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RESUMO 

 

O uso de linhagens celulares é bastante promissor como modelo biológico in vitro, tanto para 
a melhoria do rendimento dos testes de toxicidade quanto para redução dos seus custos. 
Destaca-se no presente trabalho a utilização da linhagem celular permanente de hepatócitos de 
Danio rerio, denominada ZF-L. Diversos trabalhos comprovam a sensibilidade de ZF-L 
quando expostas a diversos contaminantes, com a utilização satisfatória de diferentes 
biomarcadores. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade da fração solúvel em 
água da gasolina (FSG) e de um efluente de posto de combustível (EF) para ZF-L. Para isso, 
foi feita a exposição das células por 1, 3 e 6 h a diferentes diluições de FSG e EF. A FSG foi 
obtida simulando derrame de gasolina em ambiente tropical e o EF foi coletado do último 
tanque de decantação de um posto de combustível. Antes da exposição foram feitas diferentes 
diluições das soluções teste em água destilada, com adição dos sais da salina tamponada com 
fosfato (PBS). Para verificação da citotoxicidade, foram aplicados os testes de viabilidade 
celular por exclusão do azul de tripan (AT) e o de redução do brometo de dimetiltiazol 
difeniltetrazólio (MTT), testando as diluições de 5, 10, 25 e 50% dos contaminantes. O 
controle foi feito expondo as células apenas ao PBS. A partir dos resultados obtidos pelo AT, 
foram selecionadas as diluições com viabilidade celular maior que 80% para aplicação do 
ensaio do cometa, quantificação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e capacidade 
antioxidante total (CAOT). Os resultados da viabilidade celular para ambos os poluentes, 
tanto para AT quanto para o MTT obedeceram a um padrão de resposta concentração-
dependente. Demonstram também a maior citotoxicidade do EF em relação à FSG, 
provavelmente devido à visível presença de detergentes em sua composição. Para o ensaio do 
cometa, ERO e CAOT foram selecionadas as diluições de 5, 10 e 25% de FSG e 5 e 10% de 
EF. Com relação à quantificação de ERO e CAOT, foi verificada menor produção de ERO 
nas amostras expostas aos poluentes e CAOT aumentada em relação ao controle, 
demonstrando que nas concentrações e períodos de exposição avaliados as ZF-L aumentaram 
suas defesas antioxidantes, evitando o estresse oxidativo. O ensaio do cometa indicou a alta 
genotoxicidade de FSG, com escores de dano próximos ao valor máximo (300), que seguiram 
um padrão concentração-dependente. No caso das ZF-L expostas ao EF não houve uma 
relação concentração-dependente na ocorrência de danos no DNA e os escores após 1 h foram 
maiores que o controle, mas após 6 h foram significativamente menores nas amostras tratadas 
com EF que no controle, indicando uma possível atuação do sistema de reparo de DNA. 
Assim, é possível afirmar que o EF apresentou alto potencial citotóxico enquanto a FSG 
apresentou alto potencial genotóxico para as ZF-L, nas concentrações e nos tempos estudados, 
e que ZF-L apresenta-se como modelo biológico adequado para verificação da qualidade 
ambiental. 
 

Palavras-chave: Citotoxicidade. Estresse oxidativo. Genotoxicidade. Hepatócitos.   

                             Hidrocarbonetos. 

  



 

 

LACHNER, D. In vitro assays using ZF-L cell line to analyze the effects of gasoline water 
soluble fraction and fuel stations wastewater. 2013. 61 p. Dissertation (Post-Graduation 
Program in Biological Sciences – Area: Zoology) – State University of Londrina. 

 

ABSTRACT 

 
The development of in vitro biological models using cell lines is promising, both for 
improving the performance of the toxicity test as to reduce its costs. Several studies have 
confirmed the sensitivity of ZF-L, a permanent hepatocyte cell line of Danio rerio, when 
exposed to various contaminants, with the satisfactory use of different biomarkers. The aim of 
this study was to evaluate the toxicity of the gasoline water soluble fraction (GSF) and an 
effluent from a gas station (EF) for ZF-L. For this, ZF-L was exposed for 1, 3 and 6 h to 
different dilutions of GSF and EF. In order to obtain GSF, a simulation of gasoline spill in a 
tropical environment was made, and the EF was collected from the last settling tank of a fuel 
station. These solutions were both diluted in distilled water previously to the exposure of the 
cells. To check the cytotoxicity, two methods were applied: cell viability (CV) by Trypan 
Blue exclusion (TA) and dimethylthiazol diphenyltetrazolium bromide reduction (MTT) 
testing the dilutions of 5, 10, 25 and 50% of contaminants. The control cells were exposed 
only to phosphate buffered saline (PBS). With the results from TA, the dilutions with more 
than 80% CV were selected to proceed with comet assay, quantification of reactive oxygen 
species (ROS) and total antioxidant capacity (TAC). The CV results for both pollutants 
evaluated with AT and MTT methods showed a concentration-dependent response. They also 
demonstrated greater cytotoxicity of EF compared to GSF, probably due to the visible 
presence of detergent in its composition. In order to run the comet assay, ROS and TAC the 
following dilutions were selected: 5, 10 and 25% of GSF and 5 and 10% EF. Regarding the 
quantification of ROS and TAC, the results showed lower production of ROS in samples 
exposed to pollutants together with an increase in TAC in comparison to control, suggesting 
that at the concentrations and exposure periods evaluated in this work, the ZF-L increased 
their antioxidant defenses, preventing oxidative stress. The comet assay results indicated the 
genotoxic potential of GSF, since the scores of DNA damage were close to the maximum 
value (300), and also followed a concentration-dependent standard. As for the ZF-L cells 
exposed to EF the results showed that after 1 h the scores were higher than in control cells, 
but after 6 h they were significantly lower in samples exposed to EF in comparison to 
respective control, indicating a possible role of DNA repair system. In conclusion, it was 
demonstrated that EF has a cytotoxic potential while FSG showed high genotoxic potential 
for ZF-L, at the concentrations and exposure times evaluated in this study, and ZF-L appears 
as a biological model suitable for the assessment of environmental quality. 

 

Keywords: Cytotoxicity. Genotoxicity. Hepatocytes. Hydrocarbons. Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

  

Diversas portarias e normas brasileiras regulamentam a respeito da qualidade da água. 

Dentre elas, destaca-se a resolução n° 357 de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA) a qual estabelece diversos parâmetros para avaliação da qualidade da água. 

Dentre estes, ressalta-se a importância atribuída aos testes ecotoxicológicos, definidos, nesta 

resolução, como ensaios para detecção de efeitos deletérios de agentes físicos e químicos nos 

organismos aquáticos. Isso porque a simples presença de um determinado poluente no 

ambiente não é representativa do seu efeito nos organismos, visto a diversidade de interações 

que os compostos podem sofrer. 

Então, para uma avaliação efetiva da água e possíveis efeitos prejudiciais aos seres que 

dela dependem, é necessário que seja feito o biomonitoramento. Define-se como 

biomonitoramento o uso de respostas de organismos vivos, as quais podem ser 

sistematicamente medidas, com intuito de avaliar as mudanças ocorridas no ambiente.  Esta é 

uma ferramenta de avaliação da saúde ambiental, que fornece subsídios para a análise 

integrada da qualidade da água (Buss et al., 2003).  

Para a realização do biomonitoramento faz-se necessário o uso de biomarcadores. 

Neste contexto, define-se como biomarcador qualquer alteração da resposta biológica 

induzida por xenobióticos em diferentes níveis de organização, desde molecular, histológicas 

e morfológicas, até comportamentais e no ciclo de vida dos organismos (Peakall, 1994). Os 

biomarcadores são ferramentas fundamentais para análise e monitoramento do equilíbrio de 

ecossistemas (Walker, 1996).  

Dentre os biomarcadores, os moleculares e celulares apresentam como característica 

importante a capacidade de antecipar mudanças em níveis biológicos superiores, como 

populações e comunidades. Por essa razão, podem ser utilizados de forma preventiva, 

permitindo o desenvolvimento de estratégias de remediação antes da ocorrência de danos 

ambientais irreversíveis (Cajaraville et al., 2000). 

As principais formas de eliminação de um composto tóxico pelo organismo são: 

excreção na sua forma original ou após biotransformação, a qual ocorre especialmente no 

fígado, em vertebrados. Este processo visa, através da ação de enzimas, transformar o 

poluente em um composto mais hidrofílico, facilitando a eliminação. No entanto o poluente 

pode ser convertido a outro ainda mais danoso às células (Van der Oost, 2003).  
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 Na fase I da biotransformação, um grupo polar é adicionado à molécula do poluente, 

tornando-a mais solúvel em água, podendo ser eliminada ou utilizada como substrato para as 

reações da etapa seguinte. As principais enzimas de fase I são as do sistema de oxidases de 

função mista, como citocromo P450 (Di Giulio et al., 1995). Estas são encontradas 

principalmente no fígado (Martinez, 2006). A fase II envolve reações de conjugação do 

poluente a compostos endógenos das células, como o tripeptídeo glutationa, buscando mais 

uma vez o aumento da solubilidade em água e eliminação. Dentre as enzimas envolvidas 

nesse processo, é possível citar a Glutationa S Transferase e UDP Glicuronil Transferases 

(Martinez, 2006). 

Diversos poluentes ou seus metabólitos são capazes de exercer seu efeito tóxico 

através da geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), instituindo, na célula, um 

desequilíbrio pró-oxidante, também chamado de estresse oxidativo (Monserrat et al., 2007). 

Este é capaz de causar danos teciduais e celulares, como a degradação de proteínas e danos ao 

genoma, podendo levar à morte celular (Winston e Di Giulio, 1991; Manduzio et al., 2005). 

As ERO são moléculas como o ânion radical superóxido, radical hidroxil e peróxido de 

hidrogênio, eletricamente instáveis e potencialmente reativas (Manduzio et al., 2005).  

Para prevenir e impedir prejuízos causados pelo estresse oxidativo, os organismos 

aeróbicos apresentam mecanismos de defesa antioxidante (Hermes-Lima, 2004; Lushchak, 

2011). Alguns exemplos das defesas enzimáticas são: superóxido dismutase, catalase e 

glutationa peroxidase. Além desses, existem os antioxidantes não enzimáticos, como: 

glutationa reduzida, ácido ascórbico, ácido úrico e tocoferol (Martinez, 2006). As defesas não 

enzimáticas correspondem a cerca de 70% da capacidade antioxidante das células (Regoli, 

2000). O sistema antioxidante trabalha de forma cooperativa e, portanto, determinar a 

capacidade antioxidante total de determinado tecido pode fornecer informações adequadas e o 

entendimento da toxicidade causada pelas ERO (Monserrat et al., 2007).  

As lesões causadas no DNA da célula também podem ser utilizadas de forma eficiente 

como ferramentas no monitoramento de efeitos subletais de poluentes em organismos 

aquáticos (Monteiro et al., 2011), visto que a exposição a baixas concentrações de 

contaminantes pode ser detectada em uma grande variedade de espécies (Frenzilli et al., 

2009). Para esse fim, um teste largamente utilizado é o ensaio do cometa, o qual apresenta 

capacidade de detectar quebras de fita simples no DNA, em condições alcalinas (Singh et al., 

1988). Além de sensível, é um teste rápido que pode ser realizado com a maioria das células 

eucarióticas e exige relativamente pouca quantidade de células (Jha, 2008). 

Devido às suas consequências nos organismos, a contaminação do ambiente aquático é 
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um fato de extrema importância e, dentre elas, a poluição causada por hidrocarbonetos merece 

destaque. De acordo com uma pesquisa realizada pela revista Exame (2010), em pouco mais 

de 70 anos foram verificados mais de 80 casos de média e alta gravidade de derramamentos e 

vazamento de petróleo, os quais lançaram ao ambiente marinho mais de 7 bilhões de litros de 

deste composto. Esta deposição pode ocorrer acidentalmente, por falhas e problemas durante 

a extração ou transporte, ou deliberadamente, como foi o caso do derrame no Golfo Pérsico 

durante a Guerra do Golfo, em janeiro de 1991, o maior já relatado até hoje. 

Em linhas gerais, o petróleo cru é composto por diversos tipos de hidrocarbonetos, 

como cadeias aromáticas e alifáticas, cadeias heterocíclicas de nitrogênio e enxofre além de 

baixas concentrações de alcanos e compostos oxigenados (Nicodem et al., 1997). A irradiação 

altera a toxicidade do petróleo, visto que os compostos que são transformados pela irradiação 

podem tornar-se ainda mais tóxicos e solúveis em água, afetando diretamente toda a biota 

(Nicodem et al., 1997). Outro fator que pode potencializar a contaminação de ambientes 

atingidos por derramamentos de petróleo é a utilização de dispersantes, os quais aumentam a 

disponibilidade do poluente no meio aquático (Ramachandran et al., 2004; Jung et al., 2009). 

 Diversos trabalhos apresentam como efeitos principais da exposição de organismos 

aquáticos ao petróleo o aumento na expressão e síntese do citocromo P450 e estresse 

oxidativo (Sturve et al., 2006; Bilbao et al., 2010; Trisciani et al., 2011). Outros efeitos 

também já foram descritos, como alterações no sistema imunológico (Reynaud e Deschaux, 

2005; Bilbao et al., 2010) e na produção de hormônios sexuais (Arukwe et al., 2008), 

desestabilização da membrana plasmática e diminuição da viabilidade celular (Camus et al., 

2003; Martins et al., 2005), acúmulo de metabólitos de hidrocarbonetos na bile e aumento na 

produção de glutationa S transferase hepática (Jung et al., 2009; Bilbao et al., 2010). Além 

desses, foram verificados também danos morfológicos em órgãos como rins, fígado e 

brânquias (Akaishi et al., 2004; Kodo-Filho, 2006), bem como deformidades severas em 

larvas de peixe (Debruyn et al., 2007). Ainda podem ser citados efeitos de lipoperoxidação de 

membranas e danos ao genoma de peixes (Frenzilli et al., 2004; Silva et al., 2009). 

Tão problemáticas quanto à contaminação ambiental por petróleo são aquelas causadas 

por derivados desse composto, como gasolina e óleo diesel. Estes estão dentre os poluentes de 

maior impacto no meio aquático (Pacheco e Santos, 2001) e os mais comuns em regiões 

costeiras e estuarinas (Barbosa, 2005).  

 A gasolina é uma substância constituída, essencialmente, por hidrocarbonetos com, 

normalmente, de 4 a 12 átomos de carbono, produtos oxigenados, compostos de enxofre, 

nitrogênio e metais, estes últimos em menor concentração (Petrobras, 2011). No Brasil é feita 
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a adição de 22% de etanol à gasolina, o que a torna mais solúvel em água e pode dificultar a 

biodegradação natural, o que aumenta a sua persistência no ambiente e potencializa a 

contaminação ambiental (Corseuil e Marins, 1997; Tiburtius et al., 2005). Dentre os 

hidrocarbonetos que geralmente compõem a fração solúvel em água de gasolina, destacam-se 

as cadeias aromáticas monocíclicas, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) e as 

cadeias aromáticas policíclicas (HPA), como naftaleno, antraceno e fenantreno (Fedato et al., 

2010; Simonato et al., 2011). 

 Diversos efeitos consequentes da exposição à gasolina e seus compostos já foram 

descritos em organismos aquáticos. Dentre eles, cita-se: aumento da atividade do citocromo 

P450 e de outras enzimas antioxidantes (Simonato et al., 2011), lipoperoxidação (Adeyemi et 

al., 2009), alterações imunológicas (Ahmad et al., 2003), efeitos genotóxicos e mutagênicos 

(Machaella et al., 2005; Calliani et al., 2009; Fedato et al., 2010), alterações do 

comportamento de forrageamento (Carvalho et al., 2008) e atraso na vitelogenia (Tintos et al., 

2006).  

 Diversos eventos podem promover a contaminação e consequentes prejuízos 

ambientais causados por hidrocarbonetos: despejo irregular de refinarias de petróleo, 

acidentes ou deficiências no transporte e armazenamento desses compostos. Locais como 

postos de combustíveis, que armazenam estes líquidos, podem apresentar risco de 

contaminação constante, por exemplo, através de vazamentos dos tanques e efluentes 

despejados sem o devido tratamento.  

De acordo com a resolução CONAMA n° 273 de 2000, para a instalação e controle de 

qualidade de postos de combustíveis, deve haver equipamentos e sistema de monitoramento, 

proteção e sistema de detecção de vazamento. Além desses é necessário detalhamento do tipo 

de tratamento e controle de efluentes provenientes dos tanques, áreas de bombas e áreas 

sujeitas a vazamento de derivados de petróleo ou de resíduos oleosos. 

Complementarmente, a Resolução nº 038 de 2009 da Secretaria do Meio Ambiente do 

estado do Paraná resolve, dentre outros, que os estabelecimentos de comércio de combustíveis 

devem apresentar o Plano de Controle Ambiental. Este último deve apresentar o sistema de 

tratamento de efluentes líquidos, obrigatoriamente para as águas de lavagem de veículos e 

para as águas pluviais contaminadas incidentes sobre as áreas de serviço sujeitas a 

vazamentos acidentais de combustíveis ou óleos. Detalhando, os postos de combustíveis que 

possuem licenciamento ambiental apresentam tanques para os quais o efluente gerado é 

direcionado e deixado para que resíduos sólidos decantem. A água e compostos diluídos nela 
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são liberados diretamente no ambiente e o lodo formado pela decantação é recolhido por 

empresa de tratamento terceirizada conforme o influxo do efluente.  

Estudos ecotoxicológicos, devem buscar cada vez mais o aprimoramento técnico sob a 

ótica dos 3 R’s: reduction, refinement, replacement (redução, aperfeiçoamento e substituição). 

O desenvolvimento de modelos biológicos in vitro para testes de toxicidade é necessário por 

razões científicas, éticas e econômicas e o uso de linhagens celulares nestes testes é bastante 

promissor, tanto para a melhoria do rendimento dos testes quanto para redução dos seus 

custos (Teng et al., 2013). Outras vantagens no uso de linhagens em testes de toxicidade 

também podem ser pontuadas, tais como: 

• Redução do uso de animais em testes toxicológicos (Bols et al., 2005); 

• Estudo de um dado fenômeno em um ambiente bem definido (Bols et al., 2005); 

• Medições mais rápidas, fáceis, reprodutíveis e que geram menos resíduos tóxicos 

(Bols et al., 2005). 

• Interpretação dos resultados mais definitiva, visto que a cultura celular não apresenta 

as complexidades do organismo inteiro, como bioacumulação e depuração (Bols et al., 

2005).  

• Possibilidade de comparações entre diferentes espécies ao nível celular, sob condições 

equivalentes da exposição ao contaminante (Bols et al., 2005). 

• O entendimento de mecanismos básicos de sensibilidade, aos níveis celulares e 

moleculares (Bols et al., 2005). 

• Geração de informações básicas sobre a natureza dos agentes testados e da resposta 

celular (Binelli et al., 2009). 

 

Além disso, as linhagens celulares representam um sistema padronizado, com 

relativamente baixa variabilidade. Também demonstram boas correlações com dados de 

citotoxicidade in vitro/in vivo, especialmente para avaliação de CE50 e CL50 em testes de 

amostras ambientais, efluentes e misturas complexas (Castaño et al., 2003).  

O potencial do uso de linhagens celulares de vertebrados em pesquisas toxicológicas 

foi reconhecido por volta dos anos 1960, sendo utilizadas primeiramente, células de 

mamíferos para compreensão dos possíveis efeitos de compostos químicos em humanos. 

Somente em 1985 foi proposto o uso de culturas celulares de peixes como forma de 

substituição ao uso de peixes para monitoramento de efluentes industriais em testes de 

letalidade. Considerando-se que peixes são as espécies dominantes em avaliações 

ecotoxicológicas, deve-se atribuir a eles a mesma proteção legal atribuída aos mamíferos, 
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sendo assim, a validação de culturas celulares de peixes é meta social urgente (Schirmer, 

2006). 

Um exemplo de organismo aquático largamente utilizado em estudos ecotoxicológicos 

é o peixe-paulistinha ou “zebrafish” Danio rerio Hamilton, 1822, (Bopp et al., 2006; Sandrini 

et al., 2009). Esse peixe é utilizado tanto em experimentos in vivo quanto in vitro, com 

linhagens celulares comercialmente disponíveis como células de fígado (ZF-L), embrionárias 

(ZF4 e ZEM2S) e da nadadeira caudal (SJD.1 e AB.9) (Bopp et al., 2006; Bopp e Lettieri, 

2007; Fent, 2007).  

Destaca-se no presente trabalho a linhagem celular permanente de hepatócitos de D. 

rerio, denominada ZF-L. Essa foi primeiramente desenvolvida e caracterizada por Gosh e 

colaboradores, em meados de 1994 (Gosh et al., 1994), a partir de fígados normais de 

indivíduos adultos desta espécie. Nesta ocasião foi relatado o crescimento e propagação de 

ZF-L por mais de 100 gerações, mantendo sua morfologia epitelial e número modal de 

cromossomos de 46. Foi verificado também que a atividade das enzimas de ZF-L é 

semelhante às do fígado de D. rerio, apresentando alanina e aspartato aminotransferase e 

glicose-6-fosfatase (Gosh et al., 2004). 

Diversos trabalhos comprovam a sensibilidade de ZF-L quando expostas a diferentes 

contaminantes, com a utilização satisfatória de diferentes biomarcadores: 

• Metais: foram realizadas exposições de ZF-L a diversos metais, como arsênio, cobre, 

zinco e mercúrio, o que resultou em aumento da indução de mRNA de metalotioneínas 

(Chan et al., 2006; Cheuk et al., 2008), alterações na síntese de proteínas (Chen e 

Chan, 2011), redução da viabilidade celular e aumento da formação de ERO (Sandrini 

et al, 2009) e apoptose (Seok et al., 2007); 

• Nanopartículas: verificou-se o aumento da síntese de mRNA de metalotioneínas após 

exposição de 96 h ao Cu2O e CuCl2 (Chen et al., 2011) e aumento na acumulação de 

arsênio após co-exposição com fulereno (C60) (Costa et al., 2012); 

• Defensivos agrícolas: detectou-se a expressão diferencial de proteínas envolvidas em 

processos metabólicos, bem como de chaperonas, receptores e transportadores de 

hormônios e proteínas de membrana, demonstrando a complexidade dos efeitos de 

metil paration em ZF-L (Huang e Huang, 2012); 
• Produtos farmacêuticos: foi observada a redução na transcrição de proteínas do 

metabolismo e ciclo celular e aumento de proteínas quinases e outras envolvidas no 

reparo de DNA, após exposição de ZF-L a uma mistura de produtos farmacêuticos em 

concentrações ambientalmente relevantes (Pomati, et al., 2007). Bopp e Lettieri (2008) 
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também verificaram a redução da viabilidade celular após exposição ao tamoxifeno e 

fluzilazol; 
• Efluentes: já foram relatadas alterações na indução de vitelogenina (Christianson-

Heiska e Isomaa, 2008) decorrentes da exposição ao efluente de fábrica de papel, bem 

como a diminuição do reparo de DNA e aumento de citocromo P450 e vitelogenina-1 

após exposição de ZF-L a diversos efluentes contaminados com compostos 

estrogênicos (Notch e Mayer, 2009); 

• Retardantes de chamas: foram verificadas alterações na tradução de proteínas 

envolvidas na gliconeogênese e na regulação do ciclo celular após a exposição a 

hexabromociclododecano e ao tetrabromobidfenol-A (Kling e Förlin, 2009).  

 

Sendo assim, é possível afirmar que a linhagem celular de hepatócitos de Danio rerio 

é capaz de demonstrar os possíveis efeitos tóxicos resultantes do contato com diferentes 

poluentes ambientais. Consequentemente, o uso dessas células em estudos ecotoxicológicos é 

adequado. 
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2 OBJETIVOS, 

 

 2.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar os efeitos citotóxicos e genotóxicos da fração solúvel em água de gasolina e de 

um efluente de posto de combustível na linhagem celular ZF-L. 

 

 2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a citotoxicidade resultante da exposição à fração solúvel da gasolina e de um 

efluente de posto de combustível dos poluentes em células ZF-L por meio da 

verificação da integridade da membrana plasmática (teste de exclusão do azul de 

tripan) e o metabolismo celular (teste da redução do MTT); 

• Verificar a produção de espécies reativas de oxigênio e a capacidade antioxidante total 

de células ZF-L expostas à fração solúvel da gasolina e ao efluente de posto de 

combustível;  

• Analisar a genotoxicidade da fração solúvel da gasolina e de um efluente de posto de 

combustível para ZF-L utilizando o teste do cometa; 

• Comparar a toxicidade e os efeitos fração solúvel da gasolina e de um efluente de 

posto de combustível para ZF-L. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Manutenção de ZF-L 

 

A linhagem celular ZF-L foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ) 

e subcultivada em meio de cultura contendo 52,7% de meio Leibovitz L-15 (Gibco®), 42,1% 

de meio RPMI 1640 (Gibco®), 5,2% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco®), mantida em estufa 

seca a 28°C em frascos de 50 mL. Esses eram verificados diariamente, analisando-se 

morfologia celular, crescimento, possível sobreposição de células, presença ou ausência de 

contaminação e vacúolos celulares. As células eram repicadas semanalmente, ou seja, eram 

soltas dos frascos e a suspensão formada era dividida entre dois ou três frascos de cultura, 

para que continuassem a se proliferar. Cada vez que um frasco era repicado, considerava-se 

uma nova passagem ou geração, para assim fazer o controle interno do número de passagens 

das células utilizadas. Neste trabalho foram utilizadas células nas passagens de 14 a 21.  

 

3.2 Padronização dos testes in vitro 

 

Com o intuito de garantir que todas as células fossem expostas da mesma forma e os 

resultados fossem o mais verdadeiros quanto fosse possível, foi feita, previamente à 

realização dos testes ecotoxicológicos, a padronização dos ensaios, para que fossem definidos: 

quantidade de amostra necessária para cada metodologia, tipo de solução de exposição, 

quantidade de células necessárias para formação de monocamada. 

Para as primeiras avaliações foram feitos testes de citotoxicidade com a solução teste 

diluída em meio de cultura. No entanto, verificou-se a redução da viabilidade celular apenas 

em altas concentrações (maiores que 50%), lançando a hipótese de interferência do meio de 

cultura (dados não mostrados). Para comprovação desta, foram realizados testes expondo ZF-

L à solução teste diluída em salina tamponada com fosfato e livre de cálcio e magnésio (PBS: 

KCl 2,68 mM, KH2PO4 1,47 mM, NaCl 136,89 mM, Na2HPO3 anidro 8,10 mM), o que 

resultou no aumento da sensibilidade da resposta das células aos poluentes em estudo. Dessa 

forma, todas as exposições de todas as metodologias aplicadas neste trabalho foram feitas 

com PBS na solução teste.  

Para os testes de citotoxicidade foram utilizadas placas de 24 poços (TPP®) que 

permitem análises com uma quantidade relativamente pequena de células. Bopp e Lettieri 

(2008) já demonstraram que em densidades celulares maiores que 1,25 x 104 células por poço 
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os resultados obedecem a uma relação linear entre quantidade de células e absorção. Sendo 

assim, foi padronizado para estes testes 8,5 x 104 células por poço, considerando a formação 

da monocamada. 

Para a aplicação do ensaio do cometa, quantificação de ERO e avaliação da 

capacidade antioxidante total foi necessária uma maior quantidade de amostra, visto que os 

testes foram realizados simultaneamente. Assim, a exposição de ZF-L foi feita em frascos de 

cultura de 50 mL, adicionando a cada um deles 5,3 x 106 células, também considerando a 

formação da monocamada. 

Tanto as placas de 24 poços quanto os frascos foram montados com cerca de 30 h de 

antecedência, tempo considerado suficiente para que ocorra aderência das células. Esse 

procedimento foi feito com meio de cultura adicionado de 5% de soro bovino fetal e 1% de 

antibiótico/antimicótico (Gibco®) (meio de cultura completo), este último para prevenir 

possíveis contaminações. 

 

3.3 Substâncias teste 

 

Amostras de gasolina comum e efluente do posto de combustível foram obtidas do 

mesmo estabelecimento para a realização de todas as etapas experimentais, com o objetivo de 

diminuir a possibilidade de variações na composição destas soluções.  

Fração solúvel em água da gasolina (FSG): foi feita simulação de derrame em 

condições tropicais, como em Nicodem et al. (1998), com alterações. Em um béquer, foram 

adicionadas gasolina e água destilada na proporção de 1:4. Esta mistura foi exposta à radiação 

solar direta, por 6 h (das 9h às 15h) e em seguida e colocada em caixa escura por 16 h (das 

15h às 9h do dia seguinte). Na primeira fase ocorre fotodegradação do combustível, os 

compostos resultantes são dissolvidos na água e na segunda fase os compostos hidrossolúveis 

passam para a água (Vanzella et al., 2007). De acordo com Simonato et al. (2011) a FSG 

obtida por simulação de derrame, utilizando o mesmo método deste trabalho, é composta 

principalmente por BTEX (etilbenzeno, xileno, benzeno, tolueno) e os principais HPA 

presentes são naftaleno, antraceno e fenantreno. A água gerada da exposição – FSG – foi 

separada e conservada em recipiente escuro a 4°C até o uso, não superando 5 dias de 

armazenamento (Vanzella et al., 2007). A FSG obtida nessa etapa foi considerada como 

concentração 100%.  

Efluente (EF): resultante da canalização da água de lavagem dos veículos e águas 

pluviais incidentalmente contaminadas com combustíveis ou óleos. Essa mistura é 
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direcionada a tanques de decantação, seguindo a resolução n°038/09/SEMA. O lodo 

resultante é mensalmente recolhido para tratamento e a água é liberada continuamente no 

ambiente. De acordo com as análises feitas por Martins e Grisólia (2009) para efluentes de 

diferentes postos de combustível, é possível supor que dentre os compostos provavelmente 

presentes na amostra de efluente coletada neste trabalho estariam óleos e graxas, benzeno, 

tolueno, xileno, fenóis e metais como cobre e zinco, em concentrações diversas. Além desses, 

a presença de detergentes no efluente avaliado neste trabalho foi visivelmente detectável, 

visto a formação de espuma e considerando que a lavagem de veículos é uma atividade 

intensa no posto em que o EF foi coletado. Assim, o efluente final, resultante do tratamento 

foi coletado em frasco escuro e armazenado por no máximo 7 dias a 4°C, sendo considerado 

este 100% EF.    

Para a exposição celular, as soluções iniciais dos poluentes (100%) foram diluídas em 

água destilada e foram acrescentados, de forma proporcional, os sais que compõem PBS e o 

pH de cada diluição foi corrigido para 7,4. Em seguida, as soluções foram filtradas em filtro 

de seringa de 0,22 µm, para esterilização, e conservadas em frasco escuro a 4°C até o uso, não 

superando 24 h. As células foram expostas às diluições arbitrárias de 50%, 25%, 10% e 5% de 

FSG e EF por 1, 3 e 6 h.  

 

3.4 Preparo e exposição 

 

Para os testes de citotoxicidade, tanto pela redução do brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-

2-il-2,5- difeniltetrazólio (MTT),  quanto pelo azul de tripan (AT), as células foram expostas 

em placas de 24 poços. Para isso, as células foram soltas dos frascos de cultura com tripsina 

0,125%, a qual foi inativada em seguida com meio de cultura 10% SBF. Essa suspensão 

celular foi transferida para um tubo de 50 mL, em seguida retirou-se uma amostra, corou-se 

com azul de tripan 0,4% e prosseguiu-se com a contagem de células em Câmara de Neubauer, 

contando as células viáveis nos quatro quadrantes mais externos e em seguida aplicando-se a 

fórmula seguinte: 

 

�é�����/�	 = �	
ú����	��	�é�����	��
�����4 � × �����	��	�����çã� × 10� 
 

Com a contagem realizada, foi calculado o volume de suspensão celular 

correspondente ao número total de células desejado, ou seja, 8,5 x 104 multiplicado pelo 
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número de poços a serem semeados. Feito isso, este volume transferido para outro tubo de 50 

mL e adicionado a meio de cultura completo, para totalizar o volume necessário para semear 

quantos poços fossem necessários. Após a homogeneização desta mistura, montou-se a placa 

adicionando 600 µL de suspensão celular. Em seguida, a placa incubada por 

aproximadamente 30 h na estufa, até a realização do experimento.  

Após o período de incubação das placas, o meio de cultura foi retirado e adicionou-se 

à placa PBS nos poços correspondentes ao branco e controle negativo, e as soluções teste, 

cada qual contendo a diluição de FSG ou EF (Fig. 3.1). Após a montagem, as placas foram 

deixadas por 1, 3 ou 6 h em estufa seca, a 28°C. Foram montadas duas placas para cada tempo 

experimental. Foram considerados como N amostral, para as análises estatísticas, cada um dos 

poços. 

 

 

Figura 3.1: esquema da distribuição para os testes de viabilidade celular. BR: branco, C: controle, 
seguido pelo valor da diluição de cada substância teste.  

 

Para o ensaio do cometa, bem como para a quantificação de ERO e determinação da 

capacidade antioxidante total, a exposição das células foi feita nos frascos de cultura celular. 

Para isso, cerca de 30 h antes dos experimentos, foram montados sete frascos para cada 

tratamento, adicionando-se a cada um deles 5,3 x 106 células, juntamente ao meio de cultura 

completo, os quais foram incubados em estufa até a realização do experimento. Dessa forma, 

foram obtidos frascos homogêneos, confluentes e com células em monocamada.  

Após esse período, no dia do experimento, todos os frascos foram lavados com PBS e, 

em seguida, 5 mL da solução teste foi adicionada, sendo adicionado aos frascos controle 

apenas PBS. Feito isso, os frascos de cultura foram levados à estufa a 28°C e deixados por 1, 

3 ou 6 h. Ao final da exposição, foi descartada a solução teste, adicionou-se tripsina 0,125% 
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nos frascos, por cerca de 1 minuto, a qual foi em seguida inativada com PBS com 10% SBF. 

Essa solução de células de cada frasco foi transferida para microtubos de 2 mL, centrifugada a 

137 g e 4°C por 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas 

em 300 µL de PBS, eliminando possíveis interferências do SBF e tripsina.  

 

3.5 Testes de citotoxicidade 

 

Método de exclusão por azul de tripan: essa solução apresenta cromóforo de carga 

negativa, assim, só interage com a célula caso a membrana plasmática esteja danificada, 

deixando aquelas inviáveis, azuis (Freshney, 2010). Então, para esse ensaio, após a incubação 

e exposição aos contaminantes, as células foram soltas dos poços adicionando-se tripsina 

0,125%, a qual foi inativada com solução de PBS e SBF 10%, em seguida adicionou-se azul 

de tripan 0,4%. Feito isso foram contadas, em Câmara de Neubauer, 100 células, numa ordem 

definida. Assim, a viabilidade celular foi dada em porcentagem de células viáveis. De acordo 

com os resultados obtidos neste teste, foram selecionados os tratamentos com viabilidade 

celular maior ou igual a 80% (Tice et al., 2000) para serem feitos o ensaio do cometa, 

quantificação de ERO e capacidade antioxidante total contra radicais peroxil. 

Método de Redução do MTT (Mosmann, 1983): teste colorimétrico no qual o sal 

brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5- difeniltetrazólio (MTT), solúvel em água e de 

coloração amarelada, é reduzido a formazan, cristal insolúvel em água e purpúreo. Essa 

conversão é feita pela succinato desidrogenase, presente na membrana interna das 

mitocôndrias (Bopp et al., 2006). Assim, quanto maior a quantidade de células viáveis, maior 

a formação de formazan nas amostras. 

Após o tempo de exposição de 1, 3 e 6 h, foram retiradas as soluções de exposição e 

adicionou-se, a cada poço, MTT diluído em meio de cultura (0,33 mg.mL-1), deixando por 4 h 

em estufa seca, a 28°C. Terminada esta etapa, o meio de cultura foi retirado, acrescentou-se 

DMSO, para diluir o formazan, o volume dos poços foi homogeneizado e transferido para 

uma placa de 96 poços e prosseguiu-se com leitura em espectrofluorímetro (VICTOR 3, 

PerkinElmer), a 540 nm.  

Para calcular a viabilidade celular de cada amostra, foi utilizada a fórmula seguinte, 

com as amostras de controle sendo consideradas como 100% de viabilidade celular (VC), 

determinando a VC das amostras expostas aos contaminantes de forma proporcional ao 

controle. 
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VC!	(%) = 	Abs! −	Abs)*
	Abs+ − Abs)*	 × 100 

 

Onde: VCA = viabilidade celular da amostra 

 AbsA = absorbância da amostra 

 AbsBr = absorbância do branco 

 AbsC = absorbância do controle 

 

3.6 Ensaio do cometa  

  

O ensaio do cometa foi feito conforme Singh (1988), com alterações. Brevemente, foi 

adicionado a 20 µL de amostra, 120 µL de agarose baixo ponto de fusão a 37°C, essa solução 

foi homogeneizada e dividida entre duas lâminas com agarose, que em seguida foram 

encobertas com lamínulas e colocadas em refrigerador. Passados cerca de 30 minutos, as 

lamínulas foram retiradas e as lâminas mergulhadas em solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 

100 mM, Tris 10 mM, 10% DMSO, 1% Triton X-100, pH 10,0), por 1 h. Nesta etapa, as 

membranas celulares são degradadas, restando somente o DNA das células, formando um 

nucleóide. Após esta etapa, as lâminas foram colocadas em cubas de eletroforese, cobertas 

com solução de eletroforese (NaOH 10 M, EDTA 200 mM, pH > 13) e deixadas nela por 30 

minutos, para que sejam degradadas as histonas e ocorra o relaxamento do DNA. Passado 

esse período, foi feita eletroforese por 20 minutos, a 25 V e 300 mA. Assim, os fragmentos de 

DNA menores avançaram mais que os fragmentos maiores, formando caudas mais curtas ou 

mais longas, dependendo da intensidade da fragmentação do DNA. Após esta etapa, foi feita a 

neutralização (Tris 0,4 M, pH 7,5) das lâminas, lavando-as 3 vezes com solução de 

neutralização, com intervalos de 5 minutos. Para finalização, foi feita fixação das lâminas 

mergulhando-as em álcool etílico 100% por 10 minutos, deixando-as secar em temperatura 

ambiente e armazenando-as em caixas para lâminas histológicas a 4°C.  

Para a análise, foi feita coloração com 50 µL gel red (Biotium®), cobrindo a lâmina 

com lamínula e prosseguindo com leitura em microscópio óptico de fluorescência (Leica®, 

DM 2500) adaptada para fluorescência/epifluorescência, equipada com filtro azul de 

excitação (450-490 nm) e filtro de barreira de 515 nm, ao aumento de 400x. Para evitar 

interferência na leitura dos resultados, as lâminas foram codificadas independentemente, 

fazendo assim, uma leitura cega dos dados. 
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Foram analisados 100 nucleóides por amostra e os danos ao genoma foram 

classificados de acordo com Kobayashi et al. (1995), dividindo-os em 4 classes (Fig. 3.2), de 

acordo com o tamanho da cauda do nucleóide: classe 0 = sem dano aparente, classe 1 = cauda 

curta, menor que o diâmetro do nucleóide, classe 2 = comprimento da cauda correspondente a 

uma ou duas vezes o diâmetro do nucleóide e classe 3 = comprimento da cauda maior que o 

dobro do diâmetro do nucleóide. Para o cálculo do escore do dano, o número de células em 

cada classe foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore dado pela seguinte fórmula, 

onde A, B, C e D corresponde ao número de células encontradas para cada categoria 

analisada. Também foi calculada, para cada amostra, a frequência de classes e total de 

nucleóides danificados. 

 

Escore= (0	x	A) 2	(1	x	B) 2	(2	x	C) 2	(3	x	D) 
 

 
Figura 3.2: Classes de danos no DNA, divididas conforme o tamanho da cauda 
formada. 

 

3.7 Quantificação de ERO e determinação da capacidade antioxidante total 

(CAOT) 

 

Para a verificação destes biomarcadores, foi utilizado o protocolo de Amado et al. 

(2009) com algumas alterações. Primeiramente foi feita a determinação da quantidade total de 

proteínas, pelo método de Bradford (1976), com adaptações. Uma alíquota de cada amostra 

obtida foi diluída e pipetada em uma microplaca de 96 poços transparente, bem como foi feita 

uma curva padrão com diferentes concentrações de albumina de soro bovino. Em seguida foi 

adicionado reagente de Bradford, para que o Coomassie Brilliant Blue da solução ligue-se às 
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moléculas de proteínas da amostra, e, após 5 minutos foi feita a leitura a 595 nm em leitora de 

microplaca (Elx800 – Bio-tec Instruments). Feito isso, o valor da absorbância que foi obtido 

para as amostras foi comparada com o da curva padrão, indicando assim, a quantidade total de 

proteína em cada amostra. 

Com os dados de proteína prontos, foi feita diluição das amostras com meio de reação 

(HEPES 30 mM, KCl 200 mM, MgCl2 1 mM, pH 7,2) para concentrações de 60 µg.mL
-1 a 

100 µg.mL-1, em placa preta de 96 poços. Vale ressaltar que a diferença na concentração de 

proteínas utilizada não deve interferir na qualidade dos resultados (Amado et al., 2009). As 

amostras foram pipetadas em quadruplicata, e dois poços foram tratados com substância 

geradora de radicais peroxil, 2,2´- azobis (2 metilpropinamida) dihidroclorido (ABAP: 10 

mM), e os outros dois receberam apenas tampão fosfato. Em seguida foi feita leitura da 

autofluorescência.  

Feito isso, adicionou-se 2′,7′-diclorofluoresceína diacetato (1mM H2DCF-DA) e foi 

feita leitura a 35°C, por 30 minutos, com intervalo de 5 minutos entre cada uma, excitação 

485 nm e emissão 520 nm. A esta temperatura, o ABAP é degradado e libera nas células 

grande quantidade de radicais peroxil. Ocorre também a clivagem do H2DCF-DA pelas 

esterases presentes nas amostras, liberando o H2DCF. Este último reage com ERO, liberando 

diclorofluoresceína, composto que libera fluorescência. Sendo assim, quanto maior a 

quantidade de ERO, maior a fluorescência da amostra.  

Para o cálculo da quantidade de ERO e da CAOT, foi feito ajuste dos dados de 

fluorescência para uma função polinomial de segunda ordem e calculado o valor da integral. 

Para a quantificação de ERO, foram analisados os valores das integrais das amostras tratadas 

apenas com tampão fosfato. Já para avaliação da CAOT, foi feita a diferença dos valores de 

área das amostras tratadas e não tratadas com ABAP, seguindo a fórmula: 

 

Á���	������8� = (	Á���9:9; − Á���<=>	9:9;)
Á���<=>	9:9;

 

 

Assim, quanto maior a diferença entre as áreas, menor a CAOT, visto que altos valores 

de fluorescência indicam maior quantidade de ERO e menor capacidade de neutralização 

destes compostos. Para facilitar a visualização dos resultados, os dados de CAOT 

apresentados neste trabalho foram invertidos, ou seja, 
?

Á@AB	@ACBDEFB. 
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3.8 Análise estatística 

 

Para cada parâmetro analisado, os resultados obtidos para as diferentes diluições (CTR 

ou 0, 5, 10, 25 e 50%), nos diferentes tempos experimentais (1, 3 e 6 h), foram comparados 

entre si por meio de análise de variância de dois fatores (Fator 1: diluição e Fator 2: tempo) e 

no caso de indicação de diferença significativa, foi aplicado o teste de comparações múltiplas 

Student-Newman-Keuls (SNK). A variação dos resultados obtidos nas diferentes diluições 

(CTR ou 0, 5, 10, 25 e 50%), em um mesmo tempo experimental, foi analisada pelo 

coeficiente de correlação de Pearson (r). Foram considerados significativos valores de P < 

0,05.  
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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade da fração solúvel em água da gasolina (FSG) 
e de um efluente de posto de combustível (EF) em ZF-L, uma linhagem celular de hepatócitos 
de Danio rerio. Para isso, foi feita a exposição das células por 1, 3 e 6 h a diferentes diluições 
de FSG e EF. A FSG foi obtida simulando derrame de gasolina em ambiente tropical e o EF 
foi coletado do tanque de decantação de um posto de combustível. Antes da exposição foram 
feitas diluições das soluções teste em água destilada, às quais foram acrescentados os sais de 
salina tamponada com fosfato (PBS). Para verificação da citotoxicidade, foram aplicados os 
testes de viabilidade celular por exclusão do azul de tripan (AT) e o de redução do brometo de 
dimetiltiazol difeniltetrazólio (MTT), testando as diluições de 5, 10, 25 e 50% dos 
contaminantes. O controle foi feito expondo as células apenas ao PBS. A partir dos resultados 
obtidos pelo AT, foram selecionadas as diluições com viabilidade celular maior que 80% para 
aplicação do ensaio do cometa, quantificação de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 
capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (CAOT). Os resultados da viabilidade 
celular para ambos os poluentes, tanto para o AT quanto para o MTT obedeceram a um 
padrão de resposta concentração-dependente. Demonstram também a maior citotoxicidade do 
EF em relação à FSG, provavelmente devido à visível presença de detergentes em sua 
composição. Para o ensaio do cometa, ERO e CAOT foram selecionadas as diluições de 5, 10 
e 25% de FSG e 5 e 10% de EF. Com relação à quantificação de ERO e CAOT, foi verificada 
menor produção de ERO nas amostras expostas aos poluentes e CAOT aumentada em relação 
ao controle, demonstrando que nas concentrações e períodos de exposição avaliados as ZF-L 
aparentemente evitaram o estresse oxidativos. O ensaio do cometa indicou uma alta 
genotoxicidade de FSG, com escores de dano próximos ao valor máximo (300), que seguiram 
um padrão concentração-dependente. No caso das ZF-L expostas ao EF não houve uma 
relação concentração-dependente na ocorrência de danos no DNA, e os escores após 1 h 
foram maiores que o controle, mas após 6 h foram significativamente menores nas amostras 
expostas ao EF que no controle, indicando uma possível atuação do sistema de reparo de 
DNA. Também foi verificado que, em geral, os resultados apresentaram intensificação 
significativa do efeito avaliado no decorrer do tempo de exposição. Assim, é possível afirmar 
que o EF apresentou alto potencial citotóxico enquanto a FSG apresentou alto potencial 
genotóxico para as ZF-L, nas concentrações e nos tempos estudados, e que ZF-L apresenta-se 
como modelo biológico adequado para verificação da qualidade ambiental. 
 

Palavras-chave: citotoxicidade; estresse oxidativo; genotoxicidade; hepatócitos; 

hidrocarbonetos.  
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4.1 Introdução 

 

A poluição aquática causada por derivados de petróleo, como gasolina e óleo diesel, 

está dentre as de maior impacto (Pacheco e Santos, 2001) e em regiões costeiras e estuarinas. 

Alguns dos efeitos dessa contaminação nos organismos são alterações morfológicas nas 

brânquias e fígado, além de danos e mutações no DNA de peixes (Vanzella et al., 2007; 

Simonato et al., 2008). 

 A gasolina é uma substância constituída, essencialmente, por hidrocarbonetos com, 

normalmente, de 4 a 12 átomos de carbono, produtos oxigenados, compostos de enxofre, 

nitrogênio e metais (Petrobras, 2011). Dentre os hidrocarbonetos geralmente presentes na 

fração solúvel em água de gasolina, destacam-se as cadeias aromáticas monocíclicas 

(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno – BTEX) que estão entre as mais danosas ao 

ambiente, devido à sua solubilidade em água e toxicidade crônica, e as cadeias aromáticas 

policíclicas (HPA), com efeito mutagênico e carcinogênico na biota aquática (Fedato et al., 

2010; Simonato et al., 2011). 

 Diversos eventos podem promover a contaminação e consequentes prejuízos 

ambientais causados hidrocarbonetos, como: despejo irregular de refinarias de petróleo, 

acidentes ou deficiências no transporte e armazenamento desses compostos. Locais como 

postos de combustíveis, que armazenam estes líquidos, podem apresentar risco de 

contaminação constante, por exemplo, através de vazamentos dos tanques e despejo de 

efluentes. Sobre o último, mesmo quando passam por tratamento, seus efeitos na biota ainda 

são desconhecidos. 

Para a avaliação da qualidade de água, normalmente é feita a análise de parâmetros 

físicos e químicos, mas deve haver preocupação em avaliar os impactos sofridos pela biota em 

áreas contaminadas. No ambiente aquático, vários grupos de organismos interagem com as 

substâncias tóxicas, o que reduz a qualidade de vida dos mesmos (Arias et al., 2007). 

Neste contexto, define-se biomonitoramento como uso sistemático das respostas de 

organismos vivos, com intuito de avaliar as mudanças ocorridas no ambiente, sendo este uma 

ferramenta de avaliação da saúde ambiental que fornece subsídios para uma análise integrada 

da qualidade da água (Buss et al., 2003). Para aplicação do biomonitoramento são utilizadas 

ferramentas como biomarcadores, os quais podem ser definidos como qualquer alteração da 

resposta biológica induzida por xenobióticos em diferentes níveis de organização, desde 

molecular, histológicas e morfológicas, até comportamentais e no ciclo de vida dos 

organismos (Peakall, 1994).  
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Dentre os biomarcadores, os moleculares e celulares apresentam como característica 

importante a capacidade de antecipar mudanças em níveis biológicos superiores, como 

populações e comunidades (Cajaraville et al., 2000). Por essa razão, podem ser utilizados de 

forma preventiva, permitindo o desenvolvimento de estratégias de remediação antes da 

ocorrência de irreversíveis danos ambientais (Cajaraville et al., 2000). 

O desenvolvimento de modelos biológicos in vitro é necessário por razões científicas, 

éticas e econômicas. De acordo com Teng et al. (2013) o uso de linhagens celulares é um dos 

mais promissores, tanto para a melhoria do rendimento dos testes quanto para redução dos 

custos. Além disso, permitem que o fenômeno seja estudado em um ambiente bem definido 

(Bols et al., 2005), fornecem informações básicas sobre a natureza dos agentes testados e da 

resposta celular (Binelli et al., 2009). Adicionalmente, as linhagens celulares representam um 

sistema padronizado, com relativamente baixa variabilidade (Castaño et al., 2003) e 

demonstram boas correlações com dados de citotoxicidade in vitro/in vivo, especialmente para 

avaliação de CE50 e CL50 em testes de amostras ambientais, efluentes e misturas complexas 

(Castaño et al., 2003).  

Dentre as linhagens empregadas em estudos ecotoxicológicos, destaca-se no presente 

trabalho a linhagem celular permanente de hepatócitos de D. rerio, denominada ZF-L. 

Diversos trabalhos comprovam a sensibilidade desta linhagem quando exposta a diversos 

contaminantes, como metais (Chan, et al., 2006; Seok et al., 2007; Sandrini et al., 2009; Costa 

et al., 2012), produtos farmacêuticos (Pomati, et al., 2007; Bopp e Lettieri, 2008), efluentes 

(Christianson-Heiska e Isomaa, 2008) e disruptores endócrinos (Teng et al., 2013). Para isso 

foram utilizados diversos biomarcadores, como metalotioneínas (Chan, et al., 2006; Seok et 

al., 2007; Costa et al., 2012), viabilidade celular e avaliação da capacidade antioxidante total 

(Bopp e Lettieri, 2008; Sandrini et al., 2009), apoptose (Seok et al., 2007), alterações na 

expressão de genes e tradução de proteínas (Chan, et al., 2006; Pomati, et al., 2007; Kling e 

Förlin, 2009).  
  Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os possíveis efeitos tóxicos de diferentes 

diluições da fração solúvel da gasolina e do efluente de um posto de combustível in vitro 

utilizando para tanto a linhagem celular de fígado de Danio rerio – ZF-L. 

 

4.2 Material e Métodos  

 

4.2.1 Manutenção de ZF-L 
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A linhagem celular ZF-L foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ) 

e subcultivada em meio de cultura contendo 50% de meio Leibovitz L-15 (Gibco®), 40% de 

meio RPMI 1640 (Gibco®), 5% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco®), mantida em estufa seca 

a 28°C em frascos de 50 mL. Esses eram verificados diariamente e repicadas semanalmente. 

Neste trabalho foram utilizadas células nas passagens de 14 a 21.  

 

4.2.2 Substâncias teste 

 

Fração solúvel em água da gasolina (FSG): foi feita simulação de derrame em 

condições tropicais, como em Nicodem et al. (1998), com alterações. Em um béquer, foram 

adicionadas gasolina e água destilada na proporção de 1:4. Esta mistura foi exposta à radiação 

solar direta, por 6 h e em seguida e colocada em caixa escura por 16 h. Na primeira fase 

ocorre fotodegradação do combustível, os compostos resultantes são dissolvidos na água e na 

segunda fase os compostos hidrossolúveis passam para a água (Vanzella et al., 2007). De 

acordo com Simonato et al. (2011) a FSG obtida por simulação de derrame, utilizando o 

mesmo método deste trabalho, é composta principalmente por BTEX (etilbenzeno, xileno, 

benzeno, tolueno) e os principais HPA presentes são naftaleno, antraceno e fenantreno. A 

água gerada da exposição – FSG – foi separada e conservada em recipiente escuro a 4°C até o 

uso, não superando 5 dias de armazenamento. A FSG obtida nessa etapa foi considerada como 

concentração 100%.  

Efluente (EF): resultante da canalização da água de lavagem dos veículos e águas 

pluviais incidentalmente contaminadas com combustíveis ou óleos. Essa mistura é 

direcionada a tanques de decantação, o lodo resultante é mensalmente recolhido para 

tratamento e a água é liberada continuamente no ambiente. Assim, o efluente resultante do 

tratamento foi coletado em frasco escuro e armazenado por no máximo 7 dias a 4°C, sendo 

considerado este 100% EF. De acordo com as análises feitas por Martins e Grisólia (2009), é 

possível supor que dentre os compostos provavelmente presentes na amostra de efluente 

coletada neste trabalho estariam óleos e graxas, benzeno, tolueno, xileno, fenóis e até mesmo 

alguns metais como cobre e zinco, em concentrações diversas. Além desses, a presença de 

detergentes no efluente avaliado neste trabalho foi visivelmente detectável, visto a formação 

de espuma e considerando que a lavagem de veículos é uma atividade intensa no posto em 

que o EF foi coletado. 
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Para a exposição celular, as soluções iniciais dos poluentes (100%) foram diluídas em 

água destilada e foram acrescentados, de forma proporcional, os sais que compõem PBS (KCl 

2,68 mM, KH2PO4 1,47 mM, NaCl 136,89 mM, Na2HPO3 anidro 8,10 mM) e o pH de cada 

diluição foi corrigido para 7,4. Em seguida, as soluções foram filtradas e conservadas em 

frasco escuro a 4°C até o uso, não superando 24 h. As células foram expostas às diluições 

arbitrárias de 50%, 25%, 10% e 5% de FSG e EF.  

 

4.2.3 Preparo e exposição de ZF-L 

 

Para os testes de viabilidade celular, tanto pela redução do brometo de 3-4,5-

dimetiltiazol-2-il-2,5- difeniltetrazólio (MTT),  quanto pelo azul de tripan (AT), placas de 24 

poços foram semeadas com 8,5 x 104 células por poço dois dias antes da exposição. Após o 

período de incubação das placas, o meio de cultura foi retirado e as células foram expostas a 

somente PBS (controle) e às soluções teste, cada qual contendo a diluição de FSG ou EF. 

Feito isso, as placas foram deixadas por 1, 3 ou 6 h em estufa seca, a 28°C.  

Para o ensaio do cometa, bem como para a quantificação de ERO e determinação da 

capacidade antioxidante total, a exposição das células foi feita nos frascos de cultura celular. 

Para isso, dois dias antes dos experimentos, os frascos foram semeados com 5,3 x 106 células 

cada um, os quais foram incubados em estufa até a realização do experimento. Dessa forma, 

foram obtidos frascos homogêneos, confluentes e com células em monocamada.  

No dia do experimento, os frascos foram lavados com PBS e, em seguida, os frascos 

receberam 5 mL da solução teste (FSG ou EF) e os controles receberam apenas PBS. Feito 

isso, os frascos de cultura foram levados à estufa a 28°C e deixados por 1, 3 ou 6 h. Ao final 

da exposição, foi descartada a solução teste, adicionou-se tripsina 0,125% nos frascos, por 

cerca de 1 minuto, a qual foi em seguida inativada com PBS com 10% SBF. Essa solução de 

células de cada frasco foi transferida para microtubos de 2 mL, centrifugada a 137 g e 4°C por 

7 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 300 µL de 

PBS, diminuindo possíveis interferências do SBF e tripsina. 

 

4.2.4 Testes de citotoxicidade 

 

Método de exclusão por azul de tripan (AT): o cromóforo apresenta de carga negativa 

e só interage com a célula caso a membrana plasmática esteja danificada, deixando aquelas 

inviáveis, azuis (Freshney, 2010). Então, para esse ensaio, após a incubação e exposição aos 
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contaminantes, as células foram soltas dos poços adicionando-se tripsina 0,125%, a qual foi 

inativada com solução de PBS e SBF 10% e em seguida adicionou-se azul de tripan 0,4%. 

Feito isso foram contadas, em Câmara de Neubauer, 100 células, numa ordem definida. 

Assim, a viabilidade celular foi dada em porcentagem de células viáveis. De acordo com os 

resultados obtidos neste teste, foram selecionados os tratamentos com viabilidade celular 

maior ou igual a 80% (Tice et al., 2000) para serem feitos o ensaio do cometa, quantificação 

de ERO e capacidade antioxidante total contra radicais peroxil. 

Método de Redução do MTT (MTT): teste colorimétrico no qual o sal brometo de 3-

4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5- difeniltetrazólio (MTT) é reduzido a formazan, pela succinato 

desidrogenase, presente membrana interna das mitocôndrias (Bopp et al., 2006). Assim, 

quanto maior a quantidade de células viáveis, maior a formação de formazan nas amostras.  

O teste foi aplicado como em Mosmann (1983) com modificações: após o tempo de 

exposição de 1, 3 e 6 h, foram retiradas as soluções de exposição e adicionou-se, a cada poço, 

MTT diluído em meio de cultura (0,33 mg.mL-1), deixando por 4 h em estufa seca, a 28°C. 

Terminada esta etapa, o meio de cultura foi retirado, acrescentou-se DMSO, para diluir o 

formazan, o volume dos poços foi homogeneizado e transferido para uma placa de 96 poços e 

prosseguiu-se com leitura em espectrofluorímetro (VICTOR 3, PerkinElmer), a 540 nm.  

Para calcular a viabilidade celular, as amostras de controle foram consideradas como 

100% de viabilidade celular (VC), determinando a VC das amostras expostas aos 

contaminantes de forma proporcional ao controle. 

 

4.2.5 Ensaio do cometa  

  

O ensaio do cometa foi feito conforme Singh (1988), com alterações. Brevemente, foi 

adicionado a 20 µL de amostra a 120 µL de agarose baixo ponto de fusão, essa solução foi 

homogeneizada e dividida entre duas lâminas com agarose, que em seguida foram encobertas 

com lamínulas e colocadas em refrigerador. Passados cerca de 30 minutos, as lamínulas foram 

retiradas e as lâminas mergulhadas em solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 

mM, 10% DMSO, 1% Triton X-100, pH 10,0), por 1 h. Após esta etapa, as lâminas foram 

colocadas em cubas de eletroforese, cobertas com solução de eletroforese (NaOH 10 M, 

EDTA 200 mM, pH > 13) e deixadas nela por 30 minutos. Passado esse período, foi feita 

eletroforese por 20 minutos, a 25 V e 300 mA. Assim, os fragmentos de DNA menores 

avançaram mais que os fragmentos maiores, formando caudas mais curtas ou mais longas, 

dependendo da intensidade da fragmentação do DNA. Após esta etapa, foi feita a 
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neutralização (Tris 0,4 M, pH 7,5) das lâminas, lavando-as com solução de neutralização. 

Para finalização, foi feita fixação das lâminas em álcool etílico 100% por 10 minutos. 

Para a análise, foi feita coloração da lâmina com 50 µL gel red (Biotium®), cobrindo-

a com lamínula e prosseguindo com leitura em microscópio óptico de fluorescência (Leica®, 

DM 2500), ao aumento de 400x. Para evitar interferência na leitura dos resultados, as lâminas 

foram codificadas independentemente, fazendo assim, uma leitura cega dos dados. 

Foram analisados 100 nucleóides por amostra e os danos ao genoma foram 

classificados de acordo com Kobayashi et al. (1995), dividindo-os em 4 classes, de acordo 

com o tamanho da cauda do nucleóide: classe 0 = sem dano aparente, classe 1 = cauda curta, 

menor que o diâmetro do nucleóide, classe 2 = comprimento da cauda correspondente a uma 

ou duas vezes o diâmetro do nucleóide e classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro 

do diâmetro do nucleóide. Para o cálculo do escore do dano, o número de células em cada 

classe foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore dado pela seguinte fórmula, onde 

A, B, C e D corresponde ao número de células encontradas para cada categoria analisada. 

Também foi calculada, para cada amostra, a frequência de classes e total de nucleóides 

danificados. 

 

Escore= (0	x	A) 2	(1	x	B) 2	(2	x	C) 2	(3	x	D) 
 

4.2.6 Quantificação de ERO e determinação da capacidade antioxidante total (CAOT) 

 

Para a verificação destes biomarcadores, foi utilizado o protocolo de Amado et al. 

(2009) com algumas alterações. Primeiramente foi feita a determinação da quantidade total de 

proteínas, conforme Bradford (1976). Com os dados de proteína prontos, foi feita diluição das 

amostras com meio de reação (HEPES 30 mM, KCl 200 mM, MgCl2 1 mM, pH 7,2) para 

concentração de 100 µg.mL-1 para os testes com FSG ou 60 µg.mL-1 para EF, em placa preta 

de 96 poços. Vale ressaltar que esta diferença na concentração de proteínas utilizada não deve 

interferir na qualidade dos resultados (Amado et al., 2009). As amostras foram pipetadas em 

quadruplicata, e dois poços foram tratados com substância geradora de radicais peroxil, 2,2´- 

azobis (2 metilpropinamida) dihidroclorido (ABAP: 10 mM, pH 7,2), e os outros dois 

receberam apenas tampão fosfato. Em seguida foi feita leitura da autofluorescência.  

Feito isso, adicionou-se 2′,7′-diclorofluoresceína diacetato (1mM H2DCF-DA) e, em 

seguida, foi feita leitura a 35°C, por 30 minutos, com intervalo de 5 minutos entre cada uma, 

excitação 485 nm e emissão 520 nm (Amado et al., 2009). A esta temperatura, o ABAP é 
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degradado e libera nas células grande quantidade de radicais peroxil (Amado et al., 2009). 

Ocorre também a clivagem do H2DCF-DA pelas esterases presentes nas amostras, liberando o 

H2DCF (Amado et al., 2009). Este último reage com ERO, liberando diclorofluoresceína, 

composto que libera fluorescência. Sendo assim, quanto maior a quantidade de ERO, maior a 

fluorescência da amostra (Amado et al., 2009).  

Para o cálculo da quantidade de ERO e da CAOT, foi feito ajuste dos dados de 

fluorescência para uma função polinomial de segunda ordem e calculado o valor da integral 

(Amado et al., 2009). Para a quantificação de ERO, foram analisados os valores das integrais 

das amostras tratadas apenas com tampão fosfato. Já para avaliação da CAOT, foi feita a 

diferença dos valores de área das amostras tratadas e não tratadas com ABAP. Assim, quanto 

maior a diferença entre as áreas, menor a CAOT, visto que altos valores de fluorescência 

indicam maior quantidade de ERO e menor capacidade de neutralização destes compostos. 

Para facilitar a visualização dos resultados, os dados de CAOT apresentados neste trabalho 

foram invertidos, ou seja, 
?

Á@AB	@ACBDEFB. 

 

4.2.7 Análise estatística 

 

Para cada parâmetro analisado, os resultados obtidos para as diferentes diluições (CTR 

ou 0, 5, 10, 25 e 50%), nos diferentes tempos experimentais (1, 3 e 6 h), foram comparados 

entre si por meio de análise de variância de dois fatores (Fator 1: diluição e Fator 2: tempo) e 

no caso de indicação de diferença significativa, foi aplicado o teste de comparações múltiplas 

Student-Newman-Keuls (SNK). A variação dos resultados obtidos nas diferentes diluições 

(CTR ou 0, 5, 10, 25 e 50%), em um mesmo tempo experimental, foi analisada pelo 

coeficiente de correlação de Pearson (r) e foram apresentados apenas os resultados com r 

significativo. Foram considerados significativos valores de P < 0,05.  

 

4.3 Resultados  

 

 4.3.1 Viabilidade Celular (VC) 

 

A Tabela 4.1 apresenta os resultados de VC após exposição à FSG e EF, obtidos pelo 

teste de exclusão do AT. Para FSG, em 1 h houve redução de VC apenas na maior 

concentração, em 3 h esse fato ocorreu para as duas maiores e em 6 h, para 10%, 25% e 50%. 
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Foi verificado também que tanto em 25% como em 50% de FSG, a VC reduziu 

significativamente conforme o aumento do período de exposição. Para a exposição ao EF, a 

VC das células expostas a 25% de EF por 3 e 6 h e a 50% de EF, em todos os tempos, foi 

zero, ou seja, todas as células estavam inviáveis após esses tratamentos. As ZF-L expostas por 

1 h a 25% de EF apresentaram redução significativa da VC, em relação ao respectivo 

controle. Adicionalmente, notou-se que, em geral, após 6 h de exposição, a VC apresentou-se 

significativamente menor. Além disso, a diminuição da VC ocorreu de forma concentração-

dependente, ou seja, conforme o aumento da concentração de FSG ou de EF, a redução da VC 

foi mais intensa, conforme demonstrado pelos valores de r.  

Considerando-se os resultados obtidos com AT, foram selecionadas as diluições de 

5%, 10%, e 25% de FSG e 5% e 10% do EF para realização do ensaio do cometa, 

quantificação de ERO e avaliação da capacidade antioxidante, por terem apresentado VC 

média maior que 80%.  
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Tabela 4.1: Viabilidade celular (média ± DP, n=5) calculada pelo método de exclusão por 

azul de tripan das ZF-L expostas a diferentes diluições (5, 10, 25 e 50%) da fração solúvel da 

gasolina (FSG) e de um efluente de posto de combustível (EF), durante 1, 3 e 6 h. O valor de r 

indica o coeficiente de correlação de Pearson entre a viabilidade celular e as diferentes 

diluições (0, 5, 10, 25 e 50%) para cada tempo. 

 
Viabilidade celular pelo azul de tripan (%) 

 FSG 
1 h 3 h 6 h 

CTR 94,2 ± 1,7 aA 93,8 ± 1,3 aA 97,6 ± 1,6 aA 
5% 93,8 ± 1,3 aA 94 ± 1,5 aA 96,2 ± 0,8 aA 
10% 92,2 ± 1,9 aA 93,4 ± 1,5 aA 92,2 ± 1,9 bA 
25% 90 ± 2,2 aA 87,4 ± 2,0 bB 82,4 ± 2,7 cB 
50% 77,8 ± 3,9 bA 66,6 ± 2,5 cB 59,6 ± 6,4 dC 

 r = -0,971 r = -0,964 r = -0,995 
 EF 
 1 h 3 h 6 h 

CTR 95 ± 2,0 aA 96,2 ± 1,9 aA 88 ± 3,7 aB 

5% 93,8 ± 1,5 aAB 95,8 ± 0,8 aA 92,2 ± 3,0 aB 

10% 94,8 ± 2,7 aA 94,4 ± 1,1 aA 90,4 ± 3,2 aB 

25% 70,2 ± 4,4 bA 0 bB 0 bB 

50% 0 cA 0 bA 0 bA 

 r = -0,967 r = -0,884 r = -0,878 
Letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os tratamentos, em um 
mesmo tempo; letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os tempos, em 
um mesmo tratamento (P < 0,05). 
 

Os resultados referentes à VC após exposição das células a FSG e EF estão 

representados na Tabela 4.2. Para FSG foi verificado que, em todos os tempos e nas diluições 

de 10, 25 e 50%, os valores foram significativamente menores, chegando à zero a 50% em 6 

h. Apenas as ZF-L expostas por 3 e 6 h a 5% de FSG apresentaram aumento significativo da 

VC. Já para EF, houve redução significativa da VC a partir de 10% em 3 e 6 h, e em 25% e 

50% de EF a VC atingiu valores de 20% a 0% nos tempos avaliados, o que também foi 

observado no teste com azul de tripan. Além disso, os resultados demonstraram aumento 

significativo da VC em 5% de EF, independentemente do período de exposição.  

Observou-se também, para ambos os poluentes, de forma geral, a redução significativa 

da VC nos maiores tempos de exposição. Adicionalmente foi verificada a diminuição da VC 

conforme o aumento da concentração do poluente de maneira concentração-dependente, 

demonstrado pelos valores significativos de r. 
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Tabela 4.2: Viabilidade celular (média ± DP, n=6) calculada pelo método de redução do 

MTT das ZF-L expostas a diferentes diluições (5, 10, 25 e 50%) da fração solúvel da gasolina 

(FSG) e de um efluente de posto de combustível (EF), durante 1, 3 e 6 h. O valor de r indica o 

coeficiente de correlação de Pearson entre a viabilidade celular e as diferentes diluições (0, 5, 

10, 25 e 50%) para cada tempo. 

 
Viabilidade celular pelo MTT (%) 

 FSG 
1 h 3 h 6 h 

CTR 100,0 ± 0,0 aA 100,0 ± 0,0 aA 100,0 ± 0,0 aA 
5% 88,5 ± 2,1 bA 111,6 ± 4,2 bB 126,3 ± 2,6 bC 
10% 81,8 ±3,2 cA 80,9 ± 4,0 cA 66,8 ± 5,6 cB 
25% 34,4 ± 5,8 dA 18,2 ± 2,6 dB 17,0 ±4,7 dB 
50% 11,2 ± 0,9 eA 3,2 ± 0,8 eB 0,0 eC 

 r = -0,971 r = -0,926 r = -0,892 
 EF 
 1 h 3 h 6 h 

CTR 100,0 ± 0,0 aA 100,0 ± 0,0 aA 100,0 ± 0,0 aA 
5% 133,4 ± 7,6 bA 107,2 ± 6,5 bB 110,5 ± 6,6 bB 
10% 104,5 ± 9,1 aA 83,7 ± 8,7 cB 74,0 ± 10,6 cC 
25% 18,1 ± 6,0 cA 0,0 dB 0,0 dB 
50% 0,0 dA 0,0 dA 0,0 dA 

 r = -0,898 r = -0,889 r = -0,884 
Letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os tratamentos, em um 
mesmo tempo; letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os tempos, em 
um mesmo tratamento (P < 0,05). 

 

4.3.2 Quantificação de ERO e capacidade antioxidante total 

 

Observou-se que em 1 h de exposição à FSG, houve maior formação de ERO no 

controle e essa quantidade reduziu significativamente com o aumento de FSG. Em 3 h, notou-

se o aumento significativo de ERO nas amostras tratadas com FSG, com pico em 10%. Em 6 

h o controle voltou a apresentar maior concentração de ERO no controle em relação aos 

demais tratamentos (Fig. 4.1). Para esse mesmo parâmetro, mas em relação às amostras 

expostas ao EF, nos três tempos experimentais foi possível observar uma redução 

significativa de ERO nas diferentes diluições de EF em comparação ao respectivo controle 

(Fig. 4.2). Além disso, foi verificado em relação ao tempo de exposição que, as expostas ao 

EF, independentemente da concentração, apresentaram maior quantidade de ERO em 3 e 6 h 

que em 1 h. O mesmo padrão não foi observado em FSG. 
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Figura 4.1: Valores (média ± DP, n=5) referentes à quantificação de espécies reativas de oxigênio (área) 
por células ZF-L expostas apenas ao PBS (CTR) ou às diferentes diluições da FSG (5, 10 e 25%) durante 1 
(A), 3 (B) e 6 h (C). Nos gráficos, as letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os 
tratamentos em um mesmo tempo. Na Tabela, as letras maiúsculas distintas indicam diferenças 
significativas entre os tempos para um mesmo tratamento. Foram considerados significativos valores de 
P<0,05. 
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Figura 4.2: Valores (média ± DP, n=5) referentes à quantificação de espécies reativas de oxigênio (área) 
por células ZF-L expostas apenas ao PBS (CTR) ou às diferentes diluições da EF (5, 10 e 25%) durante 1 
(A), 3 (B) e 6 h (C). Nos gráficos, as letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os 
tratamentos em um mesmo tempo. Na Tabela, as letras maiúsculas distintas indicam diferenças 
significativas entre os tempos para um mesmo tratamento. Foram considerados significativos valores de 
P<0,05. 

 

Referente à CAOT foi possível verificar que em 1 h de exposição à FSG, as células do 

controle apresentaram maior CAOT, em 3 h as amostras tratadas com 10% e 25% de FSG 

tiveram maior CAOT e em 6 h, as células tratadas com FSG demonstraram valores 

significativamente maiores de CAOT que o controle (Fig. 4.3).  Quanto à CAOT das células 

expostas ao EF, os resultados estão representados na Fig. 4.4, demonstrando padrão de 

resposta semelhante ao obtido para FSG. Em 1 h a CAOT do controle foi significativamente 

maior que dos tratamentos. Já em 3 h o controle e 5% de EF apresentaram CAOT 

significativamente menor que 10% de EF. Por fim, em 6 h, o resultado é o inverso de 1 h, ou 

seja, as amostras tratadas com EF possuem CAOT significativamente maior que o controle. 

Adicionalmente, ao comparar a CAOT nos diferentes tempos de exposição, foi possível 

observar tanto para FSG quanto para EF que em 6 h houve aumento significativo do 

parâmetro avaliado, com exceção do CTR. 
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Figura 4.3: Valores (média ± DP, n=5) referentes à capacidade antioxidante total (1/área relativa) de 
células ZF-L expostas apenas ao PBS (CTR) ou às diferentes diluições da FSG (5, 10 e 25%) durante 1 
(A), 3 (B) e 6 h (C). Nos gráficos, as letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre 
os tratamentos em um mesmo tempo. Na Tabela, as letras maiúsculas distintas indicam diferenças 
significativas entre os tempos para um mesmo tratamento. Foram considerados significativos valores de 
P<0,05.  
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Figura 4.4: Valores (média ± DP, n=5) referentes à capacidade antioxidante total (1/área relativa) de 
células ZF-L expostas apenas ao PBS (CTR) ou às diferentes diluições da EF (5, 10 e 25%) durante 1 
(A), 3 (B) e 6 h (C). Nos gráficos, as letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre 
os tratamentos em um mesmo tempo. Na Tabela, as letras maiúsculas distintas indicam diferenças 
significativas entre os tempos para um mesmo tratamento. Foram considerados significativos valores de 
P<0,05. 

 

4.3.3 Ensaio do cometa 

 

Os danos ao DNA de ZF-L, quando expostas à FSG, aumentaram significativamente 

em 5% e 10% de FSG em relação ao controle e entre si, nos três tempos experimentais (Fig. 

4.5). Com relação à exposição a 25% de FSG, mesmo apresentando viabilidade celular maior 

que 80%, os danos ao DNA foram intensos, independentemente do tempo de exposição, com 

a maior parte dos nucleóides com DNA disperso em forma de nuvem, resultantes de células 

necróticas ou apoptóticas (Brendler-Schwaab et al., 2005). Estes nucleóides não foram 

contabilizados. Além disso, o coeficiente de correlação de Pearson (r) para esses tratamentos 

foi significativo, demonstrando a relação concentração-dependente entre os parâmetros, ou 

seja, conforme aumenta a concentração de FSG, ocorre também a intensificação dos danos no 

DNA das ZF-L. Complementarmente, foi verificado que, com o aumento do tempo de 

exposição ocorreu também o aumento significativo no escore de dano 

Ainda com relação à exposição à FSG, a Tabela 4.3 apresenta o percentual de 

nucleóides observados em cada classe de cometa e o número total de nucleóides danificados. 

De forma geral, os dados evidenciam o aumento de ZF-L com nucleóides danificados em 
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FSG5% e FSG10%, e a maior ocorrência de danos de classe 2 e 3 nas células expostas à FSG, 

com aumento significativo da frequência de danos com o decorrer do tempo de exposição em 

todos os tratamentos.  

 

 

 

 

 
Figura 4.5: Escore de danos no DNA (média ± DP, n=5) das células ZF-L expostas apenas ao PBS 
(CTR) ou às diferentes diluições da FSG (5, 10 e 25%) durante 1 (A), 3 (B) e 6 h (C). Nos gráficos, as 
letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os tratamentos em um mesmo tempo. 
Na Tabela, as letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os tempos para um 
mesmo tratamento. Foram considerados significativos valores de P<0,05.  
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Tabela 4.3: Frequência (%) de nucleóides observados em cada classe do cometa (0, 1, 2, 3) e 

do total de nucleóides danificados observados (média ± DP, n = 5) das células ZF-L expostas 

apenas ao PBS a diferentes diluições (5, 10, 25 e 50%) da fração solúvel da gasolina (FSG), 

durante 1 h, 3 h e 6 h. 

 

Tempo Grupo Classe 
Nucleóides 
Danificados 

  0 1 2 3 

1 h 
CTR 34,67 43,67 19,17 2,50 62,8 ± 13,6 aA 
5% 6,00 32,83 36,83 24,33 95,6 ± 4,1 bA 
10% 0,33 12,33 41,33 46,00 99,6 ± 0,5 bA 

3 h 
CTR 64,00 21,00 11,40 3,60 36 ± 10,3 aB 
5% 19,80 46,60 31,80 1,80 83,6 ± 7,7 bB 
10% 0,00 11,00 56,00 33,00 100 ± 0,0 cA 

6 h 
CTR 19,20 47,00 22,80 11,00 80,8 ± 3,0 aC 
5% 3,80 18,20 28,20 49,80 96,2 ± 5,2 bC 
10% 0,20 2,20 18,60 79,00 99,8 ± 0,4 bB 

Letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os tratamentos, em um 
mesmo tempo; letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os tempos, em 
um mesmo tratamento (P < 0,05). 
 

Com relação aos resultados de dano ao material genético pela exposição ao EF, 

diferentemente dos resultados obtidos com FSG, foi observado aumento dos danos em relação 

ao controle apenas em 1 h de exposição. Em 3 h, não há diferença significativa entre os 

tratamentos e em 6 h há significativamente mais dano nas células do controle (Fig. 4.6). 

Verificou-se também que, com o aumento do tempo de exposição houve redução significativa 

dos danos.  

Referente ao total de nucleóides danificados (Tabela 4.4) foi observado aumento 

significativo apenas em 1 h. Em 3 e 6 h os resultados não diferiram significativamente dos 

respectivos controles. Ainda em relação à frequência de nucleóides danificados, notou-se 

também a redução significativa com o aumento do tempo de exposição. 

 

 

 

 

 

 

 

 

44



36 

 

 

 
Figura 4.6: Escore de danos no DNA (média ± DP, n=5) das células ZF-L expostas apenas ao PBS 
(CTR) ou às diferentes diluições da EF (5, 10 e 25%) durante 1 (A), 3 (B) e 6 h (C). Nos gráficos, as 
letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os tratamentos em um mesmo tempo. 
Na Tabela, as letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os tempos para um 
mesmo tratamento. Foram considerados significativos valores de P<0,05.  
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Tabela 4.4: Frequência (%) de nucleóides observados em cada classe do cometa (0, 1, 2, 3) e 

do total de nucleóides danificados observados (média ± DP, n = 5) das células ZF-L expostas 

apenas ao PBS a diferentes diluições (5, 10, 25 e 50%) de um efluente de posto de 

combustível (EF), durante 1 h, 3 h e 6 h. 

 

Tempo Grupo Classe 
Total de nucleóides 

danificados (%) 
  0 1 2 3   

1 h 
CTR 31,00 35,40 20,60 13,00 65,2 ± 8,4 aA 
5% 14,80 41,60 23,80 19,80 85,2 ± 7,3 bA 
10% 18,20 29,40 23,40 29,00 81,8 ± 7,7 bA 

3 h 
CTR 33,00 35,40 21,20 10,40 67,0 ± 9,2 aA 
5% 31,80 29,00 23,40 15,80 68,2 ± 9,4 aA 
10% 23,40 42,40 15,80 16,80 75,0 ± 8,2 aB 

6 h 
CTR 23,00 39,60 30,40 7,00 77,0 ± 7,0 aA 
5% 36,20 32,40 25,00 6,40 63,8 ± 6,0 aB 
10% 33,40 37,60 24,80 4,20 66,6 ± 8,3 aC 

Letras minúsculas desiguais indicam diferenças significativas entre os tratamentos, em um mesmo 
tempo; letras maiúsculas distintas indicam diferenças significativas entre os tempos, em um 
mesmo tratamento (P < 0,05). 

 
   

 A análise da interação entre os dois fatores analisados, tempo e concentração, foi 

estatisticamente significativa para todos os tratamentos, independentemente do poluente 

avaliado, com exceção da interação da quantidade de ERO decorrente da exposição ao EF.  

 

4.4 Discussão 

 

 Nas metodologias testadas, houve variação significativa dos parâmetros avaliados nos 

diferentes períodos de exposição para as células do controle. Estas diferenças provavelmente 

foram resultantes da exposição ao PBS, visto que esta solução não apresenta nutrientes 

necessários para as ZF-L e, portanto, pode apresentar-se como fonte de estresse às células, 

especialmente em tempos de exposição mais prolongados.  

Observou-se de forma geral, tanto para FSG quanto para EF, que a citotoxicidade 

apresentou-se de forma concentração-dependente e que quanto maior o tempo de exposição, 

maior a mortalidade das células expostas a esses contaminantes, o que foi observado por 

ambos os testes utilizados neste trabalho. Assim, em concentrações baixas – 5% de EF e 5 e 

10% de FSG – os dois poluentes não apresentaram efeito citotóxico, o que foi alterado 

conforme o aumento das concentrações. Resultados semelhantes foram encontrados por Fent 
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e Bätscher (2000), após exposição de linhagem de hepatoma de peixe PLHC-1 a diversos 

HPA. Este mesmo padrão foi obtido por Yang et al. (2010) e Kammann et al. (2001), ao 

expor diferentes linhagens de peixes – brânquias (FG) e pele (EPC), respectivamente – à 

extratos de sedimentos marinhos contaminados principalmente por HPA. A mortalidade das 

células em altas concentrações de hidrocarbonetos poderia estar relacionada com a indução de 

apoptose pela formação de adutos no DNA (Zhou et al., 2010). 

Prosseguindo com a comparação das duas soluções teste utilizadas neste trabalho, foi 

evidenciada maior citotoxicidade de EF em relação à FSG, tanto pelo MTT quanto pelo AT. 

Tal fato provavelmente se deve à presença visivelmente detectável de detergentes na 

composição de EF. A citotoxicidade de detergentes foi observada também por Vinardell et al. 

(2008), em três linhagens celulares diferentes. Além disso, foi demonstrado também por Wei 

et al. (2006) que detergentes apresentam efeitos citotóxicos mesmo em concentrações 

relativamente baixas.  

Especificamente em relação ao MTT, foi verificado que com diluições de 5%, tanto de 

EF quanto de FSG, houve aumento da taxa metabólica, o que pode indicar hormesis. Este 

fenômeno é caracterizado por estimulação do parâmetro avaliado em concentrações baixas do 

agente estressor e sua inibição em altas concentrações, resultando em curvas de resposta 

bifásicas, e tem sido frequentemente observado, independentemente do agente químico ou 

físico, modelo biológico e biomarcador avaliados (Calabrese e Baldwin, 2002). Este 

fenômeno pode estar relacionado à ativação da rota adaptativa para manutenção da 

homeostase celular e também com a proteção da célula, órgão ou sistema contra ambientes 

desfavoráveis, o que demanda desvio energético, levando a alterações de diversas funções 

basais (Zhang et al., 2008). 

O estabelecimento do estresse oxidativo nas células expostas tanto à FSG quanto ao 

EF não foi observado, tanto em 3 h quanto em 6 h. Adicionalmente, foi possível relacionar a 

menor quantidade de ERO com a elevação da CAOT, a qual aumentou significativamente em 

6 h. A ativação de mecanismos de defesa antioxidante também foi observada para ZF-L 

expostas a cobre por 96 h (Chen e Chan, 2010). Além disso, foi demonstrada a eficiência dos 

antioxidantes na prevenção de danos celulares, tanto em ZF-L (Seok et al., 2007) quanto em 

linhagem celular de hepatoma humano, HepG2 (Zhou et al., 2010). Em comparação com 

testes in vivo, foi verificada também a ativação da defesa antioxidante no fígado do peixe 

Prochilodus lineatus expostos a 5% de FSG (Simonato et al., 2011), com aumento de GSH 

em 24 e 96 h, dando indícios da ativação e capacidade de biotransformação de ZF-L. 
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 Ainda referente à ERO, também foi possível verificar que os mecanismos 

antioxidantes das células foram nitidamente ativados em 6 h de exposição, 

independentemente da diluição, tanto de FSG quanto de EF. Tal fato indica que os 

mecanismos de CAOT de ZF-L demoram certo tempo até estarem plenamente ativados e 

responsivos.   

Foi possível também verificar o alto potencial genotóxico de FSG, visto que os escores 

de dano dos tratamentos atingiram valores próximos do máximo (300). Observou-se também 

uma relação concentração-dependente entre dano e diluição. Os dados de frequência de 

nucleóides danificados corroboram esta hipótese, visto que as classes mais frequentes foram 2 

e 3, consideradas de difícil reparo. O padrão de resposta concentração-dependente também foi 

obtido em trabalhos como os de Kammann et al. (2001) e Yang et al. (2010), ao avaliarem os 

efeitos tóxicos de sedimentos contaminados com HPA em diferentes linhagens celulares. 

Complementarmente, foi verificado em células de carcinoma pulmonar humano (A549) tanto 

o aumento de danos no DNA, quanto à formação de células micronucleadas após a exposição 

ao extrato de matéria particulada contaminado por gasolina (Zhang et al., 2008), indicando a 

dificuldade de reparo dos danos ao DNA causados por esse poluente. Ao comparar com 

experimentos in vivo, o mesmo fato foi observado em Caliani et al. (2009) ao expor o peixe 

Gambusia affinis à água de produção, contendo principalmente HPA, com aumento de células 

micronucleadas após 30 dias de exposição,  

Considerando-se os dados relativos à quantidade de ERO e CAOT, é possível sugerir 

que os danos ao DNA causados pela exposição de ZF-L a FSG provavelmente não tenham 

origem oxidativa, mas sejam provenientes principalmente da formação de adutos. 

Corroborando este argumento, o trabalho de Pohjola et al. (2003) demonstrou que a formação 

de adutos no DNA de células bronquiais epiteliais humanas (BEAS-2B) expostas a extratos 

particulados de gasolina e benzo[a]pireno tem padrão de resposta concentração-dependente. A 

formação destes adutos também foi observada em experimentos in vivo por Jönsson et al. 

(2009), que também observaram o aumento da formação de ligações irreversíveis de HPA ao 

DNA de células de brânquia de D. rerio. Adicionalmente, o mesmo efeito foi observado em 

Mytilus spp., após exposição in situ a locais com diversas fontes de contaminação por 

hidrocarbonetos, observando-se correlação positiva entre a quantidade de HPA no tecido e a 

quantidade de adutos no DNA (Skarphéðinsdóttir et al., 2007). 

Referente às alterações no DNA resultante da exposição ao EF, notou-se que apenas 

em 1 h de exposição o escore de dano foi maior que o controle, e foi seguido por inversão 

desse padrão nos tempos experimentais seguintes. Tal resultado indica a ativação dos 
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mecanismos de reparo de ZF-L. A mesma indicação da capacidade de reparo de DNA pelas 

células ZF-L também foi descrita por Pomati et al. (2007), os quais verificaram o aumento da 

expressão de genes envolvidos neste mecanismo, após exposição da linhagem a uma mistura 

de diversos produtos farmacêuticos. 

 Com base nos resultados é possível afirmar que efluentes de postos de combustíveis 

são citotóxicos e necessitam estudos mais aprofundados para dimensionar seu real impacto no 

ambiente. Pode-se também comprovar o potencial genotóxico de compostos presentes na 

gasolina, solúveis em água. E finalmente, que a linhagem celular ZF-L é um bom modelo 

biológico para avaliação de impactos ambientais, apresentando resultados de forma rápida e 

adequada. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Considerando-se os resultados obtidos neste trabalho é possível afirmar que a FSG, 

nas menores concentrações avaliadas, apresenta potencial genotóxico e nas maiores 

concentrações, torna-se também citotóxica. Além disso, foi notável o potencial citotóxico de 

EF, mesmo em menores concentrações, indicando que o tratamento indicado pelos órgãos 

ambientais responsáveis não é suficiente para anular o efeito tóxico deste composto, ao liberá-

lo no ambiente. 

 Algumas outras considerações também são válidas, como a afirmação de que o 

modelo de ensaio in vitro utilizado supre os requisitos para ser considerado um bom modelo 

biológico para estudos toxicológicos, como sensibilidade e rapidez de resposta, bem como 

redução dos custos e da geração de resíduos. Adicionalmente, comprova-se que os 

biomarcadores utilizados são ferramentas indispensáveis para o biomonitoramento e que eles 

fornecem respostas satisfatórias acerca da qualidade ambiental. 
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