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1. INTRODUCAO
1.1. Contexto geral: biodiesel e questoes ambientais

O crescimento populacional e industrial estd diretamente relacionado com o aumento
do consumo de energia. Atualmente, sabe-se que esta demanda energética é suprida
praticamente por fontes ndo renovaveis, principalmente, provenientes do setor petrolifero
(SCHUDART et al., 1998). No entanto, a possibilidade de escassez do petrdleo tem
contribuido para o desenvolvimento de um novo setor energético, baseado em fontes de
energia renovaveis, como, por exemplo, o biodiesel.

O biodiesel é um biocombustivel que pode ser obtido a partir de dleos vegetais ou de
gorduras animais, sendo a transesterificacdo o processo mais aplicado na sua produgdo. Este
processo consiste na reacdo do 6leo ou gordura com etanol ou metanol, através de um
catalisador (ENCINAR et al., 1999; NOUREDDINI et al.,1998).

A utilizag@o do biodiesel puro em motores do ciclo diesel € ainda problemética, o que
tem incentivado o seu uso associado ao 6leo diesel. Atualmente ele € comercializado no
Brasil, conforme previsto pela Lei n® 11097/2005, na propor¢do 5% de biodiesel e 95% de
diesel, conhecida como mistura BS, mas, em alguns locais, a mistura B20 (20% de biodiesel e
80% de diesel) ja vem sendo também comercializada.

Em comparacdo ao 6leo diesel, o biodiesel tem sido considerado um combustivel
menos poluente por apresentar uma menor taxa de emissao de poluentes atmosféricos, como
material particulado, 6xidos de nitrogénio, 6xidos de enxofre, hidrocarbonetos policiclicos
aromadticos (HPAs) entre outros (COSTA NETO et al., 2000; NABI et al., 2006; CORREA;
ARBILLA, 2006; BASHA et al., 2009). Entretanto, quando as misturas de biodiesel sdo
utilizadas em motores do ciclo diesel, podem gerar emissdes de gases toxicos, mutagénicos e
carcinogénicos, tais como compostos carbonilicos (LEITE et al., 2011). Em relacdo aos
impactos do biodiesel em outros meios fisicos e aos efeitos adversos deste biocombustivel a
organismos expostos, poucos sdo os estudos encontrados na literatura. Poon et al. (2007),
estudando a toxicidade oral de trés tipos de biodiesel provenientes de diferentes matérias-
primas e diesel de baixo teor de enxofre em ratos machos, mostraram que o biodiesel induziu
efeitos lipidicos e stress oxidativo matéria-prima-dependente. Khan et al. (2007), em estudo
de comparacdo da toxicidade aguda do biodiesel e suas misturas com o 6leo diesel em
organismos aquaticos, mostraram que o biodiesel e suas misturas sao menos toxicas do que o
diesel convencional, porém, os riscos conferidos pelo biodiesel em organismos aquaticos sao
ainda bastante substanciais. Leite et al. (2011), estudando a toxicidade de fracdes

hidrossoliveis de biodiesel produzidos a partir de 6leo de ricino, 6leo de palma e dleo de



cozinha, mostraram que este biocombustivel pode gerar impactos negativos em ambientes
aquaticos com toxicidade matéria-prima-dependente, sendo o metanol, proveniente da reacao
inversa da transesterificagdo em 4gua, o contaminante mais proeminente. Nogueira et al.
(2011), também estudando os efeitos do biodiesel em casos de poluicao aquética, mostraram
que biodiesel de gorduras animais e suas misturas com O6leo diesel podem induzir stress
oxidativo e alteragdes enzimaticas em espécimes de Oreochromis niloticus. Ainda ndo ha
trabalhos disponiveis na literatura em relacdo aos efeitos genotdxicos e mutagé€nicos deste
biocombustivel em situacdes de contamina¢des de ambientes aquaticos e solos.

Além de sua utilizacdo como combustivel, o biodiesel tem sido utilizado como um
agente de biorremediacdo de dreas contaminadas por substancias como 6leos crus (MUDGE;
PEREIRA, 1999; FERNANDEZ-ALVAREZ et al., 2005), alcatrdo de hulha (TAYLOR;
JONES, 2001) e solos contaminados com HPAs (Gong et al., 2010). De acordo com estes
autores, este biocombustivel possui uma acdo detergente de baixa eficiéncia, em relacdo aos
agentes surfactantes, mas pode biodisponibilizar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) presentes nos derivados do petr6leo para os microrganismos degradadores,
aumentando, assim, a velocidade de degradacdo destes compostos. No entanto, apesar do
favorecimento da biorremediac¢do da drea contaminada, esta a¢ao pode ser prejudicial a satde
de organismos expostos, uma vez que muitos poluentes, como os HPAs, sdo
reconhecidamente perigosos, pelos efeitos deletérios que promovem aos organismos, como,
por exemplo, os danos nas suas moléculas de DNA (AINA et al., 2006). Assim, levando em
consideracdo que os microrganismos podem levar de dias até anos para recuperarem
totalmente o ambiente e que outros organismos ali presentes podem também sofrer com a
acdo dos contaminantes, poderemos ter um comprometimento generalizado de toda biota da

area afetada, inclusive com severos danos no material genético dos organismos expostos.

1.2. Avaliacio de agentes genotdoxicos e mutagénicos

Segundo Houk (1992), para uma eficiente investigacdo ambiental, € necessdria uma
escolha adequada do ensaio a ser utilizado, levando em consideragdo nio apenas as
caracteristicas da amostra a ser avaliada, mas também fatores como a validade do sistema-
teste, o custo relativo do ensaio e a simplicidade do mesmo. Dentre os sistemas-teste, 0s
peixes tém sido indicados como bons avaliadores da toxicidade de ambientes aquéticos (AL-
SABTI; METCALFE, 1995). Estes organismos-teste, por desempenharem diferentes fung¢oes
na cadeia trofica, sdo capazes de acumular substincias toxicas ou pela exposi¢ao direta a dgua

contaminada ou, de maneira indireta, através da cadeia alimentar (ATEEQ et al., 2002).



A espécie Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichlidae), popularmente conhecida
como tildpia do Nilo, é comercialmente importante para a regido sudeste do Brasil,
especialmente para o estado de Sdo Paulo. A tildpia tem ampla e significativa distribuicao, é
sensivel e possui respostas rapidas as alteracdoes ambientais (VIJAY AN et al., 1996).

As mutacdes sdo eventos bioldgicos que ocorrem naturalmente, fazendo parte,
inclusive, do processo evolutivo dos organismos. Porém, esses eventos também podem ser
induzidos por agentes quimicos ou fisicos. Os agentes mutagénicos sdo capazes de promover
alteracdo na seqii€éncia das bases no DNA, acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes.
Como as moléculas de DNA sdo alvos constantes da ac¢ao de poluentes (KOVALCHUCK et
al., 1998), estes contaminantes podem induzir a danos que, se ndo forem reparados ou se
forem reparados erradamente, podem resultar em mutacdes (KIRSCH-VOLDERS, et al.,
1998). Segundo Obe et al. (1982), a maior parte dos agentes mutagénicos altera o material
genético em todas as fases do ciclo celular. Porém, para que as alteragdes se fixem, &
necessario que haja um evento de replicacio do DNA logo apds a ocorréncia da alteracgdo.
Segundo Kirsch-Volders at al. (2002), as mutagdes podem ser classificadas em duas
categorias: 1) Mutagdes gé€nicas, que sdo alteragdes pontuais, causadas por substituicao ou por
insercao ou delecdo de bases (Frameshift) (DEVORET, 2004); 2) Mutacdes cromossomicas,
que sdo mudangas na estrutura cromossdmica ou no nimero total do conjunto cromossdémico
do organismo (RUSSEL, 2002).

Os microntcleos (MN) sdo massas de cromatina citoplasmética com aparéncia de
pequenos nucleos, que surgem de fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros
atrasados durante a anafase da divisdo celular (FENECH et al., 1999). Para que uma estrutura
seja considerada um MN cléssico, ela tem que ser morfologicamente semelhante ao nicleo
principal, inclusive com a mesma refringéncia, ndo estar ligada ao nicleo e ter um tamanho
correspondente de 1/5 a 1/20 do tamanho do nucleo principal da célula. No caso especifico
dos peixes, devido ao tamanho normalmente reduzido dos seus cromossomos, a propor¢io de
tamanho passa para a faixa de 1/10 a 1/30 do tamanho do nicleo (Al-SABTI; METCALFE,
1995; FENECH, 2000).

O teste do MN ¢ largamente utilizado para avaliar danos genéticos causados por
agentes quimicos ou fisicos (UDROIU, 2006), tendo grande sucesso para avaliar o potencial
mutagénico de diversos poluentes (KLOBUCAR et al., 2003). Esta técnica é vantajosa pela
sua simplicidade e aplicabilidade em diversas populacdes celulares em proliferacdo, sem
necessitar de conhecimento prévio do cariotipo celular do organismo-teste (HAYASHI et al.,

1998), podendo ser utilizada em diferentes 6rgdos e tecidos, como o epitélio branquial
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(CAVAS; ERGENE-GOKUZARA, 2005), o figado (RAO et al., 1997), o rim (PALHARES;
GRISOLIA, 2002; RODRIGUEZ-CEA et al., 2003; BARSIENE et al., 2006) e o sangue
periférico (AL-SABTI, 1986; AL-SABTI et al., 1994; BAHARI et al., 1994; PALHARES;
GRISOLIA, 2002; GRAVATO; SANTOS, 2003; BARSIENE et al., 2006; SOUZA;
FONTANETTI, 2006; VENTURA et al., 2007; HOSHINA et al., 2008). Apesar de sua alta
aplicabilidade, o teste do MN € dependente do ciclo celular, uma vez que, danos induzidos no
primeiro ciclo serdo visualizados como MN no segundo ciclo celular ou posteriormente
(TATES et al., 1980). Nos peixes teledsteos, ainda ha poucos dados referentes a duracao do
ciclo celular, principalmente, porque a duracdao do ciclo € dependente da temperatura. Em
geral, a indu¢do médxima de MN em peixes ocorre entre 1 a 5 dias, apds o organismo ser
exposto ao agente indutor (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Virios estudos t€ém mostrado que eritrdcitos de peixes apresentam uma alta freqiiéncia
de MN, quando expostos a poluentes, tanto em campo quanto em condicdes laboratoriais
(AL-SABTI, 1986; HOSE et al., 1987; MATSUMOTO et al., 2006). A aplicagdo deste ensaio
em eritrocitos, principalmente em amostras de sangue, é simples (UDROIU, 2006) e facil de
analisar (AL-SABTI; METCALFE, 1995) e, por este motivo, tem sido comumente utilizado.

O teste do MN tem sido muito utilizado para avaliar o potencial mutagénico de dguas
impactadas por refinarias (CAVAS; ERGENE-GOKUZARA, 2005b; SOUZA;
FONTANETTI, 2006; HOSHINA et al., 2008), demonstrando o efeito mutagénico causado
pelas atividades do setor petrolifero.

Vanzella et al. (2007) demonstraram, por meio do teste do MN e do ensaio do cometa,
aplicados em eritrdcitos de Prochilodus lineatus, os efeitos genotdxicos e mutagénicos do
6leo diesel. No entanto, avaliacdes da genotoxicidade/mutagenicidade de d4guas contaminadas
com biodiesel e suas misturas com diesel ainda ndo foram divulgadas na literatura, o que

mostra a necessidade de avaliacdes deste tipo de acao.

1.3. Avaliacoes histopatologicas no ambito da poluicao aquatica

As branquias sdo estruturas que apresentam bons parametros para serem utilizados em
avaliacdo do comprometimento ambiental aquéatico, por estarem em contato direto com o
meio (EVANS, 1987). Segundo Arellano et al. (1999), as alteracdes histologicas das
branquias caracterizam um método rapido e vélido para determinar os danos causados pela
exposicao do organismo a diferentes poluentes.

As branquias sdo constituidas, basicamente, por dois tipos de epitélio: o respiratorio e

o branquial. O epitélio respiratério é constituido de uma unica camada de células
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pavimentosas, que revestem as lamelas respiratdrias e sao responsaveis pelas trocas gasosas
entre 0o sangue € o meio externo. J4 o epitélio branquial € estratificado e reveste o arco
branquial, os rastros, os filamentos branquiais e as regides interlamelares (EVANS, 1987).
Este epitélio € constituido por diferentes tipos celulares, como células pavimentosas, mucosas
e cloridricas, sendo as células cloridricas importantes para a troca iOnica de peixes de dgua
doce (LAURENT et al., 1985; LAURENT; PERRY, 1990).

Para avaliar as alteracodes histologicas, Bernet et al. (1999) propuseram um protocolo
capaz de verificar 5 tipos diferentes de alteragdes dos tecidos, como: distirbios circulatorios,
alteragdes regressivas, alteracdes progressivas, inflamacao e neoplasia.

As alteracdes morfoldgicas das branquias, segundo Mallat (1985), podem ser focadas
principalmente nas regides lamelares e interlamelares, sendo que as mais observadas sdo:
desprendimento epitelial, fusdo lamelar, necrose, hiperplasia das células epiteliais, hipertrofia
das células epiteliais, hipersecre¢do de muco, proliferacdo das células que secretam muco e
cloreto, reducdo da superficie respiratéria, ruptura das células epiteliais, aneurisma lamelar,
congestdo vascular, infiltracdo dos leucdcitos no epitélio e alteracdes no espaco sanguineo. Ja
as técnicas histoquimicas podem ser utilizadas para identificar tipos especificos de alteragdes
celulares relacionadas as sinteses, como, por exemplo, preservacdo de proteinas, presenca de
polissacarideos, de célcio e de lipidio.

As células mucosas, presentes no epitélio branquial, sdao células de grande
importancia, pois secretam muco que, por sua vez, atua na prote¢do contra bactérias,
parasitas, particulas e poluentes presentes na agua, além de auxiliar na regulagdo idnica
(McCabhon et al.,1987; Handy et al, 1989; Deszfuli et al.,2003; Ledy et al., 2003; Moron et al.,
2009). O muco produzido auxilia na reten¢do destes agentes toxicos e, com isso, previnem a
penetracdo destes agentes através das branquias (PERRY; LAURENT, 1993). Segundo
Takashima e Hibiya (1995), estas células podem hipersecretar muco em decorréncia de
infeccdes ou irritagdes por agentes quimicos, indicando uma resposta defensiva do organismo.
Contudo, o aumento do muco pode prejudicar a eficiéncia respiratéria, uma vez que

funcionam como barreira também para as trocas gasosas.

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico, genotoxico e
mutagénico de dguas contaminadas com diesel e biodiesel (puros) e suas misturas B5 (5%
biodiesel + 95% diesel), B20 (20% biodiesel + 80% diesel) e B50 (50% biodiesel + 50 %

diesel), por meio do teste de anormalidades nucleares (AN) e do MN em sangue periférico de
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Oreochromis niloticus e de analises histologicas das branquias desses organismos. Como
fatores ambientais podem influenciar os efeitos adversos promovidos pelos contaminantes em
casos de contaminagOes aquaticas, este trabalho também teve como objetivo comparar os
efeitos destes combustiveis, na forma pura ou em misturas, em duas distintas estagdes do ano

— verao e inverno.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
Os combustiveis dos tipos diesel (diesel A S500 - diesel com teor de enxofre miximo
de 500 mg/kg) e biodiesel (biodiesel de soja produzido por transesterificagdo com metanol),
utilizados neste trabalho, foram fornecidos pela empresa BioVerde, localizada na cidade de
Taubaté-SP. O intuito de adquirir os combustiveis por meio de uma empresa produtora e nao
por meio de uma empresa fornecedora, como os postos de combustiveis, foi eliminar a
possibilidade de adulteracdo dos combustiveis, o que poderia gerar resultados nao confidveis.
Como material biolégico foi utilizada a espécie O. niloticus (Perciformes, Cichlidae),

peixe popularmente conhecido como tilapia do Nilo.

3.2. Simulacao de vazamento das misturas de biodiesel e diesel em agua

As simulacdoes de vazamento das misturas B5, B20 e B50, bem como dos
combustiveis puros diesel (D100) e biodiesel (B100) foram realizadas de acordo com
Nicodem et al. (1998) e Vanzella et al. (2007), em escala laboratorial, com algumas
modificagdes. As simulacdes de vazamento em &4gua foram realizadas em duas distintas
estacdes do ano, estacdo quente/chuvosa (verdo - marco de 2009) e estacdo fria/seca (inverno
- julho de 2009). A realizacdo das simula¢des em diferentes épocas do ano foi proposta com o
objetivo de verificar se as misturas de diesel e biodiesel testadas apresentam o mesmo
comportamento em condi¢des climdticas distintas.

O fato da obten¢do do material de estudo ter se dado antes do inicio do projeto de
iniciacdo cientifica aqui referido (2009), deve-se ao vinculo deste trabalho com o projeto de
doutorado ji finalizado da Dra. Daniela Morais Leme. O presente trabalho mostra andlises
complementares as avaliagdes da genotoxicidade do biodiesel realizada pela Dra. Daniela M.
Leme, conferindo dados adicionais para a estimativa dos impactos do biodiesel e suas
misturas em ambientes aquaticos. Desta forma, o material utilizado nos ensaios fazia parte da

colecdo de material biolégico do Laboratério de Mutagénese do Departamento de Biologia,
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Instituto de Biociéncias — UNESP Rio Claro, SP, que estava armazenado sob condicdes de
congelamento (-20° C).

Foram adicionados, separadamente, em cada aquério de vidro (capacidade de 50 L)
625 mL de uma das misturas B5, B20 e B50 ou dos combustiveis puros B100 e D100 a 40 L
de dgua de poco artesiano. Os aquarios foram submetidos a agitagdo constante com auxilio de
uma bomba submersa (Sarlo Better 650) e expostos a ambiente aberto por 22 horas. O inicio
da exposi¢ao das simulagdes ao ambiente ocorreu as 18 horas, a fim de evitar perdas
significativas por volatilidade, ja4 no inicio das simula¢des. Desta forma, as simulacdes
ficaram expostas por 13 horas na auséncia de luz e 9 horas na presenca de luz solar de baixa-
média intensidade. Decorridas as 22 horas, a fracdo superior insolivel foi descartada e a dgua

contaminada coletada e usada para a realizagdo dos bioensaios com O. niloticus.

3.3. Analise quimica de HPAs

A andlise quimica para detec¢do e quantificacdo dos HPAs presentes nos tratamentos
foi realizada pelo aluno Marcos Canto Machado, no Instituto de Quimica (IQ) da UNESP de
Araraquara-SP, pela parceria estabelecida com a Profa. Dra. Maria Rosa Rodrigues de
Marchi.

A extracdo das amostras de dgua para a andlise quimica de HPAs foi realizada de
acordo com os procedimentos de tratamento das amostras fortificadas, estabelecido pelo
método USEPA 550.1 (EPA, 1990). Primeiramente, foi realizado o condicionamento dos
cartuchos de SPE (solid phase extraction), como segue: cartuchos de C-18 (capacidade de 200
mg; 3 mL, Agilent technologics; utilizados para a extragdo de compostos ndo polares a
compostos moderadamente polares) foram acoplados ao sistema de viacuo Manifold para o
ajuste do gotejamento do cartucho em 8 mL min" (vazdo otimizada). Apés esta etapa, os
cartuchos foram lavados com quatro por¢des de 10 mL de diclorometano, seguidos de quatro
porcdes de 10 mL de metanol, sendo que entre cada lavagem realizada ndo se deixou secar a
fase estaciondria. Em seguida, os cartuchos foram lavados com duas por¢des de 10 mL de
agua deionizada, sendo que, apés a primeira lavagem, deixou-se secar o cartucho e na
segunda deixou-se a fase estaciondria coberta com agua (camada de cerca de 1 mm).

Para a etapa de extracdo dos HPAs, foi adaptado o sistema de extracdo, utilizando um
funil de 100 mL, o qual foi acoplado ao cartucho de SPE, como reservatério para as amostras,
facilitando, assim, o procedimento de extracdo. Para a extracdo, foi utilizado um volume de
250 mL da amostra. A vazao, controlada por bomba de vécuo, foi fixada em 8§ mL min™. Os

funis e aparatos contendo as amostras foram envoltos em papel aluminio, para evitar o contato
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com a luz ambiente, ja que os HPAs sdo fotossensiveis. O eluato (dgua sem a presenca dos
HPAs) foi descartado, o cartucho foi lavado com 10 mL de agua milli-Q e, em seguida,
colocado para secar por 10 minutos. Posteriormente, eluiu-se o cartucho com duas porc¢oes de
5 mL de diclorometano. As vidrarias que estiveram em contato com a amostra fortificada
também foram lavadas com 2 mL excedentes de diclorometano. Este volume foi adicionado
ao volume do extrato.

A secagem do extrato foi realizada em uma coluna de secagem de 2,5 cm com Na;SO4
anidro, previamente seco em estufa por 8 h a 180°C. Por esta coluna, passaram-se 10 mL de
diclorometano e o extrato obtido. Em seguida, a coluna foi lavada com 2 mL adicionais de
diclorometano e misturados os volumes obtidos. O extrato foi concentrado em corrente de N,
até secagem completa, para depois ser armazenado a -20°C, até a sua utiliza¢do nas anélises
quimicas dos HPAs.

A quantificacio de HPAs foi efetuada de acordo com o protocolo USEPA-550.1
(EPA, 1990), que consiste na técnica de cromatografia liquida em associa¢do a um detector de
fluorescéncia (HPLC-Flu), que consegue captar 16 HPAs prioritarios: naftaleno, acenaftaleno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pyreno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(e)pireno, benzo(e)acefenantrileno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,

dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, indene(123-cd)pireno.

3.4. Bioensaio com organismo aquatico (O. niloticus)

Espécimes do peixe O. niloticus foram transferidos do tanque de cria¢ao, localizado no
Jardim Experimental do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de Rio Claro, SP, para
aqudrios com capacidade de 50 L cada, mantidos no Laboratério de Mutagénese do mesmo
Instituto, onde foram realizados os ensaios. Os peixes foram organizados em sete grupos
experimentais distintos, sendo dois grupos controles (negativo e positivo) e cinco grupos de
tratamentos (B5, B20, B50, B100 e D100).

Nos aqudrios referentes aos controles negativo e positivo foram adicionados 50 L de
agua de poco artesiano, enquanto que nos demais, foram adicionadas as fragdes soluveis
resultantes da respectiva simulacdo de vazamento de cada tratamento.

O conteddo dos aqudrios foi aerado por 24 horas, antes dos peixes serem dispostos
nos mesmos. Para cada aquério, foram dispostos, com aclimatacdo de 30 minutos, cinco
individuos com cerca de 10 cm de comprimento, aleatoriamente escolhidos. Os aquarios

foram mantidos em temperatura e aeracao constante.
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Para os ensaios do controle positivo (CP), os peixes foram submetidos a inje¢des
intraperitoneais de ciclofosfamida (20 mg/mL, Lab. Sigma, CAS 50-18-0), aplicadas na
propor¢ao de 30 mL de ciclofosfamida/50 g de peixe. Para o controle negativo (CN) e demais
tratamentos foram realizadas inje¢des de soro fisioldgico, na propor¢ao de 30 mL de soro/50 g
de peixe, a fim de que todos passassem pelo mesmo estresse do manuseio.

Ap6s completar 96 horas de exposicdo, todos os espécimes de O. niloticus foram
anestesiados com solu¢@o de benzocaina (Lab. Merck, CAS 94-09-7) - 6 g de benzocaina/500
mL de etanol (propor¢ao de 80 mg desta solucdo para cada litro de 4gua), por
aproximadamente 10 minutos (DE MIRANDA CABRAL GONTIO et al., 2003), para, entao,
ser realizada a coleta das amostras de sangue e branquia a serem utilizadas, posteriormente,

no teste do MN e na andlise histoldgica, respectivamente.

3.4.1. Teste do MN em sangue periférico

Decorridas 96 horas de exposi¢do, foram coletadas com seringas previamente
heparinizadas, por meio de punc¢do cardiaca, as amostras de sangue de cada individuo.

As laminas foram confeccionadas pela técnica de esfregaco (extensdes sanguineas),
como segue: a primeira gota de sangue extraida da seringa foi descartada, para evitar
contaminagdes e as gotas seguintes utilizadas para confec¢do das laminas. Para cada
individuo, foram realizados trés esfregacos sanguineos. As ldminas foram fixadas em metanol
absoluto por 10 minutos, secas em temperatura ambiente e armazenadas em caixas
apropriadas para posterior analise. Cabe informar que células sanguineas ndo podem ser
estocadas, in natura, por periodos superiores a trés dias, nem mesmo a baixas temperaturas,
por induzir morte das células, havendo assim, a necessidade de armazenamento do material ja
disposto em ladminas devidamente fixadas em metanol.

Para a coloragdo do material, as laminas de esfregaco previamente preparadas, foram
submetidas a hidrélise em HCI 1 N, por 11 minutos, em banho-maria a 60°C, e
posteriormente colocadas em cubetas de vidro com Reativo de Schiff, por 2 horas. Apds esse
tempo, as laminas foram lavadas em agua destilada para a retirada do excesso do reagente e
secas novamente em temperatura ambiente.

Para a andlise do teste do MN em sangue periférico de O. niloticus, eritrécitos
nucleados foram avaliados quanto a freqii€ncia de células micronucleadas e portadoras de
anormalidades nucleares, segundo a descri¢dao de Carrasco et al. (1990). Foram avaliados em
microscopia de luz comum, aumento de 1000x, 1000 eritrécitos por individuo, totalizando

5000 células para cada tratamento realizado.
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Todos os dados obtidos com as andlises dos esfregacos sanguineos foram avaliados
estatisticamente pelo teste de Mann-Whitney, que tem por objetivo comparar cada tratamento

com o controle negativo, a um nivel de significancia de 0,05.

3.4.2. Analise histolégica e histoquimica em branquias

O material histolégico foi previamente processado, antes do inicio do projeto de
iniciacdo cientifica aqui referido, devido ao vinculo com o projeto de doutorado acima
mencionado. O material foi coletado e fixado em Bouin aquoso por 24 horas a 4°C. Apds a
fixagdo, o material foi transferido para um tampao fosfato de sédio (pH = 7,4), sendo,
posteriormente, desidratado de forma gradual em solu¢des de etanol (70%, 80%, 90% e 95%),
de 30 minutos cada banho. Em seguida a desidratagdo, o material foi colocado em uma
solucdo de resina de embebicdo (Historesina Leica), permanecendo nesta solu¢do por 24 horas
a 4°C. A seguir, o material foi transferido para moldes que foram preenchidos com resina de
inclusdao. Apds endurecimento desta resina, o material ficou armazenado em estufa a 37°C,
para depois ser desenformado e armazenado em dissecador a temperatura ambiente, até o
momento de sua utiliza¢do na microtomia.

A partir deste momento, deu-se prosseguimento as técnicas histoldgicas, sendo feitas
micro-sec¢des, com auxilio de micrétomo, dos blocos de resina previamente obtidos. Os
cortes obtidos foram entdo hidratados em banho de dgua destilada e recolhidos em laminas.
As laminas foram colocadas em estufa a 37°C, para secagem e posterior coloracao.

As laminas foram coradas pela técnica de Hematoxilina/Eosina (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983). Hematoxilina: foi utilizada a Hematoxilina de Harris por 6 minutos.
Posteriormente, as laminas foram transferidas para dgua por 4 minutos. A coloracdo em
eosina foi feita com Eosina aquosa, por mais 5 minutos, seguida de lavagem em 4gua corrente
e secagem.

Para andlise histoquimica, as ldminas foram submetidas a técnica de PAS (Periodic
Acid Schiff)/Alcian Blue, visando a deteccdo de polissacarideos neutros e dcidos. Depois de
umedecidas em dgua destilada, as laminas foram coradas em Alcian Blue (pH = 2,5) por 20
minutos. Posteriormente, foram imersas em 4cido periddico 1% por 5 minutos, lavadas em
dgua destilada e, em seguida, colocadas em Reativo de Schiff, por 30 minutos no escuro.
Decorrido este periodo, as laminas foram lavadas em 4gua corrente por 10 minutos. Apds a
lavagem, as laminas foram colocadas para secar.

Para ambas as técnicas de coloragdo apresentadas, as laminas foram montadas em

resina Entellan, para posterior andlise em microscopia de luz.



17

4. RESULTADOS
4.1. Analise quimica de HPAs
As andlises quimicas realizadas para a detec¢do e quantificacdo de HPAs presentes nas

amostras testes de dgua estdo demonstradas abaixo na Tabela 1.

Tabela 1. Quantificagdo dos HPAs presentes nas amostras de dgua contaminadas pelos
combustiveis diesel, biodiesel e suas misturas. (Ano de 2009).

HPAs
(ng/L) CN D100 B100 B5 B20 B50
Naftaleno 0.7 365.7 2.2 344.6 313.9 287.6
Acenafteno 0.2 23.3 1.4 22.6 20.7 16.9
Fluoreno 0.3 193.2 2.6 160.7 155.7 117.3
Fenantreno 1.3 232.5 9.9 221.2 217.5 168.3
Antraceno 0.3 34 2.1 2.4 2.2 2.2
Fluoranteno 0.3 3.7 1.3 3.7 3.3 34
Pireno 1.1 16.2 2.8 13.3 11.8 11.8
Benzo(a)antraceno 0.2 1.9 0.4 0.9 1.7 1.7
Criseno nd 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1
Benzo(e)pireno nd 0.2 nd nd nd nd
Benzo(e)acefenantrileno nd 0.9 nd 0.6 0.5 0.2
Benzo(k)fluoranteno nd nd nd nd nd nd
Benzo(a)pireno nd nd nd nd nd nd
Dibenzo(a,h)antraceno nd nd nd nd nd nd
Benzo(g,h,i)perileno nd nd nd nd nd nd
Indeno(123-cd)pireno nd nd nd nd nd nd
Y HPAs 4.4 841.14 22.81 770.1 706.7 609.5

CN = controle negativo; B5 = 5% biodiesel + 95% diesel; B20 = 20% biodiesel + 80% diesel; B50 = 50%
biodiesel + 50% diesel; B100 = biodiesel puro; D100 = diesel puro; nd = néo detectado (abaixo do limite de
deteccdo)

4.2. Analise de mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade em sangue periférico de
0. niloticus

Os resultados obtidos pelo teste de AN e do MN em amostras de sangue de O.
niloticus, expostos por 96 horas em dguas contaminadas com biodiesel, diesel e suas misturas,
estdo apresentados nas Figuras 1, 2 e 3. No ensaio do CP, realizado na simulag@o de verao,
houve a mortalidade total dos espécimes experimentados, representados nas figuras 1,2,3
como dados nulos. Os resultados encontrados para AN e células micronucleadas foram

fotodocumentados e estao dispostos na Figura 4.
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Figura 1. Valores de média de AN observadas em eritrécitos de O. niloticus expostos por 96
horas as dguas contaminadas com diesel, biodiesel e suas misturas (Ano de 2009).
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CN = controle negativo (dgua de pogo artesiano); CP = controle positivo (injecao intraperitoneal de
ciclofosfamida); B5 = 5% biodiesel + 95% diesel; B20 = 20% biodiesel + 80% diesel; BSO = 50% biodiesel +
50% diesel; B100 = biodiesel puro; D100 = diesel puro. *Valor significativo para p < 0.05 (Mann-Whitney).

Figura 2. Valores de média de MN observados em eritrécitos de O. niloticus expostos por 96
horas as dguas contaminadas com diesel, biodiesel e suas misturas. (Ano de 2009).
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CN = controle negativo (dgua de poco artesiano); CP = controle positivo (inje¢@o intraperitoneal de
ciclofosfamida); B5 = 5% biodiesel + 95% diesel; B20 = 20% biodiesel + 80% diesel; BSO = 50% biodiesel +
50% diesel; B100 = biodiesel puro; D100 = diesel puro. *Valor significativo para p < 0.05 (Mann-Whitney).
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Figura 3. Valores de média de Morte Celular (MC) observada em eritrécitos de O. niloticus
expostos por 96 horas as dguas contaminadas com diesel, biodiesel e suas misturas.
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Tratamentos

CN = controle negativo (dgua de poco artesiano); CP = controle positivo (inje¢@o intra-peritoneal de
ciclofosfamida); B5 = 5% biodiesel + 95% diesel; B20 = 20% biodiesel + 80% diesel; BSO = 50% biodiesel +
50% diesel; B100 = biodiesel puro; D100 = diesel puro.*Valor significativo para p < 0.05 (Mann-Whitney).

Figura 4. Eritrécitos de O. niloticus expostos por 96 horas em 4guas contaminadas com
diesel, biodiesel e suas misturas.

A. Eritrécito normal; B. Nicleo do tipo Notched; C. Nucleo do tipo Blebbed; D. Nicleo do tipo Lobed; E.
Eritrécito Binucleado; F. Microntcleo (seta)



4.3. Analise histologica e histoquimica em branquias

Os resultados da analise histologica obtidos pela coloragao de HE estdo apresentados
na Tabela 2, enquanto que os dados da andlise histoquimica, para avaliacdo dos
polissacarideos realizada pela técnica de PAS/Alcian Blue, podem ser visualizados na Tabela

3. As imagens referentes as alteracdes morfolégicas podem ser visualizadas na Figura 5 e as

de andlise histoquimica de polissacarideos podem ser visualizadas nas Figuras 6 e 7.

Tabela 2. Alteracdes morfoldgicas observadas em epitélio branquial de O. niloticus expostos

por 96 horas as dguas contaminadas com diesel, biodiesel e suas misturas. (Ano de 2009).

Alteragoes
Tratamentos Fusdo Lamelar  Hiperplasia De;p r_endzmento
Epitelial

CN - 3

D100 - 4 i

A B100 + 3 4
VERAO BS ) N N
B20 - + 4

B50 + + +

CN - + -

D100 + + +

B100 - + 4

INVERNO BS ) ) _
B20 + + 4

B50 - - +

CN = controle negativo (dgua de pogo artesiano); BS = 5% biodiesel + 95% diesel; B20 = 20% biodiesel + 80%
diesel; B50 = 50% biodiesel + 50% diesel; B100 = biodiesel puro; D100 = diesel puro. (-) auséncia; (+) presenca

Tabela 3. Intensidade de polissacarideos observados em epitélio branquial de O. niloticus
expostos por 96 horas as dguas contaminadas com biodiesel, diesel e suas misturas. (Ano de

2009).
Tratamentos
CN D100 B100 B5 B20 B50
ntcleo + + + + + +
_ Lamela .
Verao citoplasma - + + + + }
Células mucosas ++ ++ ++ ++ ++ ++
nucleo + + ++ ++ + ++
mela .
Inverno citoplasma - - + + + +
Células mucosas ++ ++ +++ +++ +4++ ++

CN = controle negativo (dgua de pogo artesiano); BS = 5% biodiesel + 95% diesel; B20 = 20% biodiesel + 80%

diesel; B50 = 50% biodiesel + 50% diesel; B100 = biodiesel puro; D100 = diesel puro. (-) auséncia; (+)
presenca/intensidade (fracamente positivo); (++) presenca/intensidade (positivo); (+++) presencga/intensidade

(fortemente positivo).



Figura 5. Lamelas branquiais de O. niloticus expostos por 96 horas em dguas contaminadas
com diesel, biodiesel e suas misturas (Ano de 2009).

A-B. Morfologia Normal; C-D. Fusdao Lamelar; E-F. Hiperplsia; G-H. Desprendimento pitelial. Aumento: A,
C,Ee G=200X; B, D, Fe H=400X (Coradas em HE).
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Figura 6. Cortes histolégicos de branquias de O. niloticus expostos por 96 horas em aguas
contaminadas com diesel, biodiesel e suas misturas (Verdo de 2009).
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A. CN; B. B5; C.B20; D.B50; E. B100; F. D100. Os pontos corados (azul e magenta) correspondem as
concentragdes diferentes de polissacarideos. A cor azul indica a presenca de polissacarideos 4cidos e a cor
magenta indica a presenca de polissacarideos neutros. As variagdes de tonalidade sdo diretamente proporcionais
as diferengas nas concentrag¢des dos polissacarideos. Aumento: 100x (Técnica de PAS/Alcian Blue).

Figura 7. Cortes histologicos de branquias de O. niloticus expostos por 96 horas em aguas
contaminadas com diesel, biodiesel e suas misturas (Inverno de 2009).
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concentragdes diferentes de polissacarideos. A cor azul indica a presenca de polissacarideos 4cidos e a cor
magenta indica a presenca de polissacarideos neutros. As variagdes de tonalidade sdo diretamente proporcionais
as diferengas nas concentracdes dos polissacarideos. Aumento: 100x (Técnica de PAS/Alcian Blue).
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5. DISCUSSAO
5.1. Avaliacao da Citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em sangue periférico
em O. niloticus

Para andlise dos bioensaios realizados, as células portadoras de alteragdes foram
contabilizadas em trés endpoints: portadoras de micronucleo, para avaliagdo do potencial
mutagénico; portadoras de anormalidades nucleares, para avaliacdo do potencial genotoxico e
indice de morte celular, para avaliacdo do potencial citotxico.

O CP, referente a simulacdo de verdo, induziram a morte dos individuos expostos,
representados como dados nulos nas figuras 1, 2 e 3, apesar de ter sido utilizada a mesma
dosagem para ambos os bioensaios (verdo e inverno). A temperatura, por ser um fator que
altera o metabolismo do organismo em questdo, pode ter influenciado no padrao de absor¢ao,
j4 que em altas temperaturas, o metabolismo se torna mais alto também. Contudo, este
controle ndo inviabilizou os testes, pois, como os tratamentos sdo diretamente comparados ao
CN, e este se mostrou adequado para as comparacdes, os resultados apresentaram-se
consistentes.

Pelos resultados obtidos, ndo foram observados valores significativos de MN, em
relacdo ao CN, para nenhum dos tratamentos realizados. Estes resultados indicam a auséncia
de mutagenicidade para as amostras de dgua contaminadas com diesel, biodiesel e suas
misturas, em ambas as simulacdes de vazamento realizadas (verao e inverno).

Ja a andlise da genotoxicidade evidenciou valores significativos de AN para o
tratamento B100, nas simulacdes de verdo e inverno e para o tratamento D100 (apenas na
simula¢do de inverno). Estes resultados mostram que os combustiveis diesel e biodiesel,
quando puros, sdo mais genotéxicos do que quando utilizados em misturas.

Adicionalmente, embora tenham sido observados valores significativos de AN
somente para B100 (simulacdo de verdo), podemos sugerir que possa haver uma relacao
diretamente proporcional entre inducdo de AN e aumento propor¢do de biodiesel nas
misturas, pois foi observado um aumento crescente de AN conforme se aumentou a propor¢ao
de biodiesel na mistura (B5<B20<B50). Tal resultado pode ser mais um indicativo de que o
biodiesel seja o principal responsdvel pela genotoxicidade aqui observada.

Na simulagdo de inverno ndo foi possivel observar a mesma correlacdo das
concentracdes de biodiesel com o aumento da inducdo de AN. Este resultado pode estar
relacionado a uma possivel agao mais moderada do biodiesel, quando exposto a temperaturas
mais baixas. A possivel explicacdo seria entdo que temperaturas mais elevadas podem levar

ao processo de inversao da transesterificacdo, produzindo mais metanol, que, por sua vez teria
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um efeito mais toxico. No entanto, o composto B100 continuou sendo estatisticamente
significativo, porém com valores mais baixos do que os observados na simulagdo de verao.
Para o tratamento D100, foram observados valores semelhantes nas duas simulacdes
realizadas (verdo e inverno), embora para as andlises de verdo, os valores ndo tenham se
mostrado significativos em relacdo ao CN. Isso pode ser explicado pelo fato do CN ja ter
exibido valores basais mais elevados que os de inverno. Como a comparagdo é sempre feita
com os valores basais, a diferenca entre os dois testes foi, realmente, diferente entre si, mesmo
com as andlises exibindo médias absolutas semelhantes.

Os indices de morte celular, que sdo indicativos de citotoxicidade, foram vistos como
significativos na simulacdo de verdo para os tratamentos BS5, B20, B100 e D100 e para a
simulagdo de inverno nos tratamentos B5, B20, B5S0 E D100.

Na simulagao de verao, foi observada certa inconsisténcia dos resultados, como o do
tratamento B5, que se mostrou significativo, porém com uma média muito baixa, quando
comparada aos demais tratamentos e ao do CN. Assim, entendemos que novos experimentos
devam ser realizados, para que se possa interpretar, com clareza, a acdo destes quimicos na
inducao de morte celular.

Para a simulacdo de inverno, foi observada a ocorréncia de um aumento na inducao de
MC, diretamente proporcional ao aumento da concentracio de diesel na amostra, constatado
com os resultados obtidos para o tratamento D100. Com estes resultados, podemos inferir que
tal resposta seja resultante da presenca de HPAs nas amostras testadas (tabela 1). Nesta
tabela,podemos observar que os conforme a concentracdo de diesel aumenta, ocorre um
acréscimo nos valores dos HPAs encontrados. Tal resultado foi também observado por Morais

Leme et al. (2011), em testes realizados com células humanas mantidas em culturas.

5.2. Histologia e histoquimica em branquia de O. niloticus

Para a anélise histolégica das branquias dos organismos expostos aos tratamentos,
foram avaliadas as alteragdes nas estruturas morfoldgicas do epitélio branquial, como:
hiperplasia lamelar, desprendimento do epitélio lamelar e fusao lamelar.

De acordo com os resultados obtidos, todos os tratamentos, em ambas as simulagdes
(verdo e inverno), com exce¢do do B5 na simulacdo de inverno, apresentaram evidentes
alteragcdes na morfologia das branquias. As andlises que mais mostraram alteragdes foram as
realizadas com os tratamentos B50 na simulacdo de verdo e B20 e D100 na simulagao de
inverno, que apresentaram trés tipos de alteracdes simultaneamente. Porém, de forma geral,

todos os tratamentos apresentaram alguma resposta quanto a exposi¢ao realizada.
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Estas alteracoes morfoldgicas, segundo Perry e Laurent (1993), consistem em
respostas adaptativas na busca da conservacio das funcdes fisioldgicas, quando em condicdes
ambientais adversas. Entretanto, em decorréncia destas alteragdes, ocorre também uma
redug@o na eficiéncia respiratoria, comprometendo as trocas gasosas, o que pode, inclusive,
levar o individuo a morte.

Segundo Bernet (1999), as alteragdes branquiais sdo classificadas como progressivas
ou regressivas. A fusdo lamelar e o desprendimento epitelial sdao considerados alteracdes
progressivas, que sdo aquelas que levam a reducdo funcional ou até mesmo a perda do 6rgdo.
Ja a hiperplasia e aumento na produgao de muco sdo considerados alteragcdes progressivas, ou
seja, aquelas que promovem o aumento da atividade celular ou do tecido.

A fusdo lamelar, segundo Mallat (1985), tem funcdo protetora, diminuindo a
superficie de contato das branquias e, com isso, reduzindo o contato também com o poluente.
Ja a hiperplasia e o desprendimento epitelial possuem uma funcdo defensiva, que é a de
aumentar a distincia entre o poluente presente na dgua e a corrente sanguinea, dificultando
sua chegada ao sangue e, conseqiientemente, para o resto do organismo (KARLSSON-
NORRGREN et al., 1985; ERKEN; KOLANKALIA, 2000).

Na andlise histoquimica realizada neste trabalho, foi verificada a intensidade dos
polissacarideos presentes nas células mucosas do epitélio branquial de todos os tratamentos
realizados.

Segundo McCahon et al. (1987), o muco tem funcdo protetora, atuando como uma
barreira, além de também atuar como facilitador na regulagcdo idnica (HANDY et al., 1989).
Assim, as células mucosas podem ser consideradas boas indicadoras da acdo de substancias
toxicas dissolvidas no meio. Pode ocorrer uma hipersecrecdo dessas células mucosas, de
forma defensiva, em situacdes cronicas, como infecgdes parasitdrias, bacterianas ou agentes
quimicos (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995). Mas o acimulo desse muco também pode
acarretar na redu¢do da eficiéncia respiratdria, gerando problemas para as trocas gasosas.

Pelos resultados observados, nao foi verificada diferengca na intensidade dos
polissacarideos para os tratamentos da simulacdo de verdo, quando comparados ao controle.
Entretanto, na simulacdo de inverno, os tratamentos B5, B20 ¢ B100 mostraram maior
intensidade destes compostos celulares, com relagdo ao controle, o que justifica a maior

producdo de muco para estes tratamentos.
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6. CONCLUSAO
A partir deste trabalho realizado com o organismo-teste O. niloticus, sdo apresentadas
as seguintes conclusodes:

v' Apesar dos resultados ndo terem mostrado um potencial mutagénico para o
biodiesel, foram observadas evidéncias significativas de citotoxicidade e genotixicidade
para este biocombustivel, requerendo certa cautela em caracterizd-lo como um
combustivel ambientalmente mais seguro;
v" O diesel também apresentou genotoxicidade;
v' Fatores ambientais podem interferir na eliminagdo dos poluentes, pois houve
diferenca nos resultados entre as simulacdes realizadas no verao e no inverno;
v' As alteragbes morfoldgicas nas brinquias podem afetar a eficiéncia das trocas
gasosas e isso pode levar a danos significativos nesta estrutura, motivo este para as altas
freqiiéncias de MC registradas na andlise sanguinea;
v" O biodiesel requer maiores investigagdes, quanto a sua toxicidade ao meio

ambiente e organismos expostos.
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