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RESUMO

A contaminacdo de lagos e rios, por infiltracdo de residuos dispostos no solo como
fertilizantes, por exemplo, tem merecido destaque em todo o mundo, uma vez que tais
compostos podem conter elementos toxicos, causando alteragBes nos ecossistemas
aquaticos e/ou terrestres. Dada a possivel presenca desses elementos nesses residuos, é
possivel avaliarmos danos causados aos organismos expostos, por meio de mutagdes e
quebras no material genético. Neste sentido, o trabalho apresentado teve como objetivo
geral analisar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico da vinhaca, residuo da
transformacédo da cana-de-actcar em alcool, usada como fertilizante, utilizando peixes
(Oreochromis niloticus - Cichlidae) como organismo teste. Os individuos foram
expostos a diferentes dilui¢des de vinhaca na agua e, posteriormente, foi realizada a
analise dos seus eritrocitos utilizando o teste do micronucleo associado as
anormalidades nucleares e o ensaio do cometa. No primeiro bioensaio, as tilapias
expostas as concentracdes de vinhaca de 5% e 10% morreram apds 48h. O numero de
eritrocitos micronucleados foi estatisticamente significativo para a vinhaca na
concentracdo 1%, e também para as anormalidades nucleares broken-egg e broto,
qguando comparado aos controles negativo e positivo; foram significativos também os
eritrocitos tipo lobed, quando comparado ao controle negativo. Os resultados obtidos no
ensaio do cometa ndo foram significativos para a vinhaca 1% quando comparados ao
controle negativo, devido ao alto indice de cometas com danos no controle, o que néo é
usual. O mesmo foi observado para as alteragdes do tipo “notched” e “blebbed”. No
segundo bioensaio as analises quimicas realizadas para a detec¢do de metais pesados na
amostra de vinhaca, acusaram apenas a presenca de cobre e cromo, esse Ultimo com
concentracdo 89 vezes maior do que na primeira coleta. Diferentemente do primeiro
bioensaio, 0s peixes expostos a diluicdo de 5% ndo morreram. Pelo teste do
micronucleo associado as outras anormalidades nucleares observou-se que a vinhagca foi
mutagénica; em todas as concentracGes os valores de micronucleo foram significativos,
com p< 0,05. As anormalidades mais encontradas foram “blebbed”, “notched”, seguida
por “lobed”, as quais, todas obtiveram valores significativos para as concentracdes de
2,5% e 5% de vinhaca. Brotos também foram significativos para as concentracdes
maiores. A concentracdo 1% apresentou resultado significativo para as anormalidades
“blebbed” e “broken-egg”, esta tltima também foi significativa para a concentragao 5%.

Os resultados do ensaio do cometa foram significativos para todas as concentragoes,



tanto para as classes de cometa quanto para o escore de danos. Os valores s6 ndo foram
significativos nas classes 0 e 3 da concentragdo 1%. Portanto, os resultados

evidenciaram um potencial mutagénico e genotoxico da vinhaca.



ABSTRACT

Contamination of rivers and lakes, waste disposed by infiltration into the soil as
fertilizer, for example, has been highlighted around the world, since such compounds
can contain toxic elements, causing changes in aquatic and/or terrestrial ecosystem. Due
to the possible presence of these elements in these wastes, it is possible assess damage
to organisms exposed through breaks in genetic material and mutations. In this sense,
this work aimed at exploring the cytotoxic, mutagenic and genotoxic vinasse pontential,
residue used as fertilizer, from the processing of sugar cane into alcohol, using fish
(Oreochromis niloticus - Cichlidae) as a test organism. The individuals were exposed to
different dilutions of vinasse in the water and later carried out analysis of their
erythrocytes using the micronucleus test and nuclear abnormalities associated and the
comet assay. In the first bioassay, tilapia exhibited 5% and 10% vinasse concentrations
died after 48h. The number of micronucleated erythrocytes was statistically significant
for the 1% vinasse concentration and also for nuclear abnormalities such as broken-egg
and nuclear bud, when compared with negative and positive controls; were also
significant lobed type erythrocytes, when compared to the negative control. The test
results of the comet assay were not significant for 1% vinasse when compared to the
negative control, due to the high rate of comets with damage control, which is unusual.
The same was observed for changes as "notched” and "blebbed" type. In the second
chemical analyzes conducted, the detection of heavy metals in the vinasse sample,
charged only the presence of copper and chromium, the latter with a concentration 89
times higher than in the first test. Differentially the first bioassay, fish exposed to
dilution of 5% did not die. At micronucleus test associated with other nuclear
abnormalities observed that vinasse was mutagenic; at all concentrations micronucleus
values were significant, with p <0.05. The abnormalities more found were "blebbed",
"notched", followed by "lobed", which all had significant values for concentrations of
25% and 5% of vinasse. Nuclear buds were also significant for the higher
concentrations. A 1% concentration showed a significant result for "blebbed" and
"broken-egg" abnormalities, the latter was also significant for the 5% concentration.
The comet assay results were significant for all concentrations, for both classes of comet
as damages for the score. The values were not significant only in classes 0 and 3 in 1%
concentration. Therefore, the results showed a genotoxic and mutagenic potential of

vinasse.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, um dos temas de discussdo mais relevantes na comunidade cientifica
mundial é o impacto gerado pelas atividades humanas ao meio ambiente, influenciando a
qualidade da &gua, 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 0s ecossistemas de agua doce, juntamente com os estuarios, fornecem os sistemas
mais baratos e convenientes para descarte de efluentes (ODUM, 1988). Em consequéncia
disso, a preocupacdo em diagnosticar e monitorar a poluicdo ambiental aquética e
crescente e de extrema importancia.

A intervencdo humana pode ser considerada como a maior responsavel pela
magnitude e frequéncia da disposi¢cdo de contaminantes, uma vez que a sua geragdo e
utilizacdo como subproduto de atividades industriais ocorre em escala exponencial,
gerando diversos impactos em nivel local e global, levando a um estresse continuo da
natureza e, consequentemente, a efeitos agudos ou cronicos a satde dos ecossistemas e do
homem (BRAYNER, 1998).

Como o Brasil é rico em recursos hidricos, ainda ha na populacdo uma mentalidade
de descaso e desperdicio, sendo a agua, devido sua propriedade como solvente universal,
utilizada para descarte de efluentes urbanos e transporte de residuos, que sdo muitas vezes
toxicos, levando a degradacdo dos ecossistemas aquaticos (WHITE; RASMUSSEN, 1998).
Esses efluentes, principalmente os industriais, podem ter composi¢des complexas podendo
apresentar pesticidas e metais pesados, ocasionando sérios danos aos organismos (VEGA
etal., 1996).

Os efluentes industriais constituem um dos poluentes que mais geram impactos ao
meio ambiente; dentre estes, tem merecido destaque, os residuos do setor agrario. Esse
setor é muito forte no pais e um dos que mais causam impacto ambiental, dada a sua
natureza exportadora, a necessidade de grandes porcOes de terras, 0 uso excessivo de
agrotoxicos e pesticidas e geracao de grande quantidade de residuos. Nesse sentido, é larga
a contribuicdo da industria sucroalcooleira ao considerarmos 0 impacto ambiental, uma vez
que a mesma produz cerca de 16 bilhGes de litros de etanol por ano para atender o mercado
interno e externo, com 350 usinas operantes (UNICA, 2007; JUNIOR et al., 2008), sendo
que para cada litro de etanol produzido é gerado cerca de 10 a 15 litros de vinhaga como
residuo. Para minimizar essa imensa quantidade de residuo subproduzido, rico em matéria
organica e nutrientes, a vinhaca passou a ser utilizada na fertirrigacdo da prépria cultura de

cana-de-acgucar.
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Esse uso da vinhaga previne que a mesma seja despejada em rios de forma ilegal,
no entanto, a vinhaca quando depositada no solo pode sofrer percolacao/lixiviacao,
podendo chegar a cursos d’agua, mas ndo na sua forma bruta. Entretanto, até mesmo um
solo arenoso fino, que possui boa capacidade de retencdo e condigdes moderadas de
compactacao (densidade aparente entre 1,5 e 1,67), permite o carreamento consideravel de
elementos aos rios e lagos (CALCAS, 2001; HAMADA et al., 2002).

Frente ao grande crescimento industrial provocado pelo avan¢o da economia, a
preservacao dos recursos hidricos e 0 monitoramento de contaminagdes sdo fundamentais e
necessarios. Por isso é de extrema importancia avaliar os efeitos toxicos e genotoxicos da
poluicdo e os efeitos dos contaminantes sobre 0s organismos Vvivos; para isso, técnicas que
consigam medir esses efeitos sdo indispensaveis, uma vez que analises fisico-quimicas da
agua indicam somente a presenca e a concentracdao dos poluentes (SMAKA-KINCL et al.,
1996; MATSUMOTO et al., 2006).

Um teste amplamente utilizado € o teste do micronicleo associados as
anormalidades nucleares. Tal método detecta microndcleos resultantes de quebras
cromossomicas durante a divisdo celular e/ou eventos de perda cromossémica resultantes
de atrasos anafasicos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Eritrocitos de peixes, por serem
nucleados, sdo excelentes ndo so6 para a visualiza¢do dos micronucleos, mas também para a
observacao de outras anormalidades nucleares, que parecem estar relacionadas com falhas
na divisdo celular, processo de morte celular, genotoxicidade e/ou mutagenicidade
(CORMAK, 1991; FENECH, 2000), sendo assim complementar a analise de micronucleos
(SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA, 2001; CAVAS; ERGENE-
GOZUKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2006; HOSHINA et al., 2008).

Assim como o teste do micronucleo, o ensaio do cometa é amplamente aceito pelas
agéncias internacionais como um método padrdo para avaliar danos no DNA em células
individuais e tem sido usado em uma grande variedade de aplicagdes, incluindo o
biomonitoramento humano e ambiental e estudos de genotoxicidade (COLLINS, 2004). E
muito usado no campo da genética toxicoldgica, sendo utilizado em testes in vitro e in vivo
com células de animais e plantas (FAUST et al., 2004). E uma técnica considerada réapida,
economicamente viavel, sensivel e ndo necessita de muitas células para ser realizada;
segundo Frenzilli et al. (2009), o ensaio do cometa é uma ferramenta amplamente utilizada
no diagnostico da genotoxicidade em ambientes aquaticos.

Além de técnicas apuradas que avaliem o potencial toxico do poluente, é necessaria
também a utilizacdo de organismos sensiveis, em ensaios de curto prazo, tais como plantas

e animais aquaticos (MAJER et al., 2005). Assim sendo, o teste do micronucleo, utilizando
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peixes, tem demonstrado ser uma técnica in vivo Util para testes de genotoxicidade e tem
potencial para 0 monitoramento in situ da qualidade da 4gua (KIM; HYUN, 2006).

Neste sentido, considerando a importancia da dgua para a vida e a relevancia da
contaminagdo dos recursos hidricos por residuos industriais, dentre eles a vinhaca, que
pode chegar ao ambiente aquético por despejo ou percolagdo, € imprescindivel a realizacao
desse estudo que tem por objetivo avaliar o potencial toxico deste residuo sobre um

organismo aquatico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A problematica da contaminacdo aquética e a vinhaca

Nas ultimas décadas o setor industrial cresceu exponencialmente e obteve um papel
importantissimo, ndo s na economia, como também na producdo de residuos. Até a
década de 80, por falta de uma legislacdo ambiental mais rigorosa, muito desses residuos
eram destinados aos corpos d’agua. Apds a década de 80 houve uma maior preocupagio
com o0 meio ambiente e valorizacdo da biodiversidade, caracterizando a fase holistica da
legislacdo (FARIAS, 2009).

Um setor que se desenvolveu muito durante a década de 80 foi o sucroalcooleiro,
impulsionado pelo incentivo estatal por meio do programa Préalcool, com uma proposta
alternativa ao uso dos derivados de petrdleo, na tentativa de superar a crise e atender a
demanda do mercado interno e externo. Assim, a indudstria sucroalcooleira ganhou
destague ndo s6 na economia, como também na questdo ambiental devido a enorme
quantidade de residuos que produz (PAOLIELLO, 2006).

A vinhaca, também conhecida por restilo ou vinhoto, principal residuo da
transformacédo da cana-de-aglcar em etanol, geralmente é &cida (pH: 3,5-5), de coloragéo
castanho-escura, de odor incbmodo aos humanos e com alto contetdo orgéanico (COD: 50-
150 gL™) (WALISZEWSKI et al.,1997; ESPANA-GAMBOA et al., 2011). A produgéo 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 vinhaga como residuo (CORTEZ, 1992; YESILADA, 1999; KUMAR;
GOPAL, 2001). Atualmente, o Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo
(DEMATTE, 2004), com capacidade de produzir 16 bilhdes de litros de etanol por ano
(UNICA, 2007; JUNIOR et al., 2008).

Devido a uma legislacdo mais rigorosa e uma maior preocupacdo ambiental, a

vinhaca que antes era jogada em rios, causando sérios problemas de poluicdo (SANTOS et



12

al., 1981; DEMATTE et al., 2004), atualmente é utilizada na fertirrigacdo da propria
cultura de cana-de acucar, uma vez que esse residuo apresenta grande quantidade de
matéria organica, ions e micronutrientes essenciais para as plantas, possibilitando a
fertilizacdo de solos agricultaveis (MELO; SILVA, 2001).

A adocdo da pratica de fertirrigacdo consiste na infiltracdo da vinhaca in natura no
solo, por meio da irrigacdo das culturas de cana-de-agucar (CAMARGO et al., 2009).
Diversos autores, como Resende (1979), Gloria 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, por levar a um aumento na retencdo de umidade, porosidade, nivel de
potassio e condutividade elétrica. No entanto, em alguns casos, a aplicacdo da vinhaca tem
sido contestada pelos seus efeitos no solo e nas aguas subterraneas (SILVA et al., 2007;
GIANCHINI; FERRAZ, 2009). De acordo com varios autores, o despejo direto da vinhaga
no solo pode causar sua salinizacdo, lixiviacdo dos metais presentes no solo para as aguas
subterraneas, alteracdes na qualidade do solo devido ao desbalanceamento dos nutrientes,
principalmente do manganés (AGRAWAL; PANDEY, 1994), reducdo da alcalinidade e
perda das culturas (KUMAR; VISWANATHAN, 1991), aumento da fitotoxicidade e odor
incomodo (NAVARRO et al., 2000).

Embora os efeitos da vinhaga no solo e na agricultura sejam conhecidos, ndo se tem
muitas informacdes a respeito dos efeitos biologicos induzidos pela vinhaca nos diferentes
organismos, sejam eles do proprio solo ou dos ambientes aquaticos.

Estudos de toxicidade da vinhaca em drosofilas (Drosophila melanogaster)
mostraram que a taxa de fecundidade dos ovos e a fertilidade de fémeas, foram reduzidas
consideravelmente com o aumento da concentracdo de vinhaca. Esse mesmo estudo
mostrou que a vinhaca altera a longevidade dos individuos, sendo muito mais significativo
em machos e na concentracdo de 50% (YESILADA, 1999).

Monteiro et al. (2011) avaliaram a reducdo da toxicidade da vinhaga tratada pelo
fungo Pleurotus sajor-caju utilizando organismos aquaticos, como Pseudokirchneriella
subcapitata, Daphnia magna, Daphnia similis e Hydra attenuata, como organismos-teste.
Houve redugfes de 82,8% na DQO, 75,3% na DBO, 99,2% na coloragdo e 99,7% na
turbidez da vinhaca, além de uma reducdo de sua toxicidade. Por outro lado, Kumar e
Gopal (2001) avaliaram a toxicidade da vinhaga em peixes da especie Channa punctatus
em diferentes concentracOes; os autores observaram grande producgéo de muco, redugéo
nas proteinas e alta concentragdo de acido latico em diferentes 6rgaos, como cérebro,

figado, rins e musculos.
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2.2. Oreochromis niloticus como bioindicador para o monitoramento ambiental

Diversos organismos-teste vém sendo empregados na deteccdo de danos
genotoxicos e mutagénicos, em avaliacdes de possiveis efeitos de contaminacdo, com base
em alteracdes estruturais, formacdo de micronudcleos, danos no DNA, troca de cromatides
irmas ou analise de genes mutantes (PENA, 1996).

De acordo com Albuquerque (2007), o aumento da quantidade de contaminantes no
ecossistema aquatico necessita do entendimento do efeito bioldgico de xenobiontes na
biota aquatica. O reflexo do comprometimento ambiental de um ecossistema aquatico pode
ser evidenciado utilizando peixes, devido a seu alto nivel trofico e a sua grande
importancia na dieta alimentar do ser humano. Estas caracteristicas contribuem para que o0s
peixes sejam espécies alvo para pesquisas de avaliacdo de impactos no ambiente aquatico
e/ou avaliacdo de risco, em que séo utilizados como marcadores bioldgicos. Assim, peixes
sdo intensamente utilizados como bioindicadores em avaliagbes de contaminagéo
ambiental (FONTANETT]I et al., 2012).

A tilapia (Oreochromis sp) é uma espécie nativa da Africa, sendo introduzida no
Brasil por volta de 1971, no Ceara (CASTAGNOLLI, 1992). A espécie Oreochromis
niloticus (tilapia-do-nilo) ¢ originaria da bacia do rio Nilo, no Leste da Africa; pertencente
a familia Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta coloracdo cinza azulada, corpo curto e
alto, cabeca e cauda pequenas (GALLI; TORLONI, 1984). A caracteristica principal que
distingue O. niloticus € a presenca 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 aqiiculturas do mundo, atras apenas da cultura de
carpas e salmonideos. Sobretudo, é a mais importante espécie de tilapia cultivada,
representando mais de 80% da producéo total de tilapias (MOUSA; MOUSA, 1999; AL-
SHAMSI et al., 2006). Esta espécie, que é primariamente, porém ndo estritamente
herbivora, teve sua cultura favorecida em virtude de caracteristicas como rapido
crescimento, grande resisténcia as condi¢des adversas e doencas, adaptabilidade a diversos
tipos de meios e ambientes, entre outros (CHARO-KARISA et al., 2006; PONCE-
MARBAN et al., 2006). Outra caracteristica que torna vantajosa a criacio de tilapias € a
capacidade do organismo em obter um 6timo desenvolvimento em grandes concentragdes
populacionais, caracteristica que diminui o custo de manutencdo per capita (PONCE-
MARBAN et al., 2006).

Segundo Giron-Pérez et al. (2007), a tilapia-do-nilo € um o6timo modelo para

avaliacdo do ecossistema aquatico e para realizacdo de estudos toxicoldgicos. Os peixes,
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como um todo, s@o excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de
retirar, estocar e 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 agua, especialmente as espécies pequenas de aquario, que
podem ser mantidas em laboratorio e facilmente expostas as substancias toxicas, sendo
utilizadas na avaliagdo da presenca de substancias com potencial de causar danos a salde
humana (HARSHBARGER; CLARK, 1990; AL-SABTI; METCLAFE, 1995). Por serem
sensiveis a agentes toxicantes no meio aquatico, 0os peixes vem se mostrando muito

adequados para o0s estudos de genotoxicidade.

2.3. Teste do micronucleo e ensaio do cometa como ferramentas no
monitoramento ambiental

O teste do micronicleo € um ensaio citogenético comumente usado em Varios
sistemas bioldgicos, para o monitoramento de genotoxicidade ambiental (MERSCH;
BEAUVAIS, 1997).

Micronucleos sdo pequenas massas intracitoplasmaticas de cromatina com
aparéncia de um pequeno nucleo, resultantes de quebras cromossémicas e/ou aneuploidia
durante a divisdo celular (AL-SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING,
2001). Durante a tel6fase, o envelope nuclear € formado ao redor do cromossomo inteiro
ou do fragmento cromossdmico perdido, que se descondensa e, gradualmente vai
assumindo a morfologia de um ndcleo interfasico, com excecdo do tamanho, pois este é
bem menor que o nucleo principal, razdo pela qual é chamado de micronucleo (FENECH,
2000).

Junto com a observagdo de micronucleos, anormalidades nucleares também podem
ser observadas e quantificadas. Descritas por Carrasco et al. (1990), as alteragdes
morfologicas no envoltério nuclear em eritrocitos de peixes podem ser do tipo “blebbed”,
nucleo que apresentam uma pequena evaginagdo nuclear, “lobed”, niicleo que apresenta
uma grande evaginacdo nuclear, maior que os “blebbed”, e os “notched”, nicleos que
apresentam invaginagao pronunciada e vacuolizacao.

Contudo, ainda ndo é totalmente esclarecido o mecanismo de formacgdo dessas
alteracfes nucleares. Entretanto, estudos indicam que as anormalidades nucleares s&o
induzidas em resposta a exposicdo a contaminantes (PALHARES; GRISOLIA, 2002,
ERGENE et al., 2007).
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O teste do micronucleo tem sido aplicado, com sucesso, em eritrécitos de peixes
(HOSE et al.,1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006); estas
células por serem nucleadas, sdo excelentes para a realizacdo deste teste, uma vez que
podem ser facilmente marcadas como resultado de atividade clastogénica dos
contaminantes (AL-SABTI; METCLAFE, 1995). Tem se mostrado uma técnica
promissora in vivo para avaliar a mutagenicidade e a qualidade da agua (AL-SABTI,
METCALFE, 1995; 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
cadmio, respectivamente, por meio do teste do micronucleo em eritrocitos de O. niloticus,
comprovando a eficacia do teste do microndcleo e da tilapia como organismo teste.

O teste do cometa é outro teste muito usado, que tem como objetivo detectar danos
no DNA (MONTEITH; VASTONE, 1995), 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 teste do cometa pode
ser considerado rapido, economicamente viavel, sensivel e ndo necessita de muitas células
para ser realizado.

O principio bésico do teste do cometa é a migracdo do DNA em uma matriz de
agarose sob condicdes eletroforéticas. Quando observadas em microscopio, as células tém
a aparéncia de um cometa, com cabeca (regido nuclear) e uma cauda contendo 0s
fragmentos de DNA que migraram em dire¢do ao polo positivo (HARTMANN et al.,
2003). Dessa forma, quanto maior a cauda do cometa maior foi 0 dano genético induzido
no nucledide. Portanto, 0 ensaio do cometa é capaz de detectar quebras no material
genético das células (SINGH et al., 1988); entretanto, essas lesdes sdo consideradas
primarias e, dessa forma, sdo passiveis de reparo. Assim, podem ou ndo resultar em
alteracOes genéticas (COLLINS et al., 1997).

A andlise do ensaio do cometa pode ser realizada visualmente ou por meio do uso
de programas especificos. Visualmente, as células podem ser classificadas 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 migragdo de fragmentos de material genético (cauda); em classe
1, quando o tamanho da cauda do cometa ndo excede o diametro da cabeca; em 2 quando o
tamanho da cauda é entre um a duas vezes o tamanho da cabeca e em classe 3, quando o
tamanho da cauda € maior que duas vezes o tamanho da cabeca (COLLINS et al., 1997).

Vérios autores como Kumar et al. (2010), Hoshina e Marin-Morales (2011) e Cavas

(2011), utilizaram o ensaio do cometa para avaliar efeitos genotoxicos em peixes Channa
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punctatus, O. niloticus e Carassius auratus, respectivamente. Todos observaram a eficacia
do ensaio do cometa, constatando efeitos genotdxicos da atrazina em C. auratus, do
inseticida malathion em C. punctatus, e do efluente de uma refinaria de petroleo de
Paulinia em O. niloticus. Nos dois primeiros estudos também foram utilizados o teste do
micronucleo. Souza e Fontanetti (2012) também avaliaram a toxicidade da agua do rio
Paraiba do Sul proximo a uma refinaria de petroleo, utilizando o ensaio do cometa em
eritrocitos de O. niloticus; os dados obtidos indicaram a presenca de substancias
genotdxicas em dois pontos de coleta, no local de despejo do efluente da refinaria e na
jusante do despejo.

Portanto, a utilizacdo desses dois testes é fundamental para uma avaliacdo

genotoxica e mutagénica, além de serem técnicas relativamente simples e rapidas.

3. OBJETIVOS

Este projeto teve por finalidade avaliar o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico da vinhaca, em diferentes dilui¢des, em eritrdcitos de tilapias (Oreochromis
niloticus).

Os objetivos especificos foram:
o Avaliar o potencial citotéxico da vinhaca pela presenca de células em processo de
morte celular, no sangue periférico de tilapias;
o Avaliar o potencial genotoxico da vinhaca por meio do ensaio do cometa e pela
presenca de anormalidades nucleares em eritrocitos de tilapias;
o Avaliar o potencial mutagénico da vinhaca pela presenca de eritrocitos

micronucleados em tilapias, por meio do teste do micronucleo.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material bioldgico

A espécie de peixe O. niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida popularmente
por tilapia-do-Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste. No bioensaio foram
utilizados cinco espécimens por tratamento, totalizando 30 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 Departamento de
Biologia, UNESP - campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a
temperatura media de 23°C, com sistemas de filtragem e aeracao.

4.2. Vinhaca como substancia toxica
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A vinhaca foi coletada na Usina Santa Lucia, localizada na cidade de Araras-SP.
Esse efluente foi mantido em camara fria (4°C), no Departamento de Bioquimica e
Microbiologia da UNESP de Rio Claro, até o inicio dos experimentos. Foram utilizadas

duas amostras de vinhacga, uma coletada em 2010 e outra em 2011.

4.2.1. Analises fisico-quimicas da vinhaca
Analises fisico-quimicas da vinhaca bruta (sem diluicdo) foram realizadas pelo
laboratério TASQA (Paulinia-SP), para avaliacdo dos parametros: pH, residuo néo filtravel
total, dureza, condutividade elétrica, nitrogénio nitrato, nitrogénio nitrito, nitrogénio
amoniacal, nitrogénio Kjeldhal, sddio, célcio, potassio, magnésio, sulfato, fosfato total,
DBO (Demanda Bioguimica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), bem
como os metais As, Ba, Cd, Cu, Cr, Hg, Mo, Ni, Pb, Se e Zn.

4.3. Bioensaios com O. niloticus

Foram montados dois bioensaios em aquarios, com capacidade de 30L cada. Em um
deles, foi realizado o controle negativo, com 30 litros de 4gua de poc¢o artesiano. Para o
controle positivo, foi injetada intraperitonealmente a substancia ciclofosfamida, e os peixes
também foram colocados em aquario com agua de poco artesiano. No primeiro bioensaio
foram utilizadas dilui¢bes de 1%, 5% e 10% de vinhaca. Ja no segundo bioensaio, para
compreender melhor os efeitos da vinhaga nos peixes, tendo em vista a alta taxa de
mortalidade dos peixes no primeiro bioensaio, foi adicionada ao experimento a dilui¢do de
2,5% de vinhaca. Portanto para os tratamentos, a vinhaca foi diluida em concentracdes de
1%, 2,5%, 5% e 10%, tendo como base diluicbes similares de vinhacga utilizadas por
Kumar e Gopal (2001) e Algur e Kadioglu (1992), na qual a vinhaca foi diluida para
avaliacdo do impacto desta em peixes Channa punctatus, e para avaliagdo do crescimento,
biomassa e produtividade primaria em Pisum sativum e Helianthus annuus,
respectivamente.

Os aquarios receberam aeracdo por 48 h. AplOs esse periodo, cinco peixes
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. Teste do micronicleo e outras anormalidades nucleares com eritrocitos
circulantes

Na confecgdo das laminas para o teste do micronucleo e outras anormalidades

nucleares, foi retirado aproximadamente 0,3 cm? de sangue, de cada peixe vivo, por meio

de puncéo cardiaca, utilizando seringas heparinizadas. Apos a punc¢éo, a agulha foi limpa
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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 contaminacao do sangue,
sendo utilizadas as gotas posteriores para a confec¢do das laminas, por meio da técnica de
esfregago sanguineo.

Trés extensdes sanglineas foram realizadas para cada individuo. O material foi
fixado em etanol absoluto por 10 minutos e seco a temperatura ambiente. Logo apos, as
laminas foram submetidas a reacdo de Feulgen, com uma hidrolise acida de 11 minutos,
em banho-maria a 60°C (MELLO; VIDAL, 1978).

Na identificacdo de micronucleos, alguns critérios foram adotados, segundo Huber
et al. (1983): boa preservacdo e coloracdo do citoplasma e do nucleo; micronicleo e o
nacleo principal dentro do mesmo citoplasma; auséncia de conexdo entre ndcleo e
microndcleo; o didametro maximo do microndcleo ndo deve ultrapassar a metade do nucleo
(se for maior, a célula foi considerada como binucleada); manutencdo da esfericidade do
nacleo e micronucleo.

As outras anormalidades nucleares seguiram a classificacdo de Carrasco et al.
(1990): “blebbed nuclei”, ndcleos com uma evaginacdo relativamente pequena do
envoltério nuclear, o qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes,
heterocromatina; “lobed nuclei”, nicleos com evagina¢des maiores que os “blebbeds”, mas
sem a mesma delimitacdo; alteracbes morfoldgicas do nucleo também foram incluidas
nesta categoria, por exemplo, aumento da superficie nuclear, formando maltiplos I6bulos,
caracterizando um nucleo disforme; “notched nuclei”, ndcleo com uma invaginacdo da
membrana; ainda de acordo com este autor, nucleos “notched” parecem ndo conter
material nuclear no local invaginado; “broken egg”, que podem estar unidos ao ntcleo da
célula principal por uma estrutura nucleoplasmatica; “broto”, visualizado na periferia do
nucleo e assim como os “broken egg” seriam o resultado do procedimento de expulséo do
micronucleo do ndcleo principal da célula (KIRSCH-VOLDERS et al., 2002).

A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney, com nivel de

significancia de 5%.

4.5. 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. Apds a puncdo cardiaca, com seringas devidamente heparinizadas,
uma amostra de 5 puL do sangue dos peixes foi diluida em 1.000 puL de PBS. As laminas
pré-gelatinizadas foram montadas com 10 pL da suspensdo celular + 120 pL de agarose de
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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 ldminas foram mantidas em solucédo de lise
gelada e recem-preparada (1 mL de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solucéo 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 solucéo de lise possui propriedades detergentes e contém altas concentracdes de
sais, que promovem a desintegracdo das membranas celulares. Apos a lise, as laminas
foram transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampé&o 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. Durante o tratamento alcalino, ocorreu o relaxamento e a
desespiralizacdo dos sitios de rompimento da molécula de DNA. As laminas foram, entdo,
neutralizadas com tampéo (Tris-HCI 0,4M, pH 7,5) em trés lavagens de 5 minutos cada,
para a remocao 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 a sequir, para posterior analise.

5. RESULTADOS

5.1. Analises fisico-quimicas da vinhaca

Pelas analises quimicas realizadas no primeiro bioensaio, a vinhaga apresentou
baixo pH, altos valores de DBO e DQO, bem como de potéssio (2056 mg/L), como pode
ser observado na tabela 1. No segundo bioensaio realizado, este residuo também
apresentou baixo pH, altos valores de DBO e DQO, bem como de potassio (3401 mg/L).
Os valores obtidos para dureza e sulfato, comparando-se as duas coletas de vinhaca, foram
bem distintos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas das duas amostras de vinhaca utilizadas.

Parametro Coleta 2010 Coleta 2011 Método
Amébnia (mg/L) <LQ <LQ USEPA 440/5-85-
001
Calcio (mg/L) 719 671 SM21 3120 B
Condutividade  Elétrica 13530 15110 SM212510B
(us/cm)
DBO (mg/L) 5046 7941 SM21 5210 B
DQO (mg/L) 13380 25225 SM21 5220 D
Dureza (mg CaCOs/L) 2493 276 SM21 2340 B
Fosfato total (mg/L) 1,30 - SM21 4500-P C
Magnesio (mg/L) 237 264 SM21 3120 B
Nitrato (mg/L) 1,30 1,49 SM21 4500- NO3 F
Nitrito (mg/L) 0,008 0,033 SM21 4500- NO, B
pH 3,9 4,37 SM21 4500- H" B
Potéssio (mg/L) 2056 3401 SM21 3120 B
Residuo nao-filtravel 2765 1800 SM21 2540 D
(mg/L)
Sédio (mg/L) 50,2 114 SM21 3120 B
Sulfato (mg/L) 710 2993 SM21 4500- SO,
E

LQ: limite de quantificac&o.

Em relacdo a presenca de metais pesados, comparando as duas coletas de vinhaca

realizadas observou-se que na primeira coleta, diferentes metais estavam presentes, em

diferentes concentrag¢fes, como: bario, cobre, cromo, mercurio, molibdénio, niquel e zinco.

Diferentemente na segunda coleta, detectou-se apenas a presenca de cobre e cromo (Tabela

2).
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Parametro Coleta 2010 Coleta 2011 Método
Arsénio <LQ <LQ SM21 3120B
Bario 0,41 <LQ SM21 3120B
Céadmio <LQ <LQ SM21 3120B
Célcio Total 719 671 SM21 3120B
Carbono Organico - - SSSA Cap40
Chumbo <LQ <LQ SM21 3120B
Cobre 0,35 0,76 SM21 3120B
Condutividade Elétrica 13530 15110 SM21 3120B
(us/cm)

Cromo 0,04 3,56 SM21 3120B
Enxofre Total 1219 1681 SM21 3120B
Fosforo Total - 207 SM21 3120B
Magnésio Total 237 264 SM21 3120B
Mercurio 0,0019 <LQ EPA 7470A
Molibdénio 0,008 <LQ SM21 3120B
Niquel 0,03 <LQ SM21 3120B
Nitrato 1,30 1,49 SM21 4500-NO3 E
Nitrito 0,008 0,03 SM21 4500-NO", B
Nitrogénio Amoniacal - - SM21 4500-NHs; E
Nitrogénio Kjeldahl 267 171 SM21 4500-Norg B
pH 3,9 4,37 EPA 4095 C
Potassio Total 2056 3401 SM21 3120B
Selénio <LQ <LQ SM21 3120B
Sodio Total 50,2 114 SM21 3120B
Solidos Totais - - SM21 2540B
Solidos Totais Volateis - - SM21 2540B
Teor de solidos - - SM21 2540B
Umidade - - SM21 2540B
Zinco 1,66 <LQ SM21 3120B

LQ: Limite de quantificacdo;

5.2. Descricdo dos resultados obtidos no teste do microndcleo associado as

anormalidades nucleares

No primeiro bioensaio 0s peixes expostos as concentracdes 5% e 10% morreram

antes de completar 48 horas. Diferentemente do primeiro bioensaio, na repeti¢do, os peixes

da concentracdo 5% sobreviveram, o que pode ser explicado talvez pela diminuicdo da

dureza da amostra e pela auséncia de metais como o bario, mercdrio, molibdénio, niquel e
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zinco, outrora quantificados pelas analises quimicas da vinhaca utilizada no primeiro
bioensaio.

Na analise dos eritrocitos micronucleados (Figura 1A) utilizados para avaliar o
potencial mutagénico da vinhaca foi observado valores estatisticamente significativos
quando comparados ao controle negativo, em ambos o0s bioensaios (Tabelas 3 e 4).

Comparativamente, os resultados obtidos na avaliacdo da genotoxicidade, entre o
primeiro (Tabela 3) e o segundo bioensaios (Tabela 4) foram bem distintos. Eritrocitos
com anormalidades tipo “notched” (Figura 1B) tiveram valores significativos apenas no
segundo bioensaio, para as concentragdes de 2,5% e 5% de vinhaca. Nucleos do tipo
“blebbed” (Figura 1C) apresentaram valores estatisticamente significativos para todas as
concentracdes testadas, apenas no segundo bioensaio realizado. Os valores de eritrocitos
portadores de nucleos do tipo “lobed” (Figura 1D) foram distintos entre os bioensaios; no
primeiro, o controle positivo e a concentragdo de 1% de vinhaga foram considerados
significativos, entretanto, no segundo, os valores foram significativos apenas nas
concentracdes de 2,5% e 5%. Assim como no primeiro bioensaio, os valores dos nucleos
do tipo “broken-egg” (Figura 1E) foram significativos para a concentragdo de 1%, ¢
também para 5%, no segundo bioensaio. Os brotos nucleares (Figura 1F), observados no
segundo bioensaio, s6 ndo foram significativos na concentracdo 1%, ao contrario do obtido
no primeiro bioensaio. Quando comparados ao controle positivo, todas as anormalidades
foram significativas, com exce¢do do “broken-egg” apenas para a concentragcdo mais alta,
do segundo bioensaio.

Entretanto, em ambos 0s bioensaios realizados, as maiores concentracdes
apresentaram valores significativamente maiores para eritrocitos portadores de

anormalidades nucleares e micronucleos.
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Tabela 3 — Valores de media e desvio padrdo de microndcleos e anormalidades nucleares
observados em eritrdcitos de O. niloticus, expostos a vinhaga durante o primeiro bioensaio

Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken-  Binucleada Broto
CN 0,4+0,54" 97+16,4  55,22420,1" 9,4+3,8" egg 0 0
CP 7,0£2,9%  105,4+41,78  82£18,3*  20,4+4,7* 0 0,8+1,78 0
V1% 11,4+3,9** 78,8+4239 77,4313 158458* 28+2,16* 0,24+0,44  11,3+11,79*

MN: micronucleo; CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentragdo de 1% de
vinhaca.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando
comparados ao controle negativo.

% valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01, quando
comparados ao controle negativo.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando
comparados ao controle positivo.

Tabela 4 — Valores de média e desvio padrdo de micronucleos e anormalidades nucleares
observados em eritrocitos de O. niloticus, expostos a vinhaca durante o segundo bioensaio

Tratamen MN Notched Blebbed Lobed Broken- Binucle Broto
to egg ada
CN 0 16,4+4,09 11,8+5,44 2,6+0,89 0,2+0,44 0 0,2+0,44
CP 3,6+1,14* 24,6+13,81 38+17,01* 6,2+4,43 1+1,73 0 1,8+1,3*
a
V1% 2,2+1,64* 254+18,46 40,6+27,3* 4,2+2,04  2,4+2,19 0 3,6614,13
a *
V2,5% 42+1,48*% 354+26,66 452+13,6* 8,2+5,89* 1+1,41 0 3,8+2,77*
a % a
V5% 5,4+0,54* 59,8+18,83 64,6+14,17 17,246,05* 1,8+1,3* 0 6,4+2,88%*
a#t xa#t xaft aft aft

MN: micronucleo; CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentracdo de 1% de
vinhaga; V 2,5%: concentracdo de 2,5% de vinhaca; V5%: concentracdo de 5% de vinhaga.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando
comparados ao controle negativo.

% valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01, quando
comparados ao controle negativo.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando
comparados ao controle positivo.
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Figura 1: Eritrdcitos de O. niloticus, expostos a vinhaga. A. Eritrocito com microntcleo (seta); B.

.
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Eritrocito com alteragdo “notched”; C. Eritrocito com alteragdo “blebbed”; D. Eritrocito com
alteragdo “lobed” (seta); E. Eritrocito com alteragdo “broken-egg”; F. Eritrécito com alteracdo

“broto” (seta).

5.3. Descricéo dos resultados obtidos no ensaio do cometa

Nos bioensaios foram analisados, aproximadamente, 100 nucledides de cada peixe
para a determinacdo da frequiéncia das classes de cometas. A freqiiéncia de nucledides em
cada classe de migracdo e o escore do dano foram utilizados como parametros para a
avaliacdo da genotoxicidade. Para esta avaliacdo foram observadas todas as classes de
migracao dos cometas (Figura 2).

No primeiro bioensaio, examinando a distribuicdo dos cometas em cada classe,
foram observados valores estatisticamente significativos, em relacdo ao controle negativo,

apenas para os animais do controle positivo (Tabela 5).
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Tabela 5: Média e desvio padrdo de nucledides com cometa e escore de danos em O.
niloticus expostos a 1% de vinhaca, por 96 horas durante o primeiro bioensaio

Tratamento Com Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore
Cometa
CN 86,617,36 14,8+7,46 26+8,51 34,8+6,90 25,8+13,21 173+28,87
CP 99,4+2,70*  2,6+2,07* 10,245,06* 31,4+14,70* 57,8+20,09* 246,4+27,21*
V1% 96,4+4,63 7,4+4,87 24,2+4,65 39,6+3,57 30,2+6,05 194+18,66

CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentracdo de 1% de vinhaca.
* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando
comparados ao controle negativo.

-

Figura 2: Classes de migracdo de cometas em nucleoides de O. niloticus expostos a vinhaga. A.
Nucledide de classe 0 (sem dano aparente); B. Nucledide de classe 1 (pouco dano); C. Nucleidide

de classe 2 (médio dano); D. Nucletide de classe 3 (maximo dano)

Diferentemente, no segundo bioensaio, apenas os cometas de classe 0 e 3 da
concentracdo de 1% de vinhaca ndo foram significativos (Tabela 6). Os valores obtidos no
segundo bioensaio revelaram um aumento no escore de danos de acordo com o aumento da
concentra¢do de vinhaca. Foi observado também valores maiores de cometas classe 3,

com resposta dose-dependente.
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Tabela 6: Média e desvio padrdo de nucledides com cometa e escore de danos em O.
niloticus expostos as diferentes diluicGes de vinhaga, por 96 horas durante o segundo
bioensaio

Tratamento Com Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Escore
Cometa
CN 66,4+8,64 35,619,44  31,818,31 17,4+7,43 17,2+4,32 113,2+17,76
CP 92,4+3,13* 10,8+1,92* 14,6+3,97* 27,617,12* 50,2+9,95* 220,4+13,46*
V1% 76,2+9,09*  25,4+8,82 2145,33* 26,6+2,96* 28,6+£12,75 115+31,93*

V25%  81,8+4,96% 232t8,10% 172+4,6%  27+509*  37,6+10,01*  184+18,46*

V5% 88,8+6,83*  13,2+7,85*  14+1,22* 23,6+1,51* 51,2+¢7,25*  214,8+21,79*

CN: controle positivo; CP: controle positivo; V1%: concentragdo de 1% de vinhaca; V 2,5%:
concentragdo de 2,5% de vinhaca; VV5%: concentragéo de 5% de vinhaga.

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05, quando
comparados ao controle negativo.

6. DISCUSSAO

No presente estudo foram feitos dois bioensaios para avaliar o possivel efeito toxico
de diluicdes de vinhaca. No primeiro, os peixes foram expostos a diluicdes de 1%, 5% e
10%, com base em estudos de Kumar e Gopal (2001) e Algur e Kadioglu (1992); porém
provavelmente, a alta quantidade de matéria organica, os altos valores de DBO e DQO, e
também a presenca de alguns metais como niquel, mercurio, béario e molibdénio, os peixes
das concentracdes 5% e 10% morreram, em menos de 48h. J& na repeticdo do bioensaio,
tento em vista a mortandade dos peixes nas concentracdes mais altas, foi adicionada ao
desenho experimental uma diluicdo de 2,5%, para melhor compreensdo dos possiveis
efeitos toxicos da vinhaca. Durante esse bioensaio, os peixes da concentracdo 10% néo
sobreviveram, muito provavelmente, devido a alta carga orgénica e alta DBO e DQO do
efluente. Entretanto, diferentemente do primeiro bioensaio, 0s peixes da concentragcdo 5%
sobreviveram. Pelos resultados obtidos nas analises quimicas, infere-se que a morte dos
peixes da concentragdo 5%, no primeiro bioensaio, pode ter sido decorrente da presenca de
diferentes metais pesados, em diferentes concentragdes, ndo detectados nas analises do
segundo bioensaio.

Alguns autores afirmam que, muitas vezes, a vinhaga apresenta valores de metais
pesados muito abaixo daqueles detectaveis pelo método analitico empregado

(CAMILOTTI et al., 2007), porém como ja foi descrito nas analises metais como bario,
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cobre, cromo, mercurio, molibdénio, niquel e zinco foram encontrados em concentracdes
relativamente altas.

Os efeitos deletérios dos metais pesados nos organismos sdo comprovados por
muitos estudos. Steinkellner et al. (1998) afirmaram que muitos dos metais pesados podem
provocar efeitos toxicologicos agudos e serem carcinogénicos. Como exemplo, tem-se 0
niquel, o qual demonstrou ser capaz de produzir efeitos adversos e/ou carcinogénicos aos
humanos e animais (COOGAN et al., 1989; SUNDERMAN, 1989; OBONE et al., 1999).

Na avaliacdo da genotoxicidade e mutagenicidade das dilui¢cbes de vinhaca, por
meio do teste do micronicleo e outras anormalidades nucleares, observou-se que 0s
valores de eritrocitos micronucleados apresentaram-se significativos para todas as
concentracdes testadas, em ambos os bioensaios realizados. No primeiro bioensaio, 0s
valores de microndcleos foram maiores do que 0s obtidos no segundo, provavelmente,
devido a presenca de diferentes metais como o bario, o cromo, o niquel (em concentragédo
acima do permitido pela CETESB — Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental),
mercurio e molibdénio, detectados pelas analises quimicas da primeira coleta e nao
observados na segunda. Tais resultados reforcam a importancia das analises quimicas de
misturas complexas, tal como a vinhaca, pois podem auxiliar no esclarecimento dos efeitos
observados nos organismos expostos e demonstrar que ha uma variacdo de elementos
quimicos, o que deve ser considerado para a sua disposic¢do na agricultura.

Embora todos os metais detectados pelas analises quimicas na primeira coleta ndo o
tenham sido para a segunda, observou-se que a concentracdo de cromo detectada na
amostra de vinhaca da segunda coleta 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 é classificado como mutagénico e carcinogénico em
animais (QUEIROZ FERREIRA, 2002; MATSUMOTO et al., 2006). Uma vez que 0
efluente em estudo provém de uma destilaria, formas oxidadas desse elemento seriam
extremamente possiveis.

Em relagdo as anormalidades nucleares, as mais encontradas foram os eritrocitos
portadores de nucleos do tipo “notched”, “blebbed” e “lobed”, sendo esses significativos e
em maior nimero nas maiores concentracdes de vinhacga (2,5% e 5%). As anormalidades
“broto” e “broken-egg” também foram significativas na maior concentragdo. De acordo
com Grisolia (2005), essas anormalidades nucleares podem decorrer de alteragbes na
estrutura do DNA, como quebras de fita simples ou quebras de fita dupla e da formacéao de
adutos (ligacédo covalente de um elemento ou composto quimico com as bases nitrogenadas
do DNA), entre outros. Ainda de acordo com esse mesmo autor, uma provavel causa da

iniciacdo do cancer pode ser a formacdo dessas anormalidades nucleares, como resultado
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da interagdo de compostos genotdxicos com o DNA. Caso ndo ocorra o reparo desta leséo,
esta pode ser propagada para as celulas filhas. Assim, estas células podem permanecer
latentes por muitos anos, acumulando novos danos, ou ainda, sofrerem uma exposicao
posterior a um agente promotor. As altas taxas de micronucleos e outras anormalidades
indicam provaveis efeitos mutagénicos e genotoxicos, respectivamente, principalmente nas
concentragfes maiores.

Os resultados obtidos pelo ensaio do cometa foram muito distintos, quando
comparados 0s bioensaios realizados. Enquanto no primeiro ndo houve resultados
significativos para a concentracéo de vinhaga 1%, no segundo, apenas os cometas de classe
0 e 3 da vinhaca 1% ndo foram significativos. Para as demais concentracfes, tanto para
nucleodides de classe 3, quanto para o escore da danos, observou-se uma relacdo dose-
dependente. Por se tratar de um efluente cuja composi¢do quimica pode variar, seus efeitos
também podem ter alguma diferenca, frente a presenca/auséncia e a concentracdo de
metais pesados, 0 que contribui na obtencdo dos diferentes resultados. Outro fator que
pode ter contribuido para essa diferenca nos resultados foi o lote de peixes utilizados no
primeiro bioensaio, o qual estudos de morfologia realizados nas branquias destes mesmos
individuos revelaram a presenca de parasitas (bactérias). Sabe-se que as bactérias
produzem toxinas que irdo fragilizar os peixes tornando-os vulneraveis a acdo de fungos
patogénicos.

Tendo em vista 0 cendrio mundial, onde ha crescente preocupacdo com 0 meio
ambiente e valorizagdo de combustiveis “verdes”, a perspectiva de crescimento do setor
sulcroalcooleiro aumentam. Portanto, monitorar os efeitos dos efluentes na natureza é de
extrema importancia. Os resultados sugerem precaucdo no uso indiscriminado de vinhaca
nos canaviais; embora esse residuo possa atuar como fertilizante e ser benéfico para as
plantas, esse efluente também pode ser lixiviado ou sofrer percolagdo no perfil de solo e
chegar a corpos d’agua ou lengdis subterraneos, podendo contaminar assim o meio
aquatico, principalmente por metais pesados, que sdo conhecidamente mutagénicos e
carcinogeénicos.

O potencial téxico da vinhaga tem que ser levado em consideragdo ao utilizar esse
efluente diretamente no meio ambiente. Os dados obtidos neste estudo corroboram os de
outros trabalhos, que afirmam que a vinhaga deve ser aplicada no meio com mais cautela e
ndo apenas como um efluente que pode ser reaproveitado, dada elevada quantidade
subproduzida de vinhaga - 160 bilhdes de litros ao ano (JUNIOR et al., 2008).
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7. CONCLUSOES
Pelos resultados obtidos no teste do microndcleo e outras anormalidades em
eritrocitos circulantes e no ensaio do cometa em peixes da espécie O. niloticus, expostos a

trés diferentes concentragdes de vinhaga pode-se concluir que:

e A concentracdo de 10% foi letal aos peixes, provavelmente devido a sua alta DBO,
DQO e alta quantidade de matéria organica.

e A vinhaca nas concentracdes 1%, 2,5% e 5% foi mutagénica, devido a significativa
taxa de microndcleos observados.

e As concentragdes de 1%, 2,5% e 5% apresentou potencial genotdxico, frente as
diversas anormalidades nucleares e a frequéncia de cometas observadas, sendo
observada uma relacdo dose-dependente.

e Os valores significativos de frequéncia de micronicleos e anormalidades nucleares
comprovaram que o teste do microndcleo constitui uma metodologia eficiente na
deteccdo dos potenciais mutagénico e genotoxico da vinhaca.

e Os valores significativos de frequéncia de cometas das diferentes classes para o
segundo bioensaio comprovaram que O ensaio do cometa constitui uma
metodologia eficiente na deteccdo do potencial genotdxico da vinhaca.

e Oreochromis niloticus se mostrou um eficiente organismo teste para o

biomonitoramento de recursos hidricos contaminados pela vinhaga.
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