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RESUMO

Com o aumento da populagdo e, consequentemente, do consumo ¢ das atividades
industriais, a integridade dos ecossistemas aquaticos tem sido ameagada, uma vez que sao os
principais receptores de efluentes toxicos, tal como a vinhaga. A vinhaga, subproduto da
produgido de alcool a partir da cana-de-agticar (Saccharum sp.), é utilizada, principalmente no
Brasil, como fertilizante. Esta substancia apresenta significativo poder poluente aos recursos
hidricos devido a sua alta concentracao de matéria organica. Os peixes sdo excelentes modelos
experimentais para estudos de toxicologia aquatica, pois alertam sobre o potencial perigo de
substancias quimicas ou sobre a possibilidade da poluicdo ambiental. Vérias respostas
observadas nestes organismos siao excelentes biomarcadores, como por exemplo, a
histopatologia do figado, 6rgao que possui capacidade de acumular substancias por exposi¢ao
direta a poluentes presentes nas aguas de rios e mares, ou por exposicao indireta, por meio da
cadeia alimentar do ecossistema. Diante do exposto, este projeto teve por finalidade analisar a
toxicidade da vinhaca em diferentes dilui¢des utilizando andlises histologica e histoquimicas
no figado de peixes da espécie Oreochromis niloticus, expostos em ensaios laboratoriais. As
analises fisico-quimicas da agua dos aquarios, apds adicdo da vinhaga tratada (correcao do pH
com cal), indicaram aumento do pH e reducao consideravel dos niveis de DBO e DQO. Durante
o bioensaio ndo houve mortandade dos peixes. As analises histoquimicas para a deteccao de
proteinas e de polissacarideos ndo mostraram alteracdo neste estudo, quando comparadas ao
grupo controle. Nas andlises histologicas, as alteracdes estatisticamente significativas foram
degeneracao hidropica, perda de integridade citoplasmatica dos hepatocitos, perda de limite
citoplasmatico dos hepatocitos e desorganizagdo do tecido hepatico. O aparecimento destas
anormalidades sugere que a vinhaga apresenta potencial toxico mesmo apds tratamento para

ajuste de pH.
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1. INTRODUCAO

A integridade dos ambientes aquaticos e bacias hidrograficas esta diretamente
relacionada ao uso e manejo da dgua, que além de sua versatilidade, ¢ essencial ao desempenho
de fungdes vitais dos seres vivos (MERTEN; MINELLA, 2002). Assim, os ecossistemas
aquaticos sdo caracterizados de acordo com a complexidade dos diferentes usos da agua pelo
homem, sendo destinados desde o abastecimento de &gua, navegagdo, geracdo de energia,
irrigacdo, agricultura, até a harmonia paisagistica (von SPERLING, 1993). Desta forma, os
meios de utilizagdo deste recurso estimulam significativamente a degradacdo ambiental ¢ a
disponibilidade de agua com alta qualidade, acarretando multiplos problemas ao seu
aproveitamento (PEREIRA, 2004).

O uso urbano e a atividade industrial podem perturbar um ambiente aquatico e os seres
vivos dele dependentes, por exemplo, com o despejo de efluentes. Esses, que podem conter
substancias toxicas como pesticidas e metais (VEGA, 1996), sdo capazes de causar graves
consequéncias para a saude humana, principalmente a populagdo residente em areas proéximas
de despejo (HOUK, 1992) como o cancer, anomalias reprodutivas e malformag¢des congénitas
(MORAES, 2002).

A toxicidade aguda representa o primeiro nivel de impacto no ecossistema aquatico.
Sabendo-se que diversas descargas industriais contém variadas substancias que sdo capazes de
reduzir, em longo prazo, a sobrevida de um organismo (WHITE, 1996), faz-se necessario o
aprimoramento do modo de utilizagdo destes residuos, que frequentemente tém sido langados
indiscriminadamente ao meio ambiente.

O uso de biocombustiveis a partir de fontes renovaveis ¢ um desafio global (ALVES et
al., 2015) e, visto seu baixo impacto ambiental, ¢ essencial para a reducao da emissao dos gases
de efeito estufa e da dependéncia de combustiveis fosseis (SAVAGE, 2011). Neste setor, a
cana-de-aglcar ¢ considerada uma grande alternativa, devido a producdo de etanol em larga
escala e seus respectivos produtos, revelando-se muito importante ao agronegdcio brasileiro
(CONAB, 2017).

Com a expansdo da industria sucroalcooleira, ha também, um aumento de
agroresiduos, causando impactos significativos ao meio ambiente. Desta forma, o
monitoramento destes efluentes ¢ de suma importancia, visto que sdo produzidos em larga
escala e que seu descarte e reutilizacdo podem ser realizados de forma inadequada (MARINHO
et al., 2014).

A vinhaga, popularmente conhecida como vinhoto, restilo ou garapdo ¢ o liquido

residual da fermentagdo do alcool. Além da possibilidade de sofrer percolagdo e atingir lencois



freaticos, lagos e rios (GEMTOS et al.,, 1999; FREIRE; CORTEZ, 2000; GIANCHIN;
FERRAZ, 2009; LAIME et al., 2011), quando disponibilizada no solo em altas propor¢des,
pode acarretar o comprometimento da qualidade da produgao sucroalcooleira e a saliniza¢ao do
solo (SILVA et al., 2007a).

Diante do grande estimulo do governo a producdo do alcool como combustivel, o
volume de vinhaga produzido tem aumentado significativamente. Além disso, em virtude de
seus elevados niveis de matéria organica, da sua diluicdo de potassio e da interferéncia que
podem causar nas propriedades fisico-quimicas e biologicas no solo, a vinhaga tem sido
utilizada de modo intensificado como fertilizante, no aprimoramento dos solos no manejo das
lavouras (DEMATTE et al., 2004; SILVA, 2006; AZEREDO, 1983; SANTOS, 2010).

O volume de vinhaca gerado pelas usinas ¢ de 10 a 15 litros para cada litro de alcool
produzido (CORTEZ, 1992; YESILADA, 1999; KUMAR; GOPAL, 2001). Do total de cana-
de-agticar da safra de 2016/2017, foram produzidos aproximadamente 27,3 bilhdes de litros de
alcool (UNICA, 2017), gerando um total aproximado de 273 bilhdes de litros de vinhaga.
Assim, levando-se em consideragdo a potencialidade de seus efeitos toxicos e que o Brasil € o
maior produtor de cana-de-agticar no mundo (DEMATTE, 2004; CONAB, 2017), a incipiéncia
e a viabilidade técnica e economica de seu tratamento no pais sdo de grande importancia
(CABELLO, 2009).

Segundo a literatura, a vinhaga pode ser tratada tanto por processos bioldgicos ou fisico-
quimicos, que podem reduzir a toxicidade pela degradacdo de componentes organicos. Os
processos fisico-quimicos normalmente envolvem reagentes para oxidar compostos organicos,
enquanto que os tratamentos biologicos sdo classificados como técnicas aerdbicas ou
anaerdbicas (BOTELHO et al., 2012). Alguns tratamentos e usos alternativos vém sendo
desenvolvidos, como sua reciclagem na fermentacdo, fertirrigacdo, concentragdo por
evaporacao e producao de energia e levedura (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).

Assim, tem-se examinado dados disponiveis para o seu melhor conhecimento a partir
da caracterizagdo de sua composicdo quimica para usos alternativos no Brasil, além de seus
efeitos sob as propriedades dos solos, germinacao de sementes, € seu uso como bioestimulante
e contaminante ao meio ambiente (CHRISTOFOLETTI et al., 2013b).

Ensaios ecotoxicoldgicos em laboratério que utilizam organismos teste, como
diplépodos, moluscos, anfibios e peixes (MARCATO et al., 2014; FRANCISCO et al., 2015;
ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2016; CHRISTOFOLETTI et al., 2016; NOGAROL et al.,
2016; CORREIA et al., 2017a, b), tém sido utilizados como ferramentas fundamentais na

avaliacdo dos riscos potenciais dos residuos para o meio ambiente. Estes testes permitem uma



avaliagdo integrada de toxicidade que contempla os efeitos antagdnicos dos contaminantes,
além de indicarem o efeito dos subprodutos oriundos da degradagdo de contaminantes nos
residuos, complementando as andlises quimicas tradicionais (PANDARD et al., 2006;
DOMENE et al., 2007; WILKE et al., 2008; NATAL-DA-LUZ et al., 2009a, 2009b; MOSER;
ROMBKE, 2009; CESAR et al., 2014).

Considerando que as respostas e efeitos bioldgicos ndo podem ser previstos apenas por
anélises quimicas (MONFERRAN et al., 2011), os biomarcadores tém sido utilizados como
uma ferramenta confidvel para avaliar o impacto de diversas substancias em ambientes
aquaticos (VAN DER OOST et al., 2003; BENINCA et al., 2012). Os organismos
bioindicadores carregam informacdes sobre seu habitat natural e s3o capazes de responder aos
estagios iniciais da exposi¢do aos xenobidticos presentes no meio ambiente (FRANZLE, 2003;
LI et al.2010).

Os peixes vém sendo cada vez mais utilizados no monitoramento aquatico, devido sua
alta sensibilidade as alteracdes no meio ambiente e seu potencial de detectar riscos associados
a contaminacdo do meio (LAKRA; NAGPURE, 2009). As andlises histopatologicas nestes
animais permitem a rapida deteccdo de lesdes em diferentes 6rgaos que desempenham fungdes
vitais, expostos a diferentes contaminantes quimicos (JOHNSON et al., 1993; AU, 2004;
LAKRA; NAGPURE, 2009).

O figado ¢ a maior glandula dos vertebrados e ¢ o oOrgdo responsavel pelo
armazenamento de nutrientes que serdo utilizados por outros 6rgdos. Este ¢ constituido por
hepatocitos com nucleos esféricos, dispostos em corddes concentricamente arranjados ao redor
de capilares sanguineos (sinuséides), sendo, portanto, muito irrigado. As células hepaticas
possuem fungdes vitais, como a metabolizagdo de proteinas, lipidios e carboidratos
(glicogénio), processamento e armazenamento dos nutrientes absorvidos no trato digestivo,
desintoxicacdo do organismo, hematopoese durante a fase larval, além de estarem envolvidas
na produgao de anticorpos (VERLAG, 1982; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Entre os peixes teledsteos, como a tilapia do Nilo (O. niloticus), o figado ¢ o principal
orgdo de biotransforma¢do de xenobidticos organicos (HEALTH, 1995; HINTON, 2001).
Diversos estudos relatam que alteragdes histopatologicas deste orgdo estdo intimamente
relacionadas com o acumulo de toxinas durante o processo de desintoxicacdo e consequente
degeneracao dos hepatocitos, que acaba por limitar as fungdes vitais do figado, prejudicando o
organismo como um todo (SIMONATO et al., 2008; JIRAUNGKOOSKUL et al., 2002).

Hinton et al. (1992) relataram que a relacdo entre danos em peixes e poluicdo ambiental pode



ser detectada observando a histopatologia do figado, uma vez que este 6rgdo pode exibir
diversas alteracdes morfoldgicas em condic¢des toxicas.

Neste sentido, diante da problematica exposta sobre a contaminagao de recursos hidricos
por residuos industriais, faz-se relevante o estudo da toxicidade da vinhaga tratada em
organismos de ambientes aquaticos. Assim este projeto teve por finalidade, constatar e analisar
semiquantitativamente o possivel potencial toxico e citotéxico da vinhaca de cana-de-agucar
tratada com cal, para ajuste de pH, utilizando analises histologica e histoquimicas dos figados

de tilapias do Nilo como modelo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A problematica da contaminacio da agua

A éagua é um recurso mineral finito indispensavel a manutengdo das fungdes vitais dos
seres vivos. Proporcionalmente ao aumento da populacdo, e consequentemente a0 consumo,
aumentou-se a preocupacdo com sua conservagdo, integridade e aprimoramento de sua
qualidade, proporcionados pela conscientizacdo do uso racional deste fator (BIAGINI et al.,
2009).

O termo “qualidade da 4gua” ndo esta relacionado apenas a um estado de pureza, mas
as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, que sdo utilizadas como referéncia para
determinar diferentes finalidades para a 4gua. Sendo assim, alguns parametros sdo estabelecidos
pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), com o intuito de classificar e definir
os limites aceitaveis de elementos estranhos nos corpos d’agua, considerando os diferentes usos
(MERTEN; MINELLA, 2002).

Com a versatilidade deste solvente universal e a riqueza de recursos hidricos no Brasil,
seu uso, mediante o descaso e desperdicio crescentes da populacdo, tem sido utilizado para o
descarte de efluentes urbanos e industriais. Estes, muitas vezes toxicos, podem deteriorar o
ecossistema aquatico e a biota nele residente (VEGA, 1996), além de causar graves
consequéncias a saide humana.

O potencial poluidor das atividades antropicas proximas as superficies de aguas
subterraneas, tem sido considerado base primaria para o manejo deste recurso, através da
implementagdo de politicas preventivas (NESHAT et al., 2013).

Em relacdo ao cultivo de cana-de-aciicar no Brasil, os agrotoxicos podem ser

transportados e, consequentemente, atingir os recursos hidricos de diferentes formas, como o
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langamento intencional, o escoamento superficial dos locais de sua aplicagdo, volatizagdo e
dispersdo atmosférica e pela lixiviagdo do produto no solo até alcangar o lengol freatico
(ARANA et al., 2017).

A vinhaga, ao acarretar modificagdes nas propriedades fisicas do solo, pode aumentar
ou reduzir a capacidade de infiltragdo da terra, promovendo, respectivamente, a contaminagao
de lengois fredticos e a elevagdo do escoamento, com possivel contaminacdo de aguas
superficiais. Ademais, os mecanismos de recarga de lengdis fredticos e aquiferos sao
controlados essencialmente pelos eventos de chuva. Sendo assim, a agua pluvial ao atingir o
solo contendo vinhaga, pode infiltrar ou escoar superficialmente, poluindo os corpos d’agua
(SILVA et al., 2007b).

Com utilizagdo constante de agroquimicos, como os fertilizantes, e o consequente
aumento de suas concentragdes na agua e no solo, grande parte da populacao e de areas agricolas
sofrem com a contaminag¢do por metais (VODELA et al., 1997; RATTAN et al., 2005;
RASHED, 2010; CHOTPANTARAT et al., 2011; CHOTPANTARAT; SUTTHIRAT, 2011;
TABOADA-CASTRO et al., 2012).

O consumo direto ou indireto de 4gua contaminada ¢ capaz de causar graves problemas
a saude humana, principalmente entre as populacdes mais pobres e que vivem em locais de
infraestrutura precaria. Desta forma, atualmente, a contaminagdo aquatica por dejetos
industriais e urbanos ¢ crescentemente preocupante e medidas profilaticas sdo necessarias,
sobretudo ao que diz respeito a instalacdo de estacdo de tratamento de esgotos antes de sua
eliminacdo e a utilizacdo de métodos que proporcionem agua potavel (SANTOS et al., 2013a).

A agua pode ser avaliada por parametros bioldgicos, que sao baseados em respostas dos
organismos inseridos neste meio (FONTANETTI et al., 2012). Assim sendo,
biomonitoramento, em sua melhor defini¢do, € o uso sistematico das respostas de organismos
vivos para a avaliagdo de mudangas no meio ambiente, geralmente causada por atividades
antropologicas (BUSS et al., 2003). Considerando-se a importancia de reduzir os riscos a satde
humana e da preservagdo do ecossistema aquatico, o uso de biomarcadores genéticos e

morfoldgicos, constituem boas ferramentas para estes fins (FONTANETTI et al., 2012).

2.2 A vinhaca

No Brasil, o cultivo da cana-de-agucar estd diretamente relacionado ao desenvolvimento
econémico (UNICA, 2015) e o pais possui 61,8% das exportagdes mundiais de agticar (MAPA,
2016). Além disso, tem relevante destaque mundial no setor sucroenergético, apresentando

progressiva expansdo na produ¢do de aglcar e de biocombustivel etanol (RODRIGUES;
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ORTIZ, 2006). Segundo Dematté et al. (2004), o governo federal brasileiro estimula a producao
de alcool como combustivel, visando o crescimento em investimentos, subsidios e rendimento,
dado a sua elevada produtividade de cana-de-agucar.

Além da razdo econdmica, a utilizacao dos biocombustiveis, ou mais especificamente,
do bioetanol, foi incentivada desde 1970 até os dias atuais, devido a preocupac¢dao com as
emissoes veiculares e com a qualidade do ar. Desta forma, o papel do bioetanol consiste em
auxiliar na redugcdo da emissdo dos gases do efeito estufa e substituir parcialmente o
petroleo/combustiveis fosseis (LEITE; LEAL, 2007).

Os subprodutos e residuos da cana-de-acucar, ainda, podem ser utilizados para a
fabricacdo de racdo animal, cogeracdo de energia elétrica e fertilizantes para as lavouras
(NOCELLI et al., 2017). Sendo assim, com o aumento do manejo das lavouras aumentando
gradativamente, tém-se estimulado o aprimoramento dos solos, com a utilizacao de fertilizantes
(SILVA, 2006).

Embora a produgao sucroalcooleira economicamente traga muitos beneficios, o despejo
de residuos com substancias toxicas ¢ um dos maiores responsaveis pela degradagdo de
ecossistemas aquaticos, por isso, faz-se necessario o cuidado e o aprimoramento de seu manejo,
bem como os estudos de seus impactos ambientais.

Sendo a fonte de poluicdo a principal causa da degradagdo da qualidade da dgua em
areas urbanas, as atividades humanas podem ser responsaveis pela alteracdo das propriedades
destes ambientes (SILVA et al., 2011; SANTOS et al., 2013b). Entre os poluentes organicos de
grande impacto ambiental estdo os residuos agroindustriais, como a vinhaga (CAMPOS et al.,
2014).

A vinhaca ¢ um liquido residual da fermentacao do alcool, produzida em varios paises
do mundo e em diferentes regides brasileiras (CAMARGO et al., 2009; GIANCHINI;
FERRAZ, 2009; WILKIE et al., 2000). Suas propriedades constituem-se de alta concentracao
de matéria organica, baixo pH, cor escura, alta corrosividade, elevados indices de DBO
(Demanda Bioquimica de Oxigénio), além de elevada temperatura na saida dos destiladores
(FREIRE; CORTEZ, 2000; GIANCHINI; FERRAZ, 2009; LAIME et al., 2011).

O uso da vinhaga como fertilizante tornou-se comum nas refinarias de cana-de-agtcar
por volta de 1980 (CORAZZA, 1996) e ¢ uma alternativa focada no uso racional de recursos
naturais, que previne o despejo desta nos rios (GIANCHINI; FERRAZ, 2009).

No Brasil existem algumas leis e decretos a respeito da utilizacdo de residuos
agroindustriais na agricultura. Especificamente para a vinhaga, a Portaria do Ministério do

Interior n. 323 de 29/11/1978, garante a partir da safra 1979/1980, a proibi¢cao do langamento
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direto ou indireto, do vinhoto, em qualquer cole¢do hidrica, pelas destilarias de alcool instaladas
ou que venham a se instalar no pais (SILVA et al., 2006).

A fertirrigacdo consiste na infiltracdo de vinhaga bruta no solo através da irrigacao de
canaviais (CAMARGO et al., 2009). Quando aplicada in natura no solo, além de irrigar, faz a
fertilizagdo da plantacdo, diminuindo os custos com fertilizantes quimicos (LAIME et al.,
2011). Desta forma, a aplicacdo da vinhaga modifica as propriedades quimicas e edéficas do
solo, visto que ha alteracdo de pH e de teores de potéssio trocaveis (SILVA et al., 2014),
fornecendo algumas substancias para as plantas (SILVA, 2007b). Sendo assim, as industrias
sucroalcooleiras utilizam o reuso de residuos como uma alternativa econdmica, pois reduzem
gastos com adubos, reutilizam subprodutos gerados pelas proprias usinas e solucionam o
problema de sua destinagdo final (SILVA et al., 2015; CHRISTOFOLETTI et al., 2017).

Dentre as alternativas desenvolvidas para o uso da vinhaca, a fertirrigagdo ¢ a mais
utilizada, devido ao seu baixo investimento inicial, custo baixo de sua manutencdo, rapida
aplicagdo, a ndo exigéncia de tecnologias complexas, além de determinar aumento na producao
(CAMARGO et al., 2009; SANTANA; MACHADO, 2008). Entretanto, visto seus impactos
ambientais, atualmente muitos estudos de sua toxicidade vém sendo realizados (CARMO et al.,
2012; CHRISTOFOLETTI et al., 2013b; OLIVEIRA et al., 2013; PAREDES et al., 2014;
PEDRO-ESHER et al., 2014; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a).

Com a producdo da vinhaca em larga escala e sua disposicdo inadequada e
indiscriminada nos solos, tratamentos e usos alternativos vém sendo desenvolvidos, como sua
reciclagem na fermentagao, fertirrigacdo, concentragdo por evaporacao e produgdo de energia
e levedura. Tém-se examinado dados disponiveis para o seu melhor conhecimento a partir da
caracterizacao de sua composi¢ao quimica para usos alternativos no Brasil, além de seus efeitos
sobre as propriedades dos solos, germinacdo de sementes, € seu uso como bioestimulante e
contaminante ao meio ambiente (CHRISTOFOLETTI et al., 2013a).

Alguns estudos comprovam que a aplicagdo continua da vinhaga in natura no solo ¢é
benéfica, contribuindo para o crescimento e produtividade da cultura de cana-de-agucar
(GOMEZ; RODRIGEZ, 2000; CHRISTOFOLETTI et al., 2017). Além disso, a substitui¢ao de
fertilizantes quimicos diminuiu a mudanga climadtica, a acidificacdo terrestre, impactos de
toxicidade aos humanos e manteve os parametros de agua e solo em boas condig¢des, quando
comparados aos fertilizantes quimicos.

O reaproveitamento da vinhaga tem se mostrado, portanto, importante na agricultura e

tendo os seus efeitos toxicos conhecidos, muitas tecnologias vém surgindo com o intuito de
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reduzir sua toxicidade e realizar seu tratamento (MOHANA et al., 2009; CHRISTOFOLETTI
etal., 2017).

Christofoletti et al. (2013b, 2016) e Pedro-Esher (2014, 2016) apontaram o potencial
toxico da vinhaga, utilizando diferentes bioindicadores, ressaltando a importancia da
moderagao de sua aplicagdo, mesmo com a viabilidade econdmica desta pratica.

Christofoletti et al. (2013b), por exemplo, observaram a reducdo da toxicidade de
residuos como a vinhaga da cana-de-agucar, depois de seu bioprocessamento por diplopodos.

Monteiro et al. (2011) avaliaram a redu¢ao da toxicidade da vinhaga tratada pelo fungo
Pleurotus sajor-caju utilizando organismos aquaticos, como Pseudokirchneriella subcapitata,
Daphnia magna, D. similis e Hydra attenuata, como organismos-teste. Houve reducdes de
82,8% na DQO, 75,3% na DBO, 99,2% na coloragao e 99,7% na turbidez da vinhaga, além de
uma reducao de sua toxicidade.

Botelho et al. (2012) avaliaram a reducao da toxicidade da vinhaga por meio da correcao
do pH em hidréxido de sodio, utilizando Ceriodaphnia dubia ¢ D. magna. Segundo estes
autores, a CL50 testada ap6s a correcdo do pH foi maior em todos os organismos, comprovando
assim, a redugao da toxicidade da vinhaga por meio deste tratamento.

Ferreira et al. (2011) puderam concluir que a associacdo sistematica do fungo Pleurotus
sajor-caju e da vinhaga pode ser aplicada no bioprocesso da redugdo de sua cor e degradagdo
de seus componentes complexos, proporcionando redu¢do de toxicidade e aprimoramento de
suas propriedades fisico-quimicas. Os estudos de Aragdo et al. (2014) e Campos et al. (2014)
também concluiram que a associacdo de Pleurotus sajor-caju com a vinhaga ¢ aplicavel na
remogao da cor e degradacao de componentes toxicos da vinhaga de cana-de-acucar, que pode
ser reutilizada apos tratamento por processos biotecnologicos. Assim, € indicado um possivel
processo de uso de residuos de uma forma viavel a objetivos industriais.

Silva et al. (2015) analisaram o desenvolvimento da colonia de Pleurotus eryngii
utilizando a vinhaga como substrato, e assim, puderam concluir, que o crescimento deste fungo
¢ tolerante a toxicidade do residuo em diluigdes limitrofes. Além disso, este ¢ capaz de
aplicabilidade para a remog¢do da cor da vinhaga, evidenciando sua promissora aplicagdo no
processo de biorremediacao.

Correia et al. (2017b) verificaram o potencial téxico da vinhaca em tilapias, bem como
a eficéacia do tratamento fisico-quimico deste residuo com aumento de pH com cal (CaO). Os
resultados sugeriam que este tratamento ¢ uma alternativa eficaz para a reducao da toxicidade
da vinhaca, visto que houve redu¢do da mortalidade dos peixes em diluicdes mais altas e da

incidéncia de danos ao DNA.
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2.3 Peixe como bioindicador para monitoramento ambiental

Devido a permanéncia das atividades urbanas, industriais e da agricultura, as fontes de
agua doce sdo afetadas negativamente com o despejo de seus efluentes, e assim
consequentemente, repercutindo esta nocividade em sua biota residente. A fim de avaliar os
efeitos adversos destes componentes quimicos sobre os organismos aquaticos, atualmente ha
uma tendéncia de integralizar parametros fisicos e quimicos, com bioindicadores na
monitorizagdo da poluicao aquatica (VAN DER OOST et al., 2003; AU, 2004).

Uma grande diversidade de organismos, tais como cebola (RODRIGUEZ et al., 2015;
GARCIA et al., 2017), moluscos (OLIVEIRA et al., 2014), diplopodos (SOUZA et al., 2014;
MOREIRA-DE-SOUZA et al., 2016), assim como os peixes (LEDY et al., 2003; SOUZA;
FONTANETTI, 2006; SIMONATO et al., 2008; BIAGINI et al., 2009; MARCATO et al.,
2014; MARINHO et al., 2014; CORREIA et al., 2017a,b), entre outros, vém sendo utilizados
como bioindicadores a fim de avaliar a saude dos ecossistemas, bem como patologias
toxicologicas.

Os agrotoxicos sdo destinados aos recursos hidricos, provocando danos severos ao
ambiente aquatico. Sendo assim, testes de toxicidade em organismos aquaticos, como os peixes,
sdo obrigatorios perante a lei (Portaria Normativa IBAMA n° 84, 15 de outubro de 1966) e sdo
exigidos ensaios agudos, cronicos e de bioacumulagdo (ARANA et al., 2017).

Visto que podem ser usados para indicar a vitalidade de um ecossistema, os peixes sao
capazes de apontar a exposi¢ao potencial humana a um ambiente aquatico poluido, ou serem
sua fonte de poluentes, quando ingeridos (CARVALHO et al., 2002; ABDEL-MONEIM,
2012).

Os peixes desempenham um papel significativo na avaliagdo do potencial risco
associado & contaminag¢do no ambiente aquatico, uma vez que estdo diretamente expostos a
produtos quimicos resultantes da producdo agricola, através de escoamento superficial ou
indiretamente, através de cadeia alimentar do ecossistema. Além disso, estes sdo dotados de
mecanismos de defesa capazes de neutralizar impactos resultantes do metabolismo de varios
produtos quimicos ou xenobidticos (LAKRA; NAGPURE, 2009; NWANI et al., 2010).

A tilapia do Nilo pertence a familia Cichlidae, da ordem dos Peciformes. Esta espécie,
de origem africana, foi introduzida em outros continentes, inclusive na América do Sul, por
volta do século XX (entre 1940-1950). No Brasil, foi introduzida por volta de 1971, com o
intuito de enriquecer a produgdo nacional, com espécies oriundas da Costa do Marfim
(KULLANDER, 2003). A atividade da piscicultura, atualmente, ¢ muito importante para a

economia do pais, principalmente devido as condigdes climaticas adequadas e grande
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disponibilidade de recursos hidricos. De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA), o Brasil produz atualmente cerca de 2 milhdes de toneladas de peixe, sendo a tilapia
uma das espécies mais cultivadas (MPA, 2014).

Além de sua ampla distribui¢do geografica, a tilapia do Nilo possui grande diversidade
de habitats, que incluem grandes rios equatoriais, tropicais e subtropicais, rios com corredeiras,
areas pantanosas, lagos profundos, aguas salinas e alcalinas e lagos artificiais (EL-SAYED,
2006). Nao obstante, ¢ uma espécie exotica, capaz de se reproduzir em ambientes poluidos
(BIRUNGI et al., 2007).

Oreochromis niloticus ¢ uma espécie herbivoro-omnivora (EL-SAYED, 2006) e devido
esta grande variedade de habitats em que se encontra, apresenta grande tolerancia a alteragdes
ambientais da 4gua, apesar de sua relevante sensibilidade a salinidade (FAO, 2010). Além disso,
existe extensa literatura sobre o seu comportamento, fisiologia e requerimentos ambientais, que
os tornam relevantes como grupo de organismos testes para avaliar os efeitos bioldgicos de
substancias toxicas (RAND, 2008).

As tilapias, ainda, possuem alta resisténcia a baixas concentracdes de oxigénio
dissolvido na 4gua e a alteracdo de seu pH (FAO, 2010) e a outros fatores causadores de
diversos distirbios para a maioria dos peixes (EL-SAYED., 2006).

Segundo Sanchez-Galan et al. (1998), teoricamente, para ser considerada ideal a estudos
de toxicidade, uma espécie de peixe deve apresentar os seguintes critérios: (1) ser largamente
distribuida em vérios ecossistemas; (2) sensivel o suficiente para detectar poluentes, mesmo em
baixas concentragdes; (3) ser adequada para trabalhos em laboratério e (4) em populagdes
naturais permitir a captura de individuos sem afetar a conservacao da espécie.

Correia et al. (2017a) avaliaram os efeitos da vinhaca nas branquias de O. niloticus e
puderam observar mudangas morfologicas significativas, como destacamento e desorganizagao
do epitélio e aumento de células mucosas em peixes submetidos a diferentes diluicdes deste
residuo.

Sendo assim, a tilapia tem sido considerada um bom modelo para estudos toxicoldgicos
por apresentar altas taxas de crescimento, facil adaptacdo as dietas comerciais, resisténcia a
doengas e lesdes consequentes de manejo, boa reprodugdo em cativeiro e tolerancia a variagdes
ambientais (FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2006). Sendo assim, a tilapia-do-nilo ¢ um
otimo modelo para avaliagao do ecossistema aquatico e para realizagao de estudos toxicoldgicos

(GIRON- PEREZ et al., 2007).
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2.4 Histopatologia do figado como biomarcador da poluicdo aquatica

Biomarcadores sdo definidos como respostas bioldgicas adaptativas a estressores,
notabilizadas como alteracdes bioquimicas, celulares, histologicas, fisiologicas ou
comportamentais (DEPLEDGE, 1992; 1994). Seu uso permite a detec¢ao de diversos tipos de
danos em diferentes tecidos e células, visto que sdo capazes de fornecer evidéncias qualitativas
de adaptagdes funcionais devido a exposi¢do aos contaminantes morfoldgicos. Desta forma,
esta ferramenta aponta o nivel inicial de toxicidade antes da morte de um individuo, através de
analises qualitativas das alteragcdes morfologicas (FONTANETTI et al., 2011).

Os biomarcadores podem oferecer biologicamente e ecologicamente informagdes
relevantes, ou seja, consistem em uma ferramenta valiosa para o estabelecimento de diretrizes
para uma gestdo ambiental eficaz. Assim, pode-se afirmar que peixes bioindicadores sdo
necessarios a0 monitoramento de alteracoes ambientalmente induzidas a fim de avaliar o
impacto de compostos xenobioticos (AUTHMAN et al., 2015).

Os biomarcadores bioquimicos, moleculares, de genotoxicidade, morofolégicos e
comportamentais tém sido utilizados em peixes para a avaliagdo do impacto de agrotdxicos na
fisiologia destes animais, bem como os multiplos efeitos que estes produtos ocasionam
(ARANA et al., 2017). O uso de biomarcadores genéticos e morfoldgicos possibilita que os
riscos a saude humana sejam reduzidos, além de fornecer subsidios para o desenvolvimento de
programas intencionados a preservacao do ecossistema aquatico (FONTANETTI et al., 2012).

Para Fernandes et al. (2008), o uso de biomarcadores tém se tornado um mecanismo
atrativo e eficiente ao monitorar a qualidade do ambiente e da satide dos peixes que habitam os
ecossistemas poluidos. Assim, consequentemente, a utilizacdo de peixes como monitores
biologicos dos impactos dos diferentes niveis de poluigao, ¢ alta.

O uso de biomarcadores morfoldgicos tem se intensificado em peixes, visto que as
alteracdes histologicas nos 6rgdos destes animais podem estabelecer a relagdo entre danos em
peixes e polui¢do ambiental (DYK et al., 2012; MAHROUS et al., 2015).

A histopatologia do figado nos peixes ¢ uma ferramenta de monitoramento capaz de
indicar os impactos de agentes de estresse em suas populagdes e ¢ referido como um dos
biomarcadores mais confidveis para uso em estudos de degradacdo ambiental, inclusive na
fauna aquatica (FERNANDES et al., 2008). Além disso, as alteragdes histopatoldgicas t€m sido
cada vez mais relacionadas ao impacto de diversos estressores como patdogenos microbianos,
compostos toxicos, condi¢des ambientais adversas e nutricionais (MARCHAND et al., 2009).

A diminuicdo de atividades de enzimas hepdticas e mudangas histopatoldgicas em

tecidos do figado tém sido relacionadas a exposi¢des a metais. Estas alteragdes sdo diretamente



17

relacionadas ao tipo de substancia a que o 6rgdo € exposto, a sua respectiva concentracdo no
meio, o periodo de exposicdo, além da espécie do peixe estudada (PARIS-PALACIOS et al.,
2000; VAN DYK et al., 2007; YOUNIS et al., 2012).

De maneira geral, o figado ¢ o maior 6rgao interno do corpo ¢ uma glandula anexa
digestiva constituida por parénquima celular e por fibras que promovem sua sustentacdo. A
superficie hepatica € coberta por uma membrana serosa, que possui tecido conectivo inserido
no parénquima hepatico. Os hepatdcitos, localizados no parénquima celular, sdo células
poligonais que possuem importantes fungdes metabolicas. Também ¢ possivel visualizar no
tecido hepatico vasculariza¢do de grande e pequeno calibre, ductos biliares, tecido pancreético
e centros melanomacrofagicos (HIBIYA, 1982).

Em certas espécies de peixes, como a tilapia (O. niloticus), o figado ¢ agregado com o
pancreas, formando o hepatopancreas, cujas células do pancreas exdcrino estdo distribuidas no
parénquima hepatico ao redor das vénulas portais (MUNSHI; DUTTA, 1996). O pancreas
exocrino ¢ definido por aglomerados de células piramidais, principalmente organizadas em
acinos, similarmente aos mamiferos. As células possuem citoplasma basoéfilo escuro, ntcleos
basais distintos e granulos de zimogénio proeminentes, os quais contem enzimas responsaveis
pela digestdo de proteinas, carboidratos, gorduras e nucleotideos (GENTEN et al., 2009).

Alguns autores descrevem os acinos como unidades estruturais e funcionais do figado,
localizadas no 16bulo hepatico e nos tratos portais (ou bainha de Glisson). O l6bulo hepatico
consiste nos hepatocitos, que sdo o centro funcional do figado, no qual hd a formagdo das
estruturas hepatocitos-sinusoidais. Os sinusoéides, por sua vez, sdo redes capilares localizadas
no espaco entre as placas hepaticas em que os hepatocitos estao dispostos (RAPPAPORT, 1963;
MOTTA,1984).

Em comparacdo aos humanos, que tém seus lobos hepaticos constituidos por placas
formadas por uma camada de células, alguns vertebrados inferiores apresentam duas ou mais
destas placas de espessura. Nos peixes, por exemplo, espécies diferentes podem apresentar este
tecido sob diferentes formas, sendo que enquanto algumas podem ser semelhantes aos humanos,
outras podem apresentar-se mais primitivas (ELIAS; BENGELSDORF, 1952; RAPPAPORT,
1963; MOTTA, 1984; CORNELIUS, 1985; NOPANITAYA et al., 1979; SPEILBERG et al.,
1994; AKIYOSHI et al., 2001).

Akiyoshi e Inoue (2004) classificaram, a partir dos estudos de Elias e Bengelsdorf
(1952), as estruturas hepatdcitos-sinusoidais do figado em trés tipos: forma de cordao, tubular
e solida, que se diferenciam de acordo com a disposi¢do, formato das células, bem como das

estruturas que formam o tecido hepatico. A forma de corddo, encontrada em espécies como
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Oreochromis mossambicus, é caracterizada pela maioria dos hepatocitos poliédricos, de nicleo
arredondado, dispostos em camada simples; os hepatdcitos estdo intimamente conectados a
capilares sinusoidais, formando uma rede densa; e os sinuséides sao ampliados com capilares
retos, conectados através dos vasos perilobular para centrolobular;

Entre as fungdes hepaticas mais importantes estdo a formagao de proteinas plasmaticas,
a desaminagdo de proteinas, a formagdo de uréia para remoc¢do de amodnia como efeito de
detoxificagdo e a sintese de alguns aminoacidos (HONORATO et al., 2013). Sendo assim, a
ocorréncia de um disturbio hepatico grave pode proporcionar um quadro irreversivel
(RASKOVIC et al., 2011), com notéria diminui¢io da taxa de crescimento e possibilidade de
morte do animal.

Pereira et al. (2014), por exemplo, relataram que peixes expostos a ambientes
contaminados com detergentes biodegradaveis, resultam em danos ao figado, como a
vacuolizac¢do do nucleo e citoplasma dos hepatdcitos e a diminuicao das reservas de glicogénio.

Marinho et al. (2014) puderam constatar através de analises histologicas e histoquimicas
do figado de O. niloticus que a vinhaga pode ser letal, dependendo de sua diluigao e composigao.
Sendo assim, hd grande necessidade da avaliacdo de sua reutilizacdo como fertilizante, visto
que uma vez atingido o ambiente aquatico, pode repercutir graves efeitos a fauna. As alteragdes
encontradas pelos autores podem ser listados, principalmente, como degeneragdo hidrdpica,
presenca de nucleo picnoético, vacuolizagdo no citoplasma, perda de integridade citoplasmatica,
perda de limite celular, acimulo de polissacarideos, dilatagdo dos sinuséides e desorganizacao
do tecido hepatico.

Da mesma forma, Ibrahim (2013) pdde comprovar a relacdo direta entre a ma qualidade
da 4agua do rio Nilo, no Egito, resultante das atividades industriais, agricolas e domésticas, com
as alteragdes morfoldgicas encontradas em figado de tildpia. Foi observado degeneragdo,
necrose, fibrose e edema nas células hepaticas, dilatagdes de vasos sanguineos, entre outras.

Para Sanchez-Fortin (2009) a biosfera esta sendo modificada pelas atividades humanas.
Isto posto, a biodiversidade vem sofrendo uma grande crise, tendo em vista que novas
substancias estdo poluindo os recursos hidricos, causando, consequentemente, catstrofes
ambientais nos ecossistemas aquaticos. Sendo este problema de grande relevancia, pesquisas
basicas sdo necessarias a elaboragdo de informacgdes uteis para futuras prognosticos, € para que
com isto, métodos alternativos de protecdo destes ambientes sejam elaborados.

Embora o figado tenha capacidade de degradacdo de compostos toxicos, seus
mecanismos de regulacdo podem ser sobrecarregados por concentragdes elevadas destes

produtos, acarretando danos a estrutura do 6rgdo. Assim, a exposicdo a estes agentes pode
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causar alteragdes histologicas, possibilitando que o 6rgao seja utilizado como biomarcador para
indicar contato prévio com tais substancias (HINTON; LAUREN, 1990; VAN DICK, 2003).
Deste modo, a histologia de figado de peixes possibilita o estudo das interagdes entre fatores

ambientais e as estruturas hepaticas, bem como suas fungdes (BRUSLE; GONZALEZ, 1996).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Este projeto teve por finalidade analisar o potencial toxico e citotdoxico da vinhaca com
pH ajustado com cal, sobre a vida aquatica, utilizando como modelo tilapias expostas a

diferentes dilui¢des desta substancia.

3.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos foram analisar possiveis alteragcdes teciduais do figado de
tilapias expostas a vinhaga com pH ajustado, utilizando a histologia; e avaliar possiveis

alteracdes fisiologicas do figado dos animais expostos, utilizando testes histoquimicos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais Biologicos

Foram utilizados espécimes juvenis de O. niloticus com tamanho médio de 7 cm,
provenientes de piscicultura. Esses animais foram aclimatados em tanques com sistema de
filtragdo e aeragdao adequada, por no minimo 15 dias, alimentados durante todo periodo. Um dia
antes do inicio do bioensaio, a alimentacao dos animais foi suspensa para evitar o acimulo de
dejetos nos aquarios do experimento.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais da UNESP
- Rio Claro (CEUA/IB/UNESP/CRC), sob protocolo n° 003518-2/2 de 24.05.2013.

4.2 Vinhaca

Para a montagem dos bioensaios utilizou-se vinhaga de cana-de-agucar obtida em uma
usina. O pH da vinhaga foi ajustado para 7 por meio da adigdo de cal (CaO), produto comumente
utilizado no campo para corre¢do do solo; apds ajuste para um nivel mais neutro do pH, tais
amostras foram misturadas diretamente nos aquarios em dilui¢des de 1, 2,5, 5 e 10%, tendo

como base estudos de Algur e Kadioglu (1992), nos quais utilizaram concentragdes similares
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para estimar crescimento, biomassa e produgao primaria em Pisum sativum e Helianthus annus,
e estudos de Kumar e Gopal (2001), no qual estas dilui¢des de vinhaga foram usadas em

bioensaios com Channa punctatus (Pisces).

4.3 Métodos

4.3.1 Analise fisico-quimica da vinhaca

Foram realizadas analises fisico-quimicas do efluente bruto e da 4gua de cada uma das
diluicoes testadas apos ajuste de pH do efluente, pelo laboratdrio especializado ASL Analises

Ambientais, Rio Claro, SP, para determinagdo mais precisa de sua composicao.

4.3.2 Bioensaios com O. niloticus

Ap6s a aclimatagdo, 20 tilapias foram divididas em quatro grupos de cinco individuos e
cada grupo foi transferido para aquarios (40L) de prova estatica. O grupo controle (aquario 1)
foi exposto a dgua limpa de pogo artesiano, sem a adi¢do de nenhum composto; o aquario 2 foi
exposto a dilui¢do de 1% de vinhaca tratada — pH=7,0 — (300 mL de vinhaca adicionado a 29,7
L de 4gua de pogo artesiano); o aquario 3 foi exposto a dilui¢do de 5% de vinhaca tratada (1500
mL de vinhaga adicionado a 28,5 L de 4gua de pogo artesiano) e o aquario 4 foi exposto a
diluicao de 10% de vinhaga tratada (3000 mL de vinhaga adicionado a 27 L de agua de pogo
artesiano). O tempo de exposi¢cdo dos animais foi 96 horas, a fim de se obter a resposta aguda,
a temperatura foi controlada (24 £2°C) e os aquarios mantidos com sistemas de filtragem e

aeracao.

4.3.3 Disseccao dos animais

Decorrido o tempo de exposi¢ao, os espécimes de O. niloticus foram anestesiados com
benzocaina (0,1 g de benzocaina em 1 mL de élcool etilico para cada 100 mL de agua
deionizada) e eutanasiados para a retirada do figado. O figado coletado foi fixado em solucao
Bouin (15 mL de solugdo aquosa saturada de acido picrico, 5 mL de formaldeido e 1 mL &cido
acético) ou formol cdlcio (de acordo com a técnica de coloragdo a ser empregada)
permanecendo no fixador no minimo 2 horas, ap0s a fixagao foi estabilizado em tampao fosfato

de sodio pH=7,4 e mantido em geladeira.

4.3.4 Técnica para analise histologica
O material coletado foi desidratado em série alcodlica (15, 25, 50, 70, 80, 90, 95 ¢ 100%)

por 20 minutos cada banho Apds a desidratagdo, os figados coletados foram colocados em
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resina de embebicao (Leica Historesin — Embedding Kit) por no minimo 24 horas e, finalmente,
incluidos em resina contendo catalisador. Apos polimerizacao, os blocos foram seccionados
com espessura de até 6 um, com auxilio de microtomo. Os cortes foram hidratados e recolhidos

em laminas. Em seguida, os cortes foram entdo corados por Hematoxilina/Eosina.

4.3.5 Técnicas para analises histoquimicas

Os testes histoquimicos foram realizados com o intuito de detectar os seguintes
elementos:

a. Proteinas Totais

Foi utilizada a técnica de coloracdo pelo azul de bromofenol que teve o material fixado
em solu¢do Bouin. As laminas foram hidratadas por 5 minutos ¢ imersas no respectivo corante,
por 2 horas. Em seguida, foram lavadas em agua corrente, secas e montadas com balsamo do
Canada (PEARSE, 1985).

b. Polissacarideos

Duas técnicas foram utilizadas para a observagdo de polissacarideos: PAS (Acido
Periodico Schiff), para a detec¢do de polissacarideos neutros, e a coloracdo simultdnea por
PAS+ azul de Alcian, para detec¢do, também, de polissacarideos acidos. O material foi fixado
em solucao Bouin. No método PAS foi necessaria a hidratacdo prévia do material, por 5
minutos. Em seguida, o material foi levado ao acido periddico 1% por 30 minutos. Decorrido o
tempo, o material foi imerso em reativo de Schiff, por 1 hora. As laminas foram lavadas em
agua sulfurosa, por 9 minutos e em seguida, em agua corrente, por 30 minutos. Depois de secas,
foram montadas com balsamo de Canada. Na coloragdao dupla com PAS+azul de Alcian, as
laminas foram submersas em uma solu¢ao de azul de Alcian dissolvido em acido acético 3%,
onde permaneceram por 30 minutos, e em seguida submetidas ao reativo de Schiff, de modo
semelhante a técnica de PAS, contrastadas com Hematoxilina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983).

4.3.6 Documentacio e interpretaciao dos resultados

Foram analisadas duas ldminas com oito cortes de 6 um para cada peixe, sendo n=>5 para
cada um dos bioensaios. Assim, foram analisados um total de 50 laminas e 400 cortes
histologicos para a técnica realizada.

Os resultados obtidos foram registrados em fotomicroscopio, fazendo-se uso de
programas proprios para captura de imagens. Os resultados encontrados no tratamento a que

foram submetidos, foram comparados.
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A descricdo e a avaliagdo das alteragdes histoldgicas basearam-se nos protocolos de
Bernet et al. (1999) e Marinho et al. (2014). Um fator de importancia (W) foi definido para cada
lesdao observada, de acordo com sua importancia patoldgica, ou seja, como isso afeta a fungao
do 6rgdo e a capacidade de sobrevivéncia dos peixes, classificadas de 1 a 3: (1) Importancia
patoldgica minima, a lesdo ¢ facilmente reversivel quando a exposi¢ao ao estressor termina; (2)
Importancia patologica moderada, a lesdo ¢ reversivel na maioria dos casos, quando o estressor
¢ neutralizado; e (3) Importancia patologica acentuada, a lesdo ¢ geralmente irreversivel,
levando a perda parcial ou total da funcao do 6rgao.

Foi desenvolvida, entdo, uma tabela para o presente estudo (Tabela 1), com as principais
alteragdes encontradas nos figados dos peixes expostos a vinhaga.

Para melhor compreensdo dos resultados, as anomalias histopatologicas encontradas,
também foram classificadas em escores (a) que podem variar de 0 a 6, dependendo do grau e
da extensdo da alteracdo, sendo: (0) nenhuma ocorréncia; (2) pouca ou rara ocorréncia; (4)
ocorréncia frequente; e (6) ocorréncia muito frequente. Além disso, valores intermedidrios
também puderam ser considerados quando a alteragdo observada ndo estivesse presente em
todos individuos analisados.

Ao multiplicar o fator de importancia pelo escore, o indice da alteragdo foi obtido. Para
o calculo do indice total de cada individuo, ou seja, o indice correspondente a avaliagdao das

alteragOes histopatoldgicas, utilizou-se o seguinte calculo:

Indiceina = X (fator de importancia x escore)

A partir dos indices individuais obtiveram-se os valores de média e desvio padrao para
cada grupo — controle e tratamentos — os quais foram avaliados estatisticamente por meio do
teste Kruskal Wallis em niveis de 5% e 1% de significancia para comparagao de cada tratamento
com o grupo controle.

Este procedimento foi realizado para avaliar estatisticamente o conjunto de lesdes
hepaticas entre os grupos. Assim, este método padronizado de avaliagdo permite a andlise
semiquantitativa de danos aos orgdos incluindo a extensdo, a significAncia e a importancia

patologica das alteragoes.
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5. RESULTADOS

5.1 Analises fisico-quimicas da vinhaca

A vinhaga bruta ¢ a agua dos aquarios com as diluicdes de vinhaca tratada foram
analisadas fisico-quimicamente anteriormente a realizagdo do bioensaio. Os resultados
encontrados estdo sintetizados nas tabelas 2 e 3.

Apos introducao dos peixes nos aquarios, o pH ajustado em 7 (neutro) ndo manteve-se
estavel. Ao final da exposicdo, exceto na diluicdo de 10%, o pH apresentou-se alcalino. Os
metais, em sua totalidade, estavam em concentracdo abaixo da permitida pela CETESB
(Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo). Houve redugdo consideravel da DBO e da

DQO nas diluigdes de vinhaga tratada.

5.2 Observacao do bioensaio

Durante a execug@o do bioensaio, ndo foi verificada mortalidade de peixes.

5.3 Analise histologica

O grupo controle apresentou o tecido hepdtico estruturalmente tipico de peixes
teleosteos, sem anormalidades patologicas (figura 1A). Os hepatocitos sdo células poliédricas
arranjadas em fileiras. Estes estdo entremeados por sinuséides, nos quais observa-se eritrocitos.
Os hepatodcitos apresentam citoplasma homogeneamente corado, ou ocasionalmente menos
corado. O 6rgdo apresenta, ainda, tecido pancreéatico por entre o parénquima, como descrito
para a espécie (figura 1A).

As alteragdes estatisticamente significativas foram degeneragado hidropica (figura 1C) e
aumento de vacuolos citoplasmaticos dos hepatocitos (figura 1F).

Na diluicdo de 1% foram observadas com mais frequéncia perda de integridade celular
(figura 1D), degeneracdo hidropica e rara perda de limite citoplasmatico (figura 1B, D).

Na dilui¢do de 2,5% foi raramente observado desorganizagdo do parénquima hepatico.
Foi observado com frequéncia perda de integridade citoplasmatica e perda de limite celular.
Em um dos individuos, observou-se intenso aumento de vactiolos citoplasmaticos dos
hepatdcitos (Figuras 1E, F) dos hepatdcitos, embora no restante esta alteragdo se apresentasse

raramente.
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Pode-se observar na diluicdo de 5%, frequente perda de integridade citoplasmatica,
perda de limite celular e vacuolizagdo; com frequéncia rara também constatou-se presenca de
desorganizagao do tecido hepatico e degeneragdo hidropica.

Na diluicdo de 10%, foram observadas perda de limite celular, perda de integridade
citoplasmatica e aumento de vactolos no citoplasma dos hepatdcitos muito frequentes e
degeneracdo hidropica e desorganizacao tecidual com frequéncias médias ou mais raras.

Os resultados estatisticamente significativos foram degeneracao hidrdpica na diluicao

de 1% e aumento de vacuolos citoplasmaticos na diluicao de 10% (Tabela 4).

5.4 Analise histoquimica

A andlise para a detecgdo de proteina no grupo controle apresentou positividade no
citoplasma dos hepatdcitos, sendo algumas areas menos coradas que outras, conforme
observado também na coloragdo por H/E (Figura 2A). Nao foram observadas diferencas quando
comparado este padrdo nos organismos expostos a vinhaga.

As analises para a deteccdo de polissacarideos mostraram que tanto o grupo controle,
quanto os grupos de todos os tratamentos, apresentaram similarmente pequenos estoques de
polissacarideos neutros nos hepatdcitos, em forma de fina granulacdo espalhada por todo o
citoplasma ou em acimulos maiores (Figuras 2B e 2C); ndo foram observados polissacarideos

acidos (Figura 2C).

6. DISCUSSAO

A avaliagdo de produtos potencialmente toxicos em corpos d’agua foi o principal
objetivo de acdes de protecao de recursos hidricos em todo o mundo, realizada recentemente
por ambientalistas e funcionarios governamentais, amparados pela literatura cientifica. Além
da contaminagdo da agua, a intoxicagdo de animais aquaticos ¢ alarmante e, neste sentido, a
presenca de produtos que ndo sejam especificos ao uso em corpos d’adgua ¢ altamente
preocupante. Desta forma, estas substancias podem ter acesso ao ambiente aquatico através de
diferentes praticas, atingindo organismos no alvos, como os peixes (ANSOAR-RODRIGUEZ
etal., 2016).

A vinhaga tem sido constantemente aplicada no setor agricola como um agente
fertilizante, principalmente no cultivo de cana-de-agucar. Entretanto, dependendo das
quantidades aplicadas no solo, pode sofrer lixiviacdo atingindo corpos d’agua. Em outras

palavras, estas quantidades ndo devem superar a capacidade de retencdao de ions, ou seja, a
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dosagem depende das caracteristicas do solo. Visto que um dos principais problemas
enfrentados pelas industrias sucroalcooleiras ¢ o grande volume de residuos gerados, a vinhaga
representa um potencial poluente para os corpos d’agua quando manejada inadequadamente
(WADT, 2008; FERREIRA, 2009; LAIME et al., 2009).

Segundo Marinho et al. (2014) é possivel pressupor que o baixo pH, a presenca de
diferentes metais e a alta dureza da amostra, sejam caracteristicas contribuintes para o efeito
toxico da vinhaga. O pH de um ecossistema pode interferir de modo direto sobre a fisiologia
das espécies, ou de modo indireto, podendo contribuir para a precipitacao de elementos toxicos,
como metais trago. Em relagdo ao lancamento direto de efluentes nos corpos receptores, €
estabelecida uma faixa de pH de 5 a 9, sendo que os pardmetros de protecao a vida aquatica
determinam o pH dos corpos d’4gua entre 6 ¢ 9 (CETESB, 2013).

O figado ¢ um dos 6rgdos mais afetados pelos poluentes da agua, visto que estd
associado a fungdes de desintoxicacdo e biotransformagdo, juntamente com a localizagdo e o
rico suprimento de sangue (MOHAMED, 2009).

Em todos os grupos expostos as diferentes concentragdes de vinhaca tratada, foram
encontradas alteracdes histologicas. Assim, os hepatdcitos podem ser considerados como um
dos principais alvos da toxicidade de uma substincia, caracterizando o figado como um
excelente biomarcador da polui¢do ambiental (ZELIKOFF, 1998).

Foi observada degeneracao hidropica dos hepatocitos, que € caracterizada pelo aumento
no volume da célula devido ao aciimulo de agua e eletrolitos em seu interior (ROBBINS et al.,
1989). Esta alteragdo foi encontrada em estudos que também utilizaram substancias que
atingem corpos d’agua, como o inseticida imidacloprido e o herbicida 2,4-D comercial em O.
niloticus (SILVA, 2015; ANSOAR-RODRIGUEZ et al., 2016) e o niquel em Oncorhynchus
mykiss (TOPAL et al., 2017).

A ocorréncia de perda de integridade citoplasmatica foi uma caracteristica encontrada
abundantemente e se refere as areas mais claras do citoplasma, indicando um processo de
degradacao. Com o aumento de sua frequéncia proporcional ao aumento da dilui¢do da vinhaca
em que os figados foram expostos, pode-se indicar a ocorréncia de um processo toxico neste
orgdo (MARINHO et al., 2014). Resultados similares foram observados por Amwele et al.
(2017) na analise de diferentes tecidos, inclusive nos figados de tilapias, submetidos a um metal
complexo e oleo surfactante.

A desorganizac¢do do tecido hepatico e a perda do limite celular, segundo Akaishi et al.
(2004), sao caracteristicas que sugerem drésticas alteragdes na distribuicao de organelas, o que

pode trazer graves consequéncias para o funcionamento do 6rgdo. O parénquima hepatico
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normal estd disposto em corddes de hepatdcitos bem definidos, de forma poliédrica. Esta
alteracdo foi observada intensamente nos estudos de Abdel-Moneim et al. (2012) e Puerto et al.
(2014). De acordo com alguns outros autores, este desarranjo parece estar relacionado a
exposicao dos animais a metais, como o aluminio e zinco (HADI; ALWAN, 2012; SANTOS
etal., 2015).

Observou-se, também a ocorréncia de aumento da presenca de vacuolos
citoplasmaticos, indicando acimulo de substancias e sinais de degradagao, resultado também
encontrado por outros autores, como Authman et al. (2013), na avaliagdo do impacto ambiental
de metais traco no figado do peixe C. gariepinus. Pacheco ¢ Santos (2002) descreveram o
aumento de vacuolos citoplasmaticos dos hepatocitos como um sinal degenerativo que sugere
danos metabdlicos, possivelmente relacionados a contaminagdo da agua. Mollendroff (1973),
desta forma, classificou esta alteragdo como um mecanismo de defesa celular que coleta
substancias prejudiciais dos hepatdcitos, impedindo que as atividades bioldgicas destas células
sejam interrompidas.

Os lipidios podem ser estas substancias em acimulo nos vactolos (esteatose), devido a
uma falha no metabolismo lipidico, quando expostos a contaminantes. As espécies de peixes,
em sua maioria, tém os lipidios como fontes predominantes para a obten¢do de energia. No
entanto, a deposicao de lipidios em excesso pode causar problemas a satde do animal (LI et al.,
2012). Sendo assim, os peixes, quando submetidos a estresse ambiental, podem sofrer danos ao
metabolismo lipidico, ocasionando o aumento de vacutolos citoplasmaticos no figado
(NGUYEN et al., 2008; LI et al., 2012; FRICKE et al., 2012 CHEN et al., 2015; SARAIVA et
al., 2015). No presente trabalho, ndo foi verificado o contetido lipidico.

Os padrdes histoquimicos para a deteccao de proteinas e polissacarideos ndo sofreram
alteracdo neste estudo. A andlise para a detec¢do de proteina apresentou o citoplasma de seus
hepatdcitos positivos aos testes, apresentando dreas menos coradas conforme o padrio da
coloragdao histologica. Os testes histoquimicos para a deteccdo de polissacarideos
citoplasmaticos ndo indicaram acumulo destes elementos neutros, sendo que os acidos nao
foram observados. Em contrapartida, os estudos de Marinho et al. (2014) com vinhaga in natura
indicaram maior aciimulo de polissacarideos tanto acidos quanto neutros, em grupos tratados
com diferentes dilui¢cdes do residuo, podendo ser este fato, explicado pela alta quantidade de
compostos organicos presentes no efluente.

Proporcionalmente ao aumento substancial da produg¢do de etanol no Brasil, ha
necessidade do controle deste residuo. Muitas tecnologias tém surgido para o tratamento e

reutilizagdo da vinhaga (MANE et al., 2006; SILVA et al., 2007a; FERREIRA, 2009;
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MOHANA et al., 2009). Neste projeto, foi inten¢do verificar se o ajuste de pH para um valor
mais neutro seria uma alternativa para a diminui¢ao da toxicidade da vinhga. Para tanto, foram
realizadas analises fisico-quimicas da agua dos aquarios apos adi¢do da vinhaga tratada; pode-
se observar aumento do pH e redu¢ao consideravel dos niveis de DBO e DQO.

Durante o bioensaio ndo foi observada mortalidade dos peixes, indicando uma
diminui¢ao da toxicidade deste residuo, uma vez que em estudos prévios com as mesmas
diluicdes de vinhaga sem ajuste de pH, a mortalidade foi alta (MARINHO et al., 2014;
CORREIA et al., 2017a,b).

Mesmo ap6s a observagdo da diminuicdo da toxicidade, as andlises histologicas
demonstram ainda alteragdes estatisticamente significativas como: degeneracdo hidropica na
dilui¢do de 1%, perda de integridade citoplasmatica dos hepatdcitos na diluicdo de 10%, perda
de limite citoplasmatico dos hepatdcitos nas dilui¢des de 5% e 10% e desorganizagdo do tecido
hepatico na concentragdo de 5%. O aparecimento destas anormalidades sugere que a vinhaga

apresenta potencial toxico mesmo apos tratamento por ajuste de pH.

7. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos através da andlise histopatologica de figado de peixes da
espécie O. niloticus, expostos a diferentes diluigdes de vinhaga tratada para ajuste de pH, pode-
se concluir que a vinhaga tratada ainda possui potencial toxico nos corpos d’agua. Desta forma,
foram encontradas alteracdes histopatologicas estatisticamente significativas na andlise
histoldgica, sendo estas, aumento de vacuolos citoplasmaticos e degeneragdo hidrdpica. No
entanto, o tratamento ndo alterou a presenga de proteinas totais e polissacarideos presentes no
figado de peixes expostos. Sendo assim, as analises fisico-quimicas da vinhaga, bem como o
padrao histoquimico do figado das tilapias expostas a este residuo, comprovaram a diminui¢ao
de seu poder poluente. Apesar disso, a analise histopatologica dos figados dos animais expostos,

demonstrou ainda, constituintes toxicos ao organismo utilizado como modelo.
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Tabela 1 — Principais alteragdes encontradas em figado de O. niloticus ¢ seus respectivos

fatores de importancia.

Caracteristicas analisadas

Fator de Importancia (w)

Degeneragao hidropica

2
Aumento de vactiolos 1
L. citoplasmaticos
Hepatocitos
) ) ) . 3
Perda de integridade citoplasmatica
. 3
Perda de limite celular
Paré i C . )
aren(,llflma Desorganizagao do tecido 2
Hepatico

Tabela elaborada pelo autor
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas da vinhaga bruta e das dguas dos aquarios apos
dilui¢ao da vinhaga tratada com cal.

Parametro Vinhaca Vinhaca Vinhaca Vinhaca Vinhaca
bruta 1% 2,5% 5% 10%
pH inicial 4.6 7,32 7,22 7,23 7,32
pH final 4,6 9,2 8,4 8,9 7,6
Calcio (mg/L) 828 (25%) 27,87 62,33 95,2 96,8 (5%)
Condutividade Elétrica 8294 446 685 1110 1022
(ns/cm)
DBO (mg/L) 133943 <LQ 22,1 26,4 47,1
DQO (mg/L) 31723,2 <LQ 144,5 (2%) 246,5 325.9
Dureza (mg CaCQs/L) 3390.4 107,8 2577 384.9 400,7
Fosfato total (mg/L) 5,518 (20%) 0,673 0,401 (5%) 3,938 (10%) 1,466(10%)
(2%)
Magnésio (mg/L) 321,25 (25%) 9,279 24,78 35,75 38,620
Potassio (mg/L) 3276 (100%) 38,06 91,360 264.,4 (5%) 224,95 (5%)
Sédio (mg/L) 13,57 36,5 8,588 15,1 9,023
Sulfato (mg/L) 340,276 32,76 70,583 (5%) 174,642 123,319
(20%) (2%) (10%) (10%)
Solidos suspensos totais 1190 <LQ 20 39 42,0
(mg/L)
Carbono Orgéanico 11070 15,8 50,2 102 126
Total ( mg/L)
Nitrogénio Amoniacal 10,920 3,124 4,127 9,578 7,472
Nitrogénio Kjeldahl 2341 4,8 10,6 14,3 12,6

LQ: limite de quantificag@o; Entre parénteses: dilui¢ao para quantificagdo

Fonte: CORREIA (2015)
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Tabela 3- Anélise fisico-quimica e de metais da vinhaga bruta e das dguas dos aquarios apds
dilui¢do da vinhaga tratada com cal.

Parametro Vinhaca Vinhaca Vinhaca Vinha¢a Vinhaca

bruta 1% 2,5% 5% 10%

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Aluminio 0,47 <LQ 0,08 <LQ 0,15
Antimonio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Arsénio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Bario 0,218 0,07 0,06 0,051 0,069
Boro <LQ 0,369 <LQ <LQ <LQ
Cadmio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Chumbo <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobaldo 0,014 <LQ <LQ <LQ <LQ
Cobre 0,155 <LQ 0,009 <LQ <LQ
Cromo <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Ferro 8,531 0,077 0,228 0,412 0,495
Manganés 3,11 (25%) <LQ 0,026 0,131 0,147
Mercurio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Molibdénio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Niquel 0,029 <LQ <LQ <LQ <LQ
Prata <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Selénio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Vanadio <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Zinco 0,625 0,02 0,022 0,038 0,032

LQ: limite de quantificacdo; entre parénteses: diluicdo para quantificagdo

Fonte: Correia (2015)
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9.4 ANEXO D

Tabela 4 — Frequéncia de ocorréncia de alteragdes hepaticas significativas encontradas
em O. niloticus expostos a vinhaga tratada.

Tratamentos Deg. Vacuol. Perda Lim. Des.Tecido Perd. cit.
Hidro.
CC 0 0 0 0 2,4+328
V1% 5,6 2,19 0 2,4+3,28 0,8+1,78 6,0+£424
%
V2,5% 40+282 2,8+438 6,0+0 0,8+1,78 11,4+8,59
V5% 1,6 2,19 48+521 72+7,.82 11,2+1,78 7,2+5,01
V10% 1,6+2,19 64+657 4,8+7,82 566,06 11,4+6,84
%

CC: Controle; V1%, V2,5%, V5%, V10%: respectivas concentracdes de vinhaga tratada; Deg. Hidro:
degeneragdo hidrdopica; Vacuol.: vacuolizagio; Perda cit: perda de integridade citoplasmatica; Perda lim: perda
de limite celular; Dilat.sinu: dilatacdo do sinusdide; Des. Tecido: desorganizagdo do tecido;

*: valor significativo para p<0,05 pelo teste de Kruskal Wallis.

Tabela elaborada pelo autor
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9.5 ANEXO E

Figura 1 - Secgdes histologicas de figado de O. niloticus corados com hematoxilina-eosina.
Grupo Controle (A) e Grupos Tratamentos (B, C, D, E, F). Observar em D a desorganiza¢ao
do parénquima hepatico; a: 4cinos pancreaticos; dh: degeneragdo hidropica; h: hepatdcitos; n:

nucleo; v: vactiolos citoplasmaticos; asterisco: perda do limite celular




47

9.6 ANEXO F

Figura 2: Secgoes histologicas de figados de O. niloticus — grupo controle, submetidos
ao teste azul de bromofenol (A), PAS (B) e PAS+azul de Alcian (C). ap: acinos pancreaticos;
h: hepatocito; cabeca de seta: acimulo de polissacarideos.




