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RESUMO

A vinhaca, um dos principais residuos gerados na transformacao da cana-de-agucar em etanol,
possui potencial poluidor, frente ao alto volume subproduzido e por suas caracteristicas fisico-
quimicas. A contaminagado de lagos e rios, por infiltracao de residuos dispostos no solo, como
a vinhaca e fertilizantes, por exemplo, merece destaque. Com o intuito de amenizar tais efeitos,
o tratamento prévio desses residuos constitui uma alternativa viavel para diminuir os impactos
ao meio ambiente. Portanto, este estudo teve por objetivo verificar a efetividade na redugdo da
toxicidade da vinhaga de cana-de-agucar por meio da corre¢do de seu pH para um valor neutro
(7,0), pela adi¢do de cal (CaO), avaliando o seu potencial toxico em peixes (Oreochromis
niloticus). As analises foram realizadas por meio do ensaio do cometa e teste do micronucleo
para avaliagdo do potencial genotdxico, e andlise histopatologica das branquias, 6rgao de
contato direto com o meio aquatico. Apos exposicao das tilapias as diluicdes de vinhaga
quimicamente tratada com cal, houve mortalidade de 30% dos peixes na diluicdo de 10%; em
ensaios anteriores com vinhaga nao tratada, a mortalidade na mesma diluigao foi de 100%. O
pH neutro (7,0) ndo permaneceu estavel ao longo do bioensaio. Em relagdo ao ensaio do cometa,
foram obtidos valores de escore de danos e cometas classe 3 com diferencgas significativas em
relagdo ao controle negativo para todas as dilui¢des, com excegao da diluicao de 1%. Nao houve
diferencas significativas entre os valores de micronucleo e anormalidades nucleares entre as
dilui¢des e o controle negativo; comparando esses resultados com os de ensaios anteriores com
dilui¢des de vinhaca ndo tratada, foi observada uma diminui¢do da quantidade de micronucleos.
Por meio de analise histopatologica de branquias, foi observado um aumento nas células
cloridricas, principalmente na dilui¢do de 5%, possivelmente em resposta a presenca de zinco
na amostra de vinhaca. Foram observadas diversas altera¢des histologicas. O desprendimento
epitelial, desorganizacdo do epitélio e hemorragia foram estatisticamente significativas nos
individuos da diluicao 5% e com excec¢do da desorganizacao, também na dilui¢do de 10. Nao
houve diferengas significativas no numero de células mucosas para nenhuma dilui¢do quando
comparado ao controle. Tendo em vista a maior taxa de sobrevivéncia dos peixes e a redugdo
na formacao de micronucleos e os baixos indices de alteragdes nas branquias nos individuos
expostos do residuo tratado, infere-se que o tratamento quimico da vinhaga pela correcao de
seu pH se mostrou efetivo na redugao do potencial toxico desse residuo, podendo se tornar uma
pratica rapida e de baixo custo. Entretanto, a cal pode contribuir para aceleragao da salinizacao
do solo fertirrigado por vinhaga, uma vez que esse residuo ja possui altas concentra¢des de

potéssio e sulfato.
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ABSTRACT

The vinasse, a major waste generated in the processing of sugarcane into etanol, has a
polluter potential in front off the volume generated and its physiochemical features.
Contamination of lakes and rivers by infiltration of waste disposed in the soil, such as
vinasse and fertilizers, deserves atention. In order to mitigate these effects, the pre-
treatment of this waste is a viable alternative to reduce the environmental impacts. Despite
many studies about vinasse, only a few investigates their toxic potential. Therefore, this
study aimed to verify the effectiveness in reducing sugarcane vinasse toxicity by pH
correction to a neutral value (7.0), by adding lime (Ca0), assessing their potential toxicity
in fish (Oreochromis niloticus). Analyses were performed using the comet assay and
micronucleus test to assess the genotoxic potential, and histopathological analysis of gills,
organ that has direct contact with water. After exposure of tilapia to vinasse dilutions
chemically treated with lime, 30% of fish in the dilution of 10% died; in earlier bioassays
with untreated vinasse, at the same dilution the mortality was 100%. The neutral pH (7.0)
has not remained stable during the bioassay. Regarding the comet assay, score damage
and class 3 comets had significant differences when compared to the negative control for
all dilutions, except for the dilution of 1%. There were no significant differences on the
values of micronuclei and nuclear abnormalities between dilutions and negative control;
comparing these results with those obtained in previous bioassays, with untreated vinasse
dilutions, a decrease was observed in the number of micronuclei. For histopathologic
analysis in gills, a slight increase was observed in cloridricas cells number, especially in
the dilution of 5%, possibly in response to the presence of zinc in the vinasse samples.
Diferents types of histologic changes were observed. The epithelial detachment, the
epithelium disorganization and bleeding were statistically significant in individuals in 5%
dilution and apart from disorganization, also the dilution of 10%. There were no
significant differences in the number of mucous cells to any dilution when compared to
control. Considering the highrst survival rate of fishes, the reduction micronuclei
formation and low histopathological change index, it is inferred that the chemical
treatment of vinasse by correcting its pH was effective in reducing the toxic potential of
the residues and may become a quick and low-cost practice. However, lime can contribute
to accelerated soil salinization fertirrigated by vinasse, since this residue has already high
concentrations of potassium and sulfate.

Key-words: Comet assay, micronucleus test, histopathology, agroresidue
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1. Introduciao

O cultivo de cana-de-agucar foi introduzido no Brasil em 1532 em Sao Vicente,
Sao Paulo; tal implantagcdo contribuiu rapidamente para o desenvolvimento da regido,
influenciando outras areas do pais, iniciando a primeira atividade organizada do Brasil,
o ciclo da cana-de-actcar.

O setor sucroalcooleiro recebeu grande importancia no cendrio nacional, tendo
um novo impulso pelo incentivo estatal, durante a década de 80, por meio do programa
Proalcool, com uma proposta alternativa ao uso dos derivados de petroleo, na tentativa
de superar a crise instalada na época e atender a demanda do mercado interno e externo.
No entanto, a industria sucroalcooleira ganhou destaque ndo s na economia, como
também na questao ambiental, devido a enorme quantidade de residuos que produzia (e
ainda hoje produz) (MORAES, 2015). Até a década de 80, por falta de uma legislagao
ambiental mais rigorosa, muito desses residuos eram destinados aos corpos d’agua,
causando sérios danos aos ecossistemas aquaticos. Apds essa década, houve maior
preocupagcdo com o meio ambiente e valorizagdo da biodiversidade. Encorajado e
impulsionado por alguns tratados internacionais de cunho ambiental, o Brasil adotou
medidas mais rigorosas com o intuito de preservar os recursos naturais, caracterizando a
fase holistica da legislag@o brasileira (FARIAS, 2009). Assim, residuos que antes eram
descartados diretamente nos rios, precisaram receber outro destino. A vinhaga, principal
residuo gerado pela industria sucroalcooleira da cana-de-agtcar, ¢ um exemplo disso.

A vinhaga, também conhecida por restilo ou vinhoto, ¢ o principal residuo da
transformag¢do da cana-de-agucar em etanol, geralmente &cida (pH: 3,5-5,0), de
coloragdo castanho-escura, de odor incomodo aos humanos e com alto contetido
organico (COD: 50-150 gL'') (ESPANA-GAMBOA et al., 2011; CHRISTOFOLETTI
et al., 2013a). A producdo de etanol a partir de biomassa, resulta em um consideravel
volume de vinhaga, com alto potencial poluidor (WILKIE et al., 2000; FUESS;
GARCIA, 2014); estima-se que para cada litro de etanol produzido seja gerado 10 a 15
litros de vinhaca como residuo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a). O poder poluente
deste liquido residual, cerca de cem vezes maior que o do esgoto doméstico, decorre da
sua riqueza em matéria organica, baixo pH, elevada corrosividade e altos indices de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), além de elevada temperatura na saida dos

destiladores. Assim, a vinhaga é considerada altamente nociva a fauna, flora, microbiota



das dguas doces, além da capacidade de afugentar a fauna marinha que vem as costas
brasileiras para procriacao (SILVA et al., 2007).

Por outro lado, a vinhaga apresenta grande potencial para utilizacdo em solos
agricolas, principalmente na forma de fertirrigacdo (PEDROSA et al., 2005;
CHRISTOFOLETTT et al., 2013a). A adogao da pratica de fertirrigagdo consiste na
infiltracdo da vinhacga in natura no solo, por meio da irrigagdo das culturas de cana-de-
acucar (CAMARGO et al., 2009). Diversos autores, como Resende (1979), Gléria e
Orlando Filho (1983), Ball-Coelho et al. (1993), Lyra et al. (2003) e Silva e Cabeda
(2005) constataram efeitos benéficos da vinhaga sobre o solo, frente ao aumento na
retencdo de umidade, porosidade, nivel de potéssio e condutividade elétrica observados.

Por possuir altas concentracdes de potdssio, nitrogénio e fosforo, elementos
essenciais para o crescimento das plantas, o principal destino da vinhaga ¢ sua utilizagao
como fertilizante na propria cultura da cana-de-agucar. A regulamentacdo da aplicagdo
de vinhaca no solo foi estabelecida recentemente por uma norma da Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), a qual se limita apenas para o estado e
prescreve a quantidade maxima permitida de vinhaga por m* de solo, de acordo com a
concentragdo de potassio presente no solo e a necessidade de acréscimo deste ion para a
cultura da cana (CETESB, 2006); entretanto, a quantidade de matéria organica e os
impactos atmosféricos foram negligenciados (MORAES et al., 2015).

Devido a falta de fiscalizagdo, grande parte das culturas canavieiras ndo seguem
a regulamentacdao da CETESB e, diante da exorbitante quantidade de vinhaga gerada,
aplicam esse residuo indiscriminadamente na cultura. Ao promover modificagdes nas
propriedades fisicas do solo, a vinhaga pode tanto elevar a capacidade de infiltracdo da
terra, contaminando as 4guas subterrdneas, como diminui-la, promovendo o aumento do
escoamento, com possivel contaminacdo de 4aguas superficiais. Além disso, os
mecanismos de recarga dos lencoéis freaticos e aquiferos sao controlados principalmente
pelos eventos de chuva. Deste modo, ao atingir o solo contendo vinhaga, a dgua pluvial
pode infiltrar ou escoar superficialmente, poluindo os corpos d’agua (SILVA et al.,
2007).

Estudos de toxicidade da vinhaga em drosoéfilas (Drosophila melanogaster)
mostraram que a taxa de fecundidade dos ovos e a fertilidade de fémeas foram

diminuidas consideravelmente com o aumento da concentracdo de vinhaca. Esse mesmo



estudo mostrou que a vinhaga altera a longevidade dos individuos, sendo este efeito
muito mais significativo em machos e na concentragao de 50% (YESILADA, 1999).

Em estudos realizados com A. cepa (cebola), Souza et al. (2013) observaram
uma potencializacdo de efeitos clastogénicos de uma amostra de solo de landfarming,
proveniente do tratamento de residuos do petroleo, apds a adi¢ao de vinhaca de cana-de-
acUcar a amostra. As autoras inferiam que, provavelmente, houve a liberagdo dos metais
pesados adsorvidos na matéria organica.

Christofoletti et al. (2013b) também testaram a toxicidade, em solo, da vinhaga,
de um biosodlido e diferentes combinagdes de ambos, por meio do teste com Allium
cepa, antes e depois do bioprocessamento destas amostras por diplopodos. Apds o
bioprocessamento, as autoras observaram uma redu¢dao na toxicidade de ambos os
residuos.

Marinho et al. (2014) avaliaram os efeitos de dilui¢des de vinhaca de cana-de-
acucar em figados de tilapias (Oreochromis niloticus) e observaram alteragdes
histopatologicas significativas, como perda da integridade citoplasmadtica, perda de
limite celular, desorganizagao do tecido e redugdo no acimulo de polissacarideos de
acordo com o aumento das diluicdes.

Tendo em vista o potencial poluidor da vinhaga e a possibilidade de
contaminag¢do do meio aquatico por lixiviacdo/percolacdo desse residuo, disposto no
solo como fertilizante, estudos que avaliem a genotoxicidade da vinhaca e que
proponham um tratamento eficaz na reducdo da toxicidade desse residuo sdo de extrema

importancia.

2. Objetivos

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a toxicidade da vinhaga de cana-
de-actcar tratada quimicamente por ajuste de pH, por meio da analise do sangue
periférico e de branquias de tilapias (O. niloticus) expostas a diferentes dilui¢des da
mesma.

Os objetivos especificos constituem:

- Avaliar o potencial genotoxico da vinhaca de cana-de-agucar tratada, pela
avaliacdo da presenca de células em processo de morte celular, células que apresentam
anormalidades nucleares e eritrocitos micronucleados no sangue periférico de tilapias.

- Analisar a superficie das branquias por meio da ultramorfologia para avaliagao

de sua toxicidade.



- Analisar a estrutura do tecido branquial por meio de técnica histoldgica para
observagdo de alteragdes provocadas pela vinhaca de cana-de-agucar.

- Aplicar técnica histoquimica para andlise mais detalhada da brinquia,
buscando analisar certos tipos celulares (em particular células mucosas) e possiveis
alteracdes fisiologicas.

- Verificar se a corre¢do de pH ¢ um método adequado e eficiente para a reducao

da toxicidade da vinhaga de cana-de-actucar.

3. Revisao de Literatura

3.1. Tratamentos da vinhaca

O tratamento de qualquer residuo ndo ¢ uma tarefa facil, uma vez que precisam
ser consideradas muitas varidveis, frente aos interesses politicos e econdmicos. Para que
0 tratamento seja posto em pratica, o0 mesmo tem que ser efetivo, ndo gerar residuos,
igualmente ou mais toxicos do que o tratado, a eficiéncia do processo tem que ser
mantida ao se passar de uma escala laboratorial para uma escala industrial e o custo
beneficio do tratamento precisa ser favoravel. A vinhaga, além de ser uma mistura
complexa, tem sua composi¢do variada de acordo com a destilaria que a gera, com o
processo de destilagdo empregado e até mesmo difere entre as safras
(CHRISTOFOLETTT et al., 2013a). Esses fatores dificultam ainda mais o tratamento
desse residuo.

Entretanto, devido os efeitos toxicos da vinhaga, muitas tecnologias vém
surgindo com o objetivo de reutilizar ou tratar a vinhaca para a redugdo de sua
toxicidade (MANE et al., 2006; MOHANA et al., 2009). De acordo com a literatura, a
vinhaca pode ser tratada tanto por processos fisico-quimicos como bioldgicos, que
podem reduzir a toxicidade pela degradacdo de componentes organicos; os primeiros,
normalmente envolvem reagentes para oxidar compostos organicos, enquanto o0s
tratamentos biologicos sdo classificados como técnicas aerdbicas ou anaerdbicas, com
utilizagdo de microrganismos (BOTELHO et al., 2012).

Geralmente os processos fisico-quimicos sdo muito caros, necessitando de
grandes volumes de dgua e grande quantidade de energia (CAMPOS et al., 2014). Esses
mesmos autores avaliaram a eficiéncia do tratamento fisico-quimico e biolégico da
vinhaga resultante do processo de producdo de cachaga e a comunidade microbiana em

cada passo do tratamento; a vinhaga foi submetida a uma batelada num sistema de



fermentagdo de alto fluxo com lodo ativado, filtragem, floculagdo, batelada em sistema
de fermentacdo de baixo fluxo com lodo ativado, neutralizagdo ¢ desinfeccdo. Os
autores conseguiram reduzir significativamente a carga poluidora desse residuo, mas
devido a presenca de altos valores de taninos e sedimentos solidos, resultantes do
proprio tratamento, tal residuo tratado ainda seria toxico no meio aquatico.

Botelho et al. (2012) avaliaram a toxicidade da vinhaca de cana-de-actcar nos
microcrustaceos Ceriodaphnia dubia e Daphnia magna e no peixe Danio rerio, antes ¢
depois de ajuste de pH. Os autores observaram uma diminui¢ao na mortalidade desses
organismos apos o aumento do pH.

Santana et al. (2008) testaram a degradagdo fotolitica da vinhaga por radiacao
solar por meio de catalisadores a base de titanio. Os autores observaram que o
tratamento nao foi eficaz na mineralizagdo da vinhaga, porém conseguiu reduzir a
mortalidade do microcrusticeo Artemia salina reduzindo assim, a toxicidade da
vinhaga.

Ferreira et al. (2011) avaliaram a diminui¢do da toxicidade da vinhaca tratada
pelo fungo Pleurotus sajor-caju utilizando organismos aquaticos, como a microalga
Pseudokirchneriella subcapitata, os microcrustaceos D. magna e D. similis e o cnidario
Hydra attenuata, como organismos-teste. Houve redugdes de 82,8% na DQO (Demanda
Quimica de Oxigénio), 75,3% na DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), 99,2% na
coloragdo e 99,7% na turbidez da vinhaca, além de uma diminui¢do de sua toxicidade.

A maioria dos tratamentos propostos na literatura misturam tanto processos
fisico-quimicos quanto bioldgicos. O tratamento bioldgico mais empregado ¢ a digestdo
anaerdbia em reator de fermentacdo. A digestdo anaerdbia consiste de varios processos
bioquimicos complexos e sequenciais que ocorrem na auséncia de oxigénio e dependem
de pelo menos trés grupos de microrganismos para promover estabilidade e
autoregulacdo do sistema resultando na liberagdo de metano e didéxido de carbono
(SPEECE, 1996; MADSEN et al., 2011; MORAES et al., 2015). Esses grupos de
microrganismos incluem bactérias acidogénicas (ou fermentativas), bactérias
acetogénicas e bactérias metanogénicas (MOSEY, 1982). Na presenca de sulfato, sulfito
ou tiossulfato, hd também a atividade de bactérias redutoras de sulfato (O’FLAHERTY
et al., 2006). O biogés produzido pelas bactérias na digestdo anaerdbia pode ainda ser
usado para fornecer energia para a propria usina de forma sustentavel (MORAES et al.,

2015).



Essa tecnologia surgiu no final do século XIX, mas nunca foi interessante para o
setor sulcroalcooleiro, devido a baixa viabilidade econdmica da geracdo de eletricidade
a partir do biogas (CRAVEIRO et al., 1986). Contudo, devido a necessidade de
diminuir a carga organica da vinhaga sem perder seus minerais para sua utilizacdo como
fertilizante, juntamente com economia energéticas da propria usina, a digestdo
anaerobica vem ganhando espaco novamente (CHERUBINI, 2010).

De acordo com Moraes et al. (2015), no Brasil, ha apenas uma usina no interior
de Sao Paulo que utiliza a fermentag¢ao anaerdbia da vinhaga para a produgdo de biogas,
mas ainda assim, o foco ndo é ambiental e sim econdomico. Para esses mesmos autores a
falta de investimentos para o tratamento anaerdbio da vinhaca em escala industrial nas
usinas € o principal fator para esse tratamento ndao ocorrer, uma vez que com a
fertirrigagdo os custos sdo menores para a maioria das usinas.

Embora haja estudos para o tratamento da vinhaga, poucos possuem o enfoque
ambiental, com o intuito de diminuir a toxicidade desse residuo para uma destinagdo
mais segura ao meio ambiente. A grande pressdo econdmica, em busca de reducdo de
gastos na producao do setor sulcroalcooleiro ndo favorecem os investimentos em
projetos que visem a protecdo do meio ambiente e a passagem de estudos promissores
em escala laboratorial para a escala industrial. Por isso, estudos que alertem a
problematica da disposicdo de residuos no meio ambiente e proponham tratamentos

economicamente vidveis sao de extrema importancia nos dias de hoje.

3.2. Oreochromis niloticus como bioindicador para o monitoramento
ambiental

Os peixes sdo ecologicamente e economicamente muito importantes. Eles
representam um grupo de vertebrados com diversos comportamentos e estratégias
reprodutivas, além de desempenhar importante papel na cadeia alimentar, quer como
predadores ou como presas; possuem ampla variagdo de comportamento e habitat, que
aumentam seu potencial para a exposi¢ao a substincias toxicas (RAND, 2008).

Segundo Van Dick (2003), os peixes sdo organismos relativamente sensiveis a
mudancgas em seu ambiente, incluindo a incidéncia da poluicao. Assim, o estado de
saude dos peixes ¢ capaz de refletir e dar uma boa indicacdo da condigdo de um
ecossistema aquatico. Além disso, existe extensa literatura sobre seu comportamento,

fisiologia e requerimentos ambientais, que os tornam relevantes como grupo de



organismos testes para avaliar os efeitos biologicos de substancias toxicas (RAND,
2008).

A tilapia (Oreochromis sp) é uma espécie nativa da Africa; originaria da bacia
do Rio Nilo (CARVALHO, 2006), foi introduzida no Brasil por volta de 1971, no Ceara
(CASTAGNOLLI, 1992). A espécie Oreochromis niloticus (tilapia-do-nilo) pertencente
a familia Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta colorag¢do cinza azulada, corpo curto e
alto, cabeca e cauda pequenas (GALLI; TORLONI, 1984). A caracteristica principal
que distingue O. niloticus ¢ a presenga de listras verticais por todo comprimento da
nadadeira caudal (COSTA-PIERCE, 2003).

E uma espécie de peixe cujo cultivo, bem como importancia, vem crescendo,
sendo atualmente uma das mais importantes aquiculturas do mundo, atrds apenas da
cultura de carpas e salmonideos. Além disso, ¢ a mais importante espécie de tilapia
cultivada, representando mais de 80% da produgdo total de tilapias (MOUSA; MOUSA,
1999; AL-SHAMSI et al., 2006). Esta espécie, que ¢ primariamente, porém nao
estritamente herbivora, teve sua cultura favorecida em virtude de caracteristicas como
rapido crescimento, grande resisténcia as condigdes adversas e doengas, adaptabilidade
a diversos tipos de meios e ambientes, entre outros (PONCE-MARBAN et al., 2006).
Outra caracteristica que torna vantajosa a criagdo de tilapias é a capacidade do
organismo em obter um Otimo desenvolvimento em grandes concentragdes
populacionais, caracteristica que diminui o custo de manutenc¢do per capita (PONCE-
MARBAN et al., 2006).

Segundo Girén-Pérez et al. (2007), a tilapia-do-nilo é um o6timo modelo para
avaliacdo do ecossistema aquatico e para realizagao de estudos toxicologicos. Os peixes,
como um todo, sdo excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de
retirar, estocar € bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT,
1998); por possuirem essas propriedades, eles podem sinalizar o potencial perigo de
novas substancias quimicas ou para a possibilidade de poluicdo ambiental.

Outros autores afirmam, ainda, que eles sdo considerados bons organismos teste
para monitorar a qualidade da dgua, especialmente as espécies pequenas de aquario, que
podem ser mantidas em laboratdrio e facilmente expostas as substancias toxicas, sendo
utilizadas na avaliagdo da presenca de substancias com potencial de causar danos a
saude humana (HARSHBARGER; CLARK, 1990; AL-SABTI; METCLAFE, 1995).

Segundo Alves-Costa (2001), as espécies O. niloticus e Hoplias malabariscus sdo



excelentes sistemas-teste para ensaios laboratoriais realizados para a investigacdo da
toxicidade de contaminantes em ecossistemas aquaticos. Logo, inumeros trabalhos vém
empregando tilapias em estudos de poluicdo aquatica (FIGUEIREDO-FERNANDES et
al., 2006; VAN DICK et al., 2007; BIAGINI et al., 2009; SOUZA; FONTANETTI,
2006; FONTANETTI et al., 2012).

3.3. Ensaio do Cometa e Teste do Micronucleo como ferramentas para
estudos em toxicologia ambiental

O ensaio do cometa ¢ um teste muito usado, que tem como objetivo detectar
danos no DNA (COLLINS et al., 2014), sejam eles, quebras de fita simples e/ou duplas,
bem como sitios alcali-labeis (SPEIT; HARTMANM, 1995; SOUZA et al., 2005).
Segundo Mitchelmore e Chipman (1998) e Koppen et al. (1999), o ensaio do cometa
pode ser considerado rapido, economicamente viavel, sensivel e ndo necessita de muitas
células para ser realizado.

O principio basico do ensaio do cometa ¢ a migracdo do DNA em uma matriz de
agarose sob condigdes eletroforéticas. Quando observadas em microscopio, as células
tém a aparéncia de um cometa, com cabega (regido nuclear) e uma cauda contendo os
fragmentos de DNA que migraram em dire¢do ao polo positivo, essas duas regides
compdem um nucledide (HARTMANN et al., 2003). Dessa forma, quanto maior a
cauda do cometa maior foi o dano genético induzido no nucledide. Portanto, o ensaio do
cometa ¢ capaz de detectar quebras no material genético das células (SINGH et al.,
1988); entretanto, essas lesdes sdo consideradas primadrias e, dessa forma, sdo passiveis
de reparo. Assim, podem ou ndo resultar em alteragdes genéticas (COLLINS et al.,
2014).

A andlise do ensaio do cometa pode ser realizada visualmente ou por meio do
uso de programas especificos. Visualmente, as células podem ser classificadas segundo
Rigonato et al. (2005) de acordo com a categoria de migracdo da cauda em quatro
classes (0, 1, 2 e 3), sendo que a classe 0 representa nenhum ou minimo dano e a classe
3 representa maximo dano. E classificado em classe 0 quando ndo ha migracdo de
fragmentos de material genético (cauda); em classe 1, quando o tamanho da cauda do
cometa nao excede o didmetro da cabega; em 2 quando o tamanho da cauda ¢ entre uma
a duas vezes o tamanho da cabeca e em classe 3, quando o tamanho da cauda ¢ maior

que duas vezes o tamanho da cabega.



Viérios autores como Kumar et al. (2010) e Cavas (2011), utilizaram o ensaio do
cometa para avaliar efeitos genotoxicos em peixes Channa punctatus e Carassius
auratus, respectivamente. Todos observaram a eficacia do ensaio do cometa,
constatando efeitos genotoxicos do inseticida malathion em C. punctatus, da atrazina
em C. auratus, Hoshina e Marin-Morales (2011) e Souza e Fontanetti (2012) avaliaram
o impacto do efluente de uma refinaria de petrdleo em Paulinia, S3o Paulo, despejado
no Rio Atibaia e a toxicidade da dgua do rio Paraiba do Sul préximo a essa mesma
refinaria, respectivamente, utilizando o ensaio do cometa em eritrocitos de O. niloticus;
os dados obtidos indicaram a presenca de substincias genotoxicas em dois pontos de
coleta, no local de despejo do efluente da refinaria e na jusante do despejo.

O teste do micronucleo ¢ um ensaio citogenético comumente utilizado em varios
sistemas biologicos, para o monitoramento de genotoxicidade ambiental e seu emprego
vem crescendo exponencialmente ao longo dos anos (BOLT et al., 2011).

Micronucleos sdo pequenas massas intracitoplasmaticas de cromatina, com
aparéncia de um pequeno nucleo, resultantes de quebras cromossdmicas e/ou
aneuploidia durante a divisao celular (AL-SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA;
STARLING, 2001; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Durante a tel6fase, o envoltdrio
nuclear ¢ formado ao redor do cromossomo inteiro ou do fragmento cromossdmico
perdido, que se descondensa e, gradualmente vai assumindo a morfologia de um nucleo
interfasico, com exce¢ao do tamanho, pois este ¢ bem menor que o nucleo principal,
razao pela qual ¢ chamado de micronucleo (FENECH et al., 2011; KIRSCH-VOLDERS
etal., 2011).

Microntcleos contendo cromossomos/cromatides inteiros podem ser formados
apos falha no fuso mitético, levando a erros de ligacdo dos microtibulos ao cinetocoro
ou outras partes do aparato mitético, erros no DNA centromérico ou em outras
subestruturas cromossomais, levando assim a uma perda cromossomica e,
consequentemente, a células aneuploides (KIRSCH-VOLDERS et al.,, 2011). Ja
micronucleos contendo fragmentos cromossdmicos se originam diretamente de quebras
de fita dupla do DNA, conversdao de quebras de fita simples em quebras de fita dupla
ap6s replicacdo, inibicdo da sintese de DNA, quebras de pontes anafasicas, ou
amplificagdo de genes por quebras seguida de fusao (MATEUCA et al., 2006; FENECH
et al., 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).
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Em suma, microntcleos podem ser formados por diversos mecanismos, tanto
genéticos quanto epigenéticos; como resultado de exposi¢do a agentes clastogénicos e
aneugenicos, ou formado espontaneamente como mecanismo de defesa, ou contribuindo
para diferenciacdo celular (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Os micronucleos
formados podem ter dois destinos na célula: eles podem ser reincorporados ao niicleo
principal apds eventos de divisdo celular, ou podem ser fixados na célula, conferindo
assim, uma mutagdo (FENECH et al., 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Junto com a observa¢do de microntcleos, anormalidades na morfologia nuclear
também podem ser observadas e quantificadas. Descritas por Carrasco et al. (1990), as
alteracdes morfologicas no envoltorio nuclear em eritrocitos de peixes podem ser do
tipo “blebbed”, ntcleo que apresentam uma pequena evaginagdo nuclear, “lobed”,
nucleo que apresenta uma grande evaginacdo nuclear, maior que os “blebbed”, e os
“notched”, ntcleos que apresentam invaginagdo pronunciada e vacuolizagdo. Ainda
segundo Cerqueira e Meireles (2014) ha mais dois tipos de alteracdes nucleares a serem
consideradas: os ntcleos “broken-egg”, nlcleos que apresentam uma estrutura similar e
menor que um nucleo, conectada a ele por um filamento Feiilgen-positivo; e “brotos”,
projecdo nuclear resultante de estrangulamento em uma pequena e limitada area da
superficie celular.

Contudo, ainda nao esta totalmente esclarecido o mecanismo de formacao dessas
alteragdes nucleares. Entretanto, mesmo assim, estudos indicam que as anormalidades
nucleares sdo induzidas em resposta a exposi¢do a contaminantes (PALHARES;
GRISOLIA, 2002; ERGENE et al., 2007) e estdo relacionadas a formagdo de
micronucleos (CHEONG et al., 2013).

O teste do micronucleo tem sido aplicado, com sucesso, em eritrocitos de peixes
(HOSE et al.,1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006;
FUZINATTO et al., 2013); por serem nucleados, sdo excelentes para a realizacao deste
teste, uma vez que podem ser facilmente marcados como resultado de atividade
clastogénica dos contaminantes (AL-SABTI; METCALFE, 1995); tem se mostrado
uma técnica promissora iNn Vivo para avaliar o potencial genotoxico, instabilidade
cromossomica e a qualidade da dgua (FENECH et al., 2011; GRISOLIA; STARLING,
2001).

Osman et al. (2011), Ozkan et al. (2011) e Ragugnetti et al. (2011) avaliaram o

potencial genotdxico da agua do rio Nilo, da substancia Ibuprofen e doses subletais de
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cadmio, respectivamente, por meio do teste do microntcleo em eritrocitos de O.
niloticus, comprovando a eficacia do teste do micronticleo e da tilapia como organismo

teste.

3.4. Histopatologia das branquias como biomarcador da polui¢cio aquatica

As branquias dos peixes sdo constituidas por filamentos ou lamelas primadrias,
arranjados em aros duplos ao longo do osso. As lamelas secundarias sdo originadas nos
filamentos e estdo dispostas perpendicularmente as margens inferior e superior de cada
filamento, servindo mais para sustentacdo da ldmina secundaria, do que para processos
de trocas gasosas (ROSETY-RODRIGUEZ, 2002).

O epitélio branquial ¢ constituido por diferentes tipos celulares, incluindo células
pavimentosas ou respiratorias, células mucosas e células cloridricas, sendo estas
ultimas, em peixes de agua doce, envolvidas em atividades de transporte i6nico
(LAURENT et al., 1985; LAURENT; PERRY, 1990). O nimero, tamanho, forma ¢
estrutura das células cloridricas podem ser modificados pela exposi¢do a certos fatores
ambientais (JAGOE; HAINES, 1997; BRITO, 2009).

As células pavimentosas sdo caracterizadas por apresentar uma rede de cristas
em sua superficie (LAURENT, 1982); as cristas, geralmente, sdo consideradas
estruturas importantes na retengdo de muco no epitélio branquial (LEWIS, 1979),
indicativas de aumento da atividade celular (GOSS et al., 1994).

Mazon et al. (2002), estudando os efeitos do cobre nas branquias de Prochilodus
scrofa, em observagdo ao microscopio eletronico de varredura (MEV), detectaram uma
reducdo das cristas das células pavimentosas, sendo a razdo para esta reducao, segundo
o autor, desconhecida. Brito (2009) observou esta mesma redugdo em peixes expostos
agudamente a dguas de um lago impactado por metais. Biagini et al. (2009), analisando
peixes criados em agua poluida tratada por flotagdo, também observaram a perda das
cristas nas células pavimentosas; os autores comentam que este ¢ um bom parametro
para deteccdo de toxicidade.

Para a avaliacdo histopatologica de diferentes orgdos de peixes, Bernet et al.
(1999) propuseram um protocolo como ferramenta de avaliagdo semi-quantitativa.
Neste protocolo, os autores dividem as alteragdes em cinco grupos: disturbios
circulatdrios, alteragdes regressivas, alteragdes progressivas, inflamacao e neoplasia. Os

disturbios circulatorios incluem hemorragias, aneurismas ¢ edemas intercelulares; as
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alteragdes regressivas sdo aquelas que culminam em uma redug@o funcional ou perda do
orgdo e, entre outras, podem ser alteracdes estruturais, como a fusdo lamelar,
desprendimento do epitélio respiratdrio, alteracdes nucleares e necroses; as alteragdes
progressivas levam a um aumento da atividade de células ou tecidos, como a hiperplasia
e 0 aumento da produ¢do de muco; a inflamagao € caracterizada por exudados, ativacao
do sistema endotelial e infiltragdo; e a neoplasia, caracterizada pela presenga de tumores
benignos e malignos.

Ao analisar branquias em cortes histologicos corados com coloragdo
convencional, de diferentes espécies submetidas a aguas com diferentes poluentes,
outros autores propuseram diferentes funcdes para as alteragdes encontradas; Mallat
(1985) propos que a fusdo lamelar pode ter um cardter protetor, j4 que diminui a
superficie das branquias; porém, este tipo de lesao reduz a superficie branquial capaz de
realizar trocas gasosas (HEMALATHA; BANERJEE, 1997). A hiperplasia do epitélio
lamelar pode possuir uma funcdo defensiva, pois aumenta a distdncia que as substancias
presentes na dgua tém que percorrer para alcancar a corrente sangiiinea (ERKEM;
KOLANKAYA, 2000). A ruptura do epitélio branquial reflete a acdo deletéria direta
dos poluentes (TEMMINK et al., 1983); além dessas alteragcdes, outros autores
encontraram focos de hemorragia nas branquias (ROSETY-RODRIGUEZ et al., 2002).

Técnicas histoquimicas podem ser utilizadas para observar certas alteragdes em
alguns tipos celulares, uma vez que estas técnicas identificam com maior detalhe células
que apresentam, em seu interior, componentes especificos como proteinas e
glicoconjugados (FONTANETTI et al., 2011).

Jagoe e Haines (1997) utilizaram técnicas histoquimicas para estudar efeitos de
agua com adi¢do de acido e aluminio nas branquias de salmao; observaram diferencas
na distribuicdo, tamanho e forma das células cloridricas. Os autores sugerem que um
aumento dessas células e mudancas em sua estrutura pode ocorrer na tentativa de
aumentar a captacdo de ions do ambiente, uma vez que o pH baixo aumenta a saida
desses ions.

Biagini et al. (2009), verificaram a eficiéncia do emprego de técnicas
ultramorfologicas, histologicas e histoquimicas como ferramentas para o diagnostico de
alteracdes no tecido branquial de peixes O. niloticus. Por meio da técnica histoquimica

PAS (Acido Periodico Schiff), que marca polissacarideos neutros, notaram um aumento
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significativo de células mucosas nos grupos tratamentos, em compara¢do com O

controle.

4. Materiais e Métodos

4.1. Material biolégico

A espécie de peixe O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida
popularmente como tilapia do Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste.
Foram utilizados cinco espécimens em cada tratamento (com réplica para cada um),
totalizando 60 individuos, com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferengas intra-
especificas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de
piscicultura, foram trazidos ao Instituto de Biociéncias, UNESP- Universidade Estadual
Paulista, Campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a temperatura
média de 23°C, com sistemas de filtragem e aeragao.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sendo
protocolado sob n° 003518-2/2 em 24 de maio de 2013.

4.2. Vinhac¢a como substancia toxica

Para a montagem do bioensaio foi utilizada a vinhaca de cana-de-agucar obtida
em uma usina sucroalcooleira, localizada em uma cidade do interior do estado de Sao
Paulo. O pH da vinhaca foi ajustado para 7 por meio da adi¢do de cal (CaO), produto
comumente utilizado no campo para corre¢gdo do pH no solo; apo6s a corre¢ao do pH,
tais amostras foram misturadas diretamente nos aquarios em diluigdes de 1%, 2,5%,
5% e 10%, tendo como base estudos de Algur e Kadioglu (1992), no qual foram usadas
concentragdes similares para estimar crescimento, biomassa e produgdo primaria em
Pisum sativum e Helianthus annus, e estudos de Kumar e Gopal (2001), no qual estas

diluigdes de vinhaga foram usadas em bioensaios com Channa punctatus (Pisces).

4.3. Montagem do bioensaio

Para os bioensaios foram utilizados cinco aquarios, com capacidade de 40 L
cada. Dois deles receberam dgua de pogo artesiano, um para o controle negativo € o
outro para o controle positivo, em cujos peixes foi injetada, intraperitonealmente, a
substancia ciclofosfamida (10cc/50 gramas de peixe). Os outros aquarios receberam

agua e vinhacga tratada (pH 7,0) nas dilui¢des de 1%, 2,5%, 5% e 10%. Os bioensaios
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foram realizados em duplicata. Os aquarios receberam aeracdo por 48 horas. Apos esse
periodo, cinco peixes, ja aclimatados, foram colocados aleatoriamente em cada aquario,
onde permaneceram por 96 horas, a fim de que fossem estimados os efeitos agudos da

vinhaca.

4.4. Ensaio do cometa utilizando sangue periférico

Para o ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada
em Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009). A principio, as laminas foram
mergulhadas em agarose normal (ponto de fusdo normal) 1,5% a 60°C, e posteriormente
secas e armazenadas. ApOs a puncdo cardiaca, com seringas devidamente heparinizadas,
uma amostra de 5 pL do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 uL de PBS. As laminas
pré-gelatinizadas foram montadas com 10 pL da suspensdo celular + 120 pL de agarose
de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37°C. Posteriormente, foi adicionada uma laminula
sobre cada lamina, levando-as a geladeira, por 20 minutos, para solidificacdo do gel.
Decorrido este tempo, as laminulas foram removidas e as laminas foram mantidas em
solucdo de lise gelada e recém-preparada (1 mL de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79
mL de solucdo de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5),
em geladeira, por no minimo uma hora, protegidas da luz.

A solugdo de lise possui propriedades detergentes e contém altas concentragdes
de sais, que promovem a desintegracdo das membranas celulares. Apos a lise, as
laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampao
alcalino (NaOH 300mM + EDTA ImM, pH~13) a 4°C. A cuba foi disposta em um
banho de gelo e a corrida de eletroforese foi realizada com voltagem constante (39V) e
amperagem de 280-300 mA, por 20 minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorreu o
relaxamento e a desespiralizagdo dos sitios de rompimento da molécula de DNA. As
laminas foram, entdo, neutralizadas com tampao (Tris-HCI 0,4M, pH 7,5) em trés
lavagens de 5 minutos cada, para a remog¢do de sais e detergentes, secas a temperatura
ambiente e fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para precipitar o DNA e secar a
agarose. Toda a metodologia acima foi realizada na auséncia de luz.

As laminas foram acondicionadas a temperatura ambiente para a secagem e
estocadas para posterior andlise. Foram analisados 100 nucledides de cada peixe para a

determinacdo da frequéncia das classes de cometas e escore de dano.
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4.5. Teste do micronucleo associado as anormalidades nucleares

Apods exposicdo, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1g de
benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada 100 mL de 4gua deionizada). Para
confec¢ao das laminas, foi retirado aproximadamente 0,3 cm® de sangue, de cada peixe
vivo, por meio de puncdo cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Apos a pungdo, a
agulha foi limpa com papel absorvente, a fim de se evitar a contamina¢do do sangue
com liquido corporal e/ou muco. A primeira gota foi descartada, também para evitar a
contaminagdo do sangue, sendo utilizadas as gotas posteriores para a confeccdo das
laminas, por meio da técnica de esfregago sangiiineo.

Trés extensdes sangiliineas foram feitas para cada individuo. O material foi
fixado em etanol absoluto por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Logo ap0s, as
laminas foram submetidas a reagdo de Feulgen, com uma hidrélise acida (11 minutos),
em banho-maria a 60°C (MELLO; VIDAL, 1978).

Foram analisados 3000 eritrocitos de cada peixe, sob objetiva de imersao, para a
determinagdo da freqiiéncia de células micronucleadas e portadoras de outras

anormalidades nucleares.

4.6. Microscopia Eletronica de Varredura

Apods exposicdo, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1g de
benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada 100 mL de dgua deionizada) e tiveram o
segundo arco branquial retirado e fixado no fixador Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
e mantido em geladeira. A desidratacdo do material foi realizada utilizando uma série de
concentragdes crescentes de acetona, levado ao ponto critico e colado em suporte
metalico. O material foi entdo analisado ao microscopio eletronico de varredura de

baixo vacuo HITACHI TM3000 e fotografado.

4.7. Histologia

O segundo arco branquial dos espécimes expostos foi retirado e fixado em
solucao Bouin (15 ml de solugdo aquosa saturada de 4cido picrico, 5 ml de formaldeido
e 1 ml &cido acético), durante aproximadamente 24 horas; em seguida, o material foi
mergulhado em tampao fosfato de sodio pH=7,4 e mantido em geladeira.

O material foi desidratado em solucoes de etanol 70, 80, 90, 95% durante 30

minutos cada banho. Posteriormente, o material foi transferido para uma solu¢do de
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resina de embebigao Leica, por 24 horas em geladeira. O material foi entdo colocado em
moldes preenchidos com resina contendo catalisador. Ap6s o endurecimento da resina,
o material foi seccionado com auxilio do microtomo Leica RM2245; as sec¢des foram
hidratadas e recolhidas em laminas. Depois de secas, as laminas foram mergulhadas em
hematoxilina de Harris por 6 minutos, depois foram colocadas em agua, por 4 minutos,
para que a reagdo ocorresse. Logo em seguida, as laminas foram mergulhadas em eosina
aquosa por 5 minutos, lavadas com agua corrente, secas € montadas com entellan
(Merck).

Foram analisadas duas laminas com oito cortes de 6 um para cada peixe, sendo
n=5 para cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 120 laminas e
960 cortes histologicos.

A descrigdo e a avaliagdo das alteragdes histopatologicas tiveram como base o
protocolo padronizado de Bernet et al. (1999) e adaptado por Marinho et al., (2014);
neste protocolo, um fator de importancia (W) foi definido para cada lesdo, de acordo
com sua importancia patoldgica, ou seja, como isso afeta a fung¢do do orgdo e a
capacidade de sobrevivéncia dos peixes. As alteragdes foram previamente classificadas
em trés fatores de importancia: (1) Importancia patoldgica minima, a lesdo ¢ facilmente
reversivel quando a exposi¢do ao irritante termina; (2) Importancia patoldgica
moderada, a lesdo € reversivel na maioria dos casos, quando o estressor ¢ neutralizado; e
(3) Importancia patologica acentuada, a lesdo ¢ geralmente irreversivel, levando a perda
parcial ou total da fung¢do do orgdo. Para melhor compreensdo dos resultados, as
anomalias histopatoldgicas descritas foram também classificadas em escores (@) que
variaram de 0 a 6, dependendo do grau e da extensdo da alteragdo, sendo: (0) nenhuma
ocorréncia; (2) pouca ou rara ocorréncia; (4) ocorréncia frequente; e (6) ocorréncia
muito frequente. Além disso, valores intermediarios também foram considerados. Ao
multiplicar o fator de importancia pelo escore, obtém-se o indice da alteragdo. Para o
calculo do indice total de cada individuo, ou seja, o indice correspondente a avaliagdo
das alteracdes histopatoldgicas em sua branquia, foi utilizado o seguinte célculo:
Indiceina = ¥ (fator de importancia x escore). Os resultados encontrados no controle e

nos tratamentos foram comparados entre si.

4.8. Histoquimica- Polissacarideos neutros — Técnica Acido Periédico-Schiff

(PAS) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)



17

Para observagdo de células mucosas, os cortes do material foram oxidados por
10 minutos em solucdo de acido periddico 0,4% e colocados no reativo de Schiff por
aproximadamente 1 hora no escuro; foram deixados entdo em agua sulfurosa por 3
minutos e lavados em agua corrente, por 30 minutos.

As células mucosas foram avaliadas segundo Biagini et al. (2009); trés cortes
histologicos, com trés lamelas principais integras, de cada individuo, foram
selecionados para a contagem de células mucosas. Dessas lamelas principais foram
contadas as células mucosas de 30 regides interlamelares de todos os individuos de

todos os tratamentos.

4.9. Analise estatistica dos resultados

Os dados gerados a partir da analise das laminas para todas as técnicas utilizadas
nesse estudo tiveram sua normalidade testada pelo método de Shapiro-Wilk. Com base
no valor de significancia deste teste, foi realizado o teste estatistico paramétrico
(p>0,05) ANOVA com teste pos-hoc de Tukey, ou o teste nao-paramétrico de Kruskal-

Wallis, ambos com valor de significancia com p<0,05.

5. Resultados

Durante a realiza¢do desta dissertacdo foram produzidos dois artigos cientificos
a serem submetidos a revistas especializadas da area.

Artigo 1: Diminui¢do da toxicidade da vinhaca de cana-de-agucar a partir de
ajuste de pH: Ensaio do Cometa e Teste do Microntcleo em Oreochromis niloticus.

Artigo 2: Toxicidade da vinhaga de cana-de-agucar a partir da correcdo de seu
pH com cal (CaO): Histopatologia de branquias de Oreochromis niloticus (Perciformes:
Cichlidae).

De modo a contribuir na comparacgao dos resultados segue em anexo um artigo
relacionado ao tema que estd em fase de submissao.

Artigo anexo: Analise histopatologica de branquias de tilapias (Oreochromis
niloticus) expostos a vinhaga da cana-de-agucar.

Autores: Correia, J.E.; Christofoletti, C.A.; Marcato, A.C.C.; Marinho, J.F.U.;
Fontanetti, C.S.

Submetido a revista Science of the Total Environment
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Resumo

A produgao de residuos industriais e sua destinacdo sao temas de grande relevancia
atualmente. No Brasil a vinhaga, residuo da destilagdo da cana-de-agucar em etanol, se
destaca, pois para cada litro de alcool produzido ¢ gerado de 10 a 15 litros de vinhaga
como residuo, sendo o pais o segundo maior produtor de etanol no mundo. Uma
alternativa para a destinagdo desse residuo ¢ a fertirrigacdo da propria cultura da cana,
porém as altas quantidades lancadas podem saturar o solo e assim, por
lixiviagdo/percolagdo contaminar corpos d’agua. O objetivo deste estudo foi verificar o
potencial toxico da vinhaca em tilapias (Oreochromis niloticus) e avaliar a eficacia do
tratamento fisico-quimico deste residuo por ajuste de pH com cal (CaO), produto
acessivel e barato. Foram aplicados o teste do micronucleo € o ensaio do cometa em
animais expostos a dilui¢des de 1, 2,5, 5 e 10% de vinhaca bruta e ajustada a pH neutro.
Os bioensaios com dilui¢des de vinhaga in natura indicaram um potencial toxico e
genotoxico da vinhaga; os peixes da maior concentracdo morreram em menos de 48h de
exposicao; a incidéncia de micronucleo foi significativa para todas as diluicdes. No
ensaio do cometa, os escores de dano, com exce¢ao da diluigdo de 1%, foram
estatisticamente significativos para todas as diluicdes. No bioensaio com a vinhaga
quimicamente tratada (pH neutro), a maioria dos peixes da diluicdo 10% sobreviveram,
ndo houve incidéncia de micronucleos estatisticamente significativa em relagdo ao
controle negativo. Os escores de dano no ensaio do cometa foram similares aos
resultados da vinhaga ndo tratada. O tratamento da vinhaga por meio de ajuste de seu pH
mostrou-se uma alternativa eficaz na diminuicao da toxicidade desse residuo, uma vez
que reduziu a mortalidade dos peixes nas maiores concentragcdes € também a incidéncia
de danos no DNA. No entanto o uso da cal deve ser feita com cautela, uma vez a
vinhaga j& possui altas concentracdes de potassio e sulfato, podendo contribuir para uma

salinizagao.

Palavras-chave: Toxicidade, residuo agroindustrial, fertirrigacdo, industria

sucroalcooleira, contaminagdo ambiental.
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1. Introduciao

Atualmente, um dos temas de discussdo mais relevantes na comunidade
cientifica mundial ¢ o impacto gerado pelas atividades antrdpicas ao meio ambiente, o
qual influencia a qualidade da 4gua, do solo e do ar. Neste sentido, o setor agricola
ganha destaque mundial, uma vez que as monoculturas necessitam de grandes areas de
terra, fazem uso excessivo de agrotoxicos e produzem grande quantidade de residuos, os
quais podem conter elementos e substancias potencialmente poluidoras (WILKIE et al.,
2000; RIBEIRO et al., 2007; UNICA, 2007; FUESS; GARCIA, 2014).

A vinhaga, caracterizada como efluente com alto poder poluente e alto valor
fertilizante, ¢ o principal residuo da industria sucroalcooleira, possui pH acido (pH 3,5-
5) e coloracdo castanho-escuro (ESPANA-GAMBOA et al., 2011; CHRISTOFOLETTI
et al., 2013). O poder poluente deste liquido residual ¢ cerca de cem vezes maior que o
do esgoto doméstico, devido a sua riqueza em matéria organica, baixo pH, elevada
corrosividade e altos indices de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), além de
elevada temperatura na saida dos destiladores. A produgcao de etanol a partir de
biomassa resulta em um consideravel volume de vinhaga; em média, para cada litro de
etanol sdo gerados de 10 a 15 litros de vinhaga como residuo (KUMAR; GOPAL, 2001;
CHRISTOFOLETTTI et al., 2013).

Atualmente, o Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-agiicar do mundo (UNICA,
2014), com capacidade de produzir em torno de 25 bilhdes de litros de etanol por ano
(UNICA, 2014). A vinhaga ¢ considerada altamente nociva a fauna, flora, microbiota
das dguas doces, além da capacidade de afugentar a fauna marinha que vem as costas
brasileiras para procriagdo (SILVA et al., 2007). Por outro lado, a vinhaga apresenta
grande potencial para utilizagdo em solos agricolas, principalmente na forma de
fertirrigacdo (PEDROSA et al.,, 2005; CHRISTOFOLETTI et al.,, 2013; FUESS;
GARCIA, 2014).

Ao promover modificagdes nas propriedades fisicas do solo, a vinhaga pode
tanto elevar a capacidade de infiltracao da terra, contaminando as aguas subterraneas,
como reduzi-la, promovendo a elevacao do escoamento, com possivel contaminagao de
aguas superficiais. Além disso, os mecanismos de recarga dos lengdis fredticos e
aquiferos sdo controlados principalmente pelos eventos de chuva. Deste modo, ao
atingir o solo contendo vinhaga, a d4gua pluvial pode infiltrar ou escoar superficialmente,

poluindo os corpos d’agua (SILVA et al., 2007).
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Devido os efeitos toxicos da vinhaga, muitas tecnologias vém surgindo com o
objetivo de reutilizar ou tratar a vinhaca para a redugdo de sua toxicidade (MANE et al.,
2006; MOHANA et al., 2009). A vinhaga pode ser tratada tanto por processos fisico-
quimicos como bioldgicos, que podem reduzir a toxicidade pela degradagdo de
componentes organicos; 0os primeiros, normalmente envolvem reagentes para oxidar
compostos organicos, enquanto os tratamentos bioldgicos sdo classificados como
técnicas aerobicas ou anaerobicas (BOTELHO et al., 2012). Geralmente os processos
fisico-quimicos sdo muito caros, necessitando de grandes volumes de agua e grande
quantidade de energia (CAMPOS et al., 2014).

Tendo em vista a importdncia da 4gua para a vida e a relevancia da
contaminag@o dos recursos hidricos por residuos agroindustriais, dentre eles a vinhaga
de cana-de-actcar, que pode chegar ao ambiente aquatico por despejo indiscriminado
em campo, lixiviagdo e/ou percola¢do, ¢ imprescindivel estudos que avaliem a sua
toxicidade e proponham tratamentos eficazes e economicamente viaveis.

Nesse sentido, com o intuito de verificar uma possivel reducao da
toxicidade/genotoxicidade da vinhaca da cana-de-agucar, o presente estudo objetivou
avaliar a eficdcia do tratamento fisico-quimico deste residuo por ajuste de pH com cal
(Ca0), produto acessivel e barato, por meio de testes com tilapias (Oreochromis
niloticus). Foram aplicados o teste do micronticleo e o ensaio do cometa em animais
expostos a diluigdes de 1, 2,5, 5 ¢ 10% de vinhaga bruta e ajustada a pH neutro, para

observagao de alteragdes do DNA dos animais.

2. Material e métodos

2.1. Material Biologico

A espécie de peixe O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida
popularmente como tilapia do Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste.
Foram utilizados cinco espécimens em cada tratamento (com réplica para cada um),
totalizando 120 individuos, com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferencas intra-
especificas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de
piscicultura, foram trazidos ao Instituto de Biociéncias, UNESP- Universidade Estadual
Paulista, Campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a temperatura

média de 23°C, com sistemas de filtragem e aeracao.
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Os bioensaios foram aprovados pelo “Comité de Etica no Uso de Animal”, do
Instituto de Biociéncias, da UNESP — Campus de Rio Claro e, estd protocolado sob n°

1047 de 16.02.2011 e n° 003518-2/2 em 24 de maio de 2013.

2.2. Vinhaca

Para a montagem dos bioensaios foi utilizada a vinhaca de cana-de-agucar obtida
junto a uma industria sucroalcooleira, localizada no municipio de Araras (22° 21' 25" S,
47° 23" 03" W), Sao Paulo, Brasil. As amostras de vinhaga foram trazidas ao
Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro
mantidas em geladeira a 4°C até serem utilizadas. Para a realizagdo dos bioensaios

foram utilizadas amostras de vinhaca de trés safras diferentes (2010, 2011 e 2013).

2.3. Tratamento da vinhaca — safra 2013
O pH da vinhaga foi ajustado para 7 por meio da adigdo de cal (CaO), produto
comumente utilizado no campo; ap6s a corre¢ao do pH, tais amostras foram misturadas

diretamente nos aquarios em dilui¢des de 1, 2,5, 5 ¢ 10% .

2.4. Montagem dos experimentos

Foram realizados experimentos com as diluicdes de vinhaca bruta com uma
repeticdo (vinhaca safra 2010 e 2011) e de vinhaca tratada em réplica utilizando as
mesmas diluigdes (vinhaga safra 2013). No primeiro bioensaio com vinhaga in natura
foram utilizadas apenas as diluicdes de 1, 5 e 10%; para uma melhor compreensdo de
seus efeitos toxicos, foi adicionada aos bioensaios seguintes a diluicdo de 2,5% de
vinhaga. O design experimental para todos os bioensaios foi o mesmo. Foram utilizados
aquarios com capacidade de 40 L cada. Dois deles receberam agua de pogo artesiano,
um para o controle negativo e o outro para o controle positivo; para o controle positivo,
os peixes receberam injegdes intraperitoneais de ciclofosfamida (10cc/50 gramas de
peixe) na concentragdo de 22 mg mL™!. Os outros aquérios receberam agua e vinhaga
nas diluigdes de 1, 2,5, 5 e 10%. Os aquarios receberam aeracao por 48 horas. Apos esse
periodo, cinco peixes, ja aclimatados, foram colocados aleatoriamente em cada aquario,
onde permaneceram por 96 horas, a fim de que fossem estimados os efeitos agudos da

vinhaca.
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2.5. Analises fisico-quimicas das amostras de vinhaca

Foram realizadas analises fisico-quimicas e de metais das amostras de vinhaca
bruta e das 4guas dos aquarios com as diluigdes de vinhacga tratada apds realizagdo dos
bioensaios. Os pardmetros foram: pH, dureza, condutividade elétrica, nitrogénio
amoniacal, nitrogénio Kjeldhal, sddio, célcio, potassio, magnésio, sulfato, fosfato total,
DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), Os
metais analisados foram: Al, Ba, B, Pb, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn.

2.6. Ensaio do cometa

Para o ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada
em Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009). A principio, as 1dminas foram
mergulhadas em agarose normal (ponto de fusdo normal) 1,5% a 60°C, e posteriormente
secas e armazenadas. Apods a puncao cardiaca, com seringas devidamente heparinizadas,
uma amostra de 5 pL do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 uL de PBS (Phosfate
buffer solution). As laminas pré-gelatinizadas foram montadas com 10 uL da suspensao
celular + 120 puL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37°C. Posteriormente, foi
adicionada uma laminula sobre cada lamina, levando-as a geladeira, por 20 minutos,
para solidificagdo do gel. Decorrido este tempo, as laminulas foram removidas e as
laminas foram mantidas em solugdo de lise gelada e recém-preparada (1 mL de triton X-
100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solugao de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM,
Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em geladeira, por no minimo uma hora, protegidas da luz.

Apos a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de
eletroforese contendo tampao alcalino (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH~13) a 4°C. A
cuba foi disposta em um banho de gelo e a corrida de eletroforese foi realizada com
voltagem constante (39V) e amperagem de 280-300 mA, por 20 minutos. As laminas
foram, entdo, neutralizadas com tampao (Tris-HCI1 0,4M, pH 7,5) em trés lavagens de 5
minutos cada, para a remog¢do de sais e detergentes, secas a temperatura ambiente e
fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para precipitar o DNA e secar a agarose. Toda
a metodologia acima foi realizada na auséncia de luz.

As laminas foram acondicionadas a temperatura ambiente para a secagem e
estocadas para posterior analise. Foram analisados 100 nucledides de cada peixe para a
determinacdo da freqiiéncia das classes de cometas e escore de dano. Visualmente, as
células foram classificadas de acordo com a categoria de migragao da cauda em quatro

classes (0, 1, 2 e 3), sendo que a classe 0 representa nenhum ou minimo dano e a classe
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3 representa méaximo dano. E classificado em classe 0 quando nio ha migragdo de
fragmentos de material genético (cauda); em classe 1, quando o tamanho da cauda do
cometa ndo excede o didmetro da cabeca; em 2 quando o tamanho da cauda ¢ entre uma
a duas vezes o tamanho da cabeca e em classe 3, quando o tamanho da cauda ¢ maior

que duas vezes o tamanho da cabega (RIGONATO et al., 2005).

2.7. Teste do Micronucleo associado a anormalidades nucleares

Apds exposicdo, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1g de
benzocaina em 1 mL de alcool etilico para cada 100 mL de dgua deionizada). Para
confeccdo das laminas, foi retirado aproximadamente 0,3 cm?® de sangue, de cada peixe
vivo, por meio de puncao cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Apos a pungdo, a
agulha foi limpa com papel absorvente, a fim de se evitar a contaminagdo do sangue
com liquido corporal e/ou muco. A primeira gota foi descartada, também para evitar a
contaminagdo do sangue, sendo utilizadas as gotas posteriores para a confec¢do das
laminas, por meio da técnica de esfregaco sangiiineo.

Trés extensdes sangiiineas foram feitas para cada individuo. O material foi
fixado em etanol absoluto por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Logo apds, as
laminas foram submetidas a rea¢do de Feulgen, com uma hidrdlise acida (11 minutos),
em banho-maria a 60°C (MELLO; VIDAL, 1978). Foram analisados 3000 eritrécitos de
cada peixe, sob objetiva de imersdo, para a determinacdo da freqiiéncia de células

micronucleadas e portadoras de outras anormalidades nucleares.

2.8. Analises estatisticas

Tanto para as andlises do teste do micronticleo quanto para o ensaio do cometa
os valores obtidos na quantificacdo tiveram sua normalidade testada pelo método
Shapiro-Wilk e foi empregado o método estatistico de Kruskal-Wallis com valor de

p<0,05, com auxilio do programa estatistico IBM SPSS Statistics 22 (IBM Company).

3. Resultados

3.1. Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas da vinhaca nas trés safras utilizadas nos bioensaios
estdo na tabela 1. Por meio de tais andlises, observaram-se algumas diferencas entre as
safras, porém o pH baixo, altas concentragdes de DBO e DQO, grandes quantidades de

potassio, caracteristicas desse residuo, foram confirmadas. Houve também presenga de
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metais, tais como bario, cobre, cromo, niquel e zinco, em pelo menos duas safras
estudadas. Foi observada a presenca de outros metais, como aluminio, cobalto, ferro,
manganeés e mercurio em uma das safras.

O pH das dilui¢des apos a introdugdo dos peixes nos aquarios nao permaneceu
estavel; com o fim da exposi¢ao, com excecao da diluicao de 10%, o pH estava alcalino,
9,2 na vinhaca 1%, 8,4 na vinhac¢a 2,5% e 8,9 na vinhaca 5%. A DBO ¢ a DQO da

vinhaca reduziram consideravelmente nas dilui¢cdes de vinhaga tratada.

3.2. Mortalidade dos peixes

A mortalidade dos peixes expostos as dilui¢des de vinhaga bruta foi alta; todos
os peixes da diluicdo de 10% de vinhaga bruta morreram em menos de 48h de exposi¢ao
nos bioensaios de 2010 e 2011. No primeiro bioensaio (safra 2010) a mortalidade foi
ainda maior, uma vez que todos os peixes da dilui¢do 5% também morreram.

No bioensaio realizado em réplica (safra 2013), com dilui¢des da vinhaga tratada
com cal, observou-se a morte de trés individuos na maior diluicdo, uma consideravel
redu¢do na mortalidade dos peixes em comparacdo com a vinhaga bruta das amostras

anteriores.

3.3. Ensaio do Cometa

A freqiiéncia de nucledides em cada classe de migragdo e o escore do dano dos
bioensaios com vinhaga in natura e¢ vinhaca tratada estd representada em forma de
média e desvio padrdo nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

No primeiro bioensaio com a vinhaga in natura, foram observados valores
estatisticamente significativos, em relacao ao controle negativo, apenas para os animais
do controle positivo. Diferentemente, no segundo bioensaio, devido a adi¢do da diluigao
de 2,5% e a sobrevivéncia dos peixes na diluicdo de 5%, observou-se escores de dano
estatisticamente significativos nessas dilui¢des. Os valores obtidos no segundo
bioensaio revelaram uma resposta dose-dependente no escore dos danos, portanto
quanto maior a concentragdo de vinhaga na dgua, maior o dano causado ao DNA dos
peixes.

Apbés o ajuste da vinhaga para um pH neutro, apenas a diluicdo de 1% nao
apresentou diferencas significativas em relacdo ao controle negativo quanto ao escore

de danos e a todas as classes de cometa. Mesmo com a sobrevivéncia dos peixes da
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dilui¢do de 10%, a resposta continuou dose-dependente em relagdo ao escore de danos e

aos cometas classe 3.

3.4. Teste do micronucleo associado a anormalidades nucleares

Os peixes expostos a vinhagca In natura apresentaram um aumento
estatisticamente significativo na incidéncia de microntcleos quando comparados ao
controle negativo para todas as dilui¢cdes, com exce¢do da diluicdo de 1% no segundo
bioensaio (Tabela 2).

Ap6s o tratamento da vinhaca por meio da neutraliza¢do de seu pH, houve uma
reducdo na incidéncia de eritrocitos micronucleados, ndao havendo diferencas
significativas entre o controle e todas as diluigdes de vinhaga (Tabela 2).

Em relagdo as anormalidades nucleares foram observados eritrocitos portadores
de nucleos com diferentes morfologias (Figura 1). As observacdes das anormalidades
foram realizadas segundo as descritas por Carrasco et al. (1990) como: tipo “notched”
(Figura 1B), nucleos que apresentam invaginagao pronunciada e/ou vacuolizacao;
“blebbed” (Figura 1C), nucleo que apresentam uma pequena evaginacao nuclear;
“lobed” (Figura 1D), nucleo que apresenta uma grande evaginagdo nuclear, maior que
os “blebbed”. Ainda segundo Cerqueira e Meireles (2014) ha mais dois tipos de
alteracdes nucleares: “brotos”, projecdo nuclear resultante de estrangulamento em uma
pequena e limitada area da superficie celular (Figura 1E) e ntcleos “broken-egg”,
nucleos que apresentam uma estrutura similar e menor que um nucleo, conectada a ele
por um filamento Feiilgen-positivo (Figura 1F).

A incidéncia de anormalidades nucleares foi significativa em relagdo ao controle
negativo para todas as concentra¢des de vinhaga in natura no segundo bioensaio. Nao
foram observadas diferencas significativas na incidéncia de anormalidades nucleares no
primeiro bioensaio com vinhaga in natura, ¢ tampouco no bioensaio com a vinhaga

quimicamente tratada (Tabela 2).

4. Discussiao

Dado o potencial de contaminacao da vinhaga, ¢ de grande importancia estudos
que avaliem sua toxicidade e os possiveis impactos ao meio ambiente, utilizando
bioindicadores e biomarcadores sensiveis e eficientes na deteccio de um potencial
poluidor; se comprovado sua toxicidade, ¢ fundamental propor meios de reduzi-la

possibilitando minimizar seu impacto sobre os ecossistemas.
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No presente estudo foram realizados dois bioensaios para avaliar o possivel
efeito toxico de diluigdes de vinhaga in natura. No primeiro, provavelmente, devido a
alta quantidade de matéria organica, altos valores de DBO e DQO, e também a presenca
de alguns metais como niquel, mercurio, bario e molibdénio na vinhaga, os peixes das
dilui¢des 5% e 10% morreram, em menos de 48h. Na repeti¢do do bioensaio, tendo em
vista a mortandade dos peixes nas dilui¢des mais altas, foi adicionada ao desenho
experimental uma diluicdo de 2,5%, para melhor compreensdo dos possiveis efeitos
toxicos da vinhaga. Durante esse bioensaio, diferentemente do primeiro, os peixes da
concentragdo 5% sobreviveram. Pelos resultados obtidos nas andlises quimicas, infere-
se que a morte dos peixes da concentracdo 5% no primeiro bioensaio, pode ter sido
decorrente da presenga dos diferentes metais, em diferentes concentragcdes, nao
detectados nas andlises do segundo bioensaio.

Na avaliagdo da genotoxicidade pelo ensaio do cometa, os resultados dos
bioensaios com vinhaga ndo tradada mostraram uma ag¢do genotoxica estatisticamente
significativa em quase todas as dilui¢des, com excecao da diluicdo 1%; os escores de
dano aumentaram de forma dose-dependente. O teste do cometa tem como objetivo
detectar danos no DNA (COLLINS et al., 2014), sejam eles, quebras de fita simples
e/ou duplas, bem como sitios alcali-labeis (SPEIT; HARTMANM, 1995; SOUZA et al.,
2005; ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2015), entretanto, essas lesdes sao consideradas
primarias e, dessa forma, sdo passiveis de reparo (COLLINS et al., 2014).
Provavelmente a alta concentragdo de cromo no segundo bioensaio pode ter induzido a
essas alteragoes.

Em relagdo a analise do teste do micronucleo das diluigdes de vinhaga in natura,
observou-se que os valores de eritrocitos micronucleados foram estatisticamente
significativos para todas as diluicdes com excecdo da diluicdo 1%, no segundo
bioensaio. Microntcleos sdo biomarcadores de eventos genotdxicos e de instabilidade
cromossomica (FENECH et al., 2011), que quando formados podem ter dois destinos na
célula: eles podem ser reincorporados ao nucleo principal apos eventos de divisao
celular, ou podem ser fixados na célula, conferindo assim, uma muta¢do (FENECH et
al. 2011; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Assim como a quantificagdo de micronucleos, os valores de anormalidades
nucleares encontrados foram estatisticamente significativos para todas as dilui¢des
testadas, com excecdao da diluicdo 1% no primeiro bioensaio. Essas anormalidades

nucleares podem decorrer de alteracdes na estrutura do DNA, como quebras de fita
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simples ou quebras de fita dupla e da formacdo de adutos (ligacdo covalente de um
elemento ou composto quimico com as bases nitrogenadas do DNA), entre outros
(GRISOLIA, 2005; KIRSCH-VOLDERS, 2011). Ainda de acordo com esses autores,
uma provavel causa da iniciagdo do cancer pode ser a formagdo dessas anormalidades
nucleares, como resultado da interagdo de compostos genotdxicos com o DNA. Estudos
indicam que as anormalidades nucleares sdo induzidas em resposta a exposi¢do a
contaminantes (PALHARES; GRISOLIA, 2002; ERGENE et al., 2007) e estdo
relacionadas a formagao de microntcleos (CHEONG et al., 2013).

No primeiro bioensaio, os valores de micronucleos foram maiores do que os
obtidos no segundo, provavelmente, devido a presenca de diferentes metais como o
bario, o cromo, o niquel (em concentracdo acima do permitido pela CETESB -
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo), mercurio e molibdénio, detectados
pelas analises quimicas da primeira coleta e ndo observados na segunda. Tais resultados
reforgam a importancia das andlises quimicas de misturas complexas, tal como a
vinhaga, pois podem auxiliar no esclarecimento dos efeitos observados nos organismos
expostos € demonstrar que hd uma variacdo de elementos quimicos, o que deve ser
considerado para a sua disposi¢do na agricultura.

Embora todos os metais detectados na primeira amostra (Safra 2010) ndo o
tenham sido na segunda (Safra 2011), observou-se que a concentragdo de cromo
detectada na segunda amostra de vinhaga foi bem maior que a primeira. De acordo com
a literatura, os ions cromo na sua forma trivalente sdo altamente benéficos, porém no
seu estado de oxidacdo VI, esse elemento ¢ classificado como mutagénico e
carcinogénico em animais (QUEIROZ FERREIRA, 2001; MATSUMOTO et al., 2006).
Uma vez que o efluente em estudo provém de uma destilagao, formas oxidadas desse
elemento seriam extremamente possiveis e pode ter sido a causa dos danos.

Devido os efeitos toxicos da vinhaga, muitas tecnologias vém surgindo com o
objetivo de reutilizar ou tratar a vinhaga para a redu¢do de sua toxicidade (MANE et al.
2006; MOHANA et al., 2009). Ferreira et al. (2011) avaliaram a reducao da toxicidade
da vinhaga tratada pelo fungo Pleurotus sajor-caju utilizando organismos aquaticos,
como a microalga Pseudokirchneriella subcapitata, os microcrustaceos Daphnia magna
e D. similis e o cnidario Hydra attenuata, como organismos-teste. Houve reducdes de
82,8% na DQO, 75,3% na DBO, 99,2% na coloracao e¢ 99,7% na turbidez da vinhaga,
além de uma reducdo de sua toxicidade. Do mesmo modo, Botelho et al. (2012)

avaliaram a toxicidade da vinhaga de cana-de-agucar nos microcrustaceos Ceriodaphnia
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dubia e D. magna e no peixe Danio rerio, antes e depois de ajuste de pH. Os autores
observaram uma redugdo na mortalidade desses organismos apds o aumento do pH.
Campos et al. (2014) avaliaram a eficiéncia do tratamento fisico-quimico da vinhaca
oriunda da produg¢do de cachaca e a comunidade microbiana em cada passo do
tratamento. Os autores conseguiram reduzir significativamente a carga poluidora desse
residuo, mas devido a persisténcia de altos valores de taninos e sedimentos solidos,
proveniente do proprio tratamento, ainda seria toxico no meio aquatico.

Tendo isso em vista, somado a observagdo do potencial genotdxico da vinhaca
de cana-de-agucar demostrado nesse estudo, foi realizado um bioensaio para avaliar a
redugdo da toxicidade desse residuo pelo tratamento quimico da vinhaga, elevando seu
pH de acido para neutro (pH=7,0), utilizando cal, produto ja utilizado em campo para
corre¢ao do pH do solo e de baixo custo. Contudo nesse bioensaio, o pH estabilizado
em 7,0, ndo se manteve apos o periodo de exposicao dos peixes por 96 horas, atingindo
valores alcalinos, com excecdo da concentracdo de 10%. Provavelmente, a presencga dos
peixes pode ter ocasionado um desbalanco no sistema e favorecido a liberagdo de
moléculas hidroxilas provenientes da interagdo cal/agua.

No bioensaio com vinhaga tratada houve morte de trés peixes em uma das
réplicas da diluicdo de 10% de vinhaca tratada. Mesmo com o pH alcalino houve uma
reducdo na mortalidade dos peixes expostos as diluicdes de vinhaga tratada em
comparagdo a peixes expostos as mesmas diluicdes de vinhaga bruta, indicando assim,
que o tratamento com a cal conseguiu minimizar os efeitos letais da vinhaca em
concentragdes mais altas.

Em relacdo ao ensaio do cometa, houve diferencas significativas nos escores de
dano e cometas de classe 3 entre os controles ¢ as trés maiores diluigdes. Collins et al.
(2014), afirmaram que o ensaio do cometa ¢ muito sensivel e que varios fatores
externos, como por exemplo, o tempo entre a coleta do sangue e o processamento da
amostra, ¢ temperatura da amostra, podem favorecer maiores danos; no tempo entre
coleta e processamento do sangue pode haver reparo nos danos do DNA, a menos que
as amostras sejam armazenadas a 4°C ou em gelo, mas, por outro lado o sangue mantido
a 4°C pode levar a um aumento nos danos em relagdio a amostras mantidas a
temperatura ambiente.

Na avaliagdo da genotoxicidade pelo teste do microntcleo associado a
anormalidades nucleares ndo foram observadas diferencas significativas entre as

diluicdes de vinhaca tratada e o controle negativo. Assim, comparando os resultados
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entre as dilui¢des de vinhaca tratada e ndo tratada, observou-se uma redugdo na
presenca de eritrocitos micronucleados, sugerindo uma redugao do potencial genotoxico
desse residuo quando tratado quimicamente. Os valores obtidos pela quantificagao das
anormalidades nucleares ndo variaram muito entre a vinhaga tradada e a nao tratada.
Tendo em vista o cenario mundial, onde ha crescente preocupagdo com o meio
ambiente e valorizagdo de combustiveis “verdes”, a perspectiva de crescimento do setor
sulcroalcooleiro aumenta. Assim, monitorar os efeitos dos efluentes na natureza é de
extrema importancia. O uso indiscriminado de vinhaga nos canaviais sugere precaucao;
embora esse residuo possa atuar como fertilizante e ser benéfico para as plantas, esse
efluente também pode ser lixiviado ou sofrer percolacdo no perfil de solo e acabar
chegando a corpos d’dgua ou lengdis subterraneos, podendo contaminar assim o meio
aquatico, principalmente por metais ndo essenciais, que sao conhecidamente
mutagénicos e carcinogénicos. Portanto, buscar tratamentos que possam mitigar os

efeitos toxicos de potenciais contaminantes ¢ de extrema importancia.

5. Conclusao

Pelos resultados obtidos pelo teste do microntcleo e outras anormalidades em
eritrocitos circulantes e no ensaio do cometa em peixes da espécie O. niloticus, expostos
a diluicdes de vinhaca de cana-de-actcar pode-se concluir que este residuo possui
potencial genotoxico para todas as dilui¢des e letalidade em concentragdes maiores. O
tratamento quimico da vinhaca por meio de ajuste de seu pH se mostrou uma alternativa
eficaz na reducgdo da toxicidade desse residuo, uma vez que reduziu a mortalidade dos
peixes nas maiores concentragdes e também a incidéncia de micronucleos.
Considerando a elevada quantidade de potassio e sulfato presente na vinhacga, a adigao
de cal poderia contribuir na aceleragdo do processo de salinizacdo do solo e, portanto,

seu uso deve ser feito com cautela.
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Tabela 1. Anélises fisico-quimicas da vinhaca de cana-de-acucar das safras de 2010, 2011 e 2013.
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Pariametro Safra 2010 Safra 2011 Safra 2013
Vinhaca Vinhaca bruta | Vinhaca bruta Vinhaca 1% Vinhaca Vinhaca 5%  Vinhaca 10%
bruta 2,5%
pH inicial 3,90 4,37 4,60 7,32 7,22 7,23 7,32
pH final - - - 9,20 8,40 8,90 7,60
Calcio (mg/L) 719 671 828 (25%) 27,87 62,33 95,20 96,80 (5%)
Condutividade Elétrica (us/cm) 13530 15110 8294 446 685 1110 1022
DBO (mg/L) 5046 7941 13394,30 <LQ 22,10 26,40 47,10
DQO (mg/L) 13380 25225 31723,20 <LQ 144,50 (2%) 246,50 325,90
Dureza (mg CaCOs/L) 2493 276 3390,40 107,80 257,70 384,90 400,70
Fosfato total (mg/L) 1,30 - 5,51 (20%) 0,673 (2%) 0,40 (5%) 3,93 (10%) 1,46 (10%)
Magnésio (mg/L) 237 264 321,25 (25%) 9,27 24,78 35,75 38,62
Potassio (mg/L) 2056 3401 3276 (100%) 38,06 91,36 264,40 (5%) 224,95 (5%)
Sédio (mg/L) 50,20 114 13,57 36,50 8,58 15,10 9,02
Sulfato (mg/L) 710 2993 340,27 (20%) 32,76 (2%) 70,58 (5%) 174,64 (10%) 123,319 (10%)
Aluminio - - 0,47 <LQ 0,08 <LQ 0,15
Bario 0,41 <LQ 0,21 0,07 0,06 0,05 0,069
Boro - - <LQ 0,369 <LQ <LQ <LQ
Chumbo <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobaldo - - 0,014 <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre 0,35 0,76 0,15 <LQ 0,009 <LQ <LQ
Cromo 0,04 3,56 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Ferro - - 8,53 0,077 0,228 0,412 0,495
Manganés - - 3,11 (25%) <LQ 0,026 0,131 0,147
Mercurio 0,0019 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Molibdénio 0,008 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Niquel 0,03 <LQ 0,029 <LQ <LQ <LQ <LQ
Nitrogénio Amoniacal - - 10,92 3,12 4,12 9,57 7,47
Nitrogénio Kjeldahl 267 171 234,10 4,80 10,60 14,30 12,60
Zinco 1,66 <LQ 0,625 0,02 0,022 0,038 0,032

LQ: Limite de quantificacdo; valores entre parénteses: amostra diluida para quantificagdo.



Tabela 2. Média e desvio padrao de eritrécitos micronucleados e com anormalidades nucleares de peixes expostos a dilui¢des de vinhaca de
cana-de-agucar in natura (safras 2010 ¢ 2011) e de vinhaga tratada.

Tratamento Vinhaca (2010) Vinhaca (2011) Vinhaca tratada (2013)
MN Anormalidades MN Anormalidades MN Anormalidades

CN 0,40+0,54 161,60+27,30 0 31,40+8,61 0,40+0,51 76,70+39,74

CP 7,00£2,91* 210,40+47,76 3,60+1,14 * 72,40+£33,47 3,30+2,00%* 111,70+33,49
V1% 11,40+£3,91%* 185,40+75,36 2,20+1,64 77,80+49,60* 0,60+0,96 104,00+56,29

V 2,5% - - 4,20+1,48 * 93,60+47,61* 1,40+1,57 104,00+65,23
V 5% - - 5,40+0,54* 149,80+38,98* 1,10+1,1 112,40+87,98
V10% - - - - 0,28+0,75 56,98+43,84

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; V1%: Concentragdo de 1% de vinhaga; V2,5%: Concentragao de 2,5% de vinhaga; V5%: Concentragdo de 5% de vinhaga;
*valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em relacao ao controle negativo.
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Tabela 3. Média e desvio padrao de nucledides com cometa e escore de danos em O. niloticus expostos as diferentes dilui¢des de vinhaga de
cana-de-agucar in natura por 96 horas.

Tratamentos Vinhaca (2010) Vinhaca (2011)
Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore

CN 14,80+7,46  26,00+£8,51  34,80+6,90 25,80+13,21  173,00£28,87  35,60+£9,44  31,80+£8,31 17,40+7,43 17,20+4,32  113,20£17,76
CP 2,60+£2,07* 10,20£5,06* 31,40+£14,70 57,80+20,09*% 246,40+27,21* 10,80+1,92* 14,60+£3,97* 27,60+7,12 50,2049,95* 220,40+13,46*
V1% 7,40+4,87  2420+4,65  39,60+3,57 30,20+6,05 194,00+18,66  25,40+8,82  21,00+5,33  26,60+2,96 28,60+12,75 155,00+£31,93
V 2,5% - - - - - 23,204£8,10 17,20+4,60* 27,00£5,09 37,60+£10,01 184,00+18,46*
V5% - - - - - 13,20£7,85*% 14,00+1,22* 23,60+£1,51 51,20+£7,25* 214,80+£21,79*

V10% - - - - - - - - - -

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; V1%: Concentragdo de 1% de vinhaga; V2,5%: Concentracdo de 2,5% de vinhaga; V5%: Concentracdo de 5%
de vinhaga;
*valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em relagdo ao controle negativo.
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Tabela 4: Média e desvio padrdo de nucledides com cometa e escore de danos em O. niloticus expostos as diferentes diluigdes de vinhaca
tratada, por 96 horas.

Tratamento Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore
CN 24,4+9,63 35,2+3,11 23,4+8,82 21,2+7,52 145,6+34,63
CP 7,66+2,64* 13,55+4,06* 29,44+9.83 55+15,65* 237,44424,20*
V1% 13,33+7,08 23,88+9,70 34+7,48 34,66£12,27 195,88+28,65
V 2,5% 11,9+6,38%* 22,5+7,09* 32,8+7,26 42+8,23% 212,8+25,08*
V5% 7,88+3,01* 19,44+6,12* 33,33+6,24 44,22+10,67* 218,77+24,41*
V10% 12+4,28 16,71+£3,4* 29,28+2,21 48,57+6,42%* 221+19,26*

CN: Controle negativo; CP: Controle positivo; V1%: Concentragdo de 1% de vinhaga; V2,5%: Concentragdo de 2,5% de vinhaga; V5%: Concentragido de 5%
de vinhaga;

*valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em relagdo ao controle negativo.
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Figura 1: Eritrocitos de O. niloticus, expostos a vinhacga tratada com cal. A. Eritrocito
com micronucleo (seta); B. Eritrocito com alteragdo “notched” (seta); C. Eritrocito com
alteracao “blebbed”; D. Eritrocito com alteracdo “lobed” (seta); E. Eritrécito com
alteracdo “broto” (seta); F. Eritrocito com alteracdo “broken-egg” (seta).

A B C_

Figura 2: Classes de migra¢do de cometas em nucledides de O. niloticus expostos a
vinhaca. A. Nucledide de classe 0 (sem dano aparente); B. Nucleoéide de classe 1 (pouco
dano); C. Nucleiodide de classe 2 (médio dano); D. Nucledide de classe 3 (maximo dano)
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Resumo

A busca por combustiveis alternativos aos combustiveis fosseis, formas de energia
mais “verdes” ¢ uma preocupacao da sociedade atual. Nesse cenario, o etanol ganha cada
vez mais espaco no mercado mundial. O Brasil e os Estados Unidos sdo os maiores
produtores mundiais de etanol, proveniente da cana-de-agucar ¢ do milho,
respectivamente, possuindo grande importidncia em suas economias. Entretanto, a
industria sulcroalcooleira ganha destaque também em questdes ambientais, uma vez que
o principal residuo gerado na destilacdo € a vinhaca. Devido ao seu elevado contetido
organico e elevadas quantidades de potassio, a vinhaga ¢ utilizada na forma de fertilizante.
Em virtude das elevadas quantidades de vinhaca langada na agricultura, esse residuo pode
saturar o solo, podendo atingir recursos hidricos por lixiviagdo/percolagdo. Tendo em
vista seu potencial poluidor e sua alta toxicidade em meio aquatico, esse estudo teve como
objetivo avaliar a toxicidade da vinhaga de cana-de-actcar por meio da histopatologia de
branquias de tilapias (Orechromis niloticus) apos tratamento fisico-quimico para corre¢ao
de pH através de adigao de cal (CaO), produto barato e comumente utilizado em campo
para corregao de pH no solo. Os peixes foram expostos, em réplica, por 96 horas a vinhaca
tratada nas diluigoes de 1, 2,5, 5 e 10%. Apds exposicao, trés peixes da diluigdo de 10%
morreram. Foi observado aumento nas células cloridricas, principalmente na diluicao de
5%, possivelmente em resposta a presenga de zinco na amostra de vinhaga. Foram
observadas diversas alteracdes histologicas. O desprendimento epitelial, desorganizagao
do epitélio e hemorragia foram estatisticamente significativas nos individuos da dilui¢ao
5% e com excecao da desorganizagdo, também na dilui¢ao de 10%. Nao houve diferencas
significativas no numero de células mucosas para nenhuma diluicdo. Comparando os
efeitos da vinhaga ndo tratada avaliada em estudos prévios, os resultados aqui observados
sinalizam uma diminuicao da toxicidade da vinhaga apods tratamento fisico-quimico para
corre¢dao de pH. Porém ¢ importante salientar que o uso de cal no solo merece cautela,
uma vez que a alta carga organica da vinhaga associada a esse composto pode provocar a

salinizacdo no solo.

Palavras-chave: Tratamento fisico-quimico, tilapias, desprendimento epitelial,

agroresiduo.
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1. Introduciao

Os Estados Unidos e o Brasil sdo os maiores produtores de etanol do mundo,
proveniente das culturas de milho e cana-de-agucar, respectivamente. O etanol ¢
produzido a partir da destilagdo do mosto produzido pela fermentagdo da sua matriz
organica, por exemplo a cana-de-aciicar (CHRISTOFOLLETTI et al., 2013). A destilagao
para a produgdo do etanol gera residuos, o principal deles ¢ a vinhaca (ESPANA-
GAMBOA et al., 2011; CHRISTOFOLETTTI et al., 2013).

A vinhaga possui pH acido, variando de 3,5 a 5 e colora¢do castanho-escura,
riqueza em matéria organica (COD: 50-150 gL, elevada corrosividade e altos indices
de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), além de elevada temperatura na saida dos
destiladores (ESPANA-GAMBOA et al., 2011; CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Por ser
gerado em elevadas quantidades, cerca de 10 a 15 litros de vinhaga por litro de etanol
produzido, e pelo seu potencial poluidor, a destinacdo desse residuo tem que ser feita com
cautela.

Yesilada (1999) observou diminuicdo da taxa de fecundidade dos ovos,
fertilidadade das fémeas e longevidade de machos de drosofilas (Drosophila
melanogaster) expostas a vinhaga. Souza et al. (2013), observaram que ao ser adicionada
em amostra de solo de landfarming, a vinhaga promoveu a potencializacao dos efeitos
clastogénicos dessa amostra em ensaios com Alluim cepa (cebola) provavelmente por
uma liberacao dos metais trago adsorvidos na matéria organica.

Kumar e Gopal (2001) avaliaram a toxicidade da vinhaca em peixes da espécie
Channa punctatus em diferentes concentragdes; observaram grande produgdo de muco,
reducdo nas proteinas e alta concentracdo de 4cido latico em diferentes 6rgaos, como
cérebro, figado, rins e musculos.

Dimensionar os efeitos toxicos da vinhaca no meio aquatico ¢ de grande
importancia. Nesse contexto, o emprego da andlise histopatoldgica em branquias de
peixes constitui excelente biomarcador para avaliagdo do meio aquatico (MALLAT,
1985; EVANS, 1987). Correia et al. (artigo anexo) observaram alteragdes significativas
em branquias de tilapias (Oreochromis niloticus) expostas a diluigdes de vinhaga de cana-
de-agucar, como desprendimento epitelial, desorganizacdo do epitélio e hemorragia.
Marinho et al. (2014) observaram alteracdes histopatoldgicas significativas em figados
de individuos da mesma espécie também expostas a vinhaca de cana-de-agucar.

A composicao da vinhaca varia de acordo com a destilaria que a gera, com o

processo de destilagdo empregado e até mesmo difere entre as safras
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(CHRISTOFOLLETTI et al., 2009), fatores que dificultam o tratamento desse residuo.
Entretanto, alguns possiveis tratamentos sao sugeridos pela literatura com o intuito de
reduzir a toxicidade da vinhaga ou reutiliza-la (MANE et al., 2006; MOHANA et al.,
2009). Esses tratamentos podem ser por processos fisico-quimicos ou bioldgicos.

Santana et al. (2008), testaram a degradacdo fotolitica da vinhaga por radiagdo
solar por meio de catalisadores a base de titanio. Os autores observaram que o tratamento
nao foi eficaz na mineralizacao da vinhaga, porém conseguiu reduzir a mortalidade do
microcrustaceo Artemia salina reduzindo assim, a toxicidade da vinhaga.

Botelho et al. (2012) avaliaram a toxicidade da vinhaca de cana-de-actcar nos
microcrustaceos Ceriodaphnia dubia e Daphinia magna e no peixe Danio rerio, antes e
depois de ajuste de pH. Os autores observaram uma diminui¢do na mortalidade desses
organismos apds o aumento do pH.

Tendo em vista o potencial poluidor da vinhaga e seus efeitos toxicos, propor
tratamentos que mitiguem seus efeitos toxicos ao meio ambiente sdo de extrema
importancia, uma vez que seu principal uso ¢ como fertilizante. Portanto, esse trabalho
objetivou avaliar o potencial toxico da vinhaga apos a corre¢dao de seu pH para um valor
neutro (7,0) pela adi¢do de cal (CaO), por meio de andlise histopatoldgica de branquias
de tilapias (O. niloticus), uma vez que esse 6rgdo € o primeiro a entrar em contato com
possiveis poluentes. Ademais, as branquias possuem alta sensibilidade devido a sua
grande area de contato com o meio aquatico, por sua fungao respiratéria (PANDEY et al.,

2008).

2. Materiais e Métodos

2.1. Material Biologico

Foram utilizados como organismos teste, peixes da espécie O. niloticus
(Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tilapia do Nilo. Foram utilizados
individuos com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferencas intra-especificas
relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de piscicultura,
foram aclimatados em tanque.

Antes do inicio dos experimentos, o presente trabalho foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP —
Universidade Estadual Paulista, campus de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil, protocolo n°

003518-2/2 em 24 de maio de 2013.
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2.2. Vinhac¢a de cana-de-acucar

Para a montagem do bioensaio foi utilizada a vinhaga de cana-de-actcar obtida
junto a uma industria sucroalcooleira, localizada no municipio de Araras (22°21'25"S,
47°23'03"W), Sao Paulo, Brazil. A amostra de vinhaga foi trazida ao Instituto de

Biociéncias, UNESP, campus de Rio Claro mantida em geladeira a 4°C até ser utilizada.

2.3. Tratamento da vinhaca
O pH da vinhaga foi ajustado para 7 por meio da adicao de cal (CaO), produto
comumente utilizado no campo para acerto de pH no solo; apos a correcao do pH, tais

amostras foram misturadas diretamente nos aquarios em diluigdes de 1, 2,5, 5 ¢ 10%.

2.4. Bioensaio com O. niloticus

O bioensaio foi montado em réplica em aquarios com capacidade de 40 litros. Em
cada aquario, foram dispostos cinco peixes ja aclimatados, no qual permaneceram 96
horas, em temperatura ambiente de aproximadamente 24°C, com sistemas de filtragem e
aeracdo. O controle negativo recebeu agua de poco artesiano € nos outros tratamentos
foram adicionados diluigdes crescentes de vinhaga, de 1, 2,5, 5 ¢ 10%, tendo como base
estudo anterior, o qual utilizou as mesmas dilui¢cdes de vinhaca bruta para analisar seu

efeito sobre tilapias (CORREIA et al., artigo no Anexo).

2.5. Dissec¢ao dos animais

Decorrido o tempo de exposigdo de 96 horas, os espécimes de O. niloticus foram
retirados dos aquarios, anestesiados, dissecados em solugdo fisioldgica e eutanasiados
com espinhalamento por tesoura cirargica. Apos a retirada do segundo arco branquial,
este foi fixado em solugdao Bouin e paraformaldeido, de acordo com a técnica de coloragao

a ser empregada, permanecendo no fixador por pelo menos 2 horas.

2.6. Analise fisico-quimica da vinhaca in natura e diluicdes de vinhaga tratada
Foram realizadas analises fisico-quimicas e de metais das amostras de vinhaga in
natura e das dguas dos aquarios com as dilui¢des de vinhaga tratada apos realizagao dos
bioensaios. Os pardmetros foram: pH, dureza, condutividade elétrica, nitrogénio
amoniacal, nitrogénio Kjeldhal, sédio, célcio, potassio, magnésio, sulfato, fosfato total,

DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), Os
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metais analisados foram: aluminio, bario, boro, chumbo, cobalto, cobre, cromo, ferro,

manganés, molibdénio, niquel e zinco.

2.7. Ultramorfologia — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O segundo arco branquial dos espécimes expostos foi retirado e fixado em fixador
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), mantido em geladeira. Este material foi entdo
desidratado em uma série de concentracdes crescentes de acetona, levado ao ponto critico
e colado em suporte metalico. As analises foram feitas ao microscopio eletronico de

varredura de baixo vacuo HITACHI TM3000.

2.8. Histologia

O segundo arco branquial dos espécimes expostos foi retirado e fixado em solucao
Bouin (15 ml de soluc¢do aquosa saturada de acido picrico, 5 ml de formaldeido e 1 ml
acido acético), durante aproximadamente 24 horas; em seguida, o material foi
mergulhado em tampao fosfato de sodio pH=7,4 ¢ mantido em geladeira.

O material foi desidratado em solugoes de etanol 70, 80, 90, 95% durante 30
minutos cada banho. Posteriormente, o material foi transferido para uma solucao de resina
de embebicao Leica, por 24 horas em geladeira. O material foi entdo colocado em moldes
preenchidos com resina contendo catalisador. Apos o endurecimento da resina, o material
foi seccionado com auxilio do micrétomo Leica RM2245; as secgdes foram hidratadas e
recolhidas em laminas. Depois de secas, as laminas foram mergulhadas em hematoxilina
de Harris por 6 minutos, depois foram colocadas em agua, por 4 minutos, para que a
reagdo ocorresse. Logo em seguida, as ldminas foram mergulhadas em eosina aquosa por
5 minutos, lavadas com 4gua corrente, secas ¢ montadas com Entellan.

Foram analisadas duas laminas com oito cortes de 6 pm para cada peixe, sendo
n=>5 para cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 120 ldminas e 960
cortes histologicos.

A descrigdo e a avaliagdo das alteragdes histopatologicas tiveram como base o
protocolo padronizado de Bernet et al. (1999) e adaptado por Marinho et al. (2014). Neste
protocolo, um fator de importancia (W) foi definido para cada lesdo, de acordo com sua
importancia patoldgica: (1) Importancia patoldégica minima, a lesdo ¢ facilmente
reversivel quando a exposi¢do ao irritante termina; (2) Importancia patoldogica moderada,
a lesdo ¢ reversivel na maioria dos casos, quando o estressor ¢ neutralizado; e (3)

Importancia patoldgica acentuada, a lesdo ¢ geralmente irreversivel, levando a perda
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parcial ou total da fun¢do do orgdo. As anomalias histopatoldgicas descritas também
foram classificadas em escores (2) que variaram de 0 a 6, dependendo do grau e da
extensdo da alteracdo,valores intermediarios também foram considerados. Ao multiplicar
o fator de importancia pelo escore, obtém-se o indice da alteragdo. Para o calculo do
indice total de cada individuo, foi utilizado o seguinte célculo: Indiceina = ¥ (fator de
importancia x escore). Os resultados encontrados no controle e nos tratamentos foram

comparados entre si.

2.9. Histoquimica — Polissacarideos neutros — Técnica Acido Periédico-Schiff
(PAS) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)

Para observagao de células mucosas, os cortes do material foram oxidados por 10
minutos em solucdo de acido periodico 0,4% e colocados no reativo de Schiff por
aproximadamente 1 hora no escuro; foram deixados entdo em agua sulfurosa por 3
minutos e lavados em agua corrente, por 30 minutos.

As células mucosas foram avaliadas segundo Biagini et al. (2009); trés cortes
histoldgicos, com trés lamelas principais integras, de cada individuo, foram selecionados
para a contagem de células mucosas. Dessas lamelas principais foram contadas as células

mucosas de 30 regides interlamelares de todos os individuos de todos os tratamentos.

2.10. Analise estatistica

Os dados gerados a partir da analise das laminas para todas as técnicas utilizadas
nesse estudo tiveram sua normalidade testada pelo método de Shapiro-Wilk. Com base
no valor de significancia deste teste, foi realizado o teste estatistico paramétrico (p>0,05)
ANOVA com teste pos-hoc de Tukey, ou o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis,

ambos com valor de significancia com p<0,05.

3. Resultados

3.1. Analises fisico-quimicas da vinhaca in natura e diluicées de vinhaga
tratada

O pH das diluigdes apos a introdugdo dos peixes nos aquarios ndo permaneceu
estavel; com o fim da exposi¢ao, com excecao da diluicdo de 10%, o pH estava alcalino,
9,2 na vinhaga 1%, 8,4 na vinhaca 2,5% e 8,9 na vinhaga 5%. A vinhaga apresentou altos
indices de potassio e sulfato, caracteristicas desse residuo. A DBO e a DQO da vinhaga

reduziram consideravelmente nas diluigdes de vinhaga tratada (Tabela 1).
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A anélise detectou a presenca de aluminio, bario, cobalto, cobre, ferro, manganés,
niquel e zinco na amostra de vinhaga bruta, a maioria desses metais continuou presentes

apos as diluicdes (Tabela 1).

3.2. Mortalidade dos peixes
Ap0s a exposicao por 96 horas a vinhacga tratada trés peixes da diluigdao de 10%
morreram. Ao longo do tempo de coleta mais dois peixes dessa diluicdo morreram antes

de serem dissecados.

3.3. Ultramorfologia

O epitélio branquial ¢ composto em sua maioria por células pavimentosas. Essas
células possuem expansdes da sua membrana plasmatica, as cristas, que ajudam na
reten¢do de muco. No grupo controle foi observado que as células em sua maioria
apresentavam cristas de forma integra (Figura 1A); poucas células apresentaram pequenas
regides sem cristas obtendo um indice de alteragdo abaixo do moderado. Nos grupos
expostos a vinhaca tratada ndo foi observada diferenca significativa; todos os grupos
obtiveram indice de altera¢do abaixo do moderado (Tabela 2).

No grupo controle foram observadas células cloridricas do tipo a e B (segundo
descricao de PERRY, 1999) (Figura 1C), com grande predominancia do tipo 3. O niimero
de células cloridricas aumentou nos animais dos grupos expostos, principalmente na
diluicao de 5% (Figura 1D), entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) quando comparados grupo controle e grupos

tratamentos (Tabela 3).

3.4. Analise histologica

O controle apresentou morfologia branquial com poucas alteracdes, todas
apresentando indice de alteracdao abaixo de 2 (pouca ou rara ocorréncia). As alteragdes
observadas nos grupos expostos foram o desprendimento epitelial (Figura 2B),
desorganizacao do epitélio respiratorio (Figura 2C), hemorragia (Figura 2D), edema
(Figura 2E) e aneurisma (Figura 2F). As analises histoldgicas revelaram diferencas
significativas pelo teste estatistico Kruskal-Wallis (p<0,05) para o desprendimento
epitelial, desorganizacdo lamelar e hemorragia na diluicdo de 5%. Na dilui¢do de 10% o
desprendimento epitelial ¢ hemorragia também foram significativos. Entretanto, os

indices de alteragdao se mantiveram abaixo do moderado (Tabela 2).
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3.5. Analise histoquimica
Por meio da analise das células mucosas evidenciadas pelo PAS (Figura 3) pode-
se verificar que nao houve diferencas significativas entre os tratamentos € o controle

(Tabela 3). Nesse caso, o teste estatistico empregado foi o ANOVA com p<0,05.

4. Discussao

As branquias possuem um papel vital na fisiologia dos peixes, além de serem o
principal sitio de trocas gasosas; também possuem fungdes de osmoregulacao, equilibrio
acido-basico e excrecao de compostos nitrogenados (MACHADO, 1999). As branquias
sdo o primeiro 6rgado de contato com possiveis poluentes e possuem grande sensibilidade
dada pela grande area de contato com o meio aquatico, devido sua funcdo respiratoria
(PANDEY et al., 2008).

Dado o grande volume produzido, o uso da vinhaga na fertirrigagdo ¢ a principal
alternativa para o descarte desse residuo da cana-de-agucar, porém as grandes quantidades
dispostas em campo podem sofrer lixiviagao ou percolar nos perfis de solo e acabar
contaminando os recursos hidricos. Devido seu alto potencial poluidor, propor
tratamentos prévios a disposi¢do na agricultura ¢ de grande importancia. O presente
estudo objetivou analisar as possiveis alteracdes histopatologicas nas branquias de tilapias
expostas a diferentes dilui¢des de vinhaga de cana-de-actcar tratada previamente com cal
(CaO) para a correcao de seu pH.

Apds exposicao aguda por 96 horas, trés peixes morreram na diluigao de 10% num
total de dez individuos, uma vez que o bioensaio foi realizado em réplica. Entre o periodo
de exposi¢do e coleta, mais dois peixes da mesma concentracdo morreram,
impossibilitando a preservagao do tecido branquial para fixagao. Correia et al. (artigo no
Anexo) observaram mortalidade maior para as mesmas dilui¢cdes de vinhaga de cana-de-
acucar in natura; todos os peixes da maior diluigdo morreram em menos de 48 horas de
exposicdo nos dois bioensaios realizados e 60% da diluigdo de 5% também morreram em
um dos bioensaios. Tendo isso em vista, o tratamento da vinhaga pela corre¢ao de seu pH
se mostrou efetivo na reducdo da mortalidade das tilapias. A influéncia do pH em um
ecossistema pode se dar tanto de modo direto, com efeitos sobre a fisiologia das espécies,
como de modo indireto, podendo em determinadas condi¢des contribuir para a
precipitacdo de elementos quimicos toxicos, como metais tragco (CETESB, 2013).

A analise fisico-quimica da vinhaga de cana-de-actcar indicou a presenga de

metais traco na amostra bruta como por exemplo aluminio, bario, cobalto, cobre,
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manganés, niquel e zinco, alguns permanecendo detectdveis até mesmo nas amostras da
agua dos aquarios nas dilui¢des. Se os agentes poluentes encontrarem-se dissolvidos na
agua, por exemplo os metais trago, estes podem entrar em contato com os filamentos
branquiais e com as lamelas respiratorias e poderdo alterar a morfologia normal das
branquias (MACHADO, 1999).

Laurent e Perry (1991) consideraram as alteragdes morfoldgicas das branquias
ocorridas durante mudangas ambientais como tentativas adaptativas de se conservar
algumas funcdes fisioldgicas, tais como respiracdo e equilibrio osmdtico. As cristas das
células pavimentosas sdo importantes na reten¢do de muco no epitélio branquial, como
uma forma de protecdo (MALLAT, 1985). No presente estudo nao houve diminuigao
significativa das cristas das células pavimentosas; em todos os tratamentos esse parametro
manteve um indice de altera¢do abaixo de 4 que indicaria uma extensao moderada dessa
alteracao na branquia. Em tildpias expostas as mesmas dilui¢cdes de vinhaga ndo tratada,
as perdas das cristas constituiu uma alteracdo importante, com indices de alteragdo
elevados para todas as diluigdes testadas (CORREIA et al., artigo no Anexo).

As células cloridricas possuem principalmente a funcao de regulagdo de ions nas
branquias dos peixes. Em peixes de dgua doce, como a tilapia, hd uma tendéncia
osmoregulatoria de se perder ions para o meio aquatico; as células cloridricas, nesses
peixes possuem entdo, a fun¢do de realizar a captura de ions célcio, sddio e cloreto por
transporte ativo (PERRY, 1997). A adicdo de cal a vinhaca pode ter favorecido a
proliferacdo desse tipo celular na branquia. Embora esses valores ndo tenham sido
significativos em relagdo ao controle, a contabilizagao dessas células foi maior em relagdo
aos estudos de Correia et al. (artigo no Anexo) com a vinhaga in natura.

Laurent e Perry (1991) relataram como variagdes na concentracao de O2, NaCl e
Ca' atingem a lamela respiratoria dos peixes, a superficie apical das células de cloreto e
as populacgdes das células de cloreto e das células secretoras de muco. Sobre os efeitos de
poluentes, os autores descrevem que alguns metais pesados, como o zinco, estimulam a
proliferagao de células de cloreto, pois aceleram a perda de ions pelo epitélio e dificultam
sua absor¢do. O nitrito compete com o cloro pelos sitios de troca CI/HCO3", ¢ a
proliferacdo das células de cloreto seria um ajuste compensatorio para manter a
concentragdo interna de Cl” em valor constante. As andlises fisico-quimicas da vinhaga
tratada com cal e das dguas dos aquarios nas dilui¢cdes indicaram a presenca de zinco;
esse metal foi encontrado em maior concentracao na diluicao de 5%, a mesma diluicao

que obteve a maior quantidade de células cloridricas.
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O tecido branquial por ser o 6rgdo de contato direto com o meio externo possui
mecanismos de protecao que ajudam a barrar a entrada de possiveis toxicantes na corrente
sanguinea (CERQUEIRA; FERNANDES, 2002). Esses mecanismos de protecdo siao
respostas celulares que podem ser de defesa ou compensatorios (MALLAT, 1985;
TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Em contrapartida da defesa do organismo, essas
respostas alteram a fisiologia do 6rgdo, podendo prejudicar sua fungdo (MACHADO,
1999).

O desprendimento epitelial foi uma das principais alteragdes encontradas nesse
estudo, sendo estatisticamente significativa nas diluigdes de 5 e 10%, embora seu indice
de alteracdo seja baixo. Focos com edema e hiperplasia também foram encontrados em
algumas branquias analisadas. Sdo mecanismos tipicos de defesa das branquias que
promovem o aumento da barreira agua-sangue; esta perda da superficie respiratdria pode
resultar em morte por anoxia (RAND; PETROCELLI, 1985). Nowak (1992) usou a
distancia de difusdo respiratoria para quantificar os efeitos do inseticida organoclorado
Endosulfan sobre as branquias de bagres. Foram observados edema, descolamento do
epitélio respiratdrio e hiperplasia do epitélio branquial. Tais alteragdes resultaram em um
significante aumento da distancia de difusdo respiratoria, afetando as trocas gasosas.

Nas tilapias expostas a vinhaga tratada houve desorganizacdo do epitélio
respiratério, a qual pode levar a focos hemorragicos. A desorganizagdo e hemorragia
foram significativas na dilui¢ao de 5 %, sendo a ultima alteracao significativa também na
dilui¢do de 10%. Aparentemente, as células pavimentosas perdem aderéncia uma com as
outras, resultando numa ruptura do tecido, causando a hemorragia, fazendo com que o
o6rgdo atingido perca a sua funcionalidade.

Correia et al. (artigo no Anexo) em tilapias expostas as mesmas diluigdes
observaram indice de alteragdes maiores para desorganizacdo do epitélio quando
comparado com o indice de alteragdes em individuos expostos a vinhaca tratada com cal.
O indice de alteragdes para focos hemorragicos foi similar.

Outra resposta de protecao da branquia ¢ a produgdo de muco pelas células
mucosas (BERNET et al., 1999; DAVID et al., 2009). O muco ¢ normalmente encontrado
nos filamentos, mas pode ser encontrado no epitélio respiratorio de peixes expostos a
condicdes de estresse, o que pode sugerir que a camada formada pela produgdo de muco
protege as superficies lamelares contra os agentes toxicos, infecciosos e particulas em
suspensao (MALLAT, 1985). Nao houve nesse estudo diferencas significativas entre

namero contabilizado de células mucosas no controle e nos tratamentos. Correia et al.
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(artigo no Anexo) observou um aumento significativo dessas células para todas as
dilui¢des de vinhaga in natura com exceg¢ao da diluigdo de 5% em um dos bioensaio.
Tendo em vista que vinhaga de cana-de-agucar ¢ gerada em uma propor¢ao de 10
a 15 vezes maior do que a de etanol e que s6 na tltima safra (2014/2015) o Brasil produziu
cerca de 27,54 bilhdes de litros de etanol, propor tratamentos que mitiguem seus efeitos
toxicos tanto no ambiente terrestre quanto o aquatico sdo de extrema importancia, uma
vez que esse residuo € utilizado indiscriminadamente como fertilizante, e pode atingir o

meio aquatico por percolacao/lixiviagao.

5. Conclusao

Os resultados desse estudo comprovam a eficacia do tratamento da vinhaga a partir
da corregdo de seu pH para um valor neutro (7,0), uma vez que os indices de alteracdes
permaneceram baixos € menores em relagdo aos indices obtidos em estudos com a
vinhaga in natura nas mesmas dilui¢des testadas. A cal € um produto barato e ja € utilizada
na agricultura para corre¢ao de pH no solo. Porém, a vinhaga possui grandes quantidades
de potassio, sulfato e s6dio, que em adigdo com cal pode contribuir para uma salinizagao
do solo. Portanto, mais estudos que promovam a reducao da toxicidade desse residuo sdo

necessarios.
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Tabela 1. Analises fisico-quimicas da vinha¢a de cana-de-agucar
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Parametro Vinhaca Vinhaca Vinhaca Vinhaca Vinhaca
bruta 1% 2,5% 5% 10%
pH inicial 4,60 7,32 7,22 7,23 7,32
pH final - 9,20 8,40 8,90 7,60
Calcio (mg/L) 828 (25%) 27,87 62,33 95,20 96,80 (5%)
Condutividade  Elétrica 8294 446 685 1110 1022
(ns/cm)
DBO (mg/L) 13394,30 <LQ 22,10 26,40 47,10
DQO (mg/L) 31723,20 <LQ 144,50 (2%) 246,50 325,90
Dureza (mg CaCOs/L) 3390,40 107,80 257,70 384,90 400,70
Fosfato total (mg/L) 5,51 (20%) 0,673 (2%) 0,40 (5%) 3,93 (10%) 1,46 (10%)
Magnésio (mg/L) 321,25 (25%) 9,27 24,78 35,75 38,62
Potassio (mg/L) 3276 (100%) 38,06 91,36 264,40 (5%) 224,95 (5%)
Sodio (mg/L) 13,57 36,50 8,58 15,10 9,02
Sulfato (mg/L) 340,27 20%) 32,76 2%) 70,58 (5%) 174,64 123,319
(10%) (10%)
Aluminio 0,47 <LQ 0,08 <LQ 0,15
Bario 0,21 0,07 0,06 0,05 0,069
Boro <LQ 0,369 <LQ <LQ <LQ
Chumbo <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobaldo 0,014 <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre 0,15 <LQ 0,009 <LQ <LQ
Cromo <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Ferro 8,53 0,077 0,228 0,412 0,495
Manganés 3,11 (25%) <LQ 0,026 0,131 0,147
Mercitrio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Molibdénio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Niquel 0,029 <LQ <LQ <LQ <LQ
Nitrogénio Amoniacal 10,92 3,12 4,12 9,57 7,47
Nitrogénio Kjeldahl 234,10 4,80 10,60 14,30 12,60
Zinco 0,625 0,02 0,022 0,038 0,032

LQ: Limite de quantificacdo; valores em parénteses: amostra diluida.



Tabela 2: Frequéncia de ocorréncia de alteragdes significativas encontradas nas branquias em O. niloticus expostos a vinhaga tratada.
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Alteragoes CN V1% V2,5% V5% V10%
Desprendimento epitelial 0,20+0,48 0,72+1,28 0,78+1,28 2,51+1,03* 2,70+1,35*
Desorganizacao lamelar 1,35+£1,33 1,81£0,90 2,49+0,60 3,51+0,90* 2,90+0,65

Hemorragia 0,80+1,05 0,72+0,83 0,49+0,54 2,61+1,50%* 3,10+£0,96*

Aneurisma 0,50+0,94 0,20+0,48 0,05+0,15 1,61+1,27 1,00+1,22
Edema 0 0,30+0,97 0,07+0,20 0,36£1,16 0

Perda das cristas 3,60+1,83 3,20+1,31 3,15+1,52 3,65+0,88 3,80+0,90

Dados apresentados como média + desvio padrdo. CN: Controle negativo; V1%: Vinhaga 1%; V2,5%: Vinhaga 2,5%; V5%: Vinhaga 5%
*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste Kruskal-Wallis em relagdo ao controle negativo.
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Tabela 3: Média (M) e desvio padrao (DP) de células mucosas e células cloridricas
quantificadas entre as lamelas secundarias de O. niloticus do grupo controle e expostos

as diferentes concentragdes de vinhaga tratada.

Tratamento Controle V1% V 2,5% V5% V10%
Células 394,3+113,68 442,2+105,32 454,2+127,91 424,9+90,25 412,8+65,26
Mucosas
Células 27,00+14,15 34,50+14,91 30,40+10,28 41,30+12,45 28,40+9,65
cloridricas

Dados apresentados como valores maximos, minimos, média e desvio padrdo, frequéncia e células mucosas
totais. CN: Controle negativo; V1%: Vinhaga 1%; V2,5%: Vinhaga 2,5%. V5%: Vinhaca 5%
*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste ANOVA em relag@o ao controle.



57

Figura 1: Micrografias eletronicas de varredura de branquias de O. niloticus. A: Grupo
Controle; B, C e D: Grupos expostos a vinhaga tratada; (F): filamento primario; (L):
lamela secundaria (*): células pavimentosas com perda de cristas; (cabecas de seta):
células cloridricas.
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Figura 2. Secgoes histologicas de branquias em O. niloticus. A. Grupo Controle; B, C,
D, E e F: Grupos expostos. (F): filamento primario; (L): lamela secundaria; (*)
desprendimento epitelial; (setas em C) desorganizagado e perda da integridade das lamelas;
(circulo) hemorragia; (setas em E) edema; (cabegas de seta) aneurisma.
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6. Consideracos Finais

O setor sulcroalcooleiro € um dos setores mais importantes para economia do pais;
o Brasil ¢ o maior produtor de etanol no mundo, 1% de todo o seu territorio € coberto pela
cana-de-acgticar. Além de ganhar destaque na economia, o setor sulcroalcooleiro se
destaca também em questdes ambientais, uma vez que no processo de destilagao da cana
em etanol ¢ gerado um volume quinze vezes maior de vinhaga como residuo.

A vinhaga ¢ utilizada como fertilizante da prépria cultura da cana, uma vez que
seu lancamento em corpos hidricos € proibida por lei, e o tratamento desse residuo nao ¢
economicamente viavel para as usinas. Embora a vinhaga seja um bom fertilizante devido
a sua grande concentra¢do de macronutrientes, esse residuo possui alta quantidade de
matéria organica e outros compostos que podem ser toxicos tanto para a biota do terrestre,
quanto aquatica.

Os danos no DNA evidenciados no presente estudo pelo ensaio do cometa, sao
danos primarios, passiveis, portanto, de corre¢do. O baixo numero de eritrocitos
micronucleados nos peixes expostos a vinhaca tratada sugere diminui¢do do potencial
genotdxico desse residuo quando seu pH € corrigido para um valor neutro, uma vez que
a quantidade de micronucleos na vinhaga ndo tratada foi significativamente maior. Os
metais contidos na vinhaga podem ser os responsaveis pela acdo na molécula de DNA;
ao alterar o pH de 4cido para neutro, a disponibilidade dos metais no meio aquatico pode
ter sido alterada diminuindo sua toxicidade.

A branquia ¢ um dos 6rgdos vitais dos peixes, responsavel pela respiragao, ajuda
no controle de osmoregulacao, entre outras fungdes. Em contrapartida, ¢ um dos 6rgaos
mais sensiveis, uma vez que estda em contato direto com o meio aqudtico. Essas
caracteristicas fazem de suas alteragdes teciduais excelentes biomarcadores. A
semiquantificagdo dessas alteracdes se tornou uma ferramenta muito til na avaliagao de
possiveis danos nesse 0rgao.

Nas tilapias expostas as diluicdes de vinhaga tratada, os indices de alteragao foram
todos baixos, mesmo apresentando diferencas significativas em relacdo ao controle.
Quando comparadas aos indices obtidos em tilapias expostas a vinhaga ndo tratada, cujos
indices foram maiores, pode-se inferir que a vinhaga tratada foi menos agressiva para a
branquia.

Portanto, estudos que proponham um pré-tratamento para a vinhaga para reduzir

sua toxicidade antes de ser utilizada como fertilizante se faz necessario. Esse estudo
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demonstrou que o acerto do pH da vinhaga foi efetivo ao reduzir a toxicidade desse
residuo; houve diminui¢do da taxa de mortalidade de tilapias, diminui¢ao na incidéncia
de micronucleo nas células sanguineas desses animais e os indices de alteracdes
histopatologicas nas branquias foram baixos.

Tendo em vista os resultados apresentados, a correcdo do pH da vinhaga pode ser
um tratamento efetivo em reduzir sua toxicidade, podendo ser aplicada pelo setor
sulcroalcooleiro, unindo produgdo e preservagao ambiental. Em contrapartida, o uso da
cal associado a vinhaga pode contribuir para uma potencial salinizagdo no solo, uma vez

que esse residuo ja possui altas concentracdes de potassio e sulfato.
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RESUMO

Atualmente a cana-de-aglicar ¢ uma das principais monoculturas do pais, tendo forte
impacto na economia ¢ também no meio ambiente. A vinhaga da cana-de-agucar, um
dos principais residuos gerados na transformacdo da cana em etanol, possui potencial
poluidor, frente ao largo volume subproduzido e as suas caracteristicas fisico-quimicas.
Deste modo, este estudo procurou avaliar a toxicidade da vinhaca por meio da andlise
das branquias de peixes Oreochromis niloticus, expostos a diferentes dilui¢des (1, 2,5, 5
e 10%), em dois bioensaios. As branquias foram coletadas, fixadas e posteriormente
analisadas por meio de técnicas ultramorfologica, histoldgica e histoquimica (para
detec¢do de células mucosas). Apds exposicdo a vinhaga observou-se uma redugdo das
cristas presentes na superficie das células pavimentosas estatisticamente significativa no
segundo bioensaio; estas estruturas sao responsaveis pela retengdo do muco, o qual
ajuda na protecao do tecido; também foi observado um entumecimento das células nos
tratamentos com vinhaga e um aumento na quantidade de células cloridricas. As
alteracdes teciduais mais observadas foram desprendimento epitelial e perda da
integridade das lamelas secundarias, levando a ruptura das mesmas, desenvolvendo
assim um quadro de hemorragia. No primeiro bioensaio a quantificacdo destas
alteracdes foi estatisticamente significativa para a dilui¢do 5%, e focos de hemorragia
foram significativos para todas as dilui¢des; no segundo bioensaio a desorganizagao
epitelial foi estatisticamente significativa apenas para a dilui¢do de 2,5% de vinhaca;
além destas alteracdes foram observados focos de hiperplasia nas branquias dos peixes
da diluicdo de 5%. Observou-se um aumento significativo das células mucosas em
relagdo ao controle, em ambos os bioensaios realizados, contudo ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos. Os resultados revelaram a acdo toxica da vinhaga,
uma vez que foram observadas alteragdes histopatologicas nos animais expostos, em
todas as diluigdes testadas sugerindo uma maior cautela na disposicao da vinhaga de
cana-de-agucar em solos, frente a sua capacidade de ser lixiviada ou percolada até os

recursos hidricos, podendo prejudicar seriamente a fauna aquatica.

Palavras-chave: Vinhoto, toxicidade aquatica, histologia, ultramorfologia,
histoquimica.
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1. INTRODUCAO

O Brasil se posiciona no cenario mundial como um dos maiores exportadores de
recursos agricolas; dentre os principais estao a soja, o milho, o café e a cana-de-agucar.
Frente a natureza exportadora, tais monoculturas necessitam de grandes areas de terra,
fazem uso excessivo de agrotdxicos e pesticidas, além de produzir grande quantidade de
residuos, os quais podem conter elementos e substancias potencialmente poluidoras
(RIBEIRO et al., 2007; UNICA, 2007); consequentemente, o agronegocio tem se
tornado um dos setores da economia que mais causam impacto ambiental.

Atualmente, um dos temas de discussdo mais relevantes na comunidade
cientifica mundial ¢ o impacto gerado pelas atividades antropicas ao meio ambiente,
influenciando a qualidade da dgua, do solo e do ar. O descarte de produtos toxicos no
meio ambiente leva a sérios danos aos organismos, aos ecossistemas terrestres e
principalmente ao aquatico, uma vez que os ecossistemas de dgua doce, juntamente com
os estudrios, fornecem os sistemas mais baratos e convenientes para descarte de
efluentes (ODUM, 1988). Esses efluentes, principalmente os industriais, podem ter
composi¢des complexas podendo apresentar pesticidas e metais toxicos, ocasionando
sérios danos aos organismos (VEGA et al.,, 1996). Em consequéncia disso, a
preocupag@o em diagnosticar e monitorar a poluigdo ambiental aquatica ¢ crescente e de
extrema importancia.

A vinhaca da cana-de-actcar, também conhecida popularmente por restilo,
vinhoto ou garapao, caracteriza-se como um dos principais residuos da transformagao
da cana-de-agicar em etanol. Geralmente ¢ 4cida (pH 3,5-5), de coloragdo castanho-
escura, de odor incomodo aos humanos e com alto conteudo organico (COD 50-150
g L") (WALISZEWSKI et al., 1997; ESPANA-GAMBOA et al., 2011). A produgio de
etanol a partir de biomassa resulta em um consideravel volume de vinhaga, com alto
potencial poluidor (WILKIE et al., 2000). Em média, para cada litro de etanol sdo
gerados de 10 a 15 litros de vinhaca como residuo (YESILADA, 1999; KUMAR;
GOPAL, 2001; CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Por ser rica em matéria organica e
micronutrientes, a vinhaca possui também alto valor fertilizante e ¢ amplamente
reutilizada para fertirrigacao da propria cana-de-agucar, mas devido as altas quantidades

utilizadas, ¢ capaz de saturar o solo e contaminar corpos d’agua que estejam proximos a
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estes cultivos (SILVA et al., 2007). Dessa forma, a vinhaca pode acarretar diversos
danos a vida aquatica.

Os peixes possuem caracteristicas que os tornam excelentes modelos
experimentais para estudos de toxicologia aquatica, indicando assim, o potencial perigo
de novas substincias quimicas ou para a possibilidade de poluicdo ambiental. Sdo
considerados bons organismos teste para monitorar a qualidade da dgua, especialmente
as espécies pequenas de aquario, que podem ser mantidas em laboratorio e facilmente
expostas as substincias toxicas, sendo utilizadas na avaliacio da presenca de
substancias com potencial de causar danos a saude humana (HARSHBARGER;
CLARK, 1990; AL-SABTI; METCLAFE, 1995).

Em contrapartida, as branquias dos peixes sdo o principal alvo de varios
poluentes aquaticos (KIKUCHI et al., 1978), sendo seu epitélio, um excelente modelo
para examinar os efeitos de substincias dissolvidas nos tecidos (EVANS, 1987,
BIAGINI et al., 2009); além disso, as branquias sdo os 6rgdos mais afetados por seu
contato constante com a agua (MACHADO, 1999), por isso, sao geralmente
considerados bons indicadores da qualidade da agua e os peixes, modelos para estudo
de impacto ambiental (FONTANETTI et al., 2012).

Neste sentindo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial toxico
da vinhaga em meio aquatico, utilizando a histopatologia das branquias de tilapias do
Nilo apés exposicdo aguda a diferentes diluicdes deste efluente, em bioensaios

laboratoriais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material biolégico

Foram utilizados como organismos teste, peixes da espécie O. niloticus
(Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecido como tilapia do Nilo. Foram
utilizados individuos com tamanho médio de 10 cm, para evitar diferengas intra-
especificas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os espécimes, oriundos de
piscicultura, foram aclimatados em tanque.

Antes do inicio dos experimentos, o presente trabalho foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias, UNESP
(Universidade Estadual Paulista), Rio Claro, Sao Paulo, Brasil, protocolo n® 1047 de
16/02/2011.
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2.2 Vinhaca como substincia téxica
As amostras de vinhaga de cana-de-actcar foram coletadas em uma usina de
agucar ¢ alcool, localizada na cidade de Araras, Sao Paulo, Brasil, oriundas de duas
safras distintas (safras 2011 e 2012). Os efluentes foram mantidos em camara fria (4°C),
no Departamento de Bioquimica e Microbiologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio

Claro, até o inicio dos experimentos.

2.3 Analise fisico-quimica da vinhaca

Foram realizadas andlises fisico-quimicas de uma das amostras do efluente, por
laboratério especializado (TASQA Servigos Analiticos Ltda., Paulinia, Sdo Paulo,
Brasil), para determinacdo precisa de sua composicdo. Foram mensurados os
parametros: pH, condutividade elétrica, dureza, residuo nao filtravel total, nitrogénio
nitrato e nitrito, nitrogénio Kjeldehl, amonia, calcio, enxofre total, fosfato total,
magnésio, potassio, sodio, sulfato, DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio) e metais (arsénio, bario, cadmio, chumbo, cobre,

cromo, mercurio, molibdénio, niquel, selénio e zinco).

2.4 Bioensaios com O. niloticus

Os bioensaios foram montados em aquarios com capacidade de 40 litros. Em
cada aquario, foram dispostos cinco peixes ja aclimatados (machos e fémeas,
distribuidos aleatoriamente), no qual permaneceram 96 horas, a temperatura ambiente
de aproximadamente 24°C, com sistemas de filtragem e aeracdo. O controle negativo
recebeu agua de pogo artesiano e nos outros tratamentos foram adicionados dilui¢des
crescentes de vinhaga, de 1, 2,5, 5 e 10%, tendo como base estudos anteriores, os quais
utilizaram diluicdes similares de vinhaga para analisar seu efeito em diferentes

organismos (ALGUR, KADIOGLU, 1992; KUMAR; GOPAL, 2001).

2.5 Dissec¢ao dos animais
Decorrido o tempo de exposigdo de 96 horas, os espécimes de O. niloticus foram
retirados dos aquarios, anestesiados, dissecados em solucdo fisiologica e eutanasiados

por espinhalamento utilizando tesoura cirurgica. Apods a retirada do segundo arco
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branquial, este foi fixado em solug¢do Bouin e formaldeido, de acordo com a técnica de

coloragdo a ser empregada, permanecendo no fixador por pelo menos 2 horas.

2.6 Ultramorfologia — Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O segundo arco branquial dos espécimes expostos foi retirado e fixado em
fixador Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), mantido em geladeira. Este material foi
entdo desidratado em uma série de concentragdes crescentes de acetona, levado ao
ponto critico e colado em suporte metalico. As andlises foram feitas a0 microscopio

eletronico de varredura de baixo vacuo HITACHI TM3000.

2.7 Histologia e Histoquimica

As branquias foram desidratadas em solugdo de etanol a 70, 80, 90 ¢ 95%. Em
seguida, foram imersas em resina de embebi¢do (Leica Historesin — Embedding Kit),
por 24 horas, em geladeira. O material foi entdo transferido para moldes plasticos
contendo resina de inclusdo e, posteriormente, cortados com auxilio de micrétomo. As
secgoes foram coradas por hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983),
de acordo com rotina histoldgica, ou ainda submetidas ao teste histoquimico de PAS
(Periodic Acid-Schiff) para a deteccdo de polissacarideos neutros (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

2.8 Interpretacio dos resultados

Foram analisadas duas laminas com oito cortes de 6 um para cada peixe, sendo
n=5 para cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 40 laminas e 160
cortes histologicos para cada técnica realizada, por bioensaio. Os resultados encontrados
no controle e nos tratamentos dos dois bioensaios foram comparados entre si.

A descricdo e a avaliacdo das alteragdes histopatologicas tiveram como base o
protocolo padronizado de Bernet et al. (1999) e adaptado por Marinho et al. (2014): um
fator de importancia (W) foi definido para cada lesdo, de acordo com sua importancia
patologica, ou seja, como isso afeta a fungdo do 6rgao e a capacidade de sobrevivéncia
dos peixes. As alteragdes foram previamente classificadas em trés fatores de
importancia: (1) Importancia patoldgica minima, a lesdo ¢ facilmente reversivel quando
a exposi¢do ao irritante termina; (2) Importancia patologica moderada, a lesdo ¢
reversivel na maioria dos casos, quando o estressor ¢ neutralizado; e (3) Importancia

patologica acentuada, a lesdo € geralmente irreversivel, levando a perda parcial ou total
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da fung¢do do orgdo. Para melhor compreensdo dos resultados, as anomalias
histopatologicas descritas foram também classificadas em escores (@) que variaram de 0
a 6, dependendo do grau e da extensao da alteracdo, sendo: (0) nenhuma ocorréncia; (2)
pouca ou rara ocorréncia; (4) ocorréncia frequente; e (6) ocorréncia muito frequente.
Valores intermedidrios também foram considerados. Ao multiplicar o fator de
importancia pelo escore, obtém-se o indice da alteragdo. Para o calculo do indice total
de cada individuo, ou seja, o indice correspondente a avaliagdo das alteracdes
histopatologicas em sua branquia, foi utilizado o seguinte calculo: Indiceina = 3 (fator
de importancia x escore). A partir dos indices individuais foram obtidos os valores de
média e desvio padrdo para cada grupo — controle e tratamentos — os quais foram
avaliados estatisticamente por meio de ANOVA, com p<0,05.

As principais alteracdes observadas neste estudo, nas branquias de O. Niloticus e

seus valores de importancia estdo na Tabela 1.

3. RESULTADOS
3.1 Analises fisico-quimicas da vinhaca
Pela andlise quimica realizada, a vinhaca de cana-de-agticar apresentou baixo
pH, altos valores de DBO e DQO, bem como de potassio (3401 mg/L). Os valores
obtidos para dureza e sulfato foram altos (Tabela 2). Em relacdo a presenga de metais,
observou-se a presenga de cobre na concentracdo de 0,76 mg/L, abaixo da maxima
permitida pela CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo) que ¢ de 2,0
mg/L e a presenga de cromo na concentragdo de 3,56 mg/L, sendo que a maxima

permitida pela CETESB ¢ de 0,05 mg/L (Tabela 2).

3.2 Observacao dos bioensaios
Durante a execu¢do do primeiro bioensaio, todos os individuos da diluicdo de
10% de vinhaga morreram; no segundo bioensaio a mortalidade dos peixes foi maior,
60% dos individuos expostos a diluicdo de 5% de vinhaga e 100% dos peixes expostos a

diluicao de 10% morreram.

3.3 Ultramorfologia
As células pavimentosas constituem grande parte da superficie branquial (Figura
1A), sendo sua superficie com aparéncia semelhante a impressoes digitais, devido a

disposicao circular de suas cristas (Figura 1B). Os resultados obtidos por meio da MEV,
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no primeiro bioensaio, ndo indicaram diferengas entre as branquias do grupo controle e
as dos tratamentos; tanto no controle quanto nos tratamentos, as células pavimentosas se
apresentaram com poucas cristas (Tabela 3).

No segundo bioensaio, houve uma redugdo no niimero das cristas das células
pavimentosas (Figuras 1C, D) para todos os tratamentos em relagdo ao grupo controle,
porém ndo houve diferencga entre os grupos expostos a dilui¢cdes de vinhaga (Tabela 3).
Foi observado também um entumecimento das células pavimentosas nos tratamentos,
assim como um aumento no numero de células cloridricas na diluicao de 2,5% (Tabela

4).

3.4 Analise histologica

O grupo controle apresentou o padrdo branquial descrito por Fanta et al. (2002)
para peixes teledsteos (Figura 2A). Os animais apresentaram arcos branquiais formados
por filamentos primarios (lamelas primarias), tendo em cada filamento primario,
lamelas respiratorias (lamelas secundarias) alinhadas ao longo de seus dois lados. Os
filamentos primarios sao cobertos por epitélio pavimentoso estratificado e possuem
espacos de sangue limitados por células pilares, separada do epitélio por uma grossa
membrana basal.

Foram observadas alteragdes histologicas nos animais expostos a todas as
diluicdes testadas. No primeiro biensaio, as alteragdes mais observadas foram
desprendimento epitelial (Figura 2B), perda da integridade epitelial (desorganizagao
epitelial), levando a ruptura da mesma, desenvolvendo assim um quadro de hemorragia
(Figuras 2C, D). O fator de importancia dessas alteracdes ¢ 1 (Tabela 2). Essas
alteragdes foram mais frequentes com o aumento da quantidade de vinhacga diluida no
meio aquatico. As andlises histologicas revelaram valores significativos para o
desprendimento epitelial para todas as dilui¢des de vinhaca testadas, com p<0,05. Para a
desorganizacao epitelial, os valores foram significativos apenas na diluicdo de 5%, com
p<0,01. Para os focos de hemorragia, os valores foram significativos para todas as
diluicdes, assim como no desprendimento epitelial, porém com p<0,01.

No segundo bioensaio, o desprendimento epitelial ndo foi tdo evidente como
observado no primeiro, entretanto a desorganizagdo epitelial foi maior e aumentou de
forma dose-dependente, sendo significativa na diluicdo de vinhaga 2,5%. Focos de
hemorragia foram observados em todos os tratamentos. A comparagao dos resultados de

ambos os bioensaios estdo sintetizados na tabela 3.
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3.5 Analise histoquimica

Com a analise das células mucosas evidenciadas pelo PAS (Figura 3) pode-se
verificar que o numero dessas células aumentou nos grupos expostos (Figura 3B, C, D,
E). Os valores foram significativos para todas as dilui¢des em relagdo ao controle, em
ambos os bioensaios, pelo método estatistico ANOVA, com p<0,05. A diluicao de 1%
de vinhaga foi a que apresentou o maior nimero de células mucosas, seguidos da
concentragdo 2,5 ¢ 5%, nos dois bioensaios. Porém, o método estatistico de Tukey
revelou que nao hd uma diferenga significativa entre os tratamentos, havendo diferenca

significativa apenas em relagdo ao controle (Tabela 4).

4. DISCUSSAO

O presente estudo objetivou analisar as possiveis alteragdes histopatologicas nas
branquias de tilapias apds exposi¢ao a diferentes diluigdes de vinhaga de cana-de-
acucar. Dado o grande volume produzido, o uso da vinhaga na fertirrigacdo ¢ uma
alternativa para o descarte desse residuo, porém as grandes quantidades dispostas em
campo podem sofrer lixiviagdo ou percolar nos perfis de solo e acabar contaminando os
recursos hidricos.

Em ambos os bioensaios, a dilui¢ao de 10% de vinhaca foi letal para os peixes;
no segundo bioensaio a letalidade foi maior, uma vez que 60% dos individuos da
diluicdo de 5% de vinhaca também morreram. Provavelmente a alta carga organica do
efluente e sua elevada DBO e DQO, de forma a esgotar o oxigénio na agua foi o
responsavel pela mortalidade dos peixes. Parametros como a grande quantidade de
potassio ¢ o baixo pH das amostras podem ter contribuido também para os efeitos
toxicos da vinhagca de cana-de-actcar, uma vez que a influéncia do pH em um
ecossistema pode se dar tanto de modo direto, com efeitos sobre a fisiologia das
espécies, como de modo indireto, podendo em determinadas condi¢des contribuir para a
precipitacdo de elementos quimicos toxicos, como metais tragco (CETESB, 2013). Vale
lembrar que a vinhaga pode apresentar valores de metais traco muito abaixo daqueles
detectaveis pelo método analitico empregado (CAMILOTTI et al., 2007). Dessa forma,
ndo ¢ possivel mensurar os provaveis danos de todos os elementos, embora possam
trazer inumeras lesdes aos peixes caso estejam presentes (ALVARADO et al., 2006;

RANDI et al., 1996; SREEDEVI et al.,, 1992). Segundo Robertiello (1982) a
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composi¢do da vinhaca varia em fun¢do da planta de cada destilaria para producdo de
etanol e no proprio processo de destilagao.

A amostra de vinhaga bruta utilizada no primeiro bioensaio apresentou
concentragdo de cromo mais alta do que a permitida pela CETESB para corpos hidricos,
imaginando que esse metal fosse diluido na mesma propor¢cdo que a vinhaga, sua
concentragdo nas dilui¢des de 2,5%, 5% e 10% ainda seria superior ao permitido.

O tecido branquial dos peixes apresenta dois tipos de resposta celular, a de
defesa e a compensatoria (MALLAT, 1985; TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Ambas as
respostas ajudam a barrar a entrada de substancias toxicas, impedindo que essas
substidncias alcancem a corrente sanguinea e, em menor propor¢do, auxiliam na
prevencdao dos danos causados pela exposi¢ao direta (CERQUEIRA; FERNANDES,
2002).

O desprendimento epitelial observado nas branquias dos peixes submetidos a
vinhaga, principalmente no primeiro bioensaio ¢ uma resposta inicial do aparelho
branquial caracterizada pelo aumento das fungdes das células e dos tecidos, provocado
pela alteragdo das atividades fisioldgicas destes (SMART, 1976). Sao mecanismos
tipicos de defesa das branquias que promovem o aumento da barreira 4gua-sangue; esta
perda da superficie respiratéria pode resultar em morte por andxia (RAND;
PETROCELLI, 1985); ¢ uma alteracdo regressiva, cuja finalidade ¢ reduzir
funcionalmente o 6rgdo atingido, e desta forma, diminuir a contamina¢cdo do animal
pela substancia toxica (BERNET et al., 1999).

A hemorragia observada em todas as concentragdes de vinhaca, ¢ classificada
como distarbio circulatorio (BERNET et al., 1999). Aparentemente, as células
pavimentosas perdem aderéncia uma com as outras, resultando numa ruptura do tecido,
causando a hemorragia, fazendo com que o 6rgdo atingido perca a sua funcionalidade,
diminuindo desta forma, a contaminagao pelo agente toxico.

Tan e Lim (1984) relataram que o aumento das células mucosas ¢ o primeiro
sintoma visivel de toxicidade em Perna viridis, exposto ao chumbo. Segundo Takashina
e Hibiya (1995), a hipersecrecao pode ser o resultado de uma resposta cronica contra
infeccoes parasitarias ou bacterianas ou contra produtos quimicos irritantes. O muco ¢
normalmente encontrado nos filamentos, mas pode ser encontrado no epitélio
respiratério de peixes expostos a condi¢des de estresse, o que pode sugerir que a
camada formada pela produ¢dao de muco protege as superficies lamelares contra os

agentes toxicos, infecciosos e particulas em suspensao (MALLAT, 1985). Devido a
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funcdo de prote¢do do tecido que o muco apresenta (BERNET et al., 1999), o aumento
de células mucosas ¢ um indicativo de presenca de substancias toxicas na agua
(DAVID; FONTANETTI, 2009; BIAGINI et al., 2009), e, como apresentado nos
resultados, o aumento foi observado em todos os tratamentos, sendo significativo em
relacdo ao controle pelo método ANOVA, indicando que a vinhaca se apresenta toxica
nas trés dilui¢des utilizadas neste estudo.

As células pavimentosas da branquia constituem a maior parte da superficie
branquial; sdo caracterizadas por apresentarem cristas em suas superficies, as quais,
segundo Mallat (1985), sdo importantes na retencdo de muco no epitélio branquial,
como uma forma de prote¢ao contra alteragdes ambientais. Desta forma, uma redugao
dessas cristas, como foi observada neste estudo, no segundo bioensaio realizado, indica
a resposta do 6rgdo afetado em relagdo ao contaminante, sendo essa uma resposta do
tipo regressiva, segundo Bernet et al. (1999). Wong e Wong (1999) observaram reducao
das cristas nas branquias de O. mossambicus submetidas a diferentes concentragdes de
cadmio. Biagini et al. (2009), também observaram uma redug@o nas cristas das células
pavimentosas em tildpias criadas em agua poluidas tratadas por flotacao.

Em suma, a vinhaga de cana-de agucar, possui poder poluente 100 vezes maior
do que o esgoto doméstico (SILVA et al., 2007), sendo largamente reaproveitada em
plantagdes canavieiras para fertirrigacdao; contudo, através do processo de lixiviagdo e
percolacao, este efluente pode atingir os cursos d’dgua e contamina-los com seus
componentes; por isso ¢ de extrema importancia que o potencial toéxico da vinhaga seja

levado em consideragao.

5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos por meio da andlise histopatologica das branquias de
peixes da espécie O. niloticus, expostos a quatro diferentes dilui¢des de vinhaga de
cana-de-agucar, pode-se concluir que esse residuo apresentou potencial toxico e
citotoxico em meio aquatico. Isto foi demonstrado pelas taxas de mortalidade nas
maiores dilui¢des, pelas alteracdes na morfologia do tecido branquial e o aumento
significativo de células mucosas para todas as dilui¢des de vinhaga. Dessa forma, a
reutilizagdo deste efluente na pratica de fertirrigagdo deve ser avaliada com cautela, uma
vez que ao atingir o meio aquatico, seu efeito na fauna pode ser extremamente nocivo.

Portanto, a disposicdo desse residuo em campo deveria ser feito com mais cautela
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podendo receber um tratamento prévio antes de ser lancado nas culturas como

fertilizante.
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Tabela 1 Principais alteragdes encontradas em branquias de O. niloticus expostos a

vinhaga e seus respectivos fatores de importancia

Caracteristicas Analisadas Fator de importancia (w)

Desprendimento epitelial
Desorganizac¢ao lamelar

Hemorragia

Perda das cristas

Entumecimento das células pavimentosas

—




Tabela 2 — Anélises fisico-quimicas da amostra de vinhaga utilizada

Parametro Coleta 2011 Método
Amonia (mg/L) <LQ USEPA 440/5-85-001
Calcio (mg/L) 671 SM21 3120 B
Condutividade Elétrica 15110 SM21 2510 B
(ns/cm)
DBO (mg/L) 7941 SM21 5210 B
DQO (mg/L) 25225 SM21 5220 D
Dureza (mg CaCOs/L) 276 SM21 2340 B
Fosfato total (mg/L) - SM21 4500-P C
Magnésio (mg/L) 264 SM21 3120 B
Nitrato (mg/L) 1,49 SM21 4500- NO3 F
Nitrito (mg/L) 0,033 SM21 4500- NO», B
pH 4,37 SM21 4500- H"* B
Potassio (mg/L) 3401 SM21 3120 B
Residuo nao-filtravel (mg/L) 1800 SM21 2540 D
Soédio (mg/L) 114 SM21 3120 B
Sulfato (mg/L) 2993 SM21 4500- SO42 E
Arsénio <LQ SM21 3120B
Bario <LQ SM21 3120B
Cadmio <LQ SM21 3120B
Calcio Total 671 SM21 3120B
Carbono Orgéanico - SSSA Cap40
Chumbo <LQ SM21 3120B
Cobre 0,76 SM21 3120B
Condutividade Elétrica 15110 SM21 3120B
(us/cm)
Cromo 3,56 SM21 3120B
Enxofre Total 1681 SM21 3120B
Foésforo Total 207 SM21 3120B
Magnésio Total 264 SM21 3120B
Mercurio <LQ EPA 7470*
Molibdénio <LQ SM21 3120B
Niquel <LQ SM21 3120B
Nitrato 1,49 SM21 4500-NOs E
Nitrito 0,03 SM21 4500-NO~, B
Nitrogénio Amoniacal - SM21 4500-NH; E
Nitrogénio Kjeldahl 171 SM21 4500-Norg B
Potassio Total 3401 SM21 3120B
Selénio <LQ SM21 3120B
Sodio Total 114 SM21 3120B
Solidos Totais - SM21 2540B
Sdélidos Totais Volateis - SM21 2540B
Teor de solidos - SM21 2540B
Umidade - SM21 2540B
Zinco <LQ SM21 3120B

LQ: Limite de quantificagdo



Tabela 3: Frequéncia de ocorréncia de alteragdes significativas encontradas nas branquias em O. niloticus expostos a vinhaga
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1° Bioensaio 2° Bioensaio
Alteracoes CN V1% V2,5% 5% CN V1% V2,5% V5%
Desprendimento epitelial 0,80+0,97 3,20+2,03 3,60+1,49 4,00£1,26* 0,80+1,60 0 0,20+0,40 0
Desorganizacio lamelar 1,20+0,97 0,80+0,97 2,40+0,8 5,20+£0,97%** 1,00£1,26 2,40+0,48 3,60+0,80* 4,00
Hemorragia 0 3,20+0,97%* 2,00%* 2,00%* 0,40+0,48 0,20+0,40 2,00£2,09 0
Perda das cristas 5,00+0,70 5,00+0,70 4,80+0,44 4,40+1,14 1,40+1,14 4,20+0,44** 3,40+1,34* 4,00
Entumecimento 1,40+0,54 1,80+0,83 1,20+0,83 4,60+0,54** 1,40+1,14 2,40+1,51 3,80+0,44* 3,50+0,70

Dados apresentados como média + desvio padrao. CN: Controle negativo; V1%: Vinhaga 1%; V2,5%: Vinhaca 2,5%. V5%: Vinhaga 5%
*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste ANOVA em relagdo ao controle negativo.
**: Valor significativo para p<0,01 pelo teste ANOVA em rela¢do ao controle negativo.
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Tabela 4. Média (M) e desvio padrdo (DP) de células mucosas e células cloridricas quantificadas entre as lamelas secundarias de O. niloticus do

grupo controle e expostos as diferentes concentracdes de vinhaga.

Tratamento

1° Bioensaio

2° Bioensaio

Controle

Células Mucosas

Células cloridricas 12,00+2.91

392,4+64,04 524,6+34,83*

V1% V2,5%

505,4+30,12*

13,20+3,96 13,20£1,92

V 5%

494,2+30,10*
15,80£3,42

Controle V1% V 2,5% V5%
305,6+64,04 477+£74,61*%  470,8+£55,64* 187+256,74
9,00+1,58 13,40£2,07*%*  19,20+1,48**  14,50+0,70

Dados apresentados como valores maximos, minimos, média e desvio padrdo, frequéncia e células mucosas totais. CN: Controle negativo; V1%: Vinhaca 1%; V2,5%:

Vinhaga 2,5%; V5%: Vinhaga 5%

*: Valor significativo para p<0,05 pelo teste ANOVA em relagdo ao controle.
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Figura 1: Micrografias eletronicas de varredura de branquias de O. niloticus. A e B:
Grupo controle; C e D: Grupos expostos a vinhaga; F: filamento priméario; L: lamela
secundaria; CP: célula pavimentosa; *: células pavimentosas com perda de cristas;
cabeca de seta: células cloridricas; seta: entumecimento das células pavimentosas.
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Figura 2. Alteracdes histologicas observadas em maior frequéncia em O. niloticus. A.
Controle; B, C, D: Grupos expostos. F: Filamento primario; L: Lamela secundaria; (*)
desprendimento epitelial; (setas) desorganizacdo lamelar e perda da integridade das
lamelas; (circulo) hemorragia.
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Figura 3: Sec¢des histologicas de branquias de O. niloticus submetidas a técnica de
PAS. A: Grupo controle; B: dilui¢do de 1% de vinhaga; C: diluicao de 2,5% de vinhaga;
D: dilui¢ao de 5% de vinhaga. F: filamento primario; L: lamela secundaria; Setas: célula
mucosa



