume de homogeneizado contendo aproximadamente
11 pg de proteina. Em seguida, a reacao foi iniciada pela adigdo de 50 pL do substrato
acetiltiocolina 3,73 mM (também em tampao de reagao). A formagao do produto 5-tio-
2-nitrobenzoato foi determinada cineticamente em espectrofotometro em 412 nm, a
cada 15 segundos, por 2 minutos. O valor do coeficiente de extin¢do molar utilizado

para o calculo foi 16,950/ mM-cm.

4.8.2 Glutationa -S-transferase (GST)

A determinacado da atividade geral de GST plasmatica foi feita pelo método de
HABIG e colaboradores (1974), cineticamente pela conjugacdo entre a glutationa e o
xenobidtico 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Para a determinagdo da atividade foi
adicionado a uma cubeta de 3 mL o plasma (com aproximadamente 5,41 mg de
proteina), 80 uL de CDNB 50 mM em etanol (P.A) e quantidade suficiente de tampao
fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0 para completar o volume para 1.640 pL. A reagao foi
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pré-incubada por 1 minuto, e 360 pL glutationa reduzida (GSH) 50 mM (preparado no
mesmo tampdo da reacdo) foram adicionados. O aparecimento do conjugado foi
registrado por 2 minutos a cada 10 segundos 340 nm. O branco da reacdo continha
todos os reagentes com excecdo da amostra. A atividade enzimatica foi obtida pela
subtracdo dos valores do ensaio total dos valores do branco de enzima. Para calculo da
concentracdo de produto formado foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de

CDNB (9,6/ mM.cm).

4.9 Enzimas de biotransformacao hepatica

4.9.1 Preparacdo de microssomas e fragao solavel de figado

Para a preparacdo da fracdo microssomal e da fracdo solavel de figado, as
amostras foram homogeneizados na razao de 1 g de tecido para 4 mL de tampao de
homogeneizacdo (tampao fosfato de potéassio 0,1 M pH 7,0 contendo sacarose a 0,25
M) a 2.000 rpm por 2 minutos, em banho de gelo. Posteriormente, o material foi
centrifugado por 30 minutos por 14.000 x g a 4 °© C, e o sobrenadante foi submetido a
uma ultracentrifugacdo a 105.000 x g por 90 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
utilizado como a fragdo soltavel e os precipitados foram suspensos no mesmo tampao
de homogeneizacao, numa relacdo de 1 g (pesados no inicio) para 1 mL de tampao,
com a utilizagdo de homogeneizador manual do tipo Potter. Os microssomos foram
fracionados, congelados em N liquido e mantidos a -80 °C. As fra¢des soltiveis foram

fracionadas e congeladas a -20 °C.

4.9.2 Glutationa S transferase (GST)

A determinacdo da atividade geral de GST hepética foi realizada segundo o
método de HABIG e colaboradores (1974), determinado cineticamente através da

formagdo do conjugado da glutationa com o 1, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A
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reacdo foi realizada em uma cubeta de 3 mL contendo uma aliquota com até 150 ng
de proteinas da fragdo soltavel hepética, 80 uL. de CDNB 50 mM em etanol e uma
quantidade de tampao fosfato de potédssio 0,1 M pH 7,0 suficiente para completar
1.640 pL, que foi pré-incubando por 1 minuto. Apds este tempo, adicionava-se 360 pL.
de glutationa reduzida (GSH) 50 mM (preparada em tampdo de reagdo). O
aparecimento do conjugado foi registrado por 2 minutos a 340 nm. O branco da
reacdo era idéntico ao ensaio, mas sem a fracao soltvel. A atividade enzimatica foi
obtida pela subtracdo dos valores do ensaio total dos valores do branco de enzima.

Para calculo da concentragdo de produto formado foi utilizado o coeficiente de

extincdo molar de CDNB (9,6/ mM-cm).

4.9.3 Teste de inibicao da GST “in vitro” pelo fenol

O teste de inibicao da GST pelo fenol “in vitro” foi feito em uma cubeta de 3
mL contendo uma aliquota com até 150 pg de proteinas da fragao soltivel hepatica, 80
uL de CDNB 50 mM em etanol, fenol 0,2 mg/L ou 1 mg/L ou 2 mg/L e uma
quantidade de tampao fosfato de potédssio 0,1 M pH 7,0 suficiente para completar
1.640 pL, a qual foi pré-incubada por 30 minutos. Ap6s este tempo, adicionava-se 360
uL de glutationa reduzida (GSH) 50 mM (preparado em tampdo de reagdo). O
aparecimento do conjugado foi registrado por 2 minutos a 340 nm. A atividade
enzimaética foi obtida pela subtracdo dos valores do ensaio total menos os valores do
branco de enzima. Para calculo da concentragdo de produto formado foi utilizado o

coeficiente de extincdo molar de CDNB (9,6/ mM:-cm).

4.9.4 Uridina difosfato glicuronosil transferase (UDPGT)

A atividade da enzima UDPGT foi feita através da formacdo do conjugado a-
naftol com a uridina 5" difosfato glicurénico (SALLES, 2000). Para esta determinagao
foram adicionados a 25 pL de MgCl (108 mM), volume suficiente da fracado
microssomal contendo aproximadamente 60 pg de proteina, 25 pL de uridina 5’

difosfato glicuronico (UDPGA) 36 mM (preparado em tamp&do de reacdo) e uma
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quantidade suficiente de tampao fosfato de potédssio 25 mM pH 7,0 para completar
300 pL. Esta mistura foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente e, na
seqiiéncia, foi adicionado 30 pL de a-naftol 6 mM (preparado em 24 % em etanol P.A.
e 76 % de tampao de reagdo). A mistura foi homogeneizada em vortex e incubada a
40 o C por 20 minutos. Ap0s este periodo, a reagao foi interrompida com a adigao de
0,9 mL de acido tricloroacético (TCA) 3 %. A mistura foi centrifugada a 5.000 x g por
10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a leitura.

Um volume de 0,9 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de tampao
glicina-NaOH 1,6 M pH 10,0 e a leitura foi feita em um espectrofluorimetro com 287
nm de excitacdo e 337 nm de emissdo. A atividade enzimatica foi determinada
subtraindo os valores do ensaio total e do branco de enzima, e o célculo do produto

formado foi estimado contra um padrao de naftil-glicuronideo contendo 6 nmol.

4.9.5 Teste de inibicao da Uridina difosfato glicuronosil transferase (UDPGT) pelo
fenol “in vitro”

Para este teste de inibicdo da UDPGT ou UGT pelo fenol “in vitro” foi feita
uma reacdo contendo 25 pL de MgCl> (108 mM), volume suficiente da fracao
microssomal contendo aproximadamente 60 pg de proteina, 25 pL de uridina 5
difosfato glicuréonico (UDPGA) 36 mM (preparado em tamp&o de reacdo), fenol nas
concentracdes de 0,2 mg/L ou 1 mg/L ou 2 mg/L e uma quantidade suficiente de
tampao fosfato de potassio 25 mM pH 7,0 para completar 300 pL. Esta mistura foi
incubada por 10 minutos em temperatura ambiente e, na seqiiéncia, foi adicionado 30
uL de a-naftol 6 mM (preparado em 24% em etanol P.A e 76% de tampao de reagao).
A mistura foi homogeneizada em vortex e incubada a 40 © C por 20 minutos. Apds
este periodo, a reacdo foi interrompida com a adicdo de 0,9 mL de é&cido
tricloroacético (TCA) 3 %, e a mistura foi centrifugada a 5.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a leitura.

Um volume de 0,9 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de tampao
glicina-NaOH 1,6 M pH 10,0 e a leitura foi feita em um espectrofluorimetro com 287

nm de excitacdo e 337 nm de emissdo. A producdo do conjugado foi determinada em
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um espectrofluorimetro com 287nm de excitacdo e 337 nm de emissdo. A atividade
enzimética foi determinada subtraindo os valores do ensaio total e do branco de
enzima, e o calculo do produto formado foi estimado contra um padrao de naftil-

glicuronideo contendo 6 nmol.

4.9.6 Sistemas de monoxigenases hepaticas dependente do citocromo P 450

Para determinacdo da atividade do sistema de monooxigenases hepaticas
dependentes do citocromo P450 hepatico, tomamos por base duas atividades
enzimaticas de O-desetilacdo; uma da 7-etoxicumarina e outra da 7-etoxiresorufina,
ja que ambas dependem de catdlise mediada por citocromo P450 na fracdo

microssomal.

7-etoxicumarina-O-desetilase (ECOD)

A atividade de ECOD foi determinada segundo o método de CUNHA-
BASTOS (2001) através da desetilacao da 7- etoxicumarina em umbeliferona. A
reacao foi feita em um meio com volume final de 500 pL contendo dgua destilada, 50
uL tampdo fosfato de potassio 0,5 M (pH 7,4), 5 pL de etoxicumarina 0,2 M em
dimetil-sulféxido (DMSO), 5 pL de MgCl> 1 M e fracdo microssomal contendo
aproximadamente 400 ng de proteina. A reacao foi pré-incubada por 3 minutos a 37
°C, e entdo, iniciada pela adi¢do de 20 uL de NADPH 25 mM. Apds 15 minutos a
37°C a reacgdo foi paralisada pela adicao de 500 pL de TCA 5%. Os brancos de enzima
s6 receberam NADPH ap6és a interrupcao da reagao.

Os tubos foram centrifugados a 500 x g por 15 minutos e 500 pL do
sobrenadante foram adicionados a 2 mL de tampao glicina 1,6 M (pH 10,3), e
imediatamente a umbeliferona foi misturada a reacao e medida contra um branco em
um fotofluorimetro em 390 nm de excitagdo e 440 nm de emissdo. A curva padrado de

umbeliferona (10, 20 e 40 pmol preparada em etanol) foi realizada nas mesmas
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condi¢des do ensaio usando-se 100 pL albumina sérica bovina 5 mg/mL em

substitui¢do as proteinas microssomais.

7-Etoxiresorufina-O- desetilase (EROD)

A atividade da EROD foi determinada segundo o método de CUNHA-
BASTOS (2001) através da O-desetilagdo da 7-etoxiresorufina em resorufina. A
atividade foi medida cineticamente em volume de incubagao de 2 mL, por 3 minutos,
utilizando um volume apropriado de tampao fosfato de potéassio 0,1 M (pH 7,8), 10
uL de 7-etoxiresorufina em DMSO 0,5 mM, um volume da fracdo microssomal
contendo aproximadamente 350 pg de proteina, 10 pL de MgCl> 1 M, 20 pL de
NADPH 25 mM . A reacdo foi iniciada pelo acréscimo NADPH e a formagdo de
resorufina foi detectada por no fotofluorimetro com 550 nm de excitagdo e 582 nmm
de emissdo. A curva padrao de resorufina foi feita nas mesmas condi¢gdes do ensaio
medindo-se a intensidade de fluorescéncia apds a reagdo. A atividade da enzima foi
determinada calculando-se a variacdo da intensidade de fluorescéncia contra o

padrdo de resorufina que continha 20 pmol.

4.10 Proteina no homogeneizado dos tecidos

A proteina total foi determinada nos mesmos homogeneizados utilizados
nas determinagdes enzimdticas. A quantificagdo foi feita pelo método descrito por
KRUGER (1994) que utiliza o reagente de Bradford, consistindo de uma mistura de
100 mL &cido fosforico 85 %, 50 mL de etanol 95 % e 100 mg de “Comassie Brilliant
Blue”, e completando-se o volume para 1 L. Esta mistura foi filtrada 2 vezes e
armazenada a 4 ° C. Depois de feitas as dilui¢des apropriadas para cada tecido, 10 uL
de cada amostra foram transpostas em duplicata numa micro-placa, e 200 uL do
reagente de BRADFORD foram adicionados em cada pogo. A leitura da placa foi
realizada ap6s 5 minutos de descanso, no escuro, em 600 nm utilizando um leitor de

micro placas.
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4.11 Analise Estatistica

A determinacdo do CLso/96 horas foi feita através do software “Trimmed
Spearman-Karber” “LC50 Programs JSPEAR” (HAMILTON et al., 1978) para um
intervalo de 96 horas.

O delineamento estatistico utilizado foi o teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov com 90% de confianga, e as diferencas entre os grupos foram testadas com
um teste paramétrico ndo pareado, que compara os grupos dois a dois, com p< 0,05.
Os dados foram calculados utilizando o software Graph Pad Instat, versao 3.0/1997.
Cada grupo foi comparado somente com o seu controle.

As determinagdes de correlacdes entre os dados foram feitas pelo teste
nao paramétrico de Sperman, com 95% de confianca, realizado pelo software
Graphpad Prism, versao 4.0, abril, 2003.

Os dados sao apresentados como médias * desvio-padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de Toxicidade aguda- CLs¢/96h

Os dados de qualidade de dgua estdao representados no Quadro 1 e nao
mostraram alteracdo durante todo o experimento, exceto para a amonia e fenol que
aumentaram cada 24 horas.

Os animais expostos ao fenol apresentaram um comportamento diferente do
controle, com atividade natatéria reduzida e menor agressividade. O matrinxa
costuma nadar em cardume sendo constantemente ativo, e com exemplares
apresentando maior agressividade. Porém, os peixes expostos ao fenol se mostraram
menos agressivos e nenhum canibalismo foi registrado durante o experimento.

Os resultados do teste de CLso/96h para o matrinxa mostraram mortalidade
zero no controle e nas concentracdes 1, 5 e 10 mg/L. No grupo que foi tratado com 25
mg/L, cinco peixes morreram ap0ds 48 horas. Na concentracdo mais alta, 50 mg/L,
todos os animais morreram em 24 horas. Esses dados estdo sumarizados na TABELA
4. A CLso/96h do fenol foi 17,4 mg/L com 95% de confianca, apresentando variagao
de 14,71 mg/L a 19,96 mg/L (FIGURA 20), e os dados foram calculados através do
software “Trimmed Searman-Karber-LCsp Programs JSPEAR” (HAMILTON et al.,
1978). O valor de fenol utilizado em todos os experimentos de exposicao foi 10% da

CLso de 96 horas, ou seja, 2 mg/L.



TABELA 4. Sobrevivéncia de B. amazonicus, matrinxa, expostos ao fenol.

Sobrevivéncia
Fenol (mg/L) n (inicial) n (96 horas) (%)
0 10 10 100
1 10 10 100
5 10 10 100
10 10 10 100
25 10 5 50
50 10 0 0
100
Y=-7,22X+ 2,12
80 R=0,98
g o
D
® .
o
g w0
o
=
20
0= T T T T T
0 10 20 30

Fenol (mg/L)

FIGURA 20 - Freqtiéncia de mortalidade de Brycon amazonicus exposto ao

fenol para calculo da CLsyo de 96 horas. O valor de 50% de mortalidade

calculada corresponde a 17,4 mg/L



QUADRO 1 - Qualidade da 4gua durante o teste de toxicidade do fenol (CLso) por 96 horas para Brycon amazonicus

matrinxa.
Parametro Fenol (mg/L)
10 25 50
Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
pH 7,41+0,15 | 7,66+0,20 | 7,45+0,09 | 7,63+0,15 | 7,46+0,07 | 7,75£0,15 | 7,52+0,25 | 7,58+0,33 | 7,41+0,08 | 7,46x0,17 | 7,47+0,07 | 7,47£0,07
Cond. (uS/cm?3) |86,3+12,7 | 78,7+1,81 | 87,8+12,7 | 79,1+2,0 |88,0+13,5 | 77,82+1,9 | 91,4+18,5 | 80,95+4,0 | 89,2+13,4 | 81,0+1,19 | 101,8+0,2 | 101,8+0,2
OD (mg/L) 6,04+0,36 | 5,7540,93 | 6,04+0,26 | 5,8+0,81 |5,73+0,25 | 5,29+1,36 | 5,70+0,39 | 4,70+1,05 | 5,74+0,49 | 4,91+1,31 | 5,91+0,23 | 5,91+0,23
Temp. (C°) 23,1£0,88 | 22,25+1,5 | 23,1+0,88 | 22,25+1,5 | 23,12+0,8 | 22,2+1,48 | 23,22+0,8 | 23,07£2,1 | 23,2+0,85 | 22,77+1,9 | 22,3+0,07 | 22,3+0,07
Dureza (mg/L) |37,4+6,98 | 33,75+1,7 | 36,6+6,34 | 34,75+1,8 | 37,645,59 | 36,75+4,9 | 41+7,54 | 33+0,81 |38,8+6,37 | 38+1,41 | 461,41 | 46+141
Alc. (mg/L) 48,416,85|42,15+1,3 | 47,41+7,17 | 42,12+1,4 | 46,9+6,37 | 46,3+3,75 | 49,5£10,3 | 46,045,36 | 47,1+7,36 | 45,243,32 | 54,5+0,70 | 54,5+0,70
NH; (mg/L) |0,35+0,03 | 0,27+0,03 | 0,27+0,02 | 0,40+0,03 | 0,53+0,05 | 1,42+0,1 | 0,38+0,02 | 0,89+0,03 | 0,40+0,02 | 0,70+0,01 | 0,52+0,02 | 0,52+0,02
NO: (mg/L) x10°3| 140,2 6,91¢0,3 | 1,601 | 58403 | 64+04 | 10+0,5 | 4,7¢0,1 | 14409 | 10401 8+0,6 4,5+0,7 | 4,540,7

Os valores estdo expressos em Média + DP. Cond=condutividade;

alcalinidade; NH3;= amonia; NO,=nitrito

OD= oxigénio dissolvido; Temp=temperatura; Alc=
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5.2 Exposicao ao fenol I - Avaliacao histopatoldgica

Os resultados da avaliacdo histolégica estdo apresentados por fotos. Durante
todo o experimento a concentracdo de 2 mg/L fenol ndo causou a morte de nenhum
animal. Foi observado quando exposicao ao fenol diminuem um pouco a sua
atividade de natacdo em relacdo ao controle. Ndo ocorreu canibalismo. Os dados da
qualidade de agua mostraram que os valores permaneceram constantes durante o
experimento exceto pelo aumento da amonia durante as 24 horas e a queda da
concentragdo do fenol durante as mesmas 24 horas. Os dados sobre a qualidade de

agua deste experimento estdo no Quadro 2.

5.2.1 Branquias

As branquias do grupo controle mostraram epitélio interlamelar baixo e estas
células de revestimento formaram no maximo 2 ou 3 camadas de células. As
branquias apresentaram tanto as lamelas primérias altas como as lamelas
secunddrias altas. As células apresentaram nticleo com a coloracdo roxa (acidoéfilo) e
citoplasma com a coloracao rosa (basoéfilo). Foram encontrados de 1 a 2 ntcleos por
célula e estes também se apresentaram de tamanho uniforme. Nao foram
encontradas muitas células mucosas, porém foram verificadas muitas células cloreto
na lamela primadria. As células apresentaram-se sem edema, bem organizadas e havia
muito sangue no sistema branquial. Ndo foram encontradas injaria nas branquias
dos matrinxas do grupo controle.

Os matrinxas que foram expostos ao fenol apresentaram células branquiais
com citoplasma e nucleo de coloragao preservada. A lamela secundéria apresentou
fusdo apical e, em vdrios pontos, apresentou também fusdo total. Além disso,
também foi possivel observar congestao sanguinea e edema subepitelial pequenos, e
em alguns casos, necrose com ntcleos em picnose. Em alguns pontos foi possivel
verificar a formacdo de aneurisma na lamela primaria. O sistema branquial dos
animais exposto apresentou mais sangue que o controle, além de apresentar

congestdo sanguinea. Os resultados estao representados na FIGURA 21.
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5.2.2 Figado

O figado do matrinxa controle exibiu hepatécitos pequenos, com formato
hexagonal, levemente arredondado, com nticleo central e baséfilo e citoplasma pouco
acidofilo. Os hepatocitos apresentaram-se organizados ao redor dos capilares
sinusdides, porém ndo se exibiram organizados em um arranjo cordonal
caracteristico. Ao redor das veias verificou-se a presenca de grande quantidade de
tecido pancreatico exdcrino altamente basoéfilo e com muitos granulos. O figado de
matrinxd mostrou pouca reserva de glicogénio nos hepatécitos, quando corados com
a PAS, apresentando uma coloragao rosa intensa e pouca reagdo pode ser observada.
O figado ndo apresentou alteracdes injirias nos tecidos observados.

O figado dos matrinxds expostos ao fenol apresentou um aumento no
didmetro dos capilares sinusdides e estase sanguinea nesses capilares, com possivel
estase biliar. A quantidade de glicogénio na coloracdo de PAS diminuiu em relagao

ao controle. Um corte histolégico hepatico é apresentado nas figuras 22 e 23.



QUADRO 2 - Qualidade da agua durante a exposicdo de Brycon amazonicus matrinxa ao fenol (2mg/L) por

96 horas.
Tempo Cond. OD Temp. Alc. COx Dureza NH; Fenol
pors | T sy | g | (O | mgdesy | O ey | e
C E C E C E C E C E C E C E C E
0I 764 | 7,70 | 104,9 | 1040 | 525 | 512 | 271 | 271 63 63 105,1 89 0,27 | 0,25 0 0
OR 7,70 | 7,81 | 104,6 | 99,8 | 553 | 590 | 26,6 | 26,6 63 63 91 97 042 | 0,37 0 1,91
241 7,78 | 7,84 | 1157 | 1124 | 591 | 585 | 24,3 | 245 | 63,5 70 97 98 053 | 1,42 0 1,67
24 R 739 | 745 | 110,0 | 101,5 | 584 | 592 | 254 | 254 | 50,5 50 66 63 0,21 | 0,15 0 1,950
481 7,75 | 7,35 [ 105,0 | 1105 | 6,26 | 6,22 | 24,7 | 254 60 61 66 63 | 0405 | 0,79 0 1,52
48 R 8,02 | 7,33 | 10,30 | 108,2 | 5,70 | 575 | 24,9 | 25,0 65 64 70 70 | 0,095 | 0,06 0 2,03
721 740 | 7,35 | 111,0 | 108,6 | 6,27 | 592 | 25,6 | 26,3 63 63 67 68 | 0,186 | 0,09 0 1,59
72 R 7,5 7,65 | 111,0 | 1079 | 557 | 529 | 27,6 | 27,6 | 62,5 63 67 66 | 0,169 | 0,16 0 1,98
9% 1 765 | 745 | 104,6 | 1035 | 6,23 | 520 | 26,5 | 26,6 63 63 67 66 | 0,233 | 0,16 0 1,45

Teste realizado para avaliacdo histopatoldgica da exposigdo ao fenol. Cond=condutividade; OD=0xigénio dissolvido;

Temp= temperatura; Alc=alcalinidade; NHs=amonia; C= controle; E=exposto ao fenol. Oh é o inicio do experimento. I=

agua ap0Os 24 horas em sistema semi estatico. R= ap6s a renovacdo da 4dgua e reposicdo do fenol nos tratamentos.
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FIGURA 21 - Branquia de Brycon amazonicus. A - controle, HE (20X); B - controle, HE (10X); C -
Expostos ao fenol, HE (10X),ft - fusdo lamelar total, fa - fusdo lamelar apical; e - edema subeptelial e cs
- congestdo sanguinea; D - Expostos ao fenol, PAS (20X), ft - fusdo lamelar total; E - Expostos ao fenol,
HE (20X), ft - fusao lamelar total; F - Expostos ao fenol, PAS (20X), ftp - fusdo lamelar total com perda
da fungdo; G - fenol, PAS (20X) a - aneurisma na lamela primaria e H - Expostos ao fenol, HE (20X), e

- edema subepitelial.
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FIGURA 22 - Figado de Brycon amazonicus. A - controle, HE (10X), arranjo ndo cordonal; B - controle,
HE (40X) hepatopancreas; C - Expostos ao fenol, HE (10X), ¢ s - congestdo sanguinea; D - Expostos ao
fenol, HE, (20X), s - muito sangue nos vasos sangtiineos; E - Expostos ao fenol, HE, (40X), | - aumento
da luz nos capilares sinusoéides, eb - estase biliar F - Expostos ao fenol, HE, (20X) e F - Expostos ao
fenol, HE, 20X, cs -congestdo sangtiinea.



FIGURA 23 - Figado de Brycon amazonicus. A - controle, PAS (20 X), g -
glicogénio; B - Expostos ao fenol, HE (20X), pg - pouco glicogénio em cada
hepatdcito; C - fenol, PAS (40X), pg - pouco glicogénio em cada hepatdcito.

77
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5.2.3 Rim

O rim de matrinxa ndo exposto ao fenol apresentou-se revestido por uma
delgada capsula de tecido conjuntivo frouxo e uma serosa externa composta por
mesotélio. O tecido renal é composto por néfrons constituidos pela capsula renal
(glomérulo e capsula de Bowman ou capsula glomerular), tibulo urindrio e tabulos
contorcidos proximais e distais. Entremeado ao rim, observou-se a presenca de tecido
intersticial. O corptsculo renal é composto de capsula glomerular constituida externa
e internamente por uma ou duas camadas de epitélio pavimentoso simples e pelo
glomérulo que é constituido de arteriolas aferentes que voltam a se unir formando as
arteriolas eferentes. Os tubulos contorcidos proximais apresentaram os maiores
didmetros de limen. Eles sdo formados por um epitélio cubico simples ciliado
caracterizado por coloracdo rosa intensa (PAS positivos), que indica presenca de
glicoproteinas em sua constituicdo. Esta estrutura também é conhecida como borda
em escova. As células deste epitélio apresentaram citoplasma levemente acidéfilo e
nudcleo oval ou arredondado localizado na por¢do mediana da célula. Os tabulos
contorcidos distais exibiram os menores didmetros e ndo apresentaram borda em
escova. As células e a organizacdo do epitélio foram similares ao observado nos
tabulos contorcidos proximais. O tubo urindrio apresentou-se revestido por epitélio
pavimentoso simples com longos cilios. O tecido intersticial é formado por tecido
linfocitdrio e tecido hematopoiético, ou seja, células sanguineas em processo de
formacdo e maturagdo. Os rins de matrinxds do grupo controle apresentaram
estruturas tissulares normais.

Os matrinxas expostos ao fenol apresentaram formagdo de um espacgo entre o
glomérulo e a capsula renal, devido a hipertrofia das arteriolas aferentes e eferentes.

Os rins estdo representados pela FIGURA 24.
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FIGURA 24 - Rim de Brycon amazonicus. A - controle, HE (20 X); B - controle, PAS (40X), ¢ - cdpsula de
Bowman C - controle, PAS (40X), tdp - tabulos contorcidos proximais e tcd - ttbulos contorcidos
distais; D - Expostos ao fenol, HE (20X); E - Expostos ao fenol, HE (40X), r - retragdo da capsula de
Bowman; F - Expostos ao fenol, PAS (40X).
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5.3 Exposicao ao fenol II - Avaliacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo,

biotransformacao hepatica e recuperacao.

Os matrinxas apresentaram uma diminui¢ao da atividade natatéria durante a
exposicdo ao fenol, porém isso ndo ocorreu durante a recuperacdo. Durante todo o
experimento, mesmo sem ser alimentados, ndo foi observada nenhuma mortalidade,
porém, ao final das duas semanas de recuperagdo verificamos mortalidade de 2
peixes controles e 2 da recuperacao.

Os dados de qualidade da dgua permaneceram semelhantes durante todo o
experimento, ocorrendo um aumento da amoénia e uma reducao da concentragao do

fenol no final das 24 horas. Os dados sobre a qualidade de 4gua estao no Quadro 3.



QUADRO 3 - Qualidade da dgua durante a exposi¢cdo do Brycon amazonicus matrinxa ao fenol por 96 horas, e a

recuperacao.
OD
Tempo Cond. Temp. Alc.COs Dureza Fenol
(horas) PH (1S cmd) (mg/L) °C) (mg /L) | CaCOs (mgL) NHs (/1) (mg/L)
C E C E C E C E C E C E C E C E
0I 7,39 7,58 80,2 80,5 5,87 4,6 24,3 24,3 110 110 37 37 0,27 0,25 0 0
0R 7,48 7,53 80, 81,3 5,7 4,7 24,5 24,4 109 109 37 37 0,42 0,37 0 1,91
241 7,59 7,70 82 81 4,33 5,08 23,2 23,1 100 100 38 38 0,53 1,42 0 1,67
24 R 7,75 7,73 80 80 55 4,45 23,2 23,2 105 105 38 38 0,21 0,15 0 1,950
481 7,30 7,53 79 78 5,66 5,74 23,0 23,1 100 100 40 40 0,405 0,79 0 1,52
48 R 7,40 7,60 79 78 55 5,32 24,8 24,9 100 100 40 40 0,095 0,06 0 2,03
721 7,60 7,70 80,5 80,5 4,93 5,0 24,6 24,6 100 100 40 40 0,186 0,09 0 1,59
72 R 7,60 7,70 80,5 80,5 5,56 5,15 25,5 25,2 100 100 40 40 0,169 0,16 0 1,98
961 742 7,52 79,6 78,7 4,23 4,99 25,8 25,6 100 100 40 41 0,233 0,16 0 1,45
1 Rec 7,60 7,60 80,5 80,5 6,0 6,36 25,8 26,0 105 105 38 39 0,145 0,14 0 0
2 Rec 7,5 7,50 80,5 80,5 6,90 6,65 23,8 23,5 105 105 40 40 0,15 0,15 0 0

C= controle; E=exposto ao fenol; Cond=condutividade; OD=oxigénio dissolvido; Temp= temperatura; Alc=alcalinidade;

NHs;=amonia; C= controle; E=exposto ao fenol. Oh é o inicio do experimento. I= apds 24 horas em sistema semi-estéatico. R=

ap0s a renovacgao da dgua e reposicao do fenol nos tratamentos Rec=recuperagdo (semanas 1 e 2).
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5.3.1 Parametros hematologicos

5.3.1.1 Hematocrito - Hct

O hematdcrito de matrinxa exposto ao fenol apresentou um aumento de 10%.
Os matrinxds da recuperacdo de uma semana apresentaram um aumento
significativo de 16% enquanto os de duas semanas mostraram uma redugdo de 9%
em relacdo aos seus controles. As médias e desvios padrdo do hematdcrito estao

apresentados na FIGURA 25.
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FIGURA 25 - Hematocrito (%) de Brycon amazonicus
matrinxa exposto ao fenol (F 96h) e ap6s a recuperacao
de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2). O (¥) indica a
existéncia de diferenca significativa com p<0,05 em

relagdo ao controle de cada experimento.



83

5.3.1.2 Hemoglobina total

A hemoglobina total ndo variou ao longo do periodo experimental (exposicao

e recuperacdo) As médias e desvios padrao estdo apresentados na FIGURA 26.

Hemoglobina total (g/dL)
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FIGURA 26-Hemoglobina total (g/dL) de Brycon
amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F 96h) e apods a

recuperacdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2).
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5.3.1.3 Contagem de eritrdcitos
Nao se observou alteracdo no numero de eritrécitos do matrinxa durante a

exposicdo ao fenol ou apés a recuperagdo em relacdo aos respectivos controles. As

médias e desvios padrao estao na FIGURA 27.

3,0 1

N
[&)]
1

N
o
1

0,5

Numero de eritrécitos (bilhées/mm?)

0,0

C 96h F 96h CRec1 Rec1 C Rec2 Rec 2

FIGURA 27 - Namero de eritrécitos (bilhdes/ mm3) de
Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F 96h) e

ap0s a recuperacgdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2).
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5.3.1.4 Volume corpuscular médio

Os valores de volume corpuscular médio dos eritrécitos ndo variaram ao
longo do periodo experimental (exposicdo e recuperagdo). As médias e desvios

padrao estao apresentados na FIGURA 28.
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FIGURA 28 - Volume corpuscular médio (umm?3) de Brycon
amazonicus matrinxd exposto ao fenol (F 96h) e apds a

recuperacdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2).
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5.3.1.5 Hemoglobina corpuscular média
Os valores de hemoglobina corpuscular média ndo se alteraram no matrinxa

quer durante a exposigdo ao fenol quer durante a recuperacdo. As médias e desvios

padrao estao na FIGURA 29.
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FIGURA 29 - Hemoglobina corpuscular médio
(pg/célula) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao
fenol (F 96h) e apds a recuperacao de 1 e de 2 semanas

(Rec1 e Rec 2).
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5.3.1.6 Concentracao de hemoglobina corpuscular média

Os valores da concentracdo de hemoglobina corpuscular média ndao
apresentaram diferencas significativas tanto nos animais expostos ao fenol quanto

nos em recuperacao. As médias e os desvios padrao estao na FIGURA 30.
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FIGURA 30 - Concentracdo de Hemoglobina corpuscular
médio (%) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F

96h) e apo6s a recuperagao de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2).
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5.3.2 Antioxidantes ndao enzimaticos

5.3.2.1 Acido ascorbico

A concentragdo de acido ascorbico no figado de matrinxa exposto ao fenol
apresentou reducdo de 32% em relagdo ao controle. Os matrinxads que permaneceram
em recuperacdo da exposicao ao fenol por 1 e 2 semanas nao apresentaram diferencas
significativas entre seus respectivos controles. As médias e os desvios padrao do

acido ascérbico hepatico estdao na FIGURA 31.
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FIGURA 31 - Acido ascérbico hepatico (uMol/g de
tecido) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F
96h) e apos a recuperagdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e
Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenca significativa

com p<0,05 em relagdo ao controle de cada experimento.

A concentracdo de acido ascorbico cerebral dos matrinxas expostos ao fenol
ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle. Porém, apods a

primeira e a segunda semana de recuperacdo da exposicdo, os valores de &cido
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ascorbico apresentaram um aumento significativo de 30% e de 42%, respectivamente,

em relacdo aos seus controles. As médias e os desvios padrao estdo na FIGURA 32.
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FIGURA 32 - Acido ascérbico cerebral (uMol/g de
tecido) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F
96h) e ap6s a recuperagdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e
Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenga significativa

com p<0,05 em relacdo ao controle de cada experimento.
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5.3.2.2 Glutationa reduzida

Os valores sanguineos de glutationa reduzida ndo apresentaram diferenca em
relacdo ao controle, tanto apds a exposicao ao fenol quanto na recuperagdo. As

médias e os desvios padrao estdo na FIGURA 33.
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FIGURA 33 - Glutationa reduzida no sangue (nMol/mg de
hemoglobina total) de Brycon amazonicus matrinxa exposto
ao fenol (F 96h) e ap6s a recuperacdo de 1 e de 2 semanas

(Rec1 e Rec 2).
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5.3.3 Antioxidantes enzimaticos eritrocitarios

5.3.3.1 Superdxido dismutase total

A atividade especifica da SOD eritrocitdria ndo variou durante a exposigao ao

fenol e a recuperagao. As médias e os desvios padrao estdo na FIGURA 34.
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FIGURA 34 - Superéxido dismutase eritrocitiria (U/mg de
hemoglobina total) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao

fenol (F 96h) e ap6s a recuperagdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e

Rec 2).
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5.3.3.2 Catalase

A atividade especifica da CAT eritrocitaria apresentou uma reducao
significativa de 40% nos matrinxds expostos ao fenol. Os animais da primeira semana
de recuperacdo ndo apresentaram variagdo significativa em relacdo ao seu controle.
Todavia, os matrinxas submetidos a recuperagdao por duas semanas apresentaram

uma redugao significativa de 64%. As médias e os desvios padrdo da atividade

especifica estdo na FIGURA 35.
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FIGURA 35 - Catalase eritrocitaria (mol/min/g de
hemoglobina total) de Brycon amazonicus matrinxa
exposto ao fenol (F 96h) e apds a recuperagdo de 1 e de 2
semanas (Rec 1 e Rec 2). O * indica a existéncia de
diferenga significativa com p<0,05 em relacdo ao controle

de cada experimento.
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5.3.3.3 Glutationa Peroxidase

A atividade especifica da GPx eritrocitaria ndo variou significativamente quer
nos matrinxas expostos ao fenol quer nos de recuperacao. As médias e os desvios

padrao da atividade especifica da GPx estao na FIGURA 36.
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FIGURA 36 - Glutationa peroxidase eritrocitaria
(mmol/min/g de hemoglobina total) de Brycon amazonicus
matrinxd exposto ao fenol (F 96h) e ap6s a recuperacdo de 1 e

de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2).
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5.3.3.4 Glicose 6 Fosfato desidrogenase

A atividade especifica da G6PDH eritrocitdria aumentou significativamente
em 69% durante a exposicdo ao fenol. Porém, os grupos submetidos a uma e duas
semanas de recuperacdo ndo variaram. As médias e os desvios padrdes da atividade

especifica estdo na FIGURA 37.
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FIGURA 37 - Glicose 6 fosfato desidrogenase eritrocitdria
(mmol/min/g de hemoglobina total) de Brycon amazonicus
matrinxa exposto ao fenol (F 96h) e apds a recuperacdo de 1 e
de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2). O (*) indica a existéncia de
diferenga significativa com p<0,05 em relagdo ao controle de

cada experimento.
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5.3.4 Antioxidantes Enzimaticos hepaticos

5.3.4.1 Superdxido dismutase total

Os valores da atividade especifica da SOD total hepatica ndo variaram entre os
tratamentos e seus respectivos controles. As médias e os desvios padrao da atividade

especifica estdo na FIGURA 38.
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FIGURA 38-Superoxido dismutase hepdtica (U/mg de
proteina) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol

(F 96h) e ap6s a recuperacdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e

Rec 2).
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5.3.4.2 Catalase

A atividade especifica da CAT hepatica ndo variou nos matrinxas quer
expostos ao fenol ou nas recuperacdes. As médias e os desvios padrdo da atividade

especifica da CAT estdo na FIGURA 39.
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FIGURA 39 - Catalase hepatica (mMol/min/mg de
proteina) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol
(F 96h) e apos a recuperagdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e

Rec 2).
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5.3.4.3 Glutationa Peroxidase

A atividade especifica da GPx hepética ndo variou significativamente entre os
matrinxds expostos ao fenol por 96 horas. Porém, aumentou significativamente em
90% apo6s a primeira semana de recuperagdo. Apds a segunda semana de
recuperacao, a atividade da GPx diminuiu significativamente em 30% em relacado ao

seu controle. As médias e os desvios padrdo da atividade especifica de Gpx estdo na

FIGURA 40.
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FIGURA 40 -  Glutationa  peroxidase hepatica
(mMol/min/mg de proteina) de Brycon amazonicus matrinxa
exposto ao fenol (F 96h) e apds a recuperacdo de 1 e de 2
semanas (Rec 1 e Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenca
significativa com p<0,05 em relacdo ao controle de cada

experimento.
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5.3.4.4 Glicose 6 fosfato desidrogenase

A atividade especifica da G6PDH hepética apresentou uma redugao
significativa de 34% apenas nos matrinxas em recuperacdo por duas semanas. As

médias e os desvios padrao da atividade especifica da G6PDH estao na FIGURA 41.
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FIGURA 41- Glicose 6 fosfato desidrogenase hepatica
(mMol/min/mg de proteina) de Brycon amazonicus matrinxa
exposto ao fenol (F 96h) e apds a recuperacdo de 1 e de 2
semanas (Rec 1 e Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenca
significativa com p<0,05 em relagdo ao controle de cada

experimento.
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5.3.5 Acetilcolinesterase

A atividade especifica da acetilcolinesterase cerebral de matrinxa exposto ao
fenol apresentou uma redugdo significativa de 27% em relagcdo ao seu controle. A
reducdo, apesar de menor (16%), também foi significativa ao final da primeira
semana de recuperagdo. Entretanto, ao final da segunda semana de recuperagdo, os
matrinxas apresentaram um aumento de 69% da atividade da AChE em relacdo ao
seu controle. As médias e os desvios padrdo da atividade especifica da AChE

cerebral estio na FIGURA 42.
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FIGURA 42 - Acetilconesterase cerebral (mMol/min/mg de
proteina) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F
96h) e ap6s a recuperacdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2).
O (*) indica a existéncia de diferenga significativa com p<0,05

em relagdo ao controle de cada experimento.
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5.3.6 Glutationa - S - transferase

A atividade especifica da GST plasmatica ndo variou entre o grupo exposto ao
fenol e o seu controle. Todavia, aumentou significativamente (35%) nos matrinxas em
recuperacdo de 1 semana. Um aumento significativo de 66% foi verificado entre os
matrinxds ao final da segunda semana de recuperacdo. As médias e os desvios

padrdo das atividades especificas de GST plasmatica estdo na FIGURA 43.
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FIGURA 43 - Glutationa S-transferase plasmatica (mMol/min/mg
de proteina) de Brycon amazonicus matrinxa exposto ao fenol (F
96h) e ap6s a recuperacdo de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e Rec 2). O (¥)
indica a existéncia de diferenga significativa com p<0,05 em

relacdo ao controle de cada experimento.
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5.3.7 Biotransformacao Hepatica

5.3.7.1 Glutationa - S-transferase

A atividade da enzima GST hepética nos matrinxas expostos ao fenol por 96
horas apresentou uma reducgao significativa de 46% em relacdo ao seu controle.
Contudo, ao final da primeira semana de recuperacdo, essa atividade apresentou um
aumento de 30%, e o mesmo comportamento foi observado no final da segunda
semana de recuperacdo, quando se observou um aumento de 65%. As médias e os
desvios padrao das atividades especificas de GST hepaticas estdo na FIGURA 44. A
GST hepatica e a GST plasmatica analisadas pelo teste de correlagdo de Sperman

mostraram uma correlacao de 84,07 %.
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FIGURA 44 - Glutationa S-transferase (mMol/min/mg de
proteina) de figado de matrinxa Brycon amazonicus exposto ao
fenol (F 96h) e ap6s a recuperagao de 1 e de 2 semanas (Rec 1 e
Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenca significativa com

p<0,05 em relagao ao controle de cada experimento.
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5.3.7.2 Efeito “in vitro” do fenol na atividade da GST hepatica

Nao se observou inibi¢do “in vitro”da GST hepatica pelo fenol e se constatou
aumento da atividade em 84% na presenca de 0,2 mg/L de fenol. Os valores da

atividade da enzima estdo na FIGURA 45.
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FIGURA 45 - Efeito “in vitro” do fenol sobre a atividade de
GST hepética de matrinxa (mMol/min/mg de proteina)

exposto ao fenol “in vitro” nas concentragdes de 0, 2, 1 e 2

mg/L.
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5.3.7.3 Uridina difosfato glucuronosil transferase

Os matrinxds expostos ao fenol por 96 horas apresentaram uma redugao
significativa de 34% da atividade de UDPGT em relacado ao controle. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa entre o grupo de recuperacdo de 1 semana e seu
respectivo controle. A atividade especifica da UDPGT dos matrinxas no final da
segunda semana de recuperagdo apresentou um aumento significativo de 75% em
relacdo ao seu controle. As médias e os desvios padrdo das atividades especificas de

UDPGT hepaética estao na FIGURA 46.
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FIGURA 46 - Uridina Difosfato glicuronosil transferase
(nMol/min/mg de proteina) de Brycon amazonicus matrinxa
exposto ao fenol (F 96h) e ap6s a recuperacdo de 1 e de 2
semanas (Rec 1 e Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenca
significativa com p<0,05 em relacdo ao controle de cada

experimento.
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5.3.7.4 Efeito “in vitro” do fenol na atividade da UDPGT hepatica de matrinxa

A atividade desta enzima ensaiada na presenca de 2 mg/L de fenol “in vitro”
mostrou uma inibicdo de 42% na atividade, 40% na concentracdo de 1 mg/L e 30% na
concentracdo de 0,2 mg/L. Os valores da atividade desta enzima estdo na FIGURA

47.
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FIGURA 47 - Efeito “in vitro” do fenol na atividade da UDPGT
hepatica de matrinxd (nMol/min/mg de proteina) de Brycon
amazonicus matrinxa exposto ao fenol “in vitro” nas
concentracdes de 0, 2, 1 e 2 mg/L. O (*) indica a existéncia de

diferenga significativa com p<0,05 em relacao ao tubo sem fenol.
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5.3.7.5 Sistemas de monooxigenases hepaticas

5.3.7.5.1 7- Etoxicumarina desetilase - ECOD

A atividade da ECOD ndo apresentou diferenca significativa durante a
exposicao ao fenol em relacdo ao seu controle. Todavia, apresentou um aumento de
48% em relacdo ao seu controle durante primeira semana de recuperagao. No final da
segunda semana de recuperagdo essa atividade aumentou 49% em relagdo ao seu
controle. As médias e os desvios padrao das atividades especificas de ECOD hepatica

estdo na FIGURA 48.
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FIGURA 48 - 7 - Etoxicumarina desetilase hepatica
(pMol/min/mg de proteina) de Brycon amazonicus matrinxa
exposto ao fenol (F 96h) e apds a recuperacao de 1 e de 2
semanas (Rec 1 e Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenca
significativa com p<0,05 em relagdo ao controle de cada

experimento.



106

5.3.7.5.1 7-Etoxiresorufina desetilase- EROD

A atividade da EROD nao variou significativamente nos experimentos de
exposicao ao fenol e durante a primeira semana de recuperacdo em relacdo aos seus
grupos controles. No final da segunda semana de recuperacdo, a atividade da EROD
apresentou aumento significativo de 72% em relagado ao seu controle. As médias e os

desvios padrao das atividades especificas de EROD hepética estdo na FIGURA 49.
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FIGURA 49 - 7- Etoxiresorufina desetilase hepatica
(pPMol/min/mg de proteina) de Brycon amazonicus matrinxa
exposto ao fenol (F 96h) e apdés a recuperacdao de 1 e de 2
semanas (Rec 1 e Rec 2). O (*) indica a existéncia de diferenga
significativa com p<0,05 em relacdo ao controle de cada

experimento.
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6 DISCUSSAO

6.1 Teste de toxicidade de fenol CL5¢/96h

O matrinxa foi escolhido para este estudo por ser uma espécie de importancia
crescente, principalmente para a aquicultura nacional (BRASIL, 2007). Para o
desenvolvimento do nosso trabalho foi necessario saber qual a CLso do fenol para
matrinxd e, assim, poder escolher uma concentracdo capaz de causar efeitos toxicos,
sem risco de morte para os animais, tornando possivel estudar as adaptagdes
bioquimicas e alteracdes morfoldgicas através dos biomarcadores utilizados. O teste
de toxicidade aguda (CLso/96h) para o fenol revelou um valor de 17,41 mg/L. A
concentracdo utilizada, 2 mg/L aproximadamente 10 % do valor da CLso, foi
escolhida por ndo ser letal durante o teste e, todavia, causar efeitos metabdlicos no
matrinxa (HORI et al., 2006).

Estudos para definir a CLsp de algumas espécies de peixes mostraram que as
CLso para o fenol variam de 5 a 48 mg/L (GUPTA et al., 1982; KIBRET et al., 2000).
Segundo GUPTA e colaboradores (1984), a CLso/96h para N. notopterus é de 12,53
mg/L. Para L. reticulatus é de 47,50 mg/L (GUPTA et al., 1982). Em tilapia, O.
mossambicus, esse valor é de 35 mg/L (SANNADURGAPPA et al., 2007). Em espécies
neotropicais, estas determinagdes sdo escassas. Em pacu, Piaractus mesopotamicus, a
CLso/96h é de 33,52 mg/L (SALGADO, 2007 comunicacdo pessoal), que, comparado
ao matrinxa, é muito menos sensivel. O matrinxa é ainda mais sensivel ao fenol que a
Daphinia pulex (CLso/96h é 25 mg/L) (TISLER & KOCAN, 1997), um crustdceo
amplamente utilizado em testes de toxicidade para avaliar a qualidade de agua,
principalmente pela CETESB no Estado de Sao Paulo. Estes dados mostram que a
faixa de toxicidade do fenol é muito variavel de espécie para espécie e que a
determinacdo desta concentracdo é muito importante como um primeiro passo para
estudos toxicologicos com fenol. A resolugio Conama 357 (BRASIL, 2005b)
determina que a concentracdo maxima de fendis permitida para dguas da classe I,
destinadas a conservagdo da vida aquatica, é de 0,003 mg/L. Todas as CLso

encontradas estdo acima do méximo permitido pela legislacdo brasileira, mesmo
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ap0s este valor ter sido aumentado trés vezes (BRASIL, 1986). Segundo a
classificagdo da VIRGINIA COOPERATIVE EXTENSION (1996) a concentracao
encontrada para o CLsp para o fenol apresenta uma toxicidade leve para o B.
amazonicus. Porém, tais fatos podem levar a uma interpretacdo enganosa com relacdo
aos danos causados pelo fenol, pois como depreendemos de nossos resultados e foi
relatado por HORI e colaboradores (2006), o fenol provoca sérias alteracdes
tisiolégicas e metabdlicas em matrinxd, ainda que nas quantidades em que a
contaminagdo da dguas ndo cause mortalidade.

Do ponto de vista da piscicultura, os danos do fenol podem ter ainda maior
relevancia, pois a mortalidade ndo é o tnico problema na criacdo de peixes. O
matrinxd € considerado uma espécie com grande potencial para aqiiicultura
(ZANIBONI-FILHO et al, 2006) e é possivel que melhoria de seu cultivo possa deixa-
lo tdo competitivo no mercado quanto a tilapia. Observamos que a intoxicagdo com
fenol causou uma série de distarbios no metabolismo de drogas, alteracdes
histolégicas em alguns tecidos e estresse oxidativo, além do aumento do catabolismo
de proteinas e carboidratos relatado por HORI e colaboradores (2006). Essas
alteracdes evidenciam o risco de diminuicdo da viabilidade desta espécie em cultivo
sob a contaminacao de fenol.

Os parametros de qualidade de 4gua nao apresentaram nenhuma alteracao ou
variagdo significativa durante o experimento, mostrando que pelo menos na
concentracdo de 2 mg/L o fenol ndo induziu mudangas nas propriedades fisico-
quimicas da agua, como dureza, alcalinidade, pH, ou seja, entre os parametros

avaliados.

6.2 Experimento de exposicao ao fenol por 96 horas - avaliacao histopatolégica.

Os tecidos de matrinxa avaliados apds exposigdo ao fenol mostraram que as
maiores alteracdes foram encontradas nas branquias. Estas alteracdes histolégicas
traduziram mudangas do funcionamento das branquias. Elas apresentaram-se mais
irrigadas nos animais submetidos ao fenol. Na lamela secundéria observou-se fusao

apical e, em varios pontos, fusdo total. Além disso, houve também congestdo
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sanguinea e pequenos edemas subepiteliais. Em alguns casos, foi possivel verificar
necrose com nucleos de tamanho reduzido, hipercorados e mortos (picnose). Em
alguns pontos foi verificada a formagao de aneurisma na lamela primaria.

A fusdo apical é uma forma de a lamela secunddria diminuir o contato com o
xenobidtico e reduzir assim a entrada de fenol pelo sistema branquial. Entretanto, a
fusao apical pode levar a fusao total, provavelmente por um processo de hiperplasia
ou pelo aumento do muco entre as células. Com a fusao total a funcdo da branquia
ficaria comprometida nesta regido, podendo levar o peixe a hipéxia, andxia, e
conseqiientemente a morte (CARNEIRO et al, 2006). Este dano foi observado em
varias amostras analisadas, mostrando a extensao de danos causados pelo fenol na
estrutura e consequentemente na funcdo branquial. A fusao da lamela secundéria foi
observada em truta arco-iris exposta a 6,9 mg/L de fenol por 2 horas (MITROVIC et
al. 1968), em C. gobio exposto a 6 mg/L por 35 dias (BUCKER & HOFER, 1993), em
“winter flounder”, Pleuronectes americanus, exposto a efluentes de fabricas de papel
(KHAN et al., 1994), em truta marrom, Salmo truta, exposta a 4gua contaminada com
DDT, pesticidas, clorobenzenos, PCB e PAH (TRIEBSKORN et al., 2002), em Solea
senegalensis exposta ao sedimento do estudrio de Guadalquivir (Espanha) (RIBA et
al, 2004) e em salmdo, S. salar, contaminado por amebas (BERMINGHAM &
MULCAHRY, 2004).

As alteragdes das branquias fundamentam a elevacdo do hematdcrito
observada. Esse aumento deve ter sido compensatério em face de a branquia ter
ficado fragilizada pelo fenol. A hiperemia verificada, que é um aumento do fluxo
sanguineo em um determinado 6rgao, ocorreu provavelmente para aumentar a
oxigenacdo sanguinea devido a perda de funcdo em algumas partes da branquia.
HORI (2005) também verificou em matrinxd, nas mesmas condi¢des deste
experimento, uma reducdo de cloreto plasmatico, que resultou provavelmente de
alteracOes branquiais.

Os edemas subepiteliais encontrados nas branquias de matrinxa levaram a
uma diminuigdo na difusdo respiratéria ou das trocas gasosas (MACHADO, 1999), o
que também justificaria os valores aumentados de hematécrito. O edema branquial

foi relatado em bagre, Ariopsis assimilis exposto ao PCB (NORENA-BARROSO, 2004).
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Além de edema, o aneurisma de branquias foi descrito em “roach” (R. rutilus) e “big-
head gobies” (Benthophilus macrocephalus) do mar Caspio, que estd poluido com
varios tipos de residuos industriais e domésticos (MOORE et al., 2003).

O matrinxa exposto ao metilparation apresentou maior sensibilidade nas
branquias que no figado quando avaliado através de biomarcadores bioquimicos de
estresse oxidativo (MONTEIRO et al, 2006). Por avaliacdo histopatolégica foi
também possivel perceber nos matrinxas maior sensibilidade nas branquias do que
em outros tecidos. Todavia, o figado de matrinxa apresentou também algumas
alteragdes quando exposto ao fenol, tais como aumento no didmetro e estase
sanguinea nos capilares sinuséides com possivel estase biliar.

O aumento do didmetro dos capilares sinusdides e a hiperemia indicam um
aumento no fluxo sanguineo hepatico, o que sugere uma estratégia de eliminagao dos
residuos produzidos pelo figado para posterior excrecdo renal ou branquial. Em
Parophrys vetulus exposto a CCly (tetracloreto de carbono) observa-se aumento dos
capilares sinuséides com congestdo sanguinea (CASILLAS et al., 1983). Em bagres,
Ariopsis assimilis, da baia de Chetumal, México, expostos a organoclorados e
hidrocarbonetos, também se observou hiperemia (NORENA-BARROSO et al., 2004).
Figado de truta arco-iris exposta ao fenol por duas a oito horas apresenta um
aumento do didmetro dos capilares (MITROVIC et al.,, 1968). Todavia, C. gobio
exposto por 35 dias a 6 mg/L apresenta degeneracdo vacuolar do tecido hepatico
(BUCKER & HOFER, 1993), o que ndo foi observado em matrinxa.

Assim, a exposicdo do matrinxa ao fenol provocou poucas alteragdes
hepéticas, até mesmo quando comparadas com alteragdes hepaticas causadas por
outros toxicos. Nestes foram verificadas necrose, formacao de tumores e de vactolos
(KHAN et al., 1994; BERNET et al., 1999; MOORE et al., 2003; NORENA-BARROSO
et al., 2004). Nao observamos lesdao hepatica durante a exposicdo ao fenol por 96
horas, corroborando os achados de HORI e colaboradores (2006) que nao relatam
aumento de ALAT (alanina-aminotransferase) plasmaética sugerindo que o fenol nao
causou lesdes hepaticas em matrinxd nestas condi¢des. Entretanto, o matrinxa
apresentou estase biliar, que pode ter sido causada por diversos fatores, desde

parasitas até o xenobidtico. Admite-se, entretanto, que tenha sido devido a alteracdo
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da permeabilidade dos hepatocitos, permitindo a passagem de bile para o
parénquima hepético que resultou na retencao da bile (MELO et al., 1999). Como os
sais biliares aumentam a permeabilidade a membrana celular, este processo pode
causar danos hepéticos. Os antioxidantes podem atenuar este processo (MEDEIROS
et al., 2005). Alguns estudos tém mostrado a participacdo de espécies reativas de
oxigénio na fisiopatologia da cirrose causada por estase biliar em humanos
(MILTERSTEINER et al., 2003) e os dados sobre o estresse oxidante avaliados neste
trabalho, indicam que ele ndo ocorreu durante a exposicio ao fenol, mas
principalmente durante a recuperagao, como serd discutido mais adiante. Entretanto,
a estase biliar raramente é observada em peixes (WOLF & WOLFE, 2005). Em
Proteocephalm ambloplitis infectado com parasitas foi relatada estase biliar (JOY &
MADAN, 1989). Em Danio rerio exposto ao PBC, (OLSSON et al, 1999), ao Paraquat
(FYTIZAS, 1980), e ao Endrin (SASTRY & SHARMA, 1978). Estes relatos substanciam
os dados de estresse oxidativo e do metabolismo de drogas discutidos adiante.

O glicogénio observado nas coloracdes com PAS diminuiu. Esse fato pode
estar relacionado ao catabolismo de carboidratos observado por HORI e
colaboradores (2006) em matrinxd nas mesmas condicdes. Estes autores relatam
reducdo dos valores de glicogénio em 30% ao mesmo tempo em que ocorre aumento
do catabolismo protéico. O glicogénio teria sido hidrolisado como fonte de energia
em uma situacdo de maior necessidade de energia causada pela intoxicagdo. Os
carboidratos sdo a primeira fonte energética utilizada para lidar com situacdes
adversas como essa (DANGE, 1986). Doses letais de varios poluentes, inclusive fenol,
causam redugdes nas reservas de glicogénio hepatico de O. mossambicus (DANGE,
1986). A exposicdo ao PCB resulta em reducao do glicogénio muscular em A. anguilla
(HOLMBERG et al., 1972), e musculo de C. puntactus exposto ao fenol (REDDY et al.,
1993). Em Micropterus dolomieu exposto a 4gua contaminada por PCB observa-se uma
queda do glicogénio hepatico (ANDERSON et al, 2003). BEGUM e
VIJAYARAGHAVAN (1995) admitem que a sintese das enzimas de desintoxicacdo
possa levar a deplecao das reservas de glicogénio hepéatico. Porém, como verificamos,
ndo ha aumento na atividade das enzimas envolvidas com a desintoxicagao hepatica

ap0s a exposigao ao fenol.
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O rim de matrinxa apresentou menos alteragdes histolégicas que os outros
6rgaos estudados. Observou-se a formagdo de um espaco entre o glomérulo e a
capsula renal devido a hipertrofia das arteriolas aferentes e eferentes. Bifenis
policlorados (PCB), também causaram aumento desse espago e hipertrofia das
arteriolas glomerulares aferentes e eferentes em brema (Abramis brama) e &spio
(Aspius aspius) indicando aumento da excrecdo (KOPONEN et al.,, 2001). O fenol
também causou inflamac¢do em algumas areas renais de truta arco-iris, aumentou o
espago entre o glomérulo e a capsula renal e entre os capilares (MITROVIC et al,,
1968). O 4-nonilfenol causou dilatagio glomerular, degeneracdo, fibrose e
alargamento dos tibulos com necrose no rim de paulistinha D. renio (WEBER et al.,
2003).

Os dados histolégicos encontrados indicam que o fenol causou mais danos as
branquias que ao figado e ao rim. Isso se deve principalmente ao fato de as branquias
estarem em contato direto com o ambiente. Por isso mesmo sdao muito utilizadas para
avaliar os efeitos toxicos de muitos produtos em ambientes aquaticos (BERNET et al.,
2000). Entretanto, outros orgdos sdo igualmente importantes na avaliacdo da

distribuicdo e metabolizacdo dos xenobidticos.

6.3 Exposicao ao fenol por 96 horas e recuperagao

6.3.1 Parametros hematolégicos

Os parametros hematolégicos avaliados mostraram alteracdo somente do
hematodcrito. Isto ocorreu durante a exposicao ao fenol e ap6és a primeira semana de
recuperacao. Ao final da segunda semana de recuperacao o hematocrito diminuiu
em relacao ao controle. O fenol administrado via intra-abdominal também aumentou
o hematocrito e o teor de hemoglobina total em D. labrax (ROCHE & BOGE, 2000). O
mesmo foi verificado em humanos expostos a diferentes concentracdes de fenol e
catecol (BUKOWSKA & KOWALSKA, 2004). O aumento de hematécrito foi
observado em matrinxd nas mesmas condi¢cdes deste trabalho, porém com

diminui¢do do ntmero de eritrécitos (HORI, 2005). Estes autores também verificaram
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um pequeno aumento de metahemoglobina, com hemolise parcial, o que levaria a
hemoglobina a um estado nao funcional. Porém, esta condicdo nao foi verificada em
nossos experimentos (dados ndo apresentados). O fenol elevou também os niveis de
hematoécrito de truta arco-iris (O. mykiss), com concomitante aumento de cortisol
plasmatico e glicose (SWIFT, 1981; SWIFT, 1982). Entretanto, os niveis de glicose
plasmatica em matrinxa decresceram (HORI, 2005), assim como o cortisol plasmatico.

O aumento do hematocrito observado estaria relacionado principalmente ao
aumento da utilizacdo de oxigénio para gerar energia provavelmente a partir do
catabolismo carboidratos, principalmente de glicogénio hepatico, apés a exposicao ao
fenol, e também como resultado das alteragdes branquiais ocorridas, principalmente
a fusdo apical e total da lamela secundaria, como resposta para melhorar a captagao

de oxigénio. Ap6s recuperacdo houve a recuperacao do fenol.

6.3.2 Sistema de defesa antioxidante

O estresse oxidativo é um desequilibrio entre os niveis de antioxidantes e de
pro-6xidantes, com predominio destes ultimos. Assim, o enfraquecimento dos
sistemas de defesa antioxidantes ou o aumento de espécies oxidantes sem aumento
das defesas pode resultar em lesdes oxidativas sobre macromoléculas e diversas
estruturas celulares que, se ndo forem reparadas, alterardo a funcionalidade de
células, tecidos e 6rgaos (SIES, 1991; ABDALLA, 1993; VALAVANIDIS et al, 2006).
Estas alteracdes, quando na estrutura das proteinas, causam sua oxidacdo,
principalmente dos grupos amina e tiol, levando a sua inativacdo. A oxidagao do
DNA pode alterar também a expressao dos genes (LAWRENCE & HEMINGWAY,
2003). As ERO também podem resultar na peroxidacdo de lipidios, gerando danos
irreparaveis a célula e podendo leva-la a morte ou a diminuicao da sua sobrevivéncia
e levando o préprio organismo a morte (KOTKAT et al., 1999; VALAVADINIS et al,
2006).

Em peixes, particularmente com as espécies neotropicais, existem poucos
estudos sobre o metabolismo antioxidante, entretanto, o ambiente aquético recebe

diariamente muitos poluentes, como o fenol, com potencial para causar estresse
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oxidativo (VALAVANIDIS et al, 2006). Este dano pode ser consideravel em especial
por serem os organismos aqudticos, pois estes sdo mais sensiveis ao fenol que os
organismos terrestres (TISLER & ZAGORC-KONCAN, 1997).

A avaliacdo do sistema de defesa antioxidante mostrou que o matrinxa
respondeu a presenga de fenol na dgua, e que o figado e os eritrécitos apresentaram
alteracOes apds a exposicdo e a recuperacdo. A atividade da superéxido dismutase,
que transforma o superéxido em peréxido de hidrogénio (SIES, 1991), seria esperada
alterar. Em estresse oxidativo de piapara (L. elongatus) submetido a hipdxia
(WILHELM-FILHO et al., 2005) e em eritrocitos de tiladpia, O. niloticus, submetidas a
agua poluida da Represa Billings (BAINY et al., 1996) observou-se aumento desta
atividade enzimética. Nos eritrocitos de matrinxad, a atividade da SOD total nao foi
alterada durante a exposicdo e a recuperacdo. Todavia, isto também foi observado
em D. labrax exposto ao fenol e derivados de fenéis “in vitro” (BOGE & ROCHE,
1996) ou quando submetido a injecdes intra-abdominais (ROCHE & BOGE, 1996;
ROCHE & BOGE, 2000). Entretanto, a atividade da fracdo Mn SOD apresentou uma
reducdo. Sabe-se que a SOD é uma enzima com multiplas formas. Em peixes, sua
atividade no citoplasma é dada pela forma Zn-Cu SOD e na mitocondria pela forma
Mn SOD (McINTYRE et al., 1999; ZELKO et al, 2002). Em hemadcias humanas
submetidas ao fenol “in vitro” também nao se observam alteracdes na atividade da
SOD (BUKOWASHA & KWASHA, 2004). Sendo assim, ao considerarmos a atividade
total da SOD, podemos dizer que o fenol ndo causou estresse oxidativo nos
eritrocitos de matrinxa.

Ap6s a exposicao ao fenol, somente a glicose 6-P desidrogenase de eritrdcitos
apresentou a atividade aumentada. Esta enzima é responsavel pela transformacédo da
glicose 6-P em gluconato 6-P, utilizando NADP como coenzima e formando NADPH.
O NADPH é o doador de hidrogénio para a regeneracdo da forma reduzida da
glutationa. Esta enzima é importante para a formagdao de NADPH extramitocondrial
responsavel pela integridade dos eritrécitos (SALTMAN, 1989). A glicose 6 fosfato
desidrogenase aumentada suplementa as células com NADPH para a enzima
glutationa redutase (REGOLI et al., 2002) que reduz a glutationa (GSSG) a glutationa

reduzida (GSH), utilizando o NADPH como doador de elétrons. O aumento da
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G6PDH levou a manutencdo da integridade dos eritrécitos. A GSH doa elétrons
durante a reacdo catalisada pela glutationa peroxidase, que transforma os peréxidos
em geral em compostos reduzidos. A glutationa reduzida realiza uma variedade de
importantes fungdes metabdlicas e fisiolégicas, incluindo a desintoxicacao de ERO,
além de se conjugar com produtos, muitas vezes xenobiéticos. A conjugagdo serve
para regular a reatividade dos xenobidticos, facilitar seu transporte através da
membrana da célula e elimina-los, além de funcionar como um mediador biol6gico
essencial (WANG & BALLATORI, 1998).

O nivel de GSH no meio celular deve acompanhar a atividade de GPX, como
mostraram os dados com o matrinxa. Neste trabalho, as concentracdoes de GSH e a
GPX ndo apresentaram alteracdes. Entretanto os niveis de GSH diminuiram em
hemacias humanas expostas a altas concentracdes de fenol (>250 mg/L)
(BUKOWASHA & KWASHA, 2004). Em tilapia, O. niloticus, exposta a dgua poluida
da represa Billings a atividade da GPX e da G6PDH de eritrécitos aumentou
enquanto a GSH eritrocitaria diminuiu (BAINY et al., 1996). Em D. labrax a atividade
da GPX eritrocitaria aumentou sob injecdes de fenol intra-abdominais (ROCHE &
BOGE, 1996; ROCHE & BOGE, 2000). Entretanto a atividade da G6PDH de hemacias
humanas expostas ao fenol “in vitro” nao apresentou alteragdes, mostrando que o
efeito do fenol na atividade destas enzimas deve depender muito da dose e da forma
de exposigao.

Com relagao ao sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico, que envolve a
GSH e vitaminas, entre outros compostos, sabe-se que a vitamina E ndo é detectada
nos eritrocitos de matrinxa, mas sim uma alta concentracdo de GSH (WILHELM-
FILHO, 1996). No presente estudo também ndo conseguimos detectar acido ascérbico
no plasma de matrinxa (dados ndo apresentados). E, portanto, provavel que a GSH
tenha um importante papel na protecio do matrinxa contra o estresse oxidativo.
Como os niveis de GSH ndo se alteraram no sangue de matrinxa, é mais um indicio
de que o fenol nao teria provocado um estresse oxidativo em seus eritrocitos.

Além da GPX, que tem a func¢do de remover os peréxidos, a catalase também
tem a funcdo de remover o peréxido de hidrogénio do citoplasma. Entretanto, essa

atividade diminuiu nos eritrécitos de matrinxa expostos ao fenol e durante a segunda
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semana de recuperacdo. Em D. labrax o fenol ndo causou uma diminuicdo da
atividade de CAT, como ocorreu com outros compostos fenélicos (ROCHE & BOGE,
1996). A baixa atividade da CAT deve ter sido causada ou pela falta de radicais livres
ou pela interacdo do fenol com a enzima propriamente dita. A CAT é uma
hemoproteina que para exercer sua funcdo necessita de NADPH (KIRKMAN &
GAETANI, 1984), e este estava sendo gerado pela G6PHD, mas provavelmente para
o consumo principalmente GR em matrinxa.

Considerando que os pardmetros utilizados sdo bons biomarcadores de
estresse oxidativo (ROCHE & BOGE, 2000; VALAVADINIS et al., 2006), podemos
assumir com os resultados encontrados que o fenol, na concentracdo em que foi
testado, ndo causou estresse oxidativo e nem funcionou como um antioxidante nos
eritrocitos de matrinxa, quer apds a exposicao, quer apods a recuperacdo de uma e de
duas semanas.

O figado é uma estrutura com atividades altas de enzimas antioxidantes,
principalmente SOD e CAT, além de ser o local no qual ocorrem varias reagdes
oxidativas e alta geracdo de radicais livres (GULL et al, 2004). O figado de matrinxa
apresentou alteragdes apds a exposicao ao fenol, e também apés a recuperagao. Estas
alteracOes ficaram restritas ao aumento da atividade da GPX e da G6PDH, enquanto
as atividades da SOD e da CAT ndo apresentaram alteragdes. Os aumentos de GPX e
de G6PDH mostraram que houve um aumento ou geracdo ERO nas células hepaticas
de matrinxa.

A atividade da GPX aumentou em matrinxa ap6s a primeira semana de
recuperacdo, mas diminuiu apés a segunda semana de recuperacdo. Ndo existem
dados sobre esta enzima em peixes na avaliacdo de possiveis danos causados pelo
fenol no figado. Entretanto, existem dados com relagdo a outros toxicos e alguns
derivados de fenol. Por exemplo, a atividade da GPX aumentou em truta arco-iris
ap6s a exposicdo aos derivados de fenol como o hexaclorobenzeno (LINDSTROM-
SEPPA et al., 1996) a efluentes de fabrica de papel (AHMAD et al., 2000), em C.
punctatus exposto ao deltametrina (SAYEED et al., 2003) e em C. auratus durante uma
exposicdo cronica ao 2,4 diclorofenol (ZHANG et al.,, 2004). Pouquissimos sdo os

trabalhos que relacionam o estresse oxidativo com a recuperacao de peixes a toxicos.
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Normalmente, estes trabalhos mostram a recuperacdo durante o estresse causado
pela hipéxia e a andxia ou choque térmico. A andxia e a reoxigena¢do ndo causaram
aumento da atividade de GPX no figado de peixe dourado C. auratus, (LUSHCHAK
et al., 2001).

A atividade da enzima G6PDH é uma das menos estudadas na avaliacdo do
estresse oxidativo. Tildpias expostas a dgua contaminada da represa Billings, local
onde é relatado a presenca de um grande niimero de xenobidticos (BAINY et al.,
1996), mostram uma queda desta atividade no figado. Entretanto, algumas espécies
de carpa do lago Seyhan Dan, na Turquia, local também contaminado por diferentes
tipos de poluentes, apresentam aumento na atividade de G6PDH (GULL et al., 2004).

As atividades enziméticas da SOD e da CAT hepdaticas em matrinxa nao
apresentaram alterac6es, porém em caso de estresse oxidativo era esperado que as
atividades destas enzimas aumentassem (VALAVADINIS et al., 2006). Sabe-se que a
SOD é uma enzima com multiplas formas (McINTYRE et al., 1999; ZELKO et al,
2002) e que, em alguns casos, o estudo das fragdes enzimaticas pode indicar melhor
os efeitos toxicos, porém normalmente é determinada a atividade total. O aumento
da atividade da CAT e da SOD foi observado no figado de tildpia exposta a dgua
poluida do reservatério da represa Billings (BAINY et al.,, 1996), em C. punctatus
exposto ao deltametrin (SAYEED et al., 2003), em C. auratus durante uma exposi¢ao
cronica ao 2,4 diclorofenol (ZHANG et al., 2004), e em diferentes espécies de carpas
expostas a dgua do lago Seyhan Dan, na Turquia (GULL et al., 2004). Também se
observou aumento no caso de reducado de tensdo de oxigénio em piapara, L. elongatus,
(WILHELM-FILHO et al., 2005) e de longos periodos de auséncia de alimento em
“rockbream”, Oplegnathus fasciatus (NAM et al., 2005). Entretanto nao houve
mudanca da atividade SOD em figado de Mullus barbatus submetido a diferentes
tipos de 4gua do mar Mediterraneo (REGOLI et al., 2002). Baixas atividades de SOD
foram observadas em peixes quando comparadas com o porco da india e primatas.
Este fato deve-se provavelmente a alta demanda dos peixes pelo ascorbato em
condicdes de geragdo de ERO (NANDI et al., 1997). Em matrinxd observamos que a
atividade da SOD no figado exposto ao fenol por 96 horas ndo foi alterada em relagao

ao controle, mas a concentracdo de acido ascérbico diminuiu. A queda do acido
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ascorbico pode ter sido causada pelo seu papel antioxidante frente ao aumento de
ERO, proveniente do metabolismo de fenol pelas monooxigenases hepaticas
dependentes do citocromo P450, que levaria também ao aumento da atividade de
algumas enzimas antioxidante no figado, durante a recuperacao.

O 4cido ascérbico é necessario aos organismos por ter a funcdo de co-fator
enzimatico em reacdes da biossintese do colageno e da dopamina P hidroxilase, que
converte a dopamina em adrenalina. Devido ao seu potencial redutor baixo o
ascorbato reage como um antioxidante com a maior parte dos radicais oxidantes
formados nos sistemas biolégicos (ABDALLA, 1993). O acido ascérbico foi
determinado no figado de matrinxa como um antioxidante ndo enzimatico, tal como
proposto por DABROWSKI (2001). A utilizagdo do acido ascérbico varia muito de
espécie para espécie (BENITEZ & HALVER, 1982; TUCKER & HALVER, 1986).
Diferentes respostas foram encontradas em C. punctatus exposto ao deltametrin
(SAYEED et al., 2003).

A concentracdo de acido ascorbico decresceu substancialmente durante a
exposicao ao fenol e também durante a recuperacdo, o que também teria sido
causado pela suspensdo da alimentagdo durante o periodo experimental (SCOTT &
SLOMAN, 2004). Entretanto, ao mesmo tempo em que o acido ascérbico diminuiu no
figado aumentou no cérebro, mostrando uma provavel mobilizacio do &cido
ascorbico hepatico para o cérebro, como forma de protecdao deste tecido. O cérebro é
alvo de estresse oxidativo (HAI et al., 1997) e muitos fatores contribuem para a sua
vulnerabilidade, tais como o alto indice de acidos graxos poliinsaturados de suas
membranas e os altos niveis de GPX (PEREZ-CAMPOS et al., 1993).

A mobilizacdo e a producdo do acido ascérbico vém sendo observadas em
algumas espécies. Alguns peixes parecem sintetizd-lo no rim posterior, como
verificado em Potamotrygon sp (FRACALOSSI et al., 2001). O L. paradoxa apresenta
atividade da enzima L-gulonolactona oxidase, que é o passo final para transformacao
da L-gulonolactona em acido ascérbico, porém os caracideos, familia do matrinxa
estudado neste trabalho, ndo apresentaram atividade desta enzima (FRACALOSSI et
al., 2001). Em peixes, é possivel o acimulo de &cido ascoérbico nos tecidos quando da

transformacao em L-ascorbato 2-sulfato pela enzima L-ascorbato 2 sulfato
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sulfohidrolase (Cz sulfatase). Desta forma, o acido ascérbico pode ser utilizado na
medida da sua necessidade, e também transportado para os 6rgaos que dele mais
necessitem (BENITEZ e HALVER 1982; TUCKER e HALVER 1986; LIN e SHIAU
2005). Entretanto, algumas espécies, como a carpa comum (C. carpio), ndo sao capazes
de fazer esta transformacdo (LIN & SHIAU, 2005). Aumento do acido ascérbico é
observado no figado, e o decréscimo nas branquias de C. punctatus exposto a
deltametrin (SAYEED et al, 2003). Os tecidos que apresentam as maiores
concentracdes de &cido ascérbico em peixes sdo o rim, o figado, o cérebro e as
branquias (CARR et al., 1983).

A andlise dos biomarcadores de estresse oxidativo no figado do matrinxa
exposto ao fenol, indica que ndo houve, em principio, estresse oxidativo, porém a
biotransformacdo do fenol pode ter produzido derivados de fenol, e também um
aumento de ERO, capazes de causarem respostas somente observadas apés uma ou
duas semanas de recuperacdo. PORTER e COON (1991), GOEPTAR e colaboradores
(1995) e ORELLANA e colaboradores (2004) verificaram que durante a fase I da
biotransformacao existe a formacdao de ERO, e esta formacao esta relacionada com a
reducdo do Fe3* para o Fe?*. O aumento de ERO pode causar alteragdes na atividade

das enzimas, nos receptores e transportadores de membrana (SALVI et al., 2001).

6.3.3 Efeitos do fenol na acetilcolinesterase cerebral

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima chave no processo de transmissao
do impulso nervoso, sendo responséavel pela hidroélise da acetilcolina em acetato e
colina nas jun¢des neuromusculares, nas sinapses das fibras ganglionares simpaticas
e parassimpdticas, nos terminais das fibras nervosas poés ganglionares
parassimpaticas e em sinapses do sistema nervoso central. Durante a transmissao
normal do impulso nervoso, a acetilcolina é liberada na sinapse para excitar um
receptor. Se ela ndo for rapidamente hidrolisada, a célula pos-sindptica serd
constantemente excitado, resultando em uma estimulacido continua. Esta enzima tem
sido muito avaliada em estudos de intoxicagdo com organofosforados e carbamatos.

Estes xenobidticos causam sua inibicdo tanto em mamiferos quanto em peixes
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(CUNHA-BASTOS et al., 1999; AGUIAR, 2002; AGUIAR et al., 2004; SILVA FILHO et
al., 2004; SCOTT & SLOMAN, 2004). Esta enzima tem sido estudada ainda por ser
importante na preservagdo do comportamento de animais expostos a diferente
xenobidticos, diminuindo assim sua capacidade de fugir de predadores (SCOTT &
SLOMAN, 2004). E bem conhecida a acao de organofosforados sobre a atividade da
AChE. Sabe-se que o matrinxd apresenta uma drastica inibicdo da AChE cerebral
quando exposto ao metilparation (organofosforado), e que tal inibi¢do ndo é capaz de
ser recuperada oito dias apds a exposicao (AGUIAR et al., 2004). A inibicao da AChE
também foi detectada por ALMEIDA e colaboradores (2005) em cérebro e musculo
branco de matrinxd exposto a 2 mg/L de metilparation, e estes autores também ndo
observaram recuperacdo desta enzima ap0s oito dias de exposicao.

A atividade da acetilcolinesterase do sistema nervoso central de matrinxa
diminuiu na exposicdo e permaneceu reduzida apds a primeira semana de
recuperacdo ao fenol, entretanto, apdés a segunda semana, voltou aos valores
préoximos do inicial. Isto sugere uma inibigdo pela exposicdo ao fenol, que foi
recuperdvel. Peixes apdés 48 horas de exposigdo ao fenol podem apresentar
diminuicdo do equilibrio, irregularidade de movimentos respiratérios, diminui¢do da
coordenacao dos movimentos e até paralisia neuromuscular (LAYIWOLA &
LINNECAR, 1981). C. punctatus exposto a 1/3 da CLso de fenol também apresenta
queda da atividade AChE. HAI e colaboradores (1997) verificaram que o aumento de
ERO pode levar a uma inibigdo da atividade da AChE. O aumento de acido ascérbico
de matrinxa pode sugerir uma protecdo contra a agdo de ERO, que mesmo assim ndo

foi suficiente para impedir a inibicao da AChE.

6.3.4 Biotransformacao do fenol

O metabolismo de drogas ocorre principalmente no figado (PERSONEN &
ANDERSSON, 1991; TAYSSE et al., 1998), tem como objetivo transformar um
xenobiético ou produtos endégenos como vitaminas, esteréides e acidos graxos, em

compostos mais hidrofilicos, ou seja, soltveis, e assim facilitar sua eliminacao pelos
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rins ou, no caso de peixes, pelas branquias e rins (PORTER & COON, 1991;
STEGEMAN et al., 1997; NIYOGI et al., 2001).

Os peixes podem ser diretamente contaminados por fenol, quando ele esta no
meio como produto resultante de diversos processos industriais (KUMARAN &
PARUCHURI, 1997), ou como resultado da biotransformagdo do benzeno (GUT et
al., 1996; SNYDER & CHATTERJEE, 1991) pela enzima benzeno oxidase.

Muitos estudos tém demonstrado que as atividades das enzimas hepaticas
ECOD, EROD, GST e UDPGT em peixes podem ser marcadores sensiveis para
estudos de exposicdo a diversos toxicos (BRUMLEY et al., 1998). O metabolismo de
xenobidticos de organismos aquaticos é bem similar ao dos mamiferos, que foi mais
estudado até o presente (WINSTON, 1991). As enzimas ensaiadas em matrinxa como
indicadores de biotransformagdo durante a exposicdo e a recuperacao do fenol
apresentaram alteragdes importantes.

Muitas reagdes de biotransformacdo hepatica da fase I que foram ensaiadas,
cuja funcdo é oxidacdo, reducdo ou hidroxilacdo do xenobidtico, dependem do
citocromo P450. Entre essas enzimas a ECOD apresentou um aumento significativo
apods a recuperacdo de uma e de duas semanas. A atividade da EROD aumentou
somente na segunda semana de recuperacdo. Em peixes, normalmente, a atividade
da EROD ¢ catalisada pelo CYP1A, e da ECOD ¢, provavelmente, catalisada por
varios CYP (STEGEMAN et al., 1997; TAYSSE et al., 1998), por isso a atividade da
EROD tem sido mais utilizada como biomarcador que a ECOD, pois o CYP1A tem
apresentado maior indugao (STEGEMAN et al., 1997).

A atividade de EROD relatada em truta arco-iris exposta ao PCB aumentou,
assim como a benzola]pireno hidroxilase (AAH). Essas enzimas, particularmente a
EROD, normalmente apresentam um grande aumento de atividade ou de expressao,
quando animais sdo expostos a moléculas de hidrocarbonetos aromaticos
halogenados (HAH) (CELANDER et al, 1993; HUUSKONEN et al., 1996), a
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) (STEGEMAN et al., 1997; BAINY et
al., 1999; KIRBY et al., 1999; ANDERSON et al., 2003; MALMSTROM et al, 2004) e a
outros xenobidticos. Entretanto, ndo houve alteracdo da atividade de EROD nem

ocorreu expressao de CPY1A em Micropterus dolomieu, coletado em varios pontos do
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rio Kalamazoo, Michigan, EUA, contaminado com PCB (ANDERSON et al., 2003).
Segundo estes autores, o aumento da atividade de EROD, e ou sua expressdo, pode
ser estimulado pelo xenobidtico, mas este, em elevadas concentragdes, também pode
diminuir ou ndo induzir a atividade da citocromo P450. Além destes fatores, a idade,
o tamanho, o género, e os estados nutricional e reprodutivo também podem interferir
na expressdo e/ou atividade das monooxigenases hepaticas. MALMSTROM e
colaboradores (2004) admitem que estes efeitos sejam minimos para a atividade da
EROD, e nao afetam a sua inducdo, ainda que o peixe permaneca até oito semanas
em jejum. Ora, os matrinxds expostos ao fenol ficaram em jejum durante o
experimento e, mesmo assim, as atividades da EROD e da ECOD subiram durante a
recuperacao, reforcando a hipotese de que o fenol pode ter inibido essas atividades
durante a exposicao e esta inibicdo provavelmente é prejudicial aos peixes.

A atividade das enzimas da fase I durante a exposi¢do pode ter sido constante
devido a algum tipo de inibicdo pelo fenol. Segundo GUT e colaboradores (1996), o
fenol “in vivo” pode causar a inibicdo da atividade das CYP, entretanto este autor
nao verificou esta inibicao “in vitro”.

Na fase II da biotransformagdo tem-se a conjugagdo do xenobiético, ou dos
produtos da fase I, com moléculas enddégenas, formando o conjugado ainda mais
hidrossolavel, que facilmente pode ser excretado. O processo de conjugacao com
acido glicuronico é considerado a principal via de excrecdo de compostos enddgenos
e exogenos (xenobidticos) nos vertebrados (LILIENBLUM et al., 1982; CLARKE et al.,
1992a; CLARKE et al., 1992b). Neste caso existe a transferéncia de um grupo
funcional de um 4cido glicurdnico para o composto a ser conjugado, com a
participacdo da enzima UDPGT. Existem pelo menos seis isoformas desta enzima em
Pleuronectes platessa que sdo funcionalmente e estruturalmente muito similares as
encontradas em mamiferos, mostrando seu grau de conservacdao (CLARKE et al,,
1992a).

Em matrinxa a atividade da UDPGT diminuiu apds a exposi¢do e aumentou
apos a segunda semana de recuperagao. A reducdo de sua atividade pode ter sido
ocasionada principalmente por uma inibicao pelo fenol, fato confirmado pelo teste de

inibicdo “in vitro” do fenol sobre a UDPGT. Segundo KUMARAM e PARUCHURI
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(1997) o fenol pode agir como um inibidor ligando-se no sitio ativo das enzimas da
biotransformacdo. A inibicdo desta enzima durante a exposicdo ao fenol pode ser
prejudicial ao matrinxad ja que ela é considerada a responsavel pela conjugacao do
fenol para sua excrecdo (LILIENBLUM et al., 1982; CLARKE et al., 1992a; CLARKE et
al., 1992b). Segundo LILIENBLUM e colaboradores (1982), a inducdo de enzimas da
fase I e da fase II, ou seja, dos processos que regulam o balanco entre a ativacdo e
inativacdo destas moléculas, é decisivo para a ndo acumulagdo dos xenobidticos nas
células.

O fenol pode também se acumular nas células por ser um composto lipofilico.
O tempo de eliminacdo total do fenol é, portanto, muito importante. Segundo
SANNADURGAPPA e colaboradores (2007) o fenol é lentamente eliminado,
podendo ser necessario mais de 30 dias para sua eliminacdo. Este fato pode explicar
porque somente apds a segunda semana de recuperacdo houve aumento da
atividade da UDPGT. CLARKE e colaboradores (1992b) verificaram que pode ser
necessdria a utilizacdo de detergentes para a medida da atividade UDPGT, pois esta
enzima esta localizada na membrana do reticulo endoplasmatico liso. Por outro lado,
alguns detergentes podem, em alguns casos, diminuir a atividade da enzima.
Todavia, ja que nao foi necessario usar detergentes para elevar os niveis de atividade
de nossos ensaios, descartamos qualquer inibicdo da enzima por detergentes “in
vitro”.

Outra enzima de conjugacdo ensaiada nesse trabalho, a GST, também foi
inibida ap6s as 96 horas de exposicdo e aumentou de atividade apds a recuperacao.
Entretanto, o teste realizado “in vitro” sobre o efeito do fenol na atividade da GST
ndo mostrou inibigdo, diferentemente do que ocorreu com o ensaio da UDPGT. A
GST é uma enzima importante em peixes e mamiferos na conjugacao de glutationa
reduzida aos xenobiéticos (WANG & BALLATORI, 1998; REGOLI et al., 2002; ORUC
et al., 2004). A inducdo desta enzima sugere que o papel de protecdo contra a
peroxidagdo lipidica também estd em parte mantido, ja que esta enzima assim como a
GPX estao envolvidas neste tipo de protecdo (ORUC et al., 2004), além da protecao
aos acidos nucléicos (GALLI et al., 1999). Entretanto, a reducdo de sua atividade

durante a exposicao corrobora os resultados obtidos com as enzimas antioxidantes
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durante a exposi¢do, que mostraram ndo ocorrer estresse oxidativo a ndo ser durante
a recuperacdo. A GST e a GPX apresentaram aumento de atividade apds a primeira
semana de recuperagao, todavia, na segunda semana a GST manteve-se aumentada e
a GPX apresentou uma reducao.

Em truta arco-iris a atividade da GST hepatica é induzida pelo nonilfenol em
baixas concentracoes (66 ng/L) por duas semanas (UGUZ et al., 2003). A atividade
desta enzima aumenta apds primeira semana de exposicdo a 220 ng/L de nonilfenol
e reduz-se na terceira semana, mostrando que altos niveis de estresse quimico podem
levar a um aumento dessa atividade, porém, por um longo tempo, ela pode ser
inibida (UGUZ et al., 2003). Truta arco-iris exposta a PCB apresenta aumento da
atividade da UDPGT, da GST, da EROD e do conteido de citocromo P450
(HUUSKONEN et al, 1996). A exposicio de Platycephalus bassensis a 2-
cloroseringaldeido (2CSA), um derivado clorado de fenol, encontrado em grande
quantidade nos efluentes de polpa de celulose de eucalipto, ndo causou variagdo nas
atividades de EROD, ECOD e UDPGT hepatica. Entretanto, marcadores de lesdes
hepaticas como a sorbitol desidrogenase do soro (SSDH) indicaram que ocorreu lesao
hepética nesta espécie apés 17 horas de recuperacdo (BRUMLEY et al., 1998).
GUDERLEY e colaboradores (2003) observaram que a atividade da GST hepatica no
bacalhau do atlantico, Gadus morhua, submetido ao jejum, ndo se altera. Porém,
ocorre um aumento da atividade da CAT. A UDPGT e a GST sao induzidas pela B-
naftoflavona em truta arco-iris, mas nao sao induzidas pela isosafrol (CELANDER et
al., 1993). As atividades de EROD, GST e UDPGT em cultura de células de truta arco-
iris ndo sao induzidas por PAH (PESONEN & ANDERSON, 1991). A expressdo do
RNAm da UDPGT de salmdo é aumentada pelo tributiltin (biocida utilizado em
embarcacdes, considerado extremamente toxico e causador de disfuncdo enddcrina),
porém o mesmo ndo ocorre com a expressao da GST e CYP1A (MORTENSEN &
ARUKWE, 2007). Esses dados mostram como as atividade destas enzimas variam de
espécie para espécie.

A enzima glutationa S-transferase, ensaiada no plasma de matrinxd, ndo foi
detectada durante a exposicdo ao fenol. As enzimas ALAT e ASAT plasmaticas,

também indicadoras de lesdao hepatica, nao apresentaram aumento plasmatico em



125

matrinxa submetido as mesmas condi¢des dos experimentos aqui relatados,
aumentando somente apés a primeira e segunda semana de recuperacdo (HORI et
al., 2006). Este resultado sugere algum tipo de lesdo hepatica ocasionado por algum
produto da biotransformagdo do fenol, talvez até mais toxico que ele. Observou-se
aumento da GST plasmatica com concomitante aumento da GST hepatica apos a
recuperacao. MULDER e colaboradores (1997) verificaram em humanos que a GST
plasmatica pode ser um melhor indice de lesdao hepatica que a ALAT, principalmente
em casos de lesdes agudas, mas ndo é considerada um bom marcador para lesdes
cronicas.

Segundo ANDERSON e colaboradores (1985), GST e UDPGT de figado de
truta arco-iris exposta a f—naftoflavona s6 foram induzidas ap6s duas a trés semanas,
permanecendo elevadas até quatro ou cinco semanas apds a exposi¢do. Essas
enzimas aumentaram sua atividade em 1,3 e 1,4 vezes, enquanto a EROD aumentou
até 170 vezes. Estes dados mostraram que o mecanismo de regulacdo génica da
UDPGT ¢, provavelmente, diferente e independente da EROD e/ou que elas
apresentam diferentes “turnover”. Estes dados também mostraram que a indugao da
UDPGT também pode ser lenta, como ocorreu também com o matrinxa que
apresentou uma inducdo somente apds duas semanas de recuperagdo, como também
este resultado pode estar associado a inibicilo no periodo de exposicdo.
HUUSKONEN e colaboradores (1996) admitem que esta lentiddo também pode ser
ocasionada pela temperatura ambiental.

A indugdo enzimatica varia de espécie para espécie, como observado por
GAWOREEKI e colaboradores (2004), que entendiam que tanto a UDPGT quanto a
SULT sdo importantes enzimas da biotransformagao hepatica da fase II. Entretanto, a
SULT é considerada menos indutivel que a UDPGT para ser utilizada como
biomarcadora. Porém, quando duas espécies, Ictalurus punctatus e Fundulus
heteroclitus, foram expostas a 3-MC (3-metilcolantreno), houve indugdo hepatica da
EROD, da UDPGT e da SULT no I. punctatus, mas somente a UDPGT foi induzida em
F. heteroclitus, mostrando a variagdo entre as espécies.

Além da inibicao da UDPGT, os produtos da biotransformagdo podem ter um

papel importante nos efeitos sobre o organismo alvo. Durante a biotransformagao
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hepética do fenol em ratos “in vitro” é observada a producdo de hidroquinona e
catecol (20:1), sendo que a concentracdao deste tltimo é muito maior. A formacdo de
hidroquinona nos hepatdcitos de ratos s6 ocorre na presenca de NADPH. Além do
mais, esta biotransformacao requer oxigénio molecular e é inibida pelo mondxido de
carbono (SAWAHATA & NEAL, 1983). O fenol é também um intermediario do
catabolismo do benzeno, via benzeno oxidase, sendo posteriormente metabolizado
em hidroquinona e catecol (SAWAHATA & NEAL, 1983; GUT et al., 1996).

Em peixes, a biotransformacao hepatica do fenol forma os mesmos produtos.
Os primeiros estudos sobre a biotransformagdo do fenol mostraram que em varias
espécies, os produtos fenil sulfato e fenil glicuronideo foram os mais encontrados
(LAYIWOLA & LINNECAR, 1981). Posteriormente, NAGEL & URICH (1983)
verificaram também a presenca de hidroquinona como produto da biotransformacao
do fenol em peixes. Os fendis derivados também formam produtos de conjugacdo
com o acido glicurdénico e com o sulfato (CRAVEDI et al.,, 1999). Esses autores
observaram a formacdo de altas concentragdes de PCB-glicuronideo e PCB-sulfato
em suspensao de hepatdcitos de trutas arco-iris.

MCKIM e colaboradores (1999) fizeram um elegante experimento mostrando
que os principais metaboélitos de fenol excretado pela truta arco-iris exposta a 5 mg/L
de fenol por 144 horas eram o proprio fenol, o fenil-glicuronideo, fenil sulfato e a
hidroquinona. Neste experimento o fenol era colocado na 4gua e a truta dentro de
um respirdmetro, sendo a saida da cloaca canulada para retirada da urina. Outra
canula foi colocada em uma artéria para coleta do plasma, e ambos passavam por um
processo de microdialise. Os produtos foram identificados por HPLC e os dados
mostraram que no plasma e na urina havia maior concentracdo de fenol que de
hidroquinona. As maiores concentra¢cdes encontradas por esses autores foram de
fenil glicuronideo na urina e no plasma, seguidos de fenil sulfato. A enzima de
sulfatacdo apresenta alta afinidade, mas baixa capacidade de conjugacdo, em
contraste com a glicuronidacdo, que apresenta uma baixa afinidade, mas alta
capacidade de conjugacao. Estes dados indicam que a hidroquinona é um metabdlito
formado na fase I da biotransformacdo, como também verificado por KOLANCZYK

& SCHMIEDER (2002) e por SOLEM e colaboradores (2003), por microdidlise “in
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vivo” de trutas arco-iris. Este ultimo autor também detectou o catecol, em
concentragdo muito menor, na relacdo hidroquinona: catecol (5:1), tal como
verificado também em ratos (SAWAHATA & NEAL, 1983). Estes dados sugerem que
durante a biotransformacdo do fenol, inibindo ou ndo as enzimas durante a
exposicao, como ocorreu em matrinxa, o produto da fase I é muito mais téxico que o
proprio fenol, o que pode explicar também as possiveis lesdes hepaticas encontradas
fase de recuperagdo, assim como, o aumento de ERO, ocasionando o estresse

oxidativo.

6.4 Consideragoes finais

A maioria dos estudos sobre a toxicidade do fenol em peixes estd relacionada
aos seus efeitos e dos seus derivados. Poucos estudos avaliaram as adaptagdes
bioquimicas em peixes expostos ao fenol e muito menos a recuperagao; menor ainda
é o numero de estudos com fenol em peixes neotropicais. Iniciamos este estudo ha
pouco mais de trés anos e verificamos que o matrinxa exposto ao fenol apresentava
um aumento no catabolismo protéico e glicidico (HORI et al.,, 2006). Porém, os
trabalhos de estresse oxidativo causado pela exposicao ao fenol, restringem-se a
injecdes intra-abdominais de uma concentracdo em dose tnica ou fracionada, sem
expor os peixes ao fenol dissolvido na dgua. Trabalhos mostram que doses tnicas
causam mais estresse oxidativo que a dose fracionada (ROCHE & BOGE, 2000). Ha
ainda trabalhos sobre o efeito causado em células sob cultivo (BOGE & ROCHE,
1996; BUKOWASHA & KWASHA, 2004). Entretanto, entendemos que estas formas
sdo mais artificiais para abordar os efeitos do fenol, pois excluem os processos de
absorcdo e distribuicdo do xenobidtico, que a nosso ver é uma etapa muito
importante.

Nossos resultados indicam que o matrinxd exposto ao fenol dissolvido na
dgua ndo produziu ERO, mas durante a recuperacdo o aumento desses radicais pode
ter sido resultante do seu metabolismo hepatico. O fenol provavelmente causou
inibicdo da UDPGT hepatica, além deste também ter uma indugdo lenta

(aproximadamente 15 dias) em algumas espécies, podendo também ter causado
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inibicao do citocromo P450. A biotransformagao do fenol durante a recuperacdo pode
também ter causado lesdo hepatica, visualizada pelo aumento de GST no plasma. E
mais provavel que o fenol tenha sido metabolizado pela UDPGT do que pela GST,
considerando que esta atividade apresentou-se elevada pelo aumento de ERO no
tigado. No cérebro o efeito do fenol foi observado somente durante a exposicao,
quando ocorreu inibicao da atividade da AChE, porém ap6s a recuperagao observou-

se o retorno dessa atividade aos niveis normais.
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7 CONCLUSAO

As conclusdes deste trabalho foram:

- O teste de toxicidade aguda (CLso/96h) para o fenol revelou o matrinxa é

sensivel ao fenol.

- Os dados histolégicos encontrados indicam que concentracdes subletais de
fenol causam mais danos as branquias que ao figado e ao rim de matrinxa. As
principais altera¢des nas branquias foram: fusao apical e total da lamela secundaria,
congestdo sangiiinea, edema subepitelial e aneurisma, que pode ter levar a hipdxia e
até a morte. Apesar de ndo serem detectadas lesdes hepaticas e renais, no figado ha
congestao sangiiinea, aumento dos capilares sinuséides e estase biliar e no rim ha
aumento no espago entre o glomérulo e a cdpsula renal, sugerindo um estratégia de

eliminacéo dos residuos.

O aumento do hematdcrito observado esta relacionado principalmente ao
aumento da utilizacdo de oxigénio para gerar energia provavelmente a partir do
catabolismo carboidratos, principalmente de glicogénio hepatico, apds a exposicao ao
fenol, e também como resultado das altera¢des branquiais ocorridas, principalmente
a fusao apical e total da lamela secundéria, como resposta para melhorar a captagao

de oxigeénio.

- A andlise dos bons biomarcadores de estresse oxidativo indica que o fenol,
na concentragdo em que foi testado, ndo causou estresse oxidativo e nem funcionou
como um antioxidante nos eritrécitos de matrinxa, quer apds a exposicdo, quer apos

a recuperacao de uma e de duas semanas.

- A analise dos biomarcadores de estresse oxidativo no figado do matrinxa
exposto ao fenol, em concentragdo subletal, indica que ndo ha, em principio, estresse

oxidativo, porém o estresse oxidativo é evidente apds a recuperacao.
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- A atividade da acetilcolinesterase do sistema nervoso central de matrinxa é
inibida apdés a exposicdo ao fenol, e apds a recuperacao ela retorna aos valores

originais.

- Ap6s a recuperacao ao fenol ocorreu um aumento de GST plasmatica que
sugere algum tipo de lesdo hepatica, ocasionado pelo fenol ou por algum produto da

biotransformacao do fenol.

- O fenol causou inibigdo da UDPGT hepética podendo também ter causado

inibicdao no citocromo P450 ap6s e exposicdo ao fenol.

- O fenol é um produto téxico ao matrinxa que causa varias alteragdes, tanto
histolégicas como no metabolismo de xenobidticos e no sistema de defesa

antioxidante.
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