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RESUMO

Dentre os contaminantes ambientais mais produzidos no mundo estdo o0s
derivados do petroleo, que atingem e contaminam o0s ambientes aquaticos. Sendo o
petrleo uma forma de energia ndo renovavel, alternativas renovaveis e menos
poluentes como o biodiesel vém sendo pesquisadas. Entretanto, apesar de ser
considerado menos poluente, mais biodegradavel e produzir menos gases de efeito
estufa durante a queima, pouco se sabe ainda sobre os potenciais efeitos toxicos do
biodiesel para a biota aquatica. Estes efeitos podem ser avaliados por meio da analise de
biomarcadores de contaminacdo, tais como alteragdes metabolicas na atividade de
enzimas de biotransformacdo e em parametros de estresse. Neste trabalho foram
analisados os efeitos de duas concentracdes (0,1 e 0,01 mL/L, com manutencdo do
tratamento a cada 5 dias) do biodiesel puro (B100) e da mistura de 20% de biodiesel
com diesel de petroleo (B20), em comparacdo com os efeitos do diesel de petréleo
contendo 5% de biodiesel (B5) e animais ndo expostos a nenhum dos combustiveis, em
figado e branquias de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas por 15 e 30
dias. Foram avaliadas as atividades das enzimas de biotransformacéao etoxiresorufina-O-
deetilase (EROD) e glutationa S-transferase (GST), das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) glutationa peroxidase (GPx) e niveis de
peroxidacao lipidica por meio da quantificacdo do produto malondialdeido. Testes de
toxicidade foram também realizados para se estabelecer valores de LC50 para cada
contaminante, de forma a melhor compararmos os efeitos dos contaminantes, 0s quais
mostraram que o B5 foi 0 composto mais tdxico, seguido do B20 e em seguida o B100.
Animais expostos ao B5 e ao B20 por 15 dias tiveram a atividade da EROD aumentada
e suas enzimas antioxidantes significativamente inibidas, efeito ndo observado nos
animais expostos ao B100. N&o obstante, apesar das inibi¢cdes observadas nas defesas
antioxidantes, os niveis de lesGes oxidativas em membranas ndo aumentaram. Apesar da
auséncia de efeito na atividade da EROD, enzimas antioxidantes e niveis de
peroxidacdo lipidica nos animais expostos ao B100, esses animais apresentaram
significativo aumento da GST quando expostos a maior concentracao, indicando que
apesar de ser o composto que menos causou efeitos nos animais, foi também
responsavel por alteracbes em marcadores bioquimicos. Os animais expostos aos
contaminantes por 30 dias ndo apresentaram alteracbes em nenhum dos parametros,
sugerindo uma adaptacdo dos parametros bioguimicos apds exposi¢es prolongadas.
Entretanto, animais expostos as maiores concentragdes do B5 e B20 ndo sobreviveram
aos tratamentos, ainda que o0s animais expostos ao B100 nas maiores concentra¢des nao
morreram, corroborando os dados dos testes de toxicidade. Em suma, conclui-se que a
toxicidade e os efeitos em biomarcadores bioquimicos aumentam a medida que se
aumenta a propor¢do de diesel de petroleo na mistura. Mas apesar de o B100 ser o
menos tdxico dos contaminantes, ressalta-se que foi responsavel por alteragdes na
atividade da GST.

Palavras-chave: Diesel, Biodiesel, tilapia, estresse oxidativo, biomarcadores



ABSTRACT

Among the environmental contaminants most produced in the world are derived
from petroleum, which reach and contaminate aquatic environments. Because oil is a
form of non-renewable energy, renewable and less polluting alternatives such as
biodiesel have been researched. However, despite being considered |ess polluting, more
biodegradable and produce less greenhouse gases during the burning, little is known
about the potential toxic effects of biodiesel on aquatic biota. These effects can be
evaluated through the analysis of biomarkers of contamination, such as changes in
metabolic activity of biotransformation enzymes and stress parameters. In this study, we
analyzed the effects of two concentrations (0.1 and 0.01 mL / L, with maintenance
treatment every 5 days) of pure biodiesel (B100) and the mixture of 20% biodiesel with
petroleum diesel (B20), compared with the effects of diesel oil containing 5% biodiesel
(B5) and animals not exposed to any fuel in liver and gills of tilapia (Oreochromis
niloticus) exposed for 15 and 30 days. We evaluated the activities of biotransformation
enzymes etoxiresorufina-O-deetilase-(EROD) and glutathione Stransferase (GST), of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx) and lipid peroxidation levels through quantifying the product
malondialdehyde. Toxicity tests were also conducted to establish LC50 values for each
contaminant in order to better compare the effects of contaminants, which showed that
B5 was the most toxic compound, followed by B20 and then B100. Animals exposed to
B5 and B20 for 15 days had increased EROD activity of and their antioxidant enzymes
significantly inhibited, which was not observed in animals exposed to B100.
Nevertheless, despite the inhibition observed in the antioxidant defenses, the levels of
oxidative lesions in membranes not increased. Despite the absence of effect on EROD
activity, antioxidant enzymes and lipid peroxidation levels in animals exposed to B100,
these animals showed a significant increase in GST when exposed to higher
concentrations, indicating that despite being the compound caused less effect in
animals, was also responsible for changes in biochemical markers. Animals exposed to
contaminants for 30 days showed no changes in any of the parameters, suggesting an
adaptation of biochemical parameters after prolonged exposure. However, animals
exposed to higher concentrations of B5 and B20 did not survive the treatments,
although the animals exposed to B100 in higher concentrations did not die,
corroborates the data toxicity tests. In summary, it is concluded that the toxicity and
effects on biochemical biomarkers that increase as one increases the proportion of
diesdl oil in the mixture. But although the B100 to be the least toxic contaminants, it is
emphasized that it was responsible for changesin the activity of GST.

Keywords: Diesel, Biodiesd, tilapia, oxidative stress, biomarkers



“Lembremo-nos de que o homem interior se renova sempre. A luta enriquece-o
de experiéncia, a dor aprimora-lhe as emogdes e o sacrificio tempera-lhe o
cardter. O Espirito encarnado sofre constantes transformacées por fora, a fim
de acrisolar-se e engrandecer-se por dentro.”

(Hhico Xavier
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminacdo Aquatica, Diesel e Biodiesel

Uma vez que todos os organismos dependem de agua pra sua sobrevivéncia, 0s
ambientes aquaticos sdo de grande importancia. Além das demais atividades
desenvolvidas a partir desses ambientes, como geracdo de energia, irrigacdo de
agriculturas, transporte fluvial e maritimo, entre outras (MORAES; JORDAO, 2002).
Porém, apesar de toda importancia, os ambientes aquaticos vém sendo cada vez mais
atingidos pela poluicdo decorrente do crescimento populacional, desenvolvimento
industrial, producéo, consumo e eliminacéo de produtos e residuos (JHA, 2004).

Define-se poluicdo aquatica como uma alteracdo quimica e/ou fisica de um
corpo d'agua decorrente do despejo de substancias, chamadas de contaminantes, que
impossibilitam a utilizagdo da agua (PEREIRA, 2004). Dentre os contaminantes
produzidos pelo homem destacam-se: lixo, metais, petroleo, agrotéxicos e elementos
radioativos (NIENCHESKI, 2000). Dessa maneira, percebe-se que a contaminacao
aquatica esta intimamente ligada & industrializacdo (GOEL, 2006).

Derramamentos de petrdleo e seus derivados sdo geradores de impactos
ambientais de grandes propor¢oes, uma vez que a remediacdo deste problema é cara e
dificil. A grande maioria dos casos de contaminacdo de areas aquaticas por petrdleo e
seus derivados origina-se a partir de falhas no transporte maritimo e rompimentos em
dutos de transportes (SIMONATO; ALBINATI; MARTINEZ, 2006). No Brasil, alguns
acidentes com petroleo e seus derivados vém ocorrendo nos ultimos anos, como por
exemplo, o derramamento de 1,3 milh&o de litros de petroleo na Baia da Guanabara
(RJ), em janeiro de 2000, e, em julho do mesmo ano, o vazamento de quatro milhdes de
litros de 6leo nos rios Barigui e Iguacu (PR) (MENICOM et al., 2002), afetando varios
animais aquaticos presentes na regido. Em escala mundial, destaca-se o rompimento do
tanque Prestige na costa da Espanha em 2002 derramando mais de 60.000 toneladas de
6leo, cujos efeitos mais dramaticos foram observados na regido da Galicia, afetando
também a costa inglesa (CAJARAVILLE et al., 2006; CARRO; COBAS; MANEIRO,
2006; SORIANO et al., 2006). Em todos estes eventos foram observados impactos em
diversos ecossistemas (MENICOM et al., 2002; FILHO, 2006).



Exposic¢des crbnicas e agudas de organismos ao petrdleo e seus derivados levam
a alteracbes na reproducdo e crescimento dos animais aquaticos, refletindo as
consequéncias em todo o ecossistema local (ZIOLLI, 2002). Estima-se que todos os
anos 6.000 toneladas de petroleo bruto sdo derramados no ambiente aquatico
(TIBURTIUS et al., 2004).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem a maior parte do
petréleo e sdo compostos organicos que apresentam dois ou mais anéis aromaticos
fundidos. Assim, a polui¢do originada por vazamentos de derivados de petréleo nos
ecossistemas aquaticos pode resultar na deposicdo de grandes quantidades de HPAs
(HAMOUTEN et al., 2002), conhecidos por seus efeitos carcinogénicos (PACHECO e
SANTOS, 2001). Vale salientar que os HPAs de origem petrolifera sdo uma das classes
de poluentes mais frequentemente encontradas nos ambientes aquaticos (KETTRUP;
MARTH, 1998).

Devido a sua natureza lipofilica, os HPAs podem penetrar facilmente nas
membranas bioldgicas e se acumular nos organismos vivos (TUVIKENE, 1995), sendo
que, a taxa de HPAs acumulados nos organismos aquaticos € altamente especifica
(NORTON, et al., 1985). Entretanto, animais como mamiferos, aves, peixes e varios
macroinvertebrados sdo capazes de metabolizar muitos dos hidrocarbonetos ingeridos
(ALBERS, 1995).

Dentre os derivados do petréleo, o 6leo diesel merece destaque em termos de
risco ambiental por ser continuamente lancado nos ambientes costeiros em funcdo de
seu uso como combustivel de embarcacgdes, veiculos rodoviarios e maquinas em geral
(KENNISH, 1992; FILHO, 2006). No Brasil, o 6leo diesel é o derivado propulsor do
refino e corresponde a 34% do volume do barril de petroleo. Na maioria dos outros
paises do mundo, esta demanda situa-se entre 15 e 25% do volume do barril de petr6leo
(Portal BR, 2005).

A dispersdo na agua de sua fracdo insollvel causa danos diretos aos peixes, visto
que, faz contato com suas superficies corpéreas, incluindo as branquias (PACHECO;
SANTOS, 2001). J& a fracdo solivel em &gua, composta por muitos HPAS, esta
relacionada a efeitos genotoxicos que levam a formacdo de neoplasias em figado de
peixes benténicos (BAUMANN, 1998), e a efeitos toxicologicos, como por exemplo, ao
estresse oxidativo (ACHUBA; OSAKWE, 2003; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003; ZHANG et al., 2004).



Estudos realizados em peixes Prochilodus lineatus expostos a fragdo soltvel do
6leo diesel em d4gua mostrou a ocorréncia de lesdes em branquias e figado, reducdo na
hemoglobina e anormalidades nos eritrocitos como micronucleos e quebras no DNA
(SIMONATO; GUEDES; MARTINEZ, 2008; VANZELLA; MARTINEZ; COLUS,
2007). Um outro estudo realizado com peixes da espécie Carassius auratus expostos a
fracdo acomodada em &gua do Oleo diesel, mostrou um aumento nas defesas
antioxidantes (ZHANG et al., 2004).

A fim de minimizar os impactos ambientais, busca-se cada vez mais a
implantacdo de energia limpa e renovavel, tendo como alternativa o biodiesel, que é
caracterizado como éster metilico ou etilico derivado de 6leos vegetais, gordura animal
ou Oleo residual. Estima-se que a producdo de biodiesel, que em 2012 estd em 9,5
bilhdes de litros, chegue a 100 bilhdes de litros em 2035, ja que ha grande incentivo,
como a Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que dispde que todo o diesel
comercializado em territério nacional contenha 5% de biodiesel (ANP, 2012).

Sheehan et al. 1998 relata que emissdes globais de CO, sdo mais baixos para o
biodiesel do que para 100% de diesel de petroleo, mostrando assim que biodiesel & uma
fonte menos poluidora que 6leo diesel quando se trata de emissdo de CO, Porém,
poucos sdo ainda os trabalhos realizados a fim de elucidar a toxicidade do biodiesel no
ambiente aquéatico. Nogueira et al. (2011) exp6s Oreochromis niloticus a diesel,
misturas diesel/biodiesel e biodiesel puro em diferentes concentracées (0,01 e 0,1mL/L)
e relata estresse oxidativo e alteracOes enzimaticas tanto para diesel quanto para
biodiesel. J& Khan et al. (2007) relata menor toxicidade aguda para biodiesel em
microcrustaceos (Daphnia magna) e alevinos de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
que o Gleo diesel.

Como sdo poucos 0s estudos sobre estes compostos, se faz necessario novos

trabalhos para conhecer melhor os impactos que estes causam no ambiente aquatico.

1.2 Biomarcadores de Contaminacao

Diferentes estratégias podem ser adotadas para se avaliar o nivel de
contaminagdo do meio aquéatico como, por exemplo, a identificacdo e quantificacdo dos
poluentes presentes na &gua, em sedimentos e nos organismos (GESTEL;
BRUMMELEN, 1996). Desde a década de 1970, pesquisadores e gestores de recursos
hidricos argumentam que as metodologias tradicionais de classificacdo de aguas,

baseadas em caracteristicas fisico-quimicas e analises quantitativas de poluentes ndo sdo



suficientes para a avaliacdo da qualidade da &gua, sendo necessaria também uma
avaliacdo dos efeitos biologicos e de suas propriedades sobre os organismos vivos
(CAIRNS; PRATT, 1993).

Atualmente, as analises ambientais se constituem em ensaios ecotoxicoldgicos.
Em nivel da organizacdo bioldgica, as ferramentas de analise sdo chamadas de
biomarcadores, os quais possibilitam a correlacdo da intensidade da exposicdo com o
efeito bioldgico da substancia (MAGALHAES E FERRAO FILHO, 2008).

Define-se biomarcador como qualquer resposta bioldgica a um poluente
ambiental, medida em tecidos corpo6reos de um organismo (GESTEL; BRUMMELEN,
1996). Os biomarcadores podem indicar tanto a exposicdo dos organismos aos
contaminantes (biomarcadores de exposicdo), como a magnitude da perturbacdo
causada em resposta a poluentes (biomarcadores de efeito) (CAJARAVILLE et al.,
2000). Varias sao as vantagens do uso de biomarcadores nos estudos de monitoramento
ambiental, tais como detectarem as primeiras alteragdes nas respostas bioldgicas,
evitando que os efeitos da intoxicacdo dos organismos cheguem a um ponto irreversivel
(VAN DER OOST et al., 2003).

Entre os biomarcadores mais utilizados e recomendados estdo as enzimas
envolvidas na metabolizacdo de compostos tdxicos e os sistemas de defesa antioxidante,
pois estas fornecem informacgdes importantes a respeito da capacidade de defesa dos
organismos, bem como da capacidade de biotransformacdo dos compostos toxicos
(BURGEOT et al., 1996). A Norwegian Oil Industry Association (OLF, 2005) sugere o
uso de biomarcadores bioquimicos na determinagdo dos efeitos bioldgicos em
organismos aquaticos expostos a derivados de petréleo. Dentre alguns biomarcadores
relacionados aos sistemas de defesa antioxidante destacam-se as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). J& com relacdo as
enzimas de metabolizacdo de xenobidticos destacam-se a enzima de fase | 7-

etoxirresorufina-O-deetilase (EROD) e de fase Il glutationa Stransferase (GST).

1.3 Biotransformacéo dos Contaminantes

Tem-se comprovado que os vertebrados, como peixes, aves e mamiferos
possuem um sistema de enzimas metabolizadoras de contaminantes (monooxigenases
de funcdo mista - MFOs) altamente desenvolvidas (INZUNZA et al. 2006). Este sistema

apresenta importante papel na biotransformacao de poluentes organicos (DEN BESTEN



et al. 1990), sendo capazes de transformar compostos mais apolares, como HPAs e
dioxinas em produtos hidrofilicos, facilitando sua excrecdo (COLLIER & VARANASI,
1991).

A metaboliza¢do dos compostos xenobidticos ocorre em trés fases: as fases | e 11
correspondem a biotransformacéo desses compostos e a fase 111 corresponde a excregdo
dos produtos resultantes da biotransformacdo (VAN DER OOST, BAYER,
VERMEULEN, 2003), como demonstra a Figura 1.
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Figura 1: Esquema simplificado das fases do metabolismo de destoxificagcdo. Quando as reacBes ndo
estdo bem acopladas, pode-se gerar EROs. Enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) presentes nas células impedem que as EROs provoquem
lesBes em macromoléculas. (Nogueira et al., 2011)

1.3.1 Fase |

A fase | envolve reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrélise que expde ou introduz
grupos funcionais (-OH, -SH, -NH2, -COOH) a molécula do xenobiotico fazendo com
que esta se torne mais polar ou permitindo as reac¢des de conjugacdo da fase 1l (VAN
DER OOST, BAYER, VERMEULEN, 2003).

O principal grupo de enzima envolvida na fase | sdo as monooxigenases, COmo o0
citrocomo P450 (STEGEMAN & HAHN, 1994), que sdo hemeproteinas ligadas a
membrana, localizadas predominantemente no reticulo endoplasmético de células
hepéticas. Essa familia desempenha uma grande variedade de reacfes de oxigenacao e
outras transformacBes bioquimicas sobre inUmeros xenobidticos (VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003).

Uma reacdo frequentemente catalisada pelo citocromo P450 é a reacdo
monooxigenase, onde ocorre a inser¢do de um atomo de oxigénio no substrato (RH) e
producdo de uma molécula de agua a partir da reducao do oxigénio, com doacdo de dois

elétrons e dois prétons para o ferro heme P450, conforme equacédo abaixo:



RH + O, + 2e— + 2H+ — ROH + H,0

A subfamilia P450 1A (CYP1A), dentre os citocromos P450, é o biomarcador de
contaminacdo aquatica mais estudado (VAN DER OOST et al., 2003) e tem atraido
atencdo especial devido seu papel na biotransformacédo de muitos compostos exdgenos,
como dioxinas, furanos, bifenilas policloradas (PCBs) e HPAs (PARKINSON, 1995).
Assim, a inducdo do citocromo P450 CYP1A em figado de peixes é geralmente
reconhecida como um biomarcador Util em relagdo a exposicdo a diferentes tipos de
poluentes, por exemplo os HPAs, que estdo presentes nos compostos oriundos do
petréleo, como o bleo diesel (WHYTE et al., 2000). A inducdo dessa enzima pode ser
monitorada pela andlise da atividade 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) do
CYP1A, ou seja, a atividade da isoforma 1A do citocromo P450 na conversdo do
substrato ndo fluorescente 7-etoxirresorufina em um produto fluorescente, a resorufina
(WHYTE et al., 2000).

Collier et al. (1996) demonstraram em seus trabalhos que peixes coletados em
regides contaminadas por HPAs apresentam aumento na atividade da EROD. Diversos
outros autores também ja& demonstraram que a inducdo da EROD é um potente
biomarcador de exposicdo a HPAs (WHYTE et al., 2000; PACHECO; SANTOS, 2001,
VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Nogueira et al. (2011) relatou
aumento da atividade da EROD quando Oreochromis niloticus foram expostos a 0,01 e
0,1mL/L de oleo diesel. Dessa maneira a EROD se classifica como um biomarcador de
exposicao altamente sensivel ao poluente.

Muitas vezes, a biotransformacgéo dos contaminantes pelas enzimas de FASE |
pode resultar em compostos ainda mais toxicos que se ligam a macromoléculas, como
DNA e lipidios. Porém, esses compostos toxicos podem ainda ser neutralizados através
da acéo de enzimas de biotransformacéo de FASE Il (SILVA, 2004).

1.3.2 Fase Il

O metabolismo da fase Il envolve a adicdo de um ligante enddgeno, geralmente
um grupo polar ao composto quimico parental ou a seus metabolitos, para facilitar sua
excrecdo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), tendo uma importancia
crucial na conjugacdo e desintoxicacdo de compostos xenobioéticos (GEORGE, 1994) e
na prevencdo de lesdes celulares. As glutationas-S-transferases (GST) apresentam as

funcbes supracitadas e catalisam a conjugacao do tripeptideo glutationa (GSH) com os



metabolitos da Fase | (HAYNES & PULFORD, 1995). Portanto, para que ndo haja um
comprometimento deste mecanismo de detoxificacdo, € necessaria a manutencdo de
niveis normais de GSH intracelular. Algumas enzimas participam da sintese de
glutationa, enquanto outras auxiliam na reciclagem de glutationa oxidada, produzida
fisiologicamente durante o metabolismo (TIMBREL, 1991).

As andlises laboratoriais que determinam a atividade de GST total utilizam o
substrato artificial 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por ser substrato para a maioria
das isoformas de GSTs (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), conforme
Figura 2.

Cl G5
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Figura 2: Reacdo de substituicdo catalisada pela GST no substrato CDNB. Nota-se que a GSH é
introduzida na posicéo 1 no lugar do CI, dando origem a um conjugado de glutationa.

A atividade da GST é amplamente utilizada como biomarcador em estudos tanto
com vertebrados quanto invertebrados (CASILLAS et al., 1983; LENARTOVA et
al.,1997), uma vez que a atividade de GST é influenciada por vérias classes de
xenobioticos, inclusive derivados de petroleo (KOPECKA-PILARCZYK & CORREIA,
2009; (VALAVANIDIS et al., 2006).

Um estudo realizado por Gowland et al. (2002) mostrou que 0 aumento na
atividade da GST na glandula digestiva de mexilhdes estava relacionada a presenca de
HPAs no ambiente. Da mesma forma, Nogueira et al. (2011) relatou aumento da
atividade da GST de Oreochromis niloticus expostos a 0,01 e 0,AmL/L de 6leo diesel
por 2 e 7 dias. Estes dados evidenciam a utilidade da GST como biomarcadora para

exposicdo a HPAs.

1.4 Estresse Oxidativo

A biotransformacdo de xenobioticos é tipicamente acompanhada por uma

superproducao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo espécies quimicas que



possuem elétron ndo pareado e sdo altamente reativos, levando os animais ao estresse
oxidativo (VALAVANIDIS et al., 2006). A geracdo de EROs constitui um processo
continuo e fisioldgico, obedecendo fungdes biologicas. Durante 0s processos
metabolicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas
varias reacfes bioquimicas. Sua producdo, em propor¢des adequadas, possibilita a
geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de elétrons; ativacdo de
genes e participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo. Porém, a
producdo excessiva pode conduzir a danos oxidativos, bem como ao estresse oxidativo
(SHAMI & MOREIRA, 2004).

A producdo continua de EROs durante os processos metabdlicos ao longo da
evolucdo dos seres vivos culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante. Estes tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies
reativas e controlar a ocorréncia dos danos decorrentes (BIANCHI & ANTUNES,1999;
SHAMI & MOREIRA, 2004).

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva
de EROs ou em detrimento da velocidade de remocao desses. Tal processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra
células e tecido (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004).

As principais formas de EROs séo o radical anion superéxido (O;¢) e o radical
hidroxil (*OH). O peroxido de hidrogénio (H,0,) é também importante nesse contexto,
pois ele leva a formacdo do radical hidroxil. O mecanismo de formagdo e a acdo das

enzimas antioxidantes encontram-se exemplificados na Figura 3.
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Figura 3: Esquema simplificado de sistemas oxidativos e antioxidantes dentro de uma célula. Anion
superoxido é produzido em quantidades significativas no citosol por mono-oxigenases, Fe2+ ou Cu+ e na



mitocondria pelo escape de elétrons provenientes da cadeia respiratéria. Duas moléculas de superéxido
reagem espontaneamente ou via SODs, produzindo peréxido de hidrogénio, o que ira permitir o fluxo de
EROs entre compartimentos celulares. O perdxido de hidrogénio pode ser metabolizado a 4gua e ao
oxigénio molecular por diversos sistemas enzimaticos ou convertido a radical hidroxil, o qual é muito
reativo, atraves de reagBes catalisadas por metais. Adaptado de Nordberg e Arner (2001) por Lilian
Nogueira (2010).

As EROs tém capacidade de oxidar proteinas, DNA e lipidios, causando a
peroxidacdo destes, sendo que o estado de estresse oxidativo pode produzir danos para
os tecidos, inflamacdo e doencas degenerativas (VALAVANIDIS et al., 2006). Todos
os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das EROs, porém a membrana é um
dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica, que acarreta alteracdes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (FILHO et al., 1983).

A peroxidacdo lipidica é uma reacdo em cadeia que se inicia quando um radical
livre subtrai um hidrogénio do grupo metileno de &cidos graxos poli-insaturados da
membrana, ocorrendo formacdo de um radical lipidico (L"). Na etapa de propagacéo, o
L™ reage rapidamente com o O, formando o radical peroxil (LOO"), sendo que este é
capaz de capturar um hidrogénio do acido graxo poli-insaturado adjacente para formar o
hidroperéxido lipidico (LOOH), resultando um novo L" no &cido graxo poli-insaturado.
A cadeia de peroxidacdo termina quando ocorre a reacdo entre dois radicais lipidicos ou
quando esses radicais sdo decompostos em altas temperaturas ou na presenca de ions
metalicos, ou ainda quando os radicais reagem com um composto antioxidante
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Estas etapas estdo apresentadas nas reac0es

seguintes, onde L representa o lipidio, como mostra a Figura 4.

Figura 4: Processo deperoxidacao lipidica (Adaptado de MOSIALOU, 1993). A abstracdo de atomos de
hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado leva a formagdo de um radical lipidico. Esta molécula pode
sofrer o ataque de oxigénio, formando um radical peroxil. Este radical pode continuar o ciclo de
peroxidacao lipidica atraves da abstracdo de 4tomos de hidrogénio de cadeias poliinsaturadas préximas,
transformando-se em um peréxido lipidico.

A gravidade dos danos as membranas biolégicas decorrentes a peroxidacao

lipidica pode variar, dependendo da natureza e concentragdo do oxidante, desde a



reducdo da fluidez da membrana até o rompimento da integridade da bicamada
(HERMES-LIMA, 2004). Entre os produtos finais formados durante o processo de
peroxidacdo lipidica, destacam-se hidrocarbonetos, &cidos carboxilicos, cetonas e
aldeidos, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxynonenal (4-HNE)
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), sendo que o MDA tem sido usado como
indicativo de estresse oxidativo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).
Uma importante caracteristica do MDA é sua capacidade de reagir com o &cido
tiobarbitarico sob altas temperaturas e baixo pH, gerando um produto com cor que pode
ser detectada facilmente em 532 nm (DRAPER & HADLEY, 1990), base para método
de deteccdo de produtos finais de peroxidacao lipidica.

A peroxidacdo dos lipidios das membranas celulares é apenas um exemplo de
lesdo bioldgica que pode ser promovida pelas EROs, uma vez que todas as
biomoléculas sdo susceptiveis & oxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Para
vencer o desafio dos radicais livres, os seres aerobicos desenvolveram uma bateria de
mecanismos de protecdo conhecida como defesas antioxidantes, tais como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPy), assim como o
tripeptideo glutationa (GSH), que sdo importantes na conversdo de radicais reativos em
moléculas ndo reativas (ALMEIDA; BAINY, 2006).

A superdxido dismutase (SOD) foi a primeira enzima antioxidante descoberta
(MCCORD E FRIDOVICH, 1969). Em células eucaridticas, a SOD € encontrada no
citosol contendo cobre e zinco ligadas ao seu sitio ativo (Cu/Zn-SOD) e na matriz
mitocondrial ligada com manganés (Mn-SOD) (FISHER, 1987). Em conjunto, as SOD
sdo um grupo de metaloenzimas que catalisam a transformacéo de radicais superdxido
(Oz*) em peroxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,) (NORDBERG; ARNER,
2001). Na reacdo catalisada pela SOD, dois atomos de hidrogénio formam peroxido de
hidrogénio e oxigénio molecular e sdo, assim, uma fonte de peroxido de hidrogénio,
conforme reacéo abaixo (NORDBERG & ARNER, 2001).

2 Oz.* + 2H+ — H202 + 02

Tal reacdo pode acontecer espontaneamente em condicOes fisioldgicas, porém
quando catalisada pela SOD a velocidade de dismutacdo é 10% vezes maior
(SHOUTORN & POWIS, 1988). A vantagem da utilizacdo da SOD como biomarcador



é explicada pela tendéncia de aumento de sua atividade na presenca de contaminantes e
por essa alteracdo ocorrer em poucas horas e exposicdo (VAN DER OOST, 2003,
VALAVANIDIS et al., 2006).

O peroxido de hidrogénio formado na reacdo da SOD participa de reacdes que
levam a geracdo do radical hidroxil (¢\OH), que é altamente reativo. Dessa forma, outras
duas enzimas antioxidantes podem catalizar a detoxificagéo do peroxido (H2O,) catalase
(CAT) e glutationa peroxidade (GPx).

A CAT é uma heme-enzima (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003)
encontrada dentro de peroxissomos e cataliza esse peroxido de hidrogénio em oxigénio

e agua, conforme a reagdo abaixo.

2H202 — 02 + HZO

Pelo fato de estar compartimentalizada nos peroxissomos, ela é mais importante
em condi¢des nas quais ocorrem altas concentracbes de perdxido de hidrogénio
(VANNUCCHI et al, 1998).

A (GPx) foi descoberta por Mills em 1959, em tecidos de mamiferos, ndo
existindo em plantas ou bactérias, embora possa ser encontrada em algumas espécies de
algas e fungos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985). Ao contrario da catalase, que é
especifica para a degradacdo do H,0,, a GPx, uma selenoenzima, é capaz de reduzir
diversos tipos de peroxidos através da oxidagdo da GSH e é a principal peroxidase
presente nos peixes (VAN DER OOST et al., 2003). Outra diferenca entre CAT e GPx é
que esta pode ser encontrada no citosol ou na matriz mitocondrial, ndo ficando restrita
sua atividade apenas nos peroxissomos (MARTINEZ, 2006).

A GPx utiliza a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para a
reducdo do H,0; e a reacdo catalisada pela GPx esta expressa na Figura 5 (FARBER et
al., 1990; KEELING & SMITH, 1982).

2H0 GSSG ,  NADP*

GPx ), GR
H.O, 2 GSH NADPH + H"



Figura 5. Esquema mostrando a atividade antioxidante da GPx sobre o peroxido de hidrogenio. O
peréxido de hidrogénio € reduzido pela GPx através da oxidacdo de duas moléculas de GSH formando
GSSG. Em seguida, a GSSG pode voltar ao estado reduzido sob a¢do da GR sob o consumo de NADPH.
Adaptado de Nordberg & Arner (2001) por Lilian Nogueira.

Por meio da reacdo de dismutacdo, a superdxido dismutase (SOD) catalisa a
geracdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) a partir do radical superoxido (O,¢). As
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) se integram para impedir o
acumulo de H,O, que, apesar de ndo ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz
de promover danos potenciais. O acimulo dessa espécie reativa (H,O,) possibilita, por
meio das reacOes de Fenton e Haber-Weiss, a geragdo do radical hidroxila (OHe), contra
o qual ndo existe defesa enzimatica. A GPx reduz o H,O, a agua, no entanto o faz a
custa da conversdo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), essa Ultima que
promove acdo oxidante em funcdo da ligacdo dissulfeto existente em sua estrutura.
Assim, é de extrema importancia a acdo da glutationa redutase (GR), responsavel pela
recuperacao da glutationa reduzida (GSH), possibilitando a manutencao da integralidade
do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio adequado entre os
sistemas de defesa enzimaticos (ROVER et al, 2001), demonstrado na Figura 6 abaixo.

Figura 6: Integracdo dos sistemas de defesa enzimatico.

A exposicao de peixes ao petroleo e seus derivados, como o 6leo diesel pode
provocar alteracdes nas atividades das enzimas antioxidantes e/ou ocorréncia de danos
oxidativos. Por exemplo, Zhang et al. (2004) relatam que a atividade da SOD aumentou
em peixes da espécie Carassius auratus quando expostos a 0,05mL/L e 0,1mL/L de

6leo diesel e sugerem que esse aumento seja em funcdo O, .



Achuba e Osakwe (2003) verificaram alteracGes dose-dependente na atividade
da CAT, SOD e aumento de niveis de peroxidacéo lipidica (MDA) em varios tipos de
bagre africano (Clarias gariepinus) apds 14, 21 e 28 dias de exposi¢do ao petrdleo cru.
Zhang et al (2004) submeteram peixes dourados (Carassius auratus) a diferentes
concentragfes de 6leo diesel e verificaram que o diesel, dependendo da concentracéo
testada, induziu o aumento da atividade da SOD, CAT e GPx. Esses resultados
mostraram que esses compostos sdo mediadores na producdo de EROs em peixes. O
aumento da atividade das enzimas antioxidantes pode representar uma resposta
adaptativa para proteger os peixes das EROS ap6s a exposicdo a estes poluentes
(ACHUBA E OSAKWE, 2003). Desta forma, as enzimas antioxidantes nos déo,
geralmente, boas respostas quando animais sdo expostos aos xenobidticos e dessa forma
sdo usadas como ferramenta em estudos de biomonitoramento ambiental (VAN DER
OOST etal., 2003).

1.5 Oreochromis niloticus como organismos de estudos de
contaminacdo aquatica

Por apresentar capacidade de metabolizar uma variedade de compostos, peixes
sdo considerados bons organismos sentinela em estudos de monitoramento ambiental
(OLIVEIRA RIBEIRO et al., 2005). Algumas espécies tém sido usadas como animais
modelo em diversos estudos, por sua relevancia ecolégica e/ou econdbmica, ou por
apresentarem grande distribuicdo e frequéncia em diferentes corpos d’agua, o que
facilita na comparacédo de dados de animais coletados em diferentes pontos amostrais.

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) caracteriza-se por uma espécie natural
das bacias de rios africanos e foi introduzida em varias bacias da America do Sul, sendo
muito cultivada em pisciculturas e pesqueiros (GRACA & PAVANELLI, 2007),
ocorrendo assim em aguas de todo o territorio brasileiro.

Respostas relacionadas a exposicdo de varios compostos tdxicos tém sido
caracterizadas para esta espécie (TRIDICO et al., 2010). Por apresentar habito
nectbnico, este peixe pode ser afetado tanto por particulas insolUveis na agua quanto por
compostos sollveis em agua, sendo assim uma espécie muito utilizada em modelos

experimentais de estudo de ecotoxicologia.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar os efeitos toxicos do Oleo diesel comercializado em postos de
combustivel (B5), 6leo diesel com 20% de biodiesel (B20) e do biodiesel puro (B100)
em diferentes concentragfes em tilapias (Oreochromis niloticus). Analisar enzimas de
fase I e Il da biotransformacéo, enzimas antioxidantes e niveis de peroxidacao lipidica

na branquia e no figado da espécie supracitada.

2.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer valores de LC50 (96h) para o B5, B20 e B100.

- Avaliar os efeitos do B5, B20 e B100 na atividade da isoforma 1A do
citocromo P450 (EROD, fase | da biotransformacédo), glutationa Stransferase (GST,
fase Il da biotransformacéo), enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx e niveis de
peroxidacdo lipidica (MDA) em branquias e figado dos peixes expostos por 15 e 30

dias.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais, Diesel e Biodiesel

O presente trabalho teve como organismo-teste a tilapia da espécie Oreochromis
niloticus (Figura 7), que foi cedida pelo Departamento de Pesca da Associacdo dos
Funcionarios Rurais da cidade de Catanduva/SP. O Diesel foi comprado em um posto
de gasolina da rede Petrobras e o biodiesel cedido pela empresa Fertibom, localizada na
cidade de Catanduva/SP, que produz biodiesel a partir de diversas oleaginosas
utilizando alcool etilico.

Figura 7. Representacéo ilustrativa da espécie Oreochromis niloticus

3.2 Teste de Toxicidade

Os peixes foram mantidos em aquéarios de 50x80x60cm (aproximadamente 100L
de é&gua), dividido com divisérias de vidro em seis compartimentos de
aproximadamente 17 litros, contendo um peixe por compartimento, permitindo assim
que cada grupo experimental, aqui representado por 1 aquario, contenha seis réplicas
verdadeiras de seu respectivo grupo, conforme visualizado na Figura 8. Os peixes
utilizados no teste de toxicidade apresentavam 95,2+21,5g e 13,55+2,05cm de peso e
tamanho respectivamente e foram usados animais de ambos 0s sexos. Os aquarios foram
mantidos sob aeragdo, pH 7,5 e temperatura constantes 25°C em um ciclo de claro-
escuro de 12h, ficando o0s animais expostos aos contaminantes por 96h sem
administracao de alimento.

Os testes de toxicidade foram realizados separadamente para cada fracdo do
diesel/biodiesel (B5, B20 e B100). Para cada teste, usou-se cinco aquarios com seis
peixes cada, sendo que em cada aquério, o composto foi adicionado em concentracfes
crescentes. Inicialmente, usou-se como maior concentragdo 1,5mL/L, e a partir dessa

concentragédo, que foi considerada como 100%, foram calculadas as concentracdes de



75, 50, 25 e 12,5% da dose maior, ou seja, foram usados 1,125; 0,75; 0,375 e
0,188mL/L), para B100 essas concentracdes ndo levaram a letalidade nenhum
individuo, sendo assim, foram usadas como doses 0,625 mL/L; 1,25; 2,5; 3,75 e 5,0
mL/L. Os resultados foram calculados representando os dados coletados em um gréafico

concentragdo versus a mortalidade (%) em um gréfico, obtendo assim a LC50.

Figura 8: Esquema mostrando a disposi¢do dos peixes nos aquarios durante o periodo de exposicao vista
por cima, onde 0s nmeros representam 0s peixes expostos.

Ao final destes experimentos, a agua dos aquarios contendo os contaminantes foi
tratada antes de ser lancada em esgoto comum, passando por filtros UV com carvéo
ativado, ficando retidos os residuos toxicos. As sobras dos animais foram coletadas por

uma empresa especializada em tratamento de residuos biolégicos.

3.3 Exposicao controlada a diesel e biodiesel

A exposicdo foi realizada utilizando sete aquérios de 50x80x60cm
(aproximadamente 100L de 4&gua), dividido com divisérias de vidro em seis
compartimentos de aproximadamente 17 litros, contendo um peixe por compartimento,
permitindo assim que cada grupo experimental, aqui representado por um aquario,
continha seis réplicas verdadeiras de seu respectivo grupo. Um aquario permaneceu sem
tratamento, dois aquarios foram tratados com B5, um com uma concentracdo de
0,ImL/L e outro com 0,01mL/L, 2 aquérios foram tratados com B20, idem B5 e 2
aquérios foram destinados ao tratamento com B100, idem B5 e B20. Os aquérios foram
mantidos sob aeracdo e temperatura constantes em 24°C em um ciclo de claro-escuro de

12h, alimentados a cada dois dias e a cada cinco dias estes eram deslocados para outros



aquérios contendo a mesma concentragéo anterior, a fim de ndo haver contaminag&o por
nitrogénio amoniacal total, que é excretado pelos prdprios animais.

Dois experimentos foram realizados, um com duragdo de 15 dias e outro com
duracdo de 30 dias. Apds o perido de exposicdo, os peixes expostos a 15 dias mediam
14,55+2,05cm e pesavam 95,2+21,5g, ja os peixes expostos a 30 dias mediam
13,87£1,85cm e pesavam 101,4+13,99; Ao final das exposicdes, 0s peixes foram
anestesiados com fenoxi-etanol na concentragdo de 2mL/L em agua e posteriormente
tiveram seus tecidos (figados e branquias) coletados e armazenados no freezer -80°C. A
escolha de tais tecidos se justifica pelo fato do figado ser o principal sitio metabdlico
dos vertebrados, estando envolvido nos processos de detoxicacdo e as branquias serem
as primeiras estruturas que fazem contato com os contaminantes aquaticos, absorvendo-
0s para o interior do organismo. No total, 42 animais foram usados para a exposicao a
15 dias e 0 mesmo numero usados na exposicao a 30 dias, ndo havendo distin¢do de
sexo e a concentracdo de contaminante utilizada esta baseada em estudos realizados
pelo proprio grupo com tilapias expostas a 0,01 e 0,ImL/L de tais contaminantes
(NOGUEIRA et al., 2011).

Agua, sobras de animais e residuos quimicos tiveram o mesmo procedimento de

descarte dos testes de toxicidade.

3.4 Preparo das amostras para analises das enzimas EROD, GST,
SOD, CAT e GPx

Para as analises enzimaticas de tais enzimas, os tecidos foram homogeneizados
(1:4 massa:volume) em tampéo Tris HCI 20mM, pH 7,4 contendo sacarose 0,5M, KClI
0,15mM e 1mM de inibidor de protease (PMSF) e centrifugados a 10.000 x g por 20
minutos a 4°C, a fracdo sobrenadante foi coletada e re-centrifugada a 50000 x g por 60
minutos a 4°C. A fracdo sobrenadante foi novamente coletada para as andlises das
atividades da GST, SOD, CAT e GPx. Os peletes resultantes foram homogeneizados
com 100pL de tampéo Tris 100mM, pH 7,5 contendo EDTA 1mM, ditiotreitol 1mM,
KCI 100 mM e 20% de glicerol para a analise da EROD.

3.5 Preparo das amostras para a avaliacdo da peroxidacéo lipidica
Os tecidos foram homogeneizados (1:3) em tampé&o Tris HCI 0,1M pH 8,0. Em
seguida, foram adicionados 300uL de solucdo de 40mg de acido 2-tiobarbicurico (TBA)



diluido em 10mL de HCI 0,2M. As amostras foram incubadas por 40 minutos a 90°C e

apos esse periodo o produto da reacdo foi extraido com 1mL de n-butanol.

3.6 Analise da 7-etoxirresorufina-O-deetilase (EROD)
A EROD foi medida por método fluorimétrico, adaptado de Burke e Mayer

(1974). O método fundamenta-se na formagdo de resorifina, que ¢ fluorescente (Aexcit=
537 nm, Aemiss= 583 nm). A cubeta foram adicionados 1940 pL de tampéo fosfato de
potéassio 80 mM pH 7,4, 20 pL de solugdo de 7-etoxiresorufina 335 uM, 20 pL de
NADPH 20 mM e 10 uL de amostra previamente preparada. A reacéo foi observada por

3minutos a 30 °C. A atividade da EROD foi expressa em pmol/mim/mg de proteina.

3.7 Andlise da glutationa S-transferase (GST)

A andlise da atividade da GST foi realizada segundo o método de Keen et al.
(1976). A amostra foi adicionada um meio de reacéo contendo 100mM de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) e 100mM de glutationa reduzida (GSH). O aumento da
absorbancia devido a formagdo do CDNB-SG foi acompanhado a 340nm por

espectrofotémetro. Os dados foram expressos em U/mg de proteina.

3.8 Analise da Superdxido dismutase (SOD)

A analise da atividade da SOD foi realizada segundo o método de McCord e
Fridovich (1969), que é baseado na geracdo de superoxido (xantina/xantina oxidase)
acoplado & reducdo do Citocromo C pelo radical anion superoxido, provocando
aumento de absorbancia em 550nm a 25°C. A adigdo da amostra contendo a SOD
promove uma inibicdo na velocidade de reducdo do Citocromo C, uma vez que a SOD
compete com o Citocromo C pelo superéxido. Os dados foram expressos em U/mg de

proteina.

3.9 Andlise da Catalase (CAT)
A analise da atividade da CAT foi determinada de acordo com o método de

Beutler (1975) em comprimento de onda de 240 nm a 30°C, quantificando a velocidade
de decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela enzima. Os dados foram expressos em

U/mg de proteina.



3.10 Andlise da Glutationa Peroxidase (GPx)

A andlise da atividade da GPx foi realizada de acordo com o método de Sies et
al. (1979) que baseia-se na medida em 340 nm através do decréscimo de absorbéancia
durante a reducdo da glutationa dissulfeto (GSSG) que foi catalisada por glutationa
redutase (GR) na presenca de NADPH a 30°C.

3.11 Quantificacdo de proteina
A quantificacdo da concentracdo de proteina nos extratos foi realizada segundo o
método de Bradford (1976) usando albumina de soro bovino (BSA) como padréo e lidas

em 595 nm em espectrofotémetro.

3.12 Avaliacéo da Peroxidacéao Lipidica

Para se avaliar os niveis de peroxidacdo lipidica nos tecidos verificou-se a
presenca do produto formado entre 0 malondialdeido (MDA) e o acido 3-tiobarbicurico
(TBA), via HPLC-UV/Vis em 532nm (ALMEIDA et al.. 2003,2004). As amostras
foram injetadas diretamente no HPLC e a fase mdvel se constituiu de uma solucéo de
fosfato de potéassio monobasico 50mM pH 7,0 com 40% de metanol, bombeada
isocraticamente. A quantificacdo foi feita com base na curva padrdo, que se constituiu
de padrdes conhecidos de MDA obtidos pela hidrolise do tetrametoxipropano. Os dados

foram expressos em nm/mg de tecido.

3.13 Analise estatistica

Os resultados das analises dos biomarcadores foram tratados com a ajuda do
software Statistica 7.0. Para dados paramétricos (p<0,05) entre os diferentes grupos,
usou-se ANOVA, seguido do teste post hoc de Tukey. Para dados com variancia
desigual, de acordo com o teste de Levene, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para
dados ndo paramétricos (p>0,05).



4 RESULTADOS
4.1 Teste de toxicidade

Ao final de 96 horas de exposicdo ao teste de toxicidade, os animais mortos

foram contabilizados conforme mostrado nas Tabelas 1, 2 e 3, para B5, B20 e B100,

respectivamente.

TABELA 1: Teste de toxicidade para B5, concentragdes utilizadas e mortes observadas.

Concentragdo B5 (mL/L) Mortes (96h) % de Mortes
0,188 1 16,7
0,375 3 50
0,75 5 83,5
1,125 6 100
15 6 100

TABELA 2: Teste de toxicidade para B20, concentracGes utilizadas e mortes

Concentragdo B20 (mL/L) Mortes (96h) % de Mortes
0,188 1 16,7
0,375 2 33,3
0,75 3 50
1,125 5 83,5
1,5 6 100
observadas.

TABELA 3: Teste de toxicidade para B100, concentracgdes utilizadas e mortes

observadas.
Conc. B100 (mL/L) Mortes (96h) % de Mortes
0,625 0 0
1,25 0 0
2,50 1 16,7
3,75 3 50
5,0 6 100




Realizados tais testes, foram calculadas as LC50 (96h) do B5, B20 e B100,

representadas na Figura 9 abaixo.
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Figura 9: Representacdo dos valores de LC50 encontrados: 0,38; 0,59 e 3,32ml/L para B5, B20 e B100,
respectivamente.

4.2 Exposicao controlada a diesel e biodiesel
A exposicao por 15 dias foi realizada em setembro de 2011 e a exposicao por 30
dias foi realizada em setembro de 2012, a fim de obter caracteristicas semelhantes do
clima e metabolismo dos animais, para posterior comparacao dos resultados obtidos.
Nenhum peixe morreu nos experimentos de exposi¢do por 15 dias, porém na
exposicdo aos contaminantes por 30 dias alguns peixes morreram. A Tabela 4 mostra o
numero de individuos nos quais foram avaliados os biomarcadores nesse trabalho, para

cada experimento.

TABELA 4: Representacdo do numero de réplicas verdadeiras apos os periodos de
exposicdo dos animais aos contaminantes.
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B100 0,1 ml/L
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4.3 Analise da 7-etoxirresorufina-O-deetilase (EROD)
Os resultados da analise de EROD de figados e branquias de O. niloticus estédo

expressos nas Figuras 10 e 11, onde observa-se inducédo significante da enzima nos
tratamentos com B5 0,01mL/L e em menor escala para B20 nas duas concentragoes
testadas quando comparados com o controle, para exposi¢des de 15 e 30 dias. Para
B100 nenhuma diferenca foi observada em relacdo ao controle, nos diferentes tecidos e

nos diferentes tempos de esposicao.
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Figura 10: Atividade da EROD de branquia de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 por 15
(1) e 30 (I1) dias. a: diferenca com controle. Dados expressos em média + desvio padréo.
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Figura 11: Atividade da EROD de figado de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 por 15 (1)
e 30 (1) dias. a: diferenca com controle. Dados expressos em média + desvio padréo.

4.4 Analise da glutationa S-transferase (GST)



Os resultados das analises das atividades da GST de O. niloticus estdo
apresentados na Figura 12 (branquia) e Figura 13 (figado). Nota-se que as atividades
das enzimas variaram bastante nos tratamentos de 15 e 30 dias, sendo que essa atividade

foi muito maior em 15 dias. Nenhum tratamento causou alteracdo na atividade da GST.
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)

Figura 12: Atividade da GST em branquia de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 por 15

(1) e 30 (1) dias. a: diferenca com controle; para p<0,05. Dados expressos em média + desvio padrdo.
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Figura 13: Atividade da GST em figado de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 por 15 (1)
e 30 (1) dias. Dados expressos em média + desvio padrao.
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4.5 Andlise da Superoxido dismutase (SOD)
Resultados de atividade da SOD em figados e branquias de O. niloticus estdo

apresentados na Figura 14 e 15, respectivamente. Foi observada inibicdo significante de
tal enzima por B5 0,01mL/L e B20 0,01mL/L quando comparados com controle e B100
0,01mL/L em figados para tratamento de 15 dias, j& para 30 dias nenhuma diferenca foi
notada. Os mesmaos resultados notados para figados foram obtidos para branquias.
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Figura 14: Atividade da SOD de branquia de Oreochromis nilaticus expostas a B5, B20 e B100 por 15
(1) e 30 (I1) dias. a: diferenca com controle, para p<0,05. Dados expressos em média + desvio padréo.
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Figura 15: Atividade da SOD de figado de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 por 15 (1) e
30 (1) dias. a: diferenca com controle, para p<0,05. Dados expressos em média + desvio padréo.



4.6 Analise da Catalase (CAT)
As atividades da CAT em branquias e figados de O. niloticus estdo expressas nas

Figuras 16 e 17, respectivamente. Nas branquias e nos figados nenhuma diferenca

significante foi observada.
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Figura 16: Atividade da CAT de branquia de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 B100
por 15 (1) e 30 (I1) dias. Dados expressos em média + desvio padréo.
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Figura 17: Atividade da CAT de figado de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 B100 por
15 (1) e 30 (I1) dias. Dados expressos em média + desvio padrao.



4.7 Analise da Glutationa Peroxidase (GPx)
A Figura 18 apresenta os resultados da atividade da GPx em branquia de O.

Niloticus, enquanto a Figura 19 apresenta a atividade no figado. Foi observada inibicao
significante em B20 0,1mL/L quando comparados com o controle nos dois tecidos
analisados. Nos demais tratamentos ndo observou-se diferengas significantes.
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Figura 18: Atividade da GPx de branquia de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 B100 por
15 (1) e 30 (I1) dias. a: diferenca com controle; para p<0,05. Dados expressos em média + desvio padréo.
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Figura 19: Atividade da GPx de figado de Oreochromis niloticus expostas a B5, B20 e B100 B100 por
15 (1) e 30 (I1) dias. a: diferenca com controle; para p<0,05. Dados expressos em média + desvio padréo.



4.8 Avaliacdo da peroxidacao lipidica
O resultado do niveis de MDA na branquia e figado estdo expressos nas Figuras
20 e 21, respectivamente. Nenhuma diferencga siginificativa foi observada para os dois

tecidos.
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Figura 20: Nivel de MDA em branquia de Oreochromis niloticus expostas & B5, B20 e B100 B100
por 15 (I) e 30 (ll) dias; para p<0,05. Dados expressos em média = desvio padréo.
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Figura 21: Nivel de MDA em figado de Oreochromis niloticus expostas & B5, B20 e B100 B100 por 15
(1) e 30 (1) dias; para p<0,05. Dados expressos em média + desvio padrdo.



5 DISCUSSAO

De acordo com os resultados dos testes de LC50, houve um aumento de
toxicidade do B100 para 0 B5, ja que para levar a letalidade 50% dos animais expostos
por 96 h é necessaria uma concentracdo consideravelmente menor deste ultimo, em
relacdo ao B20 e ao B100. Tais resultados estdo de acordo com trabalhos publicados na
literatura. Pereira et al. (2012) comparou resultados de testes de toxicidade de B2, B3,
B5, B100 e diesel puro, em 4 espécies de microalgas (P. subcapitata, T. Chuii, N.
oculata e S.costatum) e constatou aumento de toxicidade do B100 para o diesel puro em
todas as 4 espécies testadas. Khan et al. (2007) realizou testes de LC50 para B5, B20,
B50 e B100 para duas espécies aquaticas, D. Magna e O. mykiss e concluiu que
biodiesel e fragdes biodiesel/diesel sdo consideravelmente menos toxicos para
organismos aquaticos quando comparados com o 6leo diesel.

Whyte et al. (2000) descreve HPAs presentes em derivados de petréleo como
sendo ativadores de receptores aril hidrocarbonetos em organismos aquaticos, incluindo
0s peixes. A ativacdo desses receptores promove uma série de reacfes em cascata no
interior da celula que culminam com a sintese da isoforma 1A do citocromo P450
(CYP1A), consequentemente aumentando a atividade dessa enzima. Em nosso estudo, a
atividade da EROD foi induzida em O. niloticus nos grupos expostos aos contaminantes
B5 e B20, inducdo esta que ndo se observa nos grupos expostos ao biodiesel B100, pois
0 biodiesel puro ndo contém HPAs, como relatam Nogueira et al. (2010), que analisou
HPAs em biodiesel qualitativamente, ndo obtendo valores destes composto no biodiesel.
Esses resultados se mostram similares a trabalhos realizados com peixes expostos HPAs
(KOPECKA-PILARCZYK, CORREIA, 2009) e a trabalhos realizados com O. niloticus
expostos a diferentes fracdes diesel/biodiesel e ao biodiesel puro (NOGUEIRA et al.,
2011).

Uma observacdo pertinente a atividade da EROD dos peixes expostos por 15
dias é que para os grupos onde houve induc¢édo (B5 e B20), a menor concentracao testada
(0,01mL/L) induziu mais a atividade dessa enzima em relacdo as maiores concentracfes
(0,1mL/L), exceto para B20 nas branquias. Kopecka-Pilarczyk e Correia (2009) também
observaram que houve maior indu¢do da EROD de Sparus aurata em animais expostos

a concentragdes menores de uma mistura de HPAs do que em concentragcdes maiores.



Esses resultados também estdo de acordo com o trabalho de Bucheli e Fent (1995) que
observou que a atividade do CYP1A pode ser inibida em concentracGes mais elevadas
de alguns indutores como certos PCBs. Fato que pode ser elucidado nos testes in vivo
realizado por Nogueira et al. (2011) que expds O. niloticus a diferentes concentracdes
de diesel e observou maior indugéo da EROD nas menores concentracgdes testadas.

Como ja mencionado, o Oleo diesel é uma mistura complexa de varios
compostos derivados do petroleo (VIEIRA et al., 2007). Assim, pode ser que haja
substancias nesse tipo de combustivel que em concentragdes maiores levou-se a uma
inibicdo da enzima ou de alguma etapa da via metabolica de sintese do citocromo P450.
Além disso, pode-se supor que 0s animais expostos a maior dose dos contaminantes
tiveram um comprometimento do metabolismo, afetando sua capacidade de induzir a
atividade da EROD adequadamente, enquanto que 0s animais expostos a dose mais
baixa foram capazes de dar uma melhor resposta. De fato, nos grupos expostos por 15
dias ndo houve nenhuma mortalidade, ja nos grupos expostos por 30 dias 0s peixes
expostos a B5 e B20 nas maiores concentragfes (0,1mL/L) morreram por volta do
vigésimo dia de exposicéo, corroborando com a hipétese de altas concentragdes e tempo
prolongado comprometerem o metabolismo dos peixes.

A maior inducdo da enzima pelo B5 em relacdo ao B20 nos dois periodos de
exposicdo pode ser explicada pelo fato de haver menor quantidade de diesel no B20,
sendo, portanto, menor a inducdo da enzima, ja que na fracdo diesel/biodiesel o
responsavel pelo aumento da atividade da EROD ¢ o diesel, por conter os HPAs.

A inducdo na expressdo de EROD nos primeiros dias de contaminagéo
demonstrou que este € um excelente biomarcador sendo capaz de proporcionar a
identificagdo precoce da presenca de HPAs e petroleo nos ambientes aquaticos.
Contudo, a reducdo da expressdo da EROD em relacdo ao aumento no tempo de
exposicao sugere que deve ser utilizado com precaucdo na identificacdo de derrames de
petréleo ndo recentes bem como, de vazamentos diarios que ocorrem durante as analises
de rotina em locais com suspeita de contaminag&o.

A glutationa S-transferase é uma enzima de detoxificacdo da fase Il do sistema
de biotransformacdo de xenobidticos que catalisa a reacdo de conjugacéo da glutationa
com uma série de compostos, envolvendo a metabolizacdo de espécies reativas (VAN
DER OOST et al., 2003). Neste estudo, a diminui¢do da atividade da GST observada
para os compostos de dleo diesel difere dos resultados de Simonato et al. (2006), que
exp0s Prochilodus lineatus a 6leo diesel por 15 dias a 0,08 mL/L, relatando aumento da



atividade dessa enzima. Essa diferenca de resposta da GST pode ser explicada por
serem espécies de peixes e concentracdes utilizadas diferentes, ja que o modelo
experimental o desenho experimental com aquarios de 17 litros € semelhante. Também
diferem dos resultados de Nogueira et al. (2011) que expds O. niloticus a diferentes
fracOes diesel/biodiesel e a biodiesel puro onde, apds sete dias de exposi¢do, a GST
aumentou nas branquias dos animais tratados com oOleo diesel e B5, e no figado
daqueles expostos ao Oleo diesel puro. Uma hipotese para esses resultados contrarios
para a mesma espécie em relacdo ao B5 pode ser a diferenca de tempo de exposicéo,
uma vez que um tempo de tratamento mais prolongado pode debilitar o organismo,
diminuindo a expresséo e a atividade dessa enzima. Vale ressaltar que no trabalho
citado os animais foram expostos por sete dias sem troca de agua, enquanto que no
presente estudo houve troca de agua a cada cinco dias, a fim de evitar qualquer tipo de
contaminacdo, por nitrogénio amoniacal total, por exemplo.

Por outro lado, a atividade da GST aumentou na branquia dos animais expostos
a maior concentracdo de B100, o que indica que possiveis elementos presentes na
composicao do biodiesel possam ativar essa enzima na célula, para sua detoxificacéo.
Pode-se especular também que o aumento da GST nesse caso tenha relagdo com uma
protecdo contra EROs que possivelmente possam estar sendo geradas devido a
exposicdo ao B100. No trabalho de Nogueira et al. (2011), observou-se um aumento da
peroxidacao lipidica nas branquias de tilapias expostas por 7 dias ao B100, indicando
estresse oxidativo. A GST, por apresentar também funcédo antioxidante (possui atividade
de peroxidase), estaria assim ativada como uma protecdo antioxidante em funcdo da
exposicéo ao B100.

Nos experimentos de 30 dias de exposi¢do nenhuma diferenca na atividade da
GST foi notada em relacdo ao grupo controle, sendo somente notado que as atividades
em geral foram menores quando comparadas com os experimentos de 15 dias, tanto
para branquias quanto para figados, inclusive nos grupos controles. Nota-se diminuicao
geral da atividade da GST no organismo dos animais expostos de 15 para 30 dias,
hipo6tese discutida por Gravato & Santos (2003) que observaram ativagdo da GST em
Dicentharchus labrax nas primeiras 4 e 8 horas e, posteriormente, inibicdo apos as 96
horas de exposicdo ao 6leo diesel e Zhang et al. (2004) relataram aumentos na atividade
da GST em Carassius auratus expostos a 0,05mg/L de 6leo diesel durante os primeiros
25 dias com consequente supressdo da atividade da GST, inclusive nos grupos

controles.



A inducdo da atividade catalitica de GST reflete uma resposta ao poluente o que
sugere a inducdo do processo de detoxificacdo (fase I) como forma de eliminar os
compostos resultantes da fase | do processo de biotransformacéo e reduzir os efeitos da
intoxicacdo. Segundo Van der Oost et al. (2003) a utilizacdo da atividade total da GST
como biomarcador para avaliacdo de risco ambiental ou ecolégico € limitada a algumas
espécies de peixes e, ainda, a exposicdo a HPAs pode causar tanto a indugdo quanto a
inibicdo da atividade enzimética.

Para proteger as células contra as EROs, 0s organismos possuem enzimas
antioxidantes tais como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), assim como o tripeptideo glutationa (GSH), que séo importantes na
converséo de radicais reativos em moléculas ndo reativas (ALMEIDA; BAINY, 2006).

No presente estudo, a atividade da SOD de animais expostos a B5 0,01 e B20
0,01mL/L por 15 dias foi inibida quando comparada com o grupo controle e nenhuma
diferenca foi observada para os demais tratamentos, resultados que corroboram o
trabalho de Kopecka-Pilarczyk e Correia (2009) que relata inibicdo da atividade da SOD
em peixes quando expostos a HPAs e Avcia et al. (2005) que nao observa alteracdo das
atividades da SOD quando animais expostos a misturas de HPAs.

A GPx teve sua atividade inibida no figado e na branquia em relagdo ao grupo
controle nos peixes foram tratados com B20 0,1mL/Lpor 15 dias, resultado que €
semelhante a exposicdo de 7 dias por B5 0,01mL/L no trabalho de Nogueira et al.
(2011), sugerindo que a atividade da GPx quando exposta a misturas de diesel/biodiesel
tende a ser inibida quando a exposicdo for prolongada, j& que no mesmo trabalho,
Nogueira et al. (2011) ndo observa diferenca significante da GPx quando animais
expostos a compostos contendo mistura diesel/biodiesel por 2 dias.

Nenhum dos tratamentos causou diferenca significante quando comparado ao
grupo controle na atividade da CAT. Esses resultados diferem de Achuba e Osakwe
(2003) que observaram aumento da atividade da CAT no figado e outros 6rgaos ap6s
14, 21 e 28 dias de exposicdo de petroleo bruto em Clarias gariepinus. Zang et al.
(2003) também observou um aumento da atividade da CAT em Carassius auratus
expostos & 6leo diesel por 40 dias. Hipdteses para a diferenca dos resultados podem
estar relacionadas com o fato de serem espécies e modelos experimentais usados
diferentes.

No geral, integrando-se os dados de enzimas antioxidantes, pudemos notar um

efeito negativo dos contaminantes na defesa antioxidante dos animais. Entretanto, o



prejuizo na atividade dessas enzimas em fungdo de suas inibi¢des ndo levou a célula a
uma situacao de estresse oxidativo, visto que ndo foram observados aumentos nos niveis
de peroxidacdo lipidica. Outros marcadores de lesdo poderiam indicar o contrario,
porém para o marcador analisado, ou seja, 0s niveis de MDA, indicam que mesmo
tendo sido inibidas as enzimas antioxidantes, a célula foi capaz de evitar o estresse
oxidativo, por exemplo, por meio da ativacdo de outras defesas antioxidantes néo

analisadas nesse trabalho.



6 CONCLUSAO

Nossos resultados de teste de toxicidade demonstraram que a toxicidade
aumenta do B100 para o B5, passando por B20, indicando que o biodiesel € de fato
menos toxico para 0s peixes em comparacdo com o diesel de petroleo. Em geral, 0s
combustiveis que continham diesel de petréleo, como o B5 e B20 foram os que
causaram mais alteracGes nos marcadores avaliados, tais como o aumento na atividade
da EROD em branquia e figado e as inibicdes da SOD, GPx e da CAT (apesar de nao
significativo para esta ultima), corroborando os dados dos testes de toxicidade. N&o
obstante, o biodiesel também exerceu efeitos significativos nos peixes, especialmente na
atividade da GST, indicando que apesar de ser menos toxico, pode também levar a
efeitos adversos nos peixes. Interessante notar que apesar dos efeitos inibitérios do B5 e
B20 nas enzimas antioxidantes, ndo houve aumentos nos niveis de MDA, sugerindo que
0 organismo deve ativar outros mecanismos antioxidantes para compensar a menor
atividade das enzimas testadas.

Finalmente, € interessante constatar que os efeitos observados para o0s
contaminantes foram evidentes apenas apds 15 dias de exposicdo; apos 30 dias, ndo
foram observados efeitos, o que sugere mecanismos de adaptacdo da atividade
enzimatica apos exposicles prolongadas. Entretanto, as concentracfes mais altas dos
contaminantes levaram a morte 0s animais expostos ao B5 e B20, apesar de o B100 nao
ter sido letal nas concentracdes testadas apds 30 dias, mais uma vez corroborando 0s

dados de menor toxicidade para o B100, em comparagdo com o B5 e B20.
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