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VANZELLA, TATIANA PERES. Efeitos Genotoxicos e Mutagénicos da Fracéo
Soltvel do Oleo Diesel em uma Espécie de Peixe Neotropical. 2006. Dissertacéo
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina - PR.

RESUMO

O presente trabalho apresenta os resultados da avaliagdo da mutagenicidade e
genotoxicidade da fracdo soluvel do 6leo diesel comercial em peixes dulciculas da
espécie Prochilodus lineatus (Characiformes, Prochilodontidae), vulgarmente
conhecidos como curimbas. A fracdo sollvel do Oleo diesel (FSD) foi obtida via
simulacdo de derrame em ambiente tropical. No derrame, o 6leo foi misturado a
agua em aquarios de vidro (50L), exposto a luz solar intensa e em seguida coletado
a fracdo soluvel do diesel em galbes opacos e armazenada até o momento dos
experimentos. Os animais foram expostos a FSD, diluida em 50% com agua de poco
artesiano, de forma aguda (6, 24, 96 horas) e sub-crbnica (15 dias) em aquarios de
100L contendo oito peixes cada. Agua de poco artesiano foi empregada como
controle-negativo. O controle-positivo constou de animais que receberam injecéo de
ciclofosfamida. Apds as exposicdes foi coletado o sangue da veia caudal dos
animais e realizados os ensaios Cometa e do Micronucleo. Na andlise estatistica
dos resultados empregaram-se 0s testes nao-paramétricos de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. Pelo ensaio Cometa, todos os animais expostos a fragdo soltvel do
Oleo diesel apresentaram um aumento na frequéncia de células danificadas quando
comparado aos seus respectivos controles-negativos. O indice de dano celular
(escore) também foi estatisticamente diferente daqueles observados nos animais
expostos somente a agua de poco artesiano. As lesBes causadas no material
genético dos peixes expostos a FSD podem ser resultado de danos oxidativos
causados por compostos eletrofilicos decorrentes da metabolizacdo dos
hidrocarbonetos do 6leo diesel. Em todas as exposi¢des a FSD realizadas observou-
se um aumento consideravel na freqiéncia de micronucleos nos eritrocitos dos
peixes expostos, quando comparados aos seus respectivos controles-negativos, o
que sugere a presenca de compostos com potencial clastogénico e/ou aneugénico
na FSD testada. Consequientemente, a combinacdo destas duas metodologias no
presente estudo mostrou-se adequada e vantajosa para a avaliacdo da
genotoxicidade da fracdo soluvel do 6leo diesel devido as suas
complementaridades. Dessa forma, o presente trabalho mostrou que um derrame de
Oleo diesel na natureza pode acarretar, a curto e médio prazo, danos no material
genético dessa espécie brasileira de peixe neotropical.

Palavras-chave: oOleo diesel, mutagenicidade, genotoxicidade, Prochilodus lineatus,
ensaio cometa, microndcleo.



VANZELLA, TATIANA PERES. Genotoxic and Mutagenic Effects of the Diesel Oil
Water Soluble Fraction on a Neotropical Fish Specie. 2006. Dissertation (Mesters in
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina -
PR.

ABSTRACT

The present work shows results of the mutagenicity and genotoxicity evaluation of
the comercial diesel oil fraction on freshwater fishes Prochilodus lineatus
(Characiformes: Prochilodontidae), ordinarily known as curimba. The water
containing the diesel oil soluble fraction was obtained through simulation of the spill
in tropical environment. In the spill, the oil has been mixed with water in glasses
aquariums (50L), exposed to intense sun light followed by collecting the diesel water
soluble fraction on opaque gallons and kept until the moment of the experiences. The
animals were exposed to the diesel water soluble fraction (DWSF) diluted on 50%
with artesian well water, in acute way (6, 24 and 96 hours) and sub-chronic way (15
days) on 100L aquarium containing eight fishes each. Artesian well water has been
employed as negative — control. The positive — control was performed with animals
wich received ciclophosphamide injection. After exposurings, the blood from the
caudal vein of the animals were collected to achieve the Comet and Micronuclei
assays. In the statistics analyses Mann-Whitney and Kruskal-Wallis non-parametrics
tests have been used. By the Comet assay all animals exposed to the diesel water
soluble fraction presented an increase on damaged cells frequency in comparison to
theirs respective negative — controls. As well as this the score of cell damage was
statistical differently from those observed on the animals exposed only in water from
artesian well. The lesions caused in the genetic material of fishes exposed to DWSF
might be resulted from oxidative damages by eletrophilics compounds originated on
metabolized diesel oil hydrocarbons. In every exposures to DWSF a remarkable
increase on the frequency of micronucleus on erythrocytes of exposed fishes was
observed, when compared to theirs respective negative controls, with suggests the
presence of compounds with clastogenic and or aneugenic potentials on the water
tested. Therefore, the combination of both methodologies at the present work has
shown suitable and profitable in evaluating genotoxicity of the diesel oil water soluble
fraction due to its complementarities. Consequently, the present work demonstrated
that the diesel oil spill on tropical environment may carry, in short or medium term,
damages on the genetic material of this Brazilian neotropical fish specie.

Key-words: diesel oil, mutagenicity, genotoxicity, Prochilodus lineatus, comet assay,
micronuclei.
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1. INTRODUCAO

1.1. POLUICAO AQUATICA POR PETROLEO E SEUS DERIVADOS

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) define poluicdo como a
presenca de uma substancia no ambiente que, devido a sua composi¢cao quimica ou
guantidade, prejudica o funcionamento dos processos naturais, produzindo efeitos
indesejaveis sobre a saude e ambientes. Qualquer material que cause polui¢cdo é
chamado de poluente. A poluicédo é o resultado do grande descaso do homem com
0 meio ambiente e os problemas com poluicdo tém se tornado urgentes com o
passar dos anos. O aumento da populacdo, a expansdo do consumo e a descarga
de produtos no meio ambiente s&o as principais causas da poluicdo (WRIGHT &

NOBEL, 2000).

O ambiente aquatico € um habitat para grande niumero de plantas, animais e
espécies microbianas e sua composicdo influencia diretamente estes organismos
(ALLOWAY & AYRES, 1997). Entretanto, as 4guas de mares e rios sempre foram
locais convenientes para a liberagdo de dejetos humanos (SCARPATO et al., 1990)
e por décadas estes ambientes tém sido usados como depoésitos de residuos
antropogénicos e de efluentes industriais (PACHECO & SANTOS, 2001; FLEEGER
et al, 2003). Atualmente atividades tecnoldgicas também tém contribuido para a

contaminacgdo aquéatica (JOBLING, 1996).

As fontes de poluicdo aquatica mais frequentes sdo os patdgenos, 0s

residuos organicos, os sedimentos e, nutrientes e os poluentes quimicos. Tais
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poluentes podem se espalhar pela superficie e/ou pela coluna d’agua formando
“solucbes”, que podem resultar em efeitos indesejaveis sobre os corpos de agua.
Poluentes organicos como os pesticidas, compostos quimicos industriais (como é o
caso das bifenilas policloradas - BPCs), solventes, detergentes e os derivados de

petréleo séao prejudiciais para o ecossistema aquatico (WRIGHT & NOBEL, 2000).

O petréleo, seus produtos refinados e seus hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs — do inglés: polycyclic aromatic hydrocarbons) individuais séo
encontrados por toda parte do mundo, com ocorréncias detectadas nos
componentes vivos e sem vida do ecossistema (ALBERS, 2002). Contaminacdes da
agua por hidrocarbonetos de petroleo podem ser resultado de acidentes com
tanques de oOleo, grandes derramamentos, descargas de residuos municipais e
industriais, além de pequenos vazamentos diarios provenientes de atividades
rotineiras de navegacao e pesca (PACHECO & SANTOS, 2001) e em tanques de
postos de combustivel. Tanto o petroleo como seus derivados quando despejados
na agua espalham-se rapidamente, cobrindo grandes areas com uma camada de
0leo que pode variar em espessura. Tais poluentes submergem e se dissolvem
facilmente na superficie e na coluna d’agua e, pela acdo das ondas e correntes,
agua e 6leo se misturam produzindo uma emulsdo. Os movimentos de 6leo na
superficie da agua por dissolucédo e emulsédo expdem moléculas e particulas do 6leo

aos organismos do ambiente (ALBERS, 2002).

ApOs um derrame de petrdleo ou de seus derivados em aguas naturais,

ocorre uma variedade de efeitos fisicos, quimicos e biolégicos. Processos de
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intemperismo iniciam-se com a evaporacdo, seguida de fotodegradacdo, a qual

favorece o processo de degradacéo biolégica (NICODEM et al., 1997).

O petroleo pode ser destilado em diversos produtos, como 6leo diesel,
gasolina, 6leo cru, gas natural dentre outros. A toxicidade do petréleo €, em sua
maioria, atribuida a sua parte soluvel (ALMEIDA-VAL et al., 2002), que contém,
segundo PACHECO & SANTOS (2001), compostos polares de baixo peso molecular,
denominados hidrocarbonetos aroméaticos (mono ou poliaromaticos), que podem ser
classificados em dois grupos toxicoldgicos: compostos BTEX (tolueno, benzeno,
etilbenzeno e xileno) e pequenos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS),
como o naftaleno. HAMOUTENE et al. (2002) afirmam que os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos presentes em efluentes de refinarias de petroleo sao

descritos como os principais componentes capazes de causar danos no DNA.

De acordo com JHA (2004), a presenca de PAHs no ambiente aquatico &
preocupante, pois eles induzem toxicidade aguda nos organismos e sua presenca

nos sedimentos esta ligada a neoplasias de figado em espécies bentdnicas.

A fracédo soluvel do petréleo em agua, mesmo em baixas concentracdes, é
considerada um poluente ambiental perigoso e pode causar disturbios quimicos nos

organismos (ALMEIDA-VAL et al., 2002).

A fracdo menos soluvel do 6leo cru pode persistir por um longo tempo no
ambiente aquéatico e se tornar uma barreira fisica na interface agua-ar, impondo um

desafio as espécies de peixes que dependem da superficie da agua para respirar.
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Além disso, o contato com a mancha de 6leo pode resultar num decréscimo do
oxigénio do sangue dentre outros tipos de distarbios quimicos em tais organismos
(ALMEIDA - VAL & VAL, 1999). O dleo cru pode causar varios outros tipos de efeitos
cronicos sobre as espécies de peixes da coluna dagua, como disruptura
neurosensorial, anormalidades de desenvolvimento e comportamento, além da

reducao de fertilidade (BHATTACHARYYA et al., 2003).

Segundo PACHECO & SANTOS (2001) o 6leo diesel e a gasolina sao misturas
complexas de centenas de substancias quimicas, e seus principais componentes
podem ser divididos em duas classes: hidrocarbonetos alifaticos (alcanos e alcenos)
e hidrocarbonetos aromaticos (benzeno, tolueno, xileno). No 6leo diesel, o naftaleno
(PAH mais simples) e seus derivados sdo os mais frequientemente encontrados

(0,4%).

O oleo diesel possui baixa solubilidade na agua. Assim, experimentos em
laboratorio geralmente utilizam a fracdo soluvel do oleo diesel, que permite
reproduzir e estudar a mistura dos hidrocarbonetos aromaticos ali presente
(PACHECO & SANTOS, 2001). Segundo NICODEM et al. (1997), nesse processo o
filme de 6leo na superficie da agua torna-se menos toxico devido a perda de PAHSs,
mas a fracdo sollvel torna-se mais toxica devido a formacdo de componentes

polares decorrentes de irradiacdo do 6leo combustivel.

Os poucos trabalhos existentes sobre a avaliacdo genotdxica de peixes
expostos ao oOleo diesel foram realizados apés acidentes ambientais ou em testes de

toxicidade em laboratérios utilizando peixes submetidos ao Oleo diesel. Os
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resultados destes trabalhos mostraram que o Oleo diesel danifica o epitélio
respiratorio, produz alteragdes no hematdcrito, aumenta o consumo de oxigénio e
reduz as taxas de crescimento, sobrevivéncia e reproducdo dos animais (PACHECO

& SANTOS, 2001).

2.2. GENETICA TOXICOLOGICA

A vulnerabilidade do material genético as agressdes impostas pelo ambiente
criou uma nova area de pesquisa, a Genética Toxicologica (RABELLO — GAY et al.,
1991), que busca avaliar o potencial de dano as células, o0 mecanismo de agédo das
substancias, bem como fazer previsdo de genotoxicidade e carcinogenicidade. A
toxicidade genética ndo é uma medida de carcinogenicidade, mas, freqlientemente,

€ usada como um indicador desse fendmeno (RIBEIRO & MARQUES, 2003).

No decorrer da vida, o DNA sofre alteracbes denominadas mutagdes, que
podem ser causadas por erros durante a sua duplicagdo ou durante a divisdo celular

(RIBEIRO & MARQUES, 2003).

Um dano mutagénico pode ser manifestado como uma mudancga resultante de
mutacdes em células da linhagem germinativa e ou somatica. Essas mutacfes
podem ser expressas em genes individuais ou grupos de genes, bem como ao nivel

cromossOomico (DEARFIELD et al, 2002).

HOUK (1992) descreveu trés classes de mutacgoes:
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1. Mutacdo Geénica: referente a mutacbes de ponto, que causam

alteracdes na sequéncia de DNA dentro do gene;

2. Mutacdo CromossOmica Estrutural: referente a alteragdes na estrutura
cromossOmica, resultando em ganho ou perda, ou rearranjo de pedacos

dos cromossomos, como delecdes e translocacgoes;

3. Mutacdo Cromossdomica Numérica: referente a ganho ou perda de

cromossomos intactos (aneuploidia, poliploidia).

Agentes que interagem com o DNA e ou com seus componentes celulares
(fibras do fuso) e enzimas (topoisomerases) sdo designados genotoxicos. O termo
genotoxicidade inclui formacédo de aductos no DNA, lesbes na fita do DNA, sintese
de DNA ndo programada, trocas entre cromatides-irmas, enquanto que
mutagenicidade € especificamente a inducdo de mutacdo ao nivel génico ou
cromossOmico. Enquanto os efeitos genotdxicos podem ser transitérios, os efeitos
mutagénicos sao persistentes. Portanto, mutagenicidade ¢é uma alteragcao
permanente no conteddo ou na estrutura do material genético de um organismo

(DEARFIELD et al., 2002).

As mutacbes podem ser espontaneas ou induzidas por xenobidticos.
Segundo LEE & STEINERT (2003), compostos quimicos que causam danos no DNA
podem ser agrupados em quatro grupos: (1) agueles que agem diretamente sobre a

molécula; (2) os que precisam ser metabolizados para causarem danos; (3) os que
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promovem a producdo de espécies reativas de oxigénio e (4) aqueles que causam

inibicdo no reparo e na sintese do DNA.

Nos ultimos 25 anos foram desenvolvidos mais de 200 testes de curta
duracdo utilizando microrganismos, insetos, plantas e animais para identificar
agentes que promovem dano genético (HOUK, 1992). Segundo MARTINEZ & COLUS
(2002), biomarcadores podem fornecer medidas sensiveis e especificas da
exposicao de organismos a agentes genotoxicos, permitindo avaliar a saude dos

organismos no ambiente.

Entre os varios biomarcadores envolvidos para detectar efeitos em células
somaticas estéo as alteracfes na atividade de enzimas ou no nivel de um composto
biogénico especifico, eventos de formacdo de aductos por ligacbes covalentes no
DNA, os rearranjos do DNA em trocas entre cromatides-irmas (SCEs), quebras nas

fitas do DNA e a formac&o de microntcleos (MARTINEZ & COLUS, 2002).

Tais biomarcadores avaliam danos no material genético ocorridos
espontaneamente ou causados por agentes quimicos, fisicos e biolégicos, sendo
que as perturbacbes no material genético, em geral, sdo deletérias aos organismos
e podem levar a consequéncias severas e irreversiveis para a saude (BICKHAM et

al., 2000; MARTINEZ & COLUS 2002).

A selecdo do ensaio apropriado para um determinado estudo depende das

caracteristicas da amostra a ser testada, da validade do sistema-teste e de sua base
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de dados acumulados, da utilidade do ensaio para amostras ambientais complexas,

de seu custo relativo e de sua simplicidade (HOUK, 1992).

Segundo RABELLO-GAY et al. (1991), embora testes de mutagenicidade em
muitos microrganismos apresentem boa correlacdo com 0S seus potenciais
carcinogénicos em animais superiores e oferecam vantagens quanto ao custo e a
rapidez, essa associacdo falha em alguns casos, devido a simplicidade da estrutura
e da capacidade metabdlica do sistema. Entdo, geralmente, sdo mais relevantes os
ensaios feitos in vitro ou in vivo, utilizando, respectivamente, células eucariotas ou

organismos superiores.

1.2.1 GENETICA TOXICOLOGICA AQUATICA

A ecotoxicologia descreve as mudancas danosas sobre a estrutura e o
funcionamento dos ecossistemas causadas por substancias quimicas. Uma das
dificuldades da ecotoxicologia € relacionar os perigosos efeitos dos poluentes
quimicos sobre animais e plantas com as conseqiéncias ecoldgicas (MOORE,

2002).

Durante décadas a comunidade cientifica tem se dado conta do aumento de
estressores ambientais com impactos de grande duracao sobre a saude humana e a
sustentabilidade do ecossistema. Tal fato ocorreu devido ao aumento dramatico de
informacgdes sobre destruicdo da camada de o0z6nio, a mudanca climéatica global,
aumento dos niveis de nitrogénio, lancamentos acidentais de substancias quimicas

industriais e gases radioativos e derrames de 0leo; conjunto de fatores que pode
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levar a perda da diversidade biolégica (BICKHAM et al., 2000). O ambiente aquatico
€ o ultimo recipiente desta gama crescente de contaminantes antropogénicos (JHA
et al., 2004) e a conseqUéncia da contamina¢do das aguas resultante das atividades
humanas € o comprometimento dos recursos dulcicolas. Existem centenas, talvez
milhares de poluentes que afetam o meio ambiente aquatico e cujos efeitos séo
preocupantes (MARTINEZ & COLUS, 2002). Assim, estudos ecotoxicoldgicos tém
sido desenvolvidos para melhor avaliar a contaminagcéo quimica na vida aquatica e,
conseguentemente, suas implicacbes a saude animal e humana (SCARPATO et al.,

1990).

De forma geral, os poluentes podem agir nos organismos de varias maneiras,
dependendo de suas caracteristicas, do corpo d’agua receptor e da comunidade
biolégica presente no local. Em alguns casos, podem matar 0s animais; em
concentracbes menores podem exercer efeitos subletais sobre eles (MARTINEZ &
COLUS 2002). Segundo BICKHAM et al. (2000), tais poluentes podem mostrar seus
efeitos toxicos ao nivel molecular, como também iniciar uma cascata de respostas
que incluem tecidos, saude do organismo, reproducao, demografia e genética da

populacao e, finalmente, levar a processos evolutivos que incluem a extingéo.

Diversos poluentes presentes em aguas poluidas sdo conhecidos por serem
capazes de interagir com o DNA de células vivas e, dessa forma, causarem efeitos

genotoxicos (FRENZILLI et al., 2004).

A genética toxicolégica aquatica tem a intencdo de determinar o efeito de

xenobidticos, isto €, de substancias de estrutura e origem estranhas encontradas em
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um organismo, sobre a funcdo e a estrutura de ecossistemas aquaticos, e um de
seus objetivos principais € o desenvolvimento de técnicas capazes de medir a

contaminagdo ambiental (BICKHAM et al., 2000; MARTINEZ & COLUS 2002).

De acordo com BICKHAM et al. (2000), para avaliacado dos efeitos ecoldgicos
subletais de poluentes, o emprego de biomarcadores tem sido considerado uma

ferramenta de extrema sensibilidade.

HOUK (1992) descreveu a importancia dos testes genotdxicos e mutagénicos
nos estudos de biomonitoramento ambiental e para a saude humana. Assim,
ensaios de toxicidade e citotoxicidade tém sido empregados para avaliar a
qualidade da agua em estudos de biomonitoramento de rios, como também na
avaliacdo da genotoxicidade de poluentes em ensaios de laboratorio ou no campo

(BICKHAM et al., 2000).

Apesar do pouco conhecimento sobre o potencial de poluentes como agentes
promotores de efeitos genotdxicos em organismos aquaticos, estes tém sido

considerados bons indicadores de poluicdo aquatica (SCARPATO et al., 1990).

Dentre os organismos empregados como sentinelas, 0s peixes reunem
caracteristicas que os tornam excelentes modelos experimentais para estudos de
toxicologia aquatica, pois alertam sobre o perigo potencial de novas substancias
quimicas ou para a possibilidade de poluicdo ambiental (POWERS, 1989) e podem
indicar o potencial de exposicdo das populagbes humanas a substancias

genotoxicas presentes na agua, pois sdo um excelente modelo para estudos



24

carcinogénicos e mutagénicos em amostras de agua. Sendo vertebrados aquaticos,
metabolizam poluentes que sdo carregados pela agua, respondendo de forma
similar aos vertebrados superiores quando expostos a substancias toxicas (AL-

SABTI & METCALFE, 1995).

Ensaios de genotoxicidade in vivo tém empregado, com freqluéncia, tais
organismos como modelo para avaliar os riscos a saude de vertebrados superiores
(POWERS, 1989). Esses animais podem facilmente ser mantidos em laboratorio e
expostos a compostos quimicos. O uso de biomarcadores em peixes, como indices
de efeitos de poluicdo, € de extrema importancia, pois eles podem permitir uma
deteccao precoce de problemas ambientais aquaticos (VAN DER OOST et al., 2003;

FRENZILLI et al., 2004).

O uso de exemplares de espécies nativas de peixes para a avaliacdo da
mutagenicidade de xenobidticos € relevante, visto que ha a necessidade de
preservar tais espécies, aléem do que, através da alimentacdo, muitos deles séo
agentes de transferéncia de contaminantes ao homem (AL-SABTI & METCALFE,

1995).

1.3. ENSAIO COMETA

Técnicas que permitem uma deteccdo sensivel de danos e reparo do DNA
sdo extremamente importantes no campo da toxicologia. Danos induzidos por
agentes toxicos sao, freqlientemente, tecidos e tipo celulares especificos e é de

grande importancia o desenvolvimento de metodologias que possam detectar tais
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danos no DNA em células individuais, ndo dependendo de caracteristicas
cromossomicas e de divisdo celular (SINGH et al., 1988; PANDRANGI et al., 1995;

RUSSO et al., 2004).

O ensaio do Cometa tem sido proposto para estudos de Toxicogenética
devido as suas vantagens e peculiaridades quando comparado a outros testes que
detectam substancias genotoxicas, sendo uma ferramenta fundamental de
investigacdo em estudos de reparo de DNA, biomonitoramento ambiental e teste de

genotoxicidade (ROSS et al., 1995).

O ensaio do Cometa (SCGE) mensura quebras primarias na fita de DNA em
células individuais (SINGH et al., 1988) e é relativamente rapido, simples, de custo-

efetivo baixo (BELPAEME et al. ,1998).

As vantagens de se empregar o ensaio do Cometa para avaliar danos no
DNA incluem: (1) mensuracédo de danos em células individuais; (2) o baixo nimero
de células necessario para a realizacdo do teste; (3) capaz de ser realizado em
qualquer tipo de célula eucaridtica nucleada; (4) ser um método muito sensivel para

detectar danos no DNA (LEE & STEINERT, 2003).

No teste do Cometa, células sdo suspensas em agarose de baixo ponto de
fusdo sobre uma lamina de vidro para microscopia. As laminas sdo colocadas em
solucéo de lise para permitir o relaxamento do DNA e em seguida é realizada a
eletroforese. Durante a eletroforese, os fragmentos de DNA danificados migram para

além do core nuclear, formando um cometa com cauda; os fragmentos danificados
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migram mais rapidamente do que as moléculas de DNA intacto e as células que nao
foram expostas a um agente genotoxico ndo formam cauda (PANDRANGI et al.,

1995). Assim, quanto maior o dano, maior a cauda do cometa.

O ensaio pode ser conduzido sob condi¢cdes neutras (pH=12,1) e alcalinas
(pH = 13). Em condicbes neutras, descrita primeiramente por RYDBERG E
JOHANSON (1978), pode-se mensurar quebras de fitas duplas do DNA, enquanto
em condicOes alcalinas, descrita por SINGH et al. (1988), o teste mede quebras de
fita simples e lesdes em sitios alcali — labeis (LEE & STEINERT, 2003). O Teste do
Cometa ou Ensaio de Eletroforese em Microgel €, portanto, um teste sensivel e

potencialmente poderoso para a deteccédo de danos no DNA (LOVELL et al., 1999).

O grau de dano no DNA que o teste considera pode ser descrito de varias
maneiras, como a quantidade de DNA na cauda, o comprimento da cauda, o
momento da cauda e a porcentagem de ceélulas com diferentes classes de danos

(TICE, 1995).

O ensaio de eletroforese em microgel tem sido amplamente aplicado em
eritrocitos e linfocitos do sangue periférico porque estes tipos celulares podem ser
facilmente amostrados e a dissociacao celular ndo é necessaria (BELPAEME et al.,

1998).

O teste do Cometa, por suas diversas vantagens ja citadas e por ser rapido,

relativamente econbmico, preciso e reproduzivel, torna-se um sistema-teste
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adequado para o biomonitoramento ambiental e na genética toxicologica (TICE,

1995).

O impacto de materiais toxicos sobre a integridade e o funcionamento do DNA
celular tem sido investigado em muitos organismos sob condicbes de campo
(BOMBAIL et al., 2001). As quebras nas fitas do DNA é um indicador relativamente
sensivel, rapido e amplo da exposicdo de organismos expostos no campo a

poluentes (MARTINEZ & COLUS, 2000).

Dados de estudos usando o ensaio Cometa em peixes vém se acumulando
nos ultimos anos em estudos de campo como os de DE FLORA et al. (1993), AL-
SABTI et al. (1995), MINISSI et al.(1996), BELPAEME et al. (1998), HAYASHI et al.
(1998), RUSSO et al. (2004) dentre outros e em laboratorio, como o0s de

PANDRANGI et al. (1995), DEVAUX et al. (1998) e BELPAEME et al. (1998).

PANDRANGI et al. (1995) detectaram quebras na fita de DNA em eritrocitos do
peixe Ameirurus nebulosus em trés dos sete diferentes locais avaliados nos Grandes
Lagos (Canada), os quais se mostravam altamente poluidos com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPA) e bifenilas policloradas (BPC). Neste mesmo estudo,
0S autores observaram um maior nimero de cometas em eritrécitos de carpas
(Cyprinus carpio) provenientes de locais contaminados do que em carpas oriundas

de locais nao poluidos.

NACCI et al. (1992) relataram a presenca de quebras nas fitas de DNA das

células de branquias de moluscos (Mytilus edulis) e ostras (Crassostrea virginica)
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retirados de estuarios norte-americanos altamente poluidos por BPC e cobre. Outros
autores também avaliaram organismos aquaticos expostos a BPCs e HPAs usando
o teste do Cometa (THEODORAKIS et al., 1992; DI GIULIO et al., 1993; BELPAEME

et al., 1998).

Essa metodologia tem se mostrado uma ferramenta bastante Gtil na avaliagao
do potencial genotoxico de areas impactadas com petroleo e seus derivados.
Exemplo disso pode ser visto nos estudos de HAMOUTENE et al. (2002), que
aplicaram a técnica em invertebrados expostos a uma mistura de hidrocarbonetos,
mostrando que mesmo uma baixa quantidade de hidrocarbonetos foi capaz de

lesionar o DNA dos organismos testados.

1.4. TESTE DO MICRONUCLEO

O Teste do Micronucleo serve como 0 primeiro passo no estudo de qualquer
substancia mutagénica. E um teste rapido e de sensivel indicacdo, tanto para
detectar alteragbes cromossdmicas estruturais como numéricas (HEDDLE et al.,
1983). Também é um ensaio citogenético comumente usado em Varios sistemas
biolégicos para o monitoramento de genotoxicidade ambiental (MERSCH &

BEAUVAIS, 1997).

Os micronudcleos sao massas de cromatina citoplasmatica com a aparéncia de
pequenos nucleos que surgem da condensacdo de fragmentos cromossémicos ou
de cromossomos acéntricos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo principal,

perdidos na anafase (HEDDLE et al., 1983; AL-SABTI & METCALFE, 1995). Os
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micronucleos se assemelham ao nucleo principal e podem ser observados
facilmente em todos os tipos celulares apés um ciclo de divisdo celular (SCHMID,
1976; HEDDLE et al., 1991; AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2000). Promovem a
evidéncia de quebras cromatidicas ou cromossémicas e de disfuncédo nas fibras do
fuso causada por clastogenos e venenos do fuso, respectivamente (MERSCH &

BEAUVAIS, 1997).

Os micronudcleos tém origem espontanea, mas segundo HEDDLE et al. (1983),
sua inducdo é normalmente usada na deteccdo de danos resultantes da acéo de

agentes mutagénicos.

O teste do Microndcleo em peixes possui algumas vantagens além da rapidez
e simplicidade, tais como o fato dos micronlcleos serem observados em células
interfasicas; o numero de células a serem analisadas ser limitado; as conclusdes de
analise serem facilmente reconhecidas e o tempo de amostragem ser menos critico
devido a persisténcia dos microndcleos até a proxima interfase. Assim, a
visualizagdo de um micronucleo se da apds um ciclo de divisdo celular e a
freqUéncia de micronucleos dentro da populacéo celular € altamente dependente da

cinética de divisao celular (HEDDLE et al., 1983; AL-SABTI & METCALFE, 1995).

A grande limitacdo do uso de micronucleos para a identificacdo de danos
citogenéticos € que agentes ou substancias que nao quebram cromossomos ou nao
causam a perda destes na anafase, ndo serdo detectados, como por exemplo, as
aberracdes que envolvem rearranjo cromossémico sem ocorréncia de fragmento

acéntrico (HEDDLE et al., 1983).
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Segundo BRUNETTI et al. (1988), a frequéncia de micronucleos na avaliacéao
da poluicdo ambiental € um marcador sensivel da presenca de contaminantes
genotoxicos. Monitorar efeitos clastogénicos de poluentes € um dos primeiros
interesses da mutagénese ambiental aquatica para determinar a relacéo da poluicao

com o estresse em organismos vivos (HYUN & KIM, in press).

O teste do Micronucleo tem se mostrado uma técnica proveitosa in vivo para
avaliar a mutagenicidade e tem potencial para avaliar a qualidade de agua (AL-

SABTI & METCALFE, 1995; GRISOLIA & STARLING, 2001).

Os organismos aquaticos mais utilizados no teste do Microndcleo em
laboratorio sdo os anfibios, moluscos e peixes (STAHL, 1991). O teste do
Micronucleo € aplicavel a peixes marinhos e aos de agua doce e, além dos
eritrocitos, podem ser analisados em células do rim, do figado e das branquias.
Segundo HAYASHI et al. (1998), esse ultimo tipo celular € mais sensivel a agentes

indutores de micronucleos que as células hematopoiéticas.

No monitoramento ambiental ha um crescente interesse no uso de
bioindicadores, e para este propésito os peixes sdo considerados organismos
adequados, porgue eles possuem diferentes papéis na cadeia tréfica e respondem a
mutagenos em baixos niveis de concentracdo, tais como os poluentes ambientais

(MINISSI et al., 1996).

AL-SABTI & METCALFE (1995) propuseram que a frequéncia de micronucleos

parece estar fortemente relacionada com a qualidade da agua dos diferentes
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ambientes examinados. O efeito citogenético devido a mutagenos tem sido estudado
em eritrocitos de peixes (MANNA et.al., 1985), o que ndo causa sofrimento ao

animal e ndo despende muito tempo.

Varios estudos tém demonstrado que eritrocitos periféricos de peixes tém
uma alta incidéncia de micronucleos apds a exposicao a diversos poluentes sobre
condicbes de campo (MINISSI et al. 1996; BOMBAIL et al.,, 2001; RUSSO et al.
2004) e de laboratério (HOOFTMAN & DE RAAT, 1982; MANNA et al.,1985;
MATSUMOTO & COLUS, 2000; AYLLON & GARCIA-VAZQUEZ, 2001; CAVAS &

ERGENE-GOZUKARA, 2005; HYUN & KIM, in press).

Por esta razdo, o teste do micronicleo em peixes parece ser um teste
promissor nas investigacdes de mutagénese ambiental (AL-SABTI & METCALFE,

1995) e um indicativo de danos citogenéticos de curta duracdo (MINISSI et al, 1996).
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3. OBJETIVO

Atualmente existem muitos estudos sobre a toxicidade de hidrocarbonetos do
petréleo em organismos aquaticos marinhos, enquanto que estudos em organismos
dulcicolas séo ainda raros. No Brasil ainda sdo escassas as pesquisas empregando
peixes neotropicais para avaliacdo de efeitos genotdxicos de poluentes aquaticos, e
ainda mais raros os estudos avaliando tais organismos quanto a exposicdo a

derivados de petréleo, em especial ao 6leo diesel.

Assim, é extremamente importante avaliar parametros mutagénicos e ou
genotoxicos nesses organismos expostos a poluentes, visando preservar a
diversidade biologica e alertar as comunidades que possam se beneficiar do

ecossistema em questéo. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo principal:

e Avaliar os potenciais genotoxico e mutagénico da fracdo solivel do dleo
diesel em eritrécitos de peixes neotropicais da espécie Prochilodus lineatus,
em exposicdes estdticas agudas e exposicdo estética sub-cronica,

empregando o ensaio alcalino do Cometa e o teste do Micronucleo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ESPECIE

Neste estudo foram utilizados peixes neotropicais da espécie Prochilodus
lineatus, pertencentes a Ordem Characiformes e a Familia Prochilodontidae
(Valenciennes, 1847), vulgarmente conhecidos no Brasil, como: curimba, curimbata

ou grumata (CASTRO & VARI, 2003) (Figura 1).

Espécies de peixes do género Prochilodus sdo abundantes e amplamente
distribuidas nos rios de aguas doces da América do Sul, que fluem para o Oceano
Atlantico. Sdo de ampla distribuicdo nos rios do Parana e Paraguai e habitam
profundidades de até 5 metros. Os peixes desta espécie sao detritivoros, ou seja, se
alimentam tanto de particulas suspensas na coluna d’agua como daquelas que se
acumulam no sedimento. Curimbas sao peixes de extensos habitos migratérios, sdo

de grande valor comercial e consumo humano (ORTI et al., 2001).

Os exemplares avaliados no presente trabalho foram peixes jovens, com
comprimento e peso médio de 18,79 + 11,60cm e 32,15 + 14,979, respectivamente.
Tais exemplares foram cultivados e fornecidos pela Estacdo de Piscicultura da

Universidade Estadual de Londrina (EPUEL).
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FIGURA 1: Exemplar jovem de Prochilodus lineatus.
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3.2. OLEO DIESEL

No presente estudo foi utilizado o 6leo diesel automotivo do tipo "B" com, no
maximo, 0,35% de enxofre, adquirido em posto de gasolina comercial de Londrina

(PR), que abastece os veiculos da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

3.3. SIMULACAO DE ACIDENTE AMBIENTAL COM DERRAME DE OLEO

DIESEL

A simulagdo do derrame com Oleo diesel seguiu a metodologia proposta por
NICODEM et al. (1998) em escala de laboratério (Figura 2) e foi realizada no
Laboratério de Fluorescéncia e Ressonancia Paramagnética Eletronica (LAFLURPE)

do Departamento de Quimica da UEL, estando resumida abaixo:

O derrame foi realizado em duplicata, empregando-se 5 litros de diesel
comercial e 20 litros de agua de pocgo artesiano (1 : 4 v/v) em dois aquarios de vidro,
com capacidade de 50L cada. Apés breve agitacdo com bastdo de vidro, o derrame
permaneceu por 16 horas sem exposicéo a luz; nesta fase, somente os compostos
hidrossolliveis passam do 6leo diesel para a coluna de agua. No final desse
processo o derrame foi exposto por 6 horas a luz solar intensa. Tal exposi¢do
promove a fotodegradacgéo do 6leo diesel e, assim, os compostos decorrentes desta
degradacédo se dissolvem na coluna d’agua. Em seguida, a fragdo superior insoltvel
foi descartada e a fracdo solavel do diesel (FSD) foi recolhida em galGes opacos e
armazenada em camara fria (por no maximo cinco dias) at¢é o momento de

utilizacéo. No inicio dos experimentos, a FDS proveniente do derrame realizado foi
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diluida 50% com &gua de poco artesiano e entdo, distribuida em aquarios com

capacidade de 100L.

A FSD (antes e apo0s a diluicdo) foi qualificada em Espectrofluorimetro
Shimadzu (RF-5310 PC), pelo LAFLURPE (UEL) quanto a presenca de

hidrocarbonetos mono e poliaromaticos para todos os tempos de amostragem.
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FIGURA 2: Simulacdo do derrame de 6leo diesel (a — e); a. derrame do 6leo em

aquario de vidro de 50I; b. agitacdo; c. etapa de escuro (16 h); d. etapa de

irradiacdo solar (6h); e. coleta da fracéo soluvel do diesel em agua (FSD).
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3.4. EXPOSICAO DOS PEIXES AO OLEO DIESEL

Os curimbas provenientes da EPUEL foram transferidos para o Laboratério de
Bioensaios do Centro de Ciéncias Biolégicas da UEL (CCB), onde ocorreu a
aclimatacao por sete dias em tanque de 600L, contendo agua de poco artesiano
com aeragcdo e temperatura constantes. Racgao pelitizada foi empregada como

alimentacdo, sendo esta interrompida 24 horas antes do inicio dos experimentos.

Apés o periodo de aclimatacdo os peixes foram submetidos aleatoriamente
aos testes de toxicidade estatico agudos (6, 24 e 96 horas) e sub-cronico (15 dias).
Para cada intervalo experimental amostrado, oito peixes foram colocados em
aquéarios de vidro (100L) contendo a solugéo-teste e para cada um foi constituido um
grupo controle, onde oito animais foram expostos apenas a dgua de poco artesiano.
Para cada grupo experimental foi realizada uma repeticdo (com excecdo do
experimento de 15 dias). Os dados fisico-quimicos (temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade) das aguas nos diferentes grupos de tratamento foram

obtidos diariamente.
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3.5. OBTENCAO DAS AMOSTRAS CELULARES

Os curimbas amostrados nos respectivos tempos de exposicdo foram
anestesiados com benzocaina (5g / 70ml alcool absoluto / 51 de agua), pesados e
medidos; em seguida foram coletadas amostras de sangue da veia caudal, utilizando

seringas tipo insulina (1ml) descartaveis previamente heparinizadas.

3.6. ENSAIO ALCALINO DO COMETA

No ensaio alcalino do Cometa foi empregada a metodologia descrita por
SINGH et al. (1988) com modificacbes de SPEIT & HARTMANN (1999). Laminas de
vidro com extremidade fosca receberam, primeiramente, um filme de agarose de
ponto de fusdo normal 1,5% (300mg / 20ml de PBS) a 60°C; as laminas
gelatinizadas secaram a temperatura ambiente por 24 horas e foram armazenadas
sob refrigeracéo. Para o preparo das laminas contendo o material biolégico, 10ul de
sangue total da veia caudal de Prochilodus lineatus foram transferidos para um
microtubo contendo 1000ul de solucdo salina para peixe (7,4g de NaCl, 0,36g de
KClI, 0,17g de CaCl, 0,31g de NaHCOg3, 1,69 de Na;HPO,, 0,49 de NaH,PO, para 1L
de &agua destilada). Em outro microtubo, 15ul da solucdo acima descrita foi
misturada a 120ul de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (100mg / 20ml PBS —
0,2g de KCI, 0,2g de KH,PO,, 8,0g de NaCl, 1,15g de Na,HPO, para 1L de agua
destilada), mantida a 37°C em banho-maria. A mistura contendo agarose de baixo
ponto de fusdo e a suspensdo celular foi colocada sobre cada lamina pre-
gelatinizada e estas foram cobertas com laminulas 24mm x 60mm e mantidas por 20

minutos em geladeira a 4°C para solidificacdo do gel. Em seguida, as laminulas



40

foram gentilmente removidas e foram imediatamente colocadas em uma cuba de
vidro horizontal, tipo Koplin, contendo solucédo de lise gelada e recém-preparada (1
ml de Triton X-100, 10ml de DMSO e 89ml de solucéo de lise estoque, pH 10,0 —
solucéo estoque: 146,1g de NaCl 2,5M, 37,2g de EDTA 100mM, 1,29 de Tris 10mM,
8,0g de NaOH sdlido, 10g de Lauril sarcosinato de sddio para 1 litro). A cuba foi
envolvida com papel aluminio para protecdo contra a luz. As laminas permaneceram
nessa solucéo por 1 hora sob refrigeracéo (4°C). Na etapa de lise sdo removidas as
membranas celulares e proteinas. Apés a lise, as laminas foram lavadas com agua
destilada e levadas para uma cuba de eletroforese horizontal mantida em banho
gelado em torno de 4°C. Nesta cuba as laminas foram dispostas lado a lado,
mantendo os lados esmerilhados voltados para o polo negativo. Posteriormente a
organizacao das laminas na cuba, estas foram cobertas com tampéao de eletroforese
alcalino gelado (NaOH 300mM, EDTA 200mM, pH ~ 13,0), onde permaneceram em
repouso no escuro por 20 minutos para a denaturacdo do DNA. Em seguida, foi
realizada a eletroforese com corrente de 25 V e 300 mA (0,8-1,0 V/cm) por 20
minutos. Terminada a eletroforese, as laminas foram neutralizadas com tampé&o de
neutralizacéo (Tris 0,4M — HCI, pH 7,5) por 5 minutos (trés vezes) para retirada de
detergentes e sais. Posteriormente as laminas foram fixadas com etanol absoluto
por 10 minutos em cuba horizontal e apds secagem foram guardadas em caixas

adequadas e mantidas sob refrigeracao até o momento das analises citologicas.

No momento da analise, a coloracdo das laminas foi feita com 90 uL de
solugcdo aquosa de brometo de etidio (0,20mg / ml de H,O), um agente intercalante

de DNA que emite fluorescéncia sob luz ultravioleta. A analise citoldgica foi realizada
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ao microscopio de fluorescéncia (Nikon) em objetiva de 100x, com filtro de excitacao

de 515 - 560nm de comprimento de onda e filtro de barreira de 590 nm.

Na eletroforese os fragmentos do DNA que foram danificados pelo poluente
migraram do nucledide e formaram uma “cauda”; quanto maior o dano devido ao

DNA, maior a cauda do nucledide (PANDRANGI et al., 1995).

Foram analisados 100 nucleoides por animal em cada grupo experimental
anotando-se as classes de Cometa (0: sem dano; 1. com dano minimo; 2: com dano
médio; 3: com dano maximo) segundo KOBAYASHI et al. (1995). Para cada um dos
intervalos experimentais o total de nucledides danificados (classes 1, 2 e 3) obtido
para oS grupos expostos a FSD e seus respectivos controles foi dividido pelo
namero de animais amostrados, obtendo-se valores médios de nucledides
danificados por animal. O numero de células obtidas em cada classe foi multiplicado

pelo valor de cada classe, obtendo-se assim o escore, de acordo com a férmula:

Escore: (OxA)+(1xB)+(2xC)+ (3xD)

Onde, A, B, C e D sdo os numeros de células encontradas para cada categoria

analisada. As classes de cometas analisadas estdo apresentadas na Figura 3.



a, b

4

FIGURA 3: Classes de cometas em eritrocitos de Prochilodus lineatus apos exposicao a fracédo soluvel do 6leo diesel (FSD), a.
Classe 0; b. Classe 1; c. Classe 2; d. Classe 3. Aumento de 1000x.
Classificacdo Segundo Kobayashi et al. (1995).

[44
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3.7. TESTE DO MICRONUCLEO

Uma gota de sangue foi colocada em uma das extremidades de uma lamina
de vidro limpa e seca e, com auxilio de uma laminula encostada em angulo de 45°, o
sangue foi espalhado uniformemente, formando uma camada delgada. Para cada
animal duas extensdes sanglineas foram confeccionadas. As laminas secaram a
temperatura ambiente e ap0s 24 horas foram fixadas em metanol absoluto por 10
minutos. Em seguida, foram coradas com Giemsa 5% diluido em tampao fosfato pH
6,8 (4,0827g KH,PO,; 7,099g Na,HPO, para 1L de agua) por 20 minutos. As laminas
foram, entdo, lavadas com agua destilada e secaram a temperatura ambiente para
gue, posteriormente, fossem preparadas com Entellan para uso permanente. A
analise citolégica foi realizada em microscopio 6ptico de luz (Nikon) com objetiva de
100 vezes. Para cada animal foram analisados 3000 eritrécitos, anotando-se as
frequéncias de micronucleos. A Figura 4 ilustra eritrécitos micronucleados dos

curimbas expostos a FSD.



FIGURA 4. Eritrécitos do sangue periférico de Prochilodus
lineatus (a e b) corados com Giemsa 5% em aumento de
1000x.

As setas indicam eritrocitos micronucleados.

44
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos para 0s grupos expostos a FSD e seu respectivo
controle, em um mesmo intervalo experimental, foram comparados entre si utilizando
o teste estatistico ndo paramétrico de Mann — Whitney. Os resultados obtidos para
um mesmo tratamento experimental (FSD ou Controle), nos diferentes periodos de
exposicao (6, 24, 96 horas e 15 dias) foram comparados entre si utilizando o teste
estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Foram considerados significativos

valores de P<0,05.

Os dois testes estatisticos empregados no presente estudo foram realizados
segundo ZAR (1996) e utilizando programa GraphPad InStat versdo 3.00 para

Windows 95, GraphPad Software, San Diego California USA.
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RESUMO

A poluicdo ambiental tém se tornado um problema global e crescente que
afeta, direta ou indiretamente, a satde e a sobrevivéncia dos seres vivos. No Brasil,
0 ecossistema aquatico € constantemente agredido por descargas de lixo e
efluentes decorrentes de inUmeras atividades humanas, como o petréleo e seus
derivados. O dleo diesel, um dos derivados do petrdleo, possui fracado soltvel (FSD)
composta por hidrocarbonetos aromaticos (BTEX e PAHs), conhecidos
contaminantes do meio aquatico. Nos ultimos cinco anos, acidentes envolvendo
vazamento Oleo diesel vém ocorrendo em rios neotropicais. Contudo, poucos
estudos tém sido desenvolvidos para avaliar os efeitos de seus hidrocarbonetos
sobre o ambiente dulcicola e a biota associada. Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar os efeitos mutagénicos e genotoxicos da exposicdo aguda (6,
24, 96 horas) e sub-crénica (15 dias) da fracdo soluvel do 6leo diesel na espécie de
peixe neotropical Prochilodus lineatus, empregando o Teste do Micronucleo (MN) e
o Ensaio do Cometa. Animais expostos apenas a agua de poco artesiano (controle
negativo) foram amostrados em cada intervalo experimental, simultaneamente aos
expostos a agua contaminada. Como controle positivo empregou-se a
Ciclofosfamida (20mg.Kg™). O teste do microntcleo indicou atividade mutagénica da
fracdo soluvel do diesel para curimbas nas exposi¢ées agudas (6, 24, e 96 horas) e
subcronica (15 dias) quando comparados aos seus respectivos controles negativos.
No Ensaio alcalino do Cometa os resultados obtidos nos grupos experimentais
também mostraram-se estatisticamente diferentes de seus controles negativos.
Dessa forma, esses resultados indicam que a ocorréncia de um derrame de Oleo
diesel em ambiente tropical deve acarretar, a curto e meédio prazo, efeitos
mutagénicos e genotoxicos nas células sanglineas de peixes neotropicais

brasileiros.

Palavras — Chave: oOleo diesel, genotoxicidade, mutagenicidade, Prochilodus

lineatus, micronucleos
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1. INTRODUCAO

A poluicdo aquéatica tem se tornado um problema global [1] devido a um
aumento continuo da producdo, do consumo e do depoésito de residuos
antropogénicos decorrentes do crescimento populacional e do desenvolvimento

industrial [2].

As atividades, normais ou acidentais, que mais contribuem para a alta
liberacdo e concentracdo de substancias toxicas no ambiente aquatico sdo as
industriais, urbanas, agricolas, provenientes de estacdes de tratamento de aguas
municipais, refinarias, industrias de energia elétrica e as atividades portuarias [3, 4,
5]. A grande proporcdo dos contaminantes aquaticos de origem antropogénica €&

composta de substancias potencialmente genotoxicas e carcinogénicas [2].

O petrdleo e seus produtos refinados sdo encontrados por toda parte do
mundo [6], o que justifica a preocupacédo global recente com a poluicdo decorrente
de vazamentos de 0leo que podem resultar na deposicdo de grandes quantidades
de hidrocarbonetos aromaticos no ecossistema aquatico [7]. No Brasil, acidentes
envolvendo derrames de Oleo tém ocorrido com frequéncia, decorrentes de
vazamentos em petroleiros e rompimentos de oleodutos [8]. Vazamentos de oleo
sao, portanto, uma fonte de poluicdo para a coluna de agua; ja que a mancha de
Oleo pode alcancar rios e outros ambientes aquaticos produzindo sérios problemas
de poluicao [9]. Assim, a avaliacdo e predicdo dos efeitos desses vazamentos sobre

0 meio ambiente aquatico tem se tornado, um assunto importante e urgente [10].
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O petréleo pode ser destilado em diversos produtos, como Oleo diesel,
gasolina, Oleo cru, gas natural, dentre outros. A toxicidade do petréleo €, em sua
maioria, atribuida a sua parte solavel [11], que contém compostos polares de baixo
peso molecular, denominados hidrocarbonetos aromaticos (mono ou
poliaromaticos), que podem ser classificados em dois grupos toxicolégicos:
compostos BTEX (tolueno, benzeno, etilbenzeno e xileno) e pequenos

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (naftalenos) [9].

O dleo diesel é uma mistura complexa de centenas de substancias quimicas,
e seus principais componentes podem ser divididos em duas classes:
hidrocarbonetos alifaticos e hidrocarbonetos aromaticos. No Oleo diesel o naftaleno
(PAH mais simples) e seus derivados sdo os mais frequientemente encontrados

(0,4%) [9].

Atualmente existem inumeros estudos que avaliaram a genotoxicidade de
hidrocarbonetos do petréleo e seus derivados em organismos aquaticos, sendo que,
a maioria deles foi realizada empregando espécies de bivalves e peixes [12, 13, 14,
15, 16]. A biotransformacdo dos PAHs por peixes promove 0 surgimento de
compostos intermediarios capazes de induzir toxicidade aguda e alteracbes
genéticas e sua presenca nos sedimentos esta ligada a neoplasias de figado em
espécies bentbnicas [2, 4]. A maioria dos estudos sobre a toxicidade do petrdleo e
seus derivados tem sido realizados em organismos marinhos, sendo a toxicidade
dos hidrocarbonetos do petréleo em organismos dulcicolas pouco conhecida [17].

Trabalhos utilizando espécies de peixes dulcicolas para avaliar danos decorrentes
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da exposicdo a hidrocarbonetos do petroleo sdo bastante escassos [18, 19, 20, 21] e

0 emprego de peixes neotropicais neste tipo de estudo € ainda mais raro.

Diante dos inumeros acidentes que tém ocorrido nos rios brasileiros
envolvendo derrames de 6leo, da caréncia de dados sobre a resposta genotoxica de
peixes neotropicais a esses eventos e, consequentemente, da prevaléncia na
literatura, de dados para peixes marinhos e de clima temperado, que nao oferecem
possibilidade de comparacfes adequadas, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade da fracdo soluvel do 6leo diesel em uma
espécie de peixe neotropical dulcicola do Brasil, sob condi¢cdes de laboratorio,

empregando o ensaio cometa (SCGE) e o teste do micronucleo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ESPECIE ESTUDADA

Espécimens jovens de Prochilodus lineatus (Characiformes:
Prochilodontidae), vulgarmente conhecido como curimba, com peso e comprimento
meédio de 18,79 + 11,60cm e 32,15 + 14,979, respectivamente, foram expostos a
fracdo soluvel do 6leo diesel em testes de toxicidade. Os exemplares empregados
no presente estudo foram cedidos pela estacdo de Piscicultura da Universidade

Estadual de Londrina (EPUEL).

2.2 SIMULACAO DE DERRAME COM OLEO DIESEL

No presente estudo foi utilizado o dleo diesel automotivo do tipo "B", com no
maximo 0,35% de enxofre, adquirido em posto de gasolina comercial de Londrina
(PR — Brasil). A simulacdo de derrame foi realizada em escala de laboratério de
acordo com a metodologia de NICODEM et al. [22], no Laboratério de Fluorescéncia
e Ressonancia Paramagnética Eletrénica (LAFLURPE) da UEL. No derrame o diesel
comercial foi misturado a agua de poco artesiano na proporcdo 1 : 4 (v/v) em
aquarios de vidro, permanecendo por 16 horas no escuro antes da exposi¢cao por 6
horas a luz solar intensa (9:00 as 15:00h), simulando um derrame de diesel em
ambiente tropical. Em seguida, a fragdo superior insoluvel foi descartada e a fracao
soluvel do diesel (FSD) restante foi coletada e armazenada em recipientes opacos,
em camara fria, por no maximo cinco dias, até o0 momento dos experimentos. Para

cada grupo experimental, a FSD foi diluida para 50% com agua de poco artesiano e
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distribuida em aquarios com capacidade de 100L. A FSD (antes e apés a diluicdo)
foi qualificada em Espectrofluorimetro Shimadzu (RF-5310 PC) pelo LAFLURPE
(UEL), quanto a presenca de hidrocarbonetos mono e poliaromaticos para todos 0s

tempos de amostragem.

2.3 EXPOSICAO DOS PEIXES E OBTENCAO DAS AMOSTRAS CELULARES

Os curimbas cedidos pela EPUEL foram transferidos para o Laboratério de
Bioensaios onde foram aclimatados em tanque de cimento - amianto com
capacidade para 600L por sete dias, contendo agua de poco artesiano com aeracao
e temperatura constantes (21+1°C). Racao peletizada foi administrada aos animais,
sendo interrompida 24 horas antes do inicio dos experimentos. Os peixes foram
divididos aleatoriamente em dez grupos experimentais contendo oito peixes cada.
Para a realizacdo dos testes de toxicidade estaticos agudos (6, 24 e 96 horas) e
estatico sub-cronico (15 dias), os animais foram colocados em aquarios de vidro
(100L) contendo a mistura da FSD e agua de poco artesiano. Para cada um dos
grupos experimentais foi constituido um grupo controle-negativo, onde 0s animais
foram expostos apenas a agua de poco artesiano e dois grupos controles-positivos
(6 e 24 horas) onde os animais foram injetados intraperitonealmente com o agente
clastogénico Ciclofosfamida (20mg.Kg™, Sigma — CAS n° 64-86-8). Os experimentos
agudos (grupos experimentais e respectivos controles) foram realizados com

repeticao.

Os parametros temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade da agua

utilizada nos testes de toxicidade foram monitorados continuamente. No momento da
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amostragem os peixes foram anestesiados com benzocaina (1g.L™?), pesados e
medidos. Em seguida foram coletadas amostras de sangue da veia caudal,
utilizando seringas tipo insulina (1mL) descartaveis previamente lavadas com

Liguemine.

2.4. ENSAIO COMETA

a) PREPARO DAS LAMINAS

No ensaio alcalino do cometa foi empregada a metodologia descrita por
SINGH et al. [23] com modificacdes de SPEIT & HARTMANN [24]. Laminas de vidro
com extremidade fosca receberam, primeiramente, um filme de agarose de ponto de
fusdo normal 1,5% a 60°C, secaram a temperatura ambiente por 24 horas e foram
armazenadas a 4°C. Para o preparo das laminas contendo o material bioldgico, 10uL
de sangue total da veia caudal de Prochilodus lineatus foram transferidos para um
microtubo contendo 1000uL de solucéo salina para peixes (7,4g de NacCl, 0,369 de
KCI, 0,17g de CacCl, 0,31g de NaHCOg3, 1,69 de Na,HPO,, 0,4g de NaH,PO4 para 1
litro de agua). Em outro microtubo, 15uL da solucdo acima descrita foram misturados
a 120uL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5%, mantida a 37°C em banho-maria.
A mistura contendo agarose de baixo ponto de fusdo e a suspensao celular foi
colocada sobre cada lamina pré-gelatinizada, e estas foram cobertas com laminulas

(24mm x 60mm) e mantidas por 20 minutos a 4°C para solidificacdo do gel.

b) DESESPIRALIZACAO E ELETROFORESE
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Ao término da gelatinizacdo as laminulas foram gentilmente removidas e
imediatamente foram colocadas em uma cuba de vidro tipo Koplin horizontal,
contendo solucdo de lise gelada (4°C) e recém-preparada. As laminas
permaneceram nessa solucdo por uma hora sob refrigeracdo e protegidas de luz.
Apos a lise, as laminas foram lavadas com agua destilada e levadas para uma cuba
de eletroforese horizontal, cobertas com tampéo de eletroforese alcalino gelado ( pH
~ 13,0), onde permaneceram em repouso no escuro por 20 minutos para a
denaturacdo do DNA. Em seguida ocorreu a eletroforese com corrente de 25 V e
300 mA (0,7-1,0 V/cm) por 20 minutos. Terminada a eletroforese, as laminas foram
neutralizadas com tampdo de neutralizacdo por 5 minutos (trés vezes).
Posteriormente as laminas foram fixadas com etanol absoluto por 10 minutos,
secaram a temperatura ambiente e foram mantidas sob refrigeracdo até o momento

das analises citologicas.

c) ANALISE CITOLOGICA

Apos a coloracdo com 90 uL de solucdo aquosa de brometo de etidio
(0,20mg.mL™) a anélise citoldgica foi realizada ao microscépio de fluorescéncia
(Nikon) em objetiva de 100X. Foram analisados 100 nucledides por animal em cada
grupo experimental anotando-se as classes de Cometa (0: sem dano; 1: com dano
minimo; 2: com dano médio; 3: com dano maximo) segundo KOBAYASHI et al. [25].
Para cada um dos intervalos experimentais o total de nucledides danificados
(classes 1, 2 e 3) obtido para os grupos expostos a FSD e seus respectivos
controles foi dividido pelo nimero de animais amostrados, obtendo-se valores

médios de nucledides danificados por animal. O niumero de células obtidas em cada
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classe foi multiplicado pelo valor de cada classe, obtendo-se assim o escore, de

acordo com a formula:

Escore: (0 x A) + (1 xB) + (2 x C) + (3 x D). Onde, A, B, C e D séo os

nameros de células encontradas para cada categoria analisada.

2.5 TESTE DO MICRONUCLEO

a) PREPARO DAS LAMINAS

O teste do micronucleo foi realizado segundo a metodologia de [26]. Uma
gota de sangue total, coletada da veia caudal dos animais, foi colocada em uma das
extremidades de uma lamina de vidro limpa e seca e realizada, com auxilio de uma
laminula, duas extensdes sangilineas para cada animal, em cada um dos
experimentos. As laminas secaram a temperatura ambiente e ap0s 24 horas foram
fixadas em metanol absoluto por 10 minutos. Em seguida, foram coradas com
Giemsa 5% diluido em tampéo fosfato pH 6,8 por 20 minutos. As laminas foram,
entdo, lavadas com agua destilada e secaram a temperatura ambiente para que,

posteriormente, fossem preparadas com Entellan para uso permanente.

b) ANALISE CITOLOGICA

A andlise citologica foi realizada em teste cego sob microscopio optico de luz

(Nikon) com objetiva de 100 vezes. Para cada animal foram analisados 3000

eritrocitos, anotando-se as frequéncias de micronucleos encontradas.
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2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos para 0s grupos expostos a FSD e seu respectivo
controle, em um mesmo intervalo experimental, foram comparados entre si utilizando
o teste estatistico ndo paramétrico de Mann — Whitney. Os resultados obtidos para
um mesmo tratamento experimental (FSD ou Controle), nos diferentes periodos de
exposicao (6, 24, 96 horas e 15 dias) foram comparados entre si utilizando o teste
estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Foram considerados significativos
valores de P<0,05. Os dois testes estatisticos empregados no presente estudo foram

realizados segundo [27].
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3. RESULTADOS

3.1. ANALISE DA AGUA

A qualificacdo da FSD evidenciou a presenca de hidrocarbonetos
monoaromaticos e poliarométicos em todos os tempos de exposi¢do. Os picos de
emissao de fluorescéncia evidenciados indicaram uma predominancia de compostos
gue normalmente sdo encontrados na FSD, como, benzeno, tolueno, xileno,
naftaleno, fluoreno e fenantreno. As caracteristicas fisico-quimicas da agua dos
grupos experimentais e controles, para todos o0s periodos experimentais
mantiveram-se estaveis e o0s valores meédios obtidos foram (média = EP):
temperatura 22,63 + 0,10°C; pH 6,97 + 0,03; OD 6,59 + 0,08 mg O,. L™

condutividade 111,89 + 2,36 uS.cm™.

3.2. ENSAIO DO COMETA

Os resultados obtidos com o ensaio do cometa em eritrocitos de P. lineatus
expostos a fracdo soluvel do Oleo diesel (FSD) e seus respectivos controles

negativos e positivos estdo apresentados na Tabela I.

Nas exposicbes agudas de 6, 24 e 96 horas e sub-cronica (15 dias) a
freqiéncia média de nucledides danificados em cada grupo experimental foi
estatisticamente maior (p<0,05) do que nos respectivos controles-negativos. As
freqiéncias médias obtidas para os animais dos grupos controles-positivos para os
tempos de exposicdo de 6 e 24 horas foram, respectivamente, igual e maior

estatisticamente do que os grupos expostos a FSD e maiores do que 0S grupos
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controles-negativos. Os valores médios de nucledides danificados por animal de
cada grupo experimental foram muito proximos entre si, sendo as medias obtidas
para 0s grupos de 6h e 15 dias; 24h e 96h; 96h e 15 dias estatisticamente

semelhantes.

Os valores médios de escore foram calculados para os grupos experimentais
e para seus respectivos controles negativos e positivos (Figura 1). Os escores
meédios dos peixes expostos a FSD sob tratamentos agudos e sub-crénico foram
estatisticamente maiores (p<0,05) do que os valores obtidos para os animais
expostos somente a agua de poco artesiano (controle-negativo). Os animais tratados
com ciclofosfamida por 6 e 24 horas , respectivamente, apresentaram valores
médios de escores idénticos e diferentes aos obtidos nos respectivos grupos

submetidos a FSD (Figura 1).

A comparacao dos escores médios dos grupos experimentais entre si revelou
que o valor obtido apds 24h de exposicdo a FSD foi estatisticamente menor do que

0s obtidos para os tempos de 96h e 15 dias (Figura 1).



TABELA I: Numero de nucleéides observados em cada classe de cometa (0, 1, 2, 3) e média de nucledides danificados por

animal em eritrocitos de Prochilodus lineatus expostos a fracdo sollvel do 6leo diesel (FSD), considerando-se o nimero total

de animais analisados (N) para cada tratamento experimental (agudo ou sub-crbnico) e seus controles negativos e positivos.

Foram analisadas 100 células por animal.

CLASSES DE COMETAS

MEDIA DE NUCLEOIDES
DANIFICADOS POR ANIMAL

Tempo de N 0 1 2 3 + Desvi dra
Amostragem Tratamentos (+ Desvio padréo)
FSD 16 57 637 788 118 96,438+4,381 * ' °
6 horas Controle-negativo 16 1299 249 50 2 18,813+12,150
Controle-positivo 6 2 208 337 53 99,667+0,516
FSD 14 141 752 428 79 89,929+4,411 * °
24 horas Controle-negativo 14 1110 282 8 0 20,714+3,384
Controle-positivo 7 4 310 340 46 99,429+0,535
FSD 16 161 349 490 600 89,938+8,250 *
96 horas
Controle-negativo 12 950 196 54 0 20,833+11,052
FSD 6 13 134 278 175 97,833+2,137 **°
15 dias
Controle-negativo 7 535 146 19 0 23,571+7,345

* Diferentes estatisticamente de seus respectivos controles-negativos (p<0,05).

Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
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Figura 1: Escores Médios obtidos no ensaio do Cometa para curimbas expostos
a Fracg&o Solavel do Oleo Diesel (FSD) sob tratamentos agudos e sub-crénico e,

seus respectivos controles-negativos e positivos.

* diferente estatisticamente do controle-negativo (p<0,05).

4 diferente dos valores obtidos para os grupos expostos a FSD por 96h e 15
dias (p<0,05).
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3.3. TESTE DO MICRONUCLEO

Na Tabela Il estdo apresentadas as frequéncias médias de micronucleos em
3000 eritrécitos analisados por animal em cada um dos grupos experimentais e
controles, assim como o calculo das freqliéncias de microndcleos para 1000 células
analisadas em cada grupo experimental. As frequéncias médias de microndcleos
obtidas apls as exposi¢cdes dos peixes a FSD sob tratamentos agudos (6, 24 e 96
horas) diferiram de seus respectivos controles-negativos (p<0,05). Na exposicao
sub-crbnica (15 dias) os curimbas expostos também apresentaram freqiiéncia média
de micronucleos significativamente maior do que seu respectivo controle-negativo
(p<0,05). A comparacao entre as frequiéncias médias de micronucleos obtidas para
cada tempo de exposicdo a FSD indicou o maior valor no tempo de 24h, que foi
semelhante ao obtido em 96h e diferente dos demais. O menor valor observado para
este parametro ocorreu apdés 6h de exposicdo ao diesel e ndo diferiu

estatisticamente do valor obtido apds o tratamento sub-crénico (15 dias).



TABELA Il: Frequéncia (média e %o) de eritrocitos micronucleados obtidos em Prochilodus lineatus apds exposi¢cdes agudas (6,
24, 96 horas) e sub-cronica (15 dias) a fracéo solavel do 6leo diesel (FSD) e seus respectivos controles negativos e positivos.

Foram analisados 3000 eritrcitos por animal.

N TOTAL DE FREQUENCIA MEDIA  FREQUENCIA DE
MICRONUCLEOS DE MICRONUCLEOS MICRONUCLEOS
Tempo de OBSERVADOS + DESVIO PADRAO OBSERVADA (%o)
Amostragem Tratamentos
FSD 16 52 3,250 + 2,266 * ¢ 1,083
6 horas Controle-negativo 15 13 0,8667+ 1,125 0,289
Controle-positivo 6 28 4,0+0,8165 1,333
FSD 16 233 16,643+4,781*° 5,548
24 horas Controle-negativo 15 27 1,80+ 0,7746 0,600
Controle-positivo 7 34 4,857+1,069 1,619
FSD 16 163 10,188+2,949 * P © 3,396
96 horas
Controle-negativo 12 14 1,167+1,193 0,389
FSD 6 36 6,001,673 **° 2,000
15 dias
Controle-negativo 7 13 1,857+1,069 0,619

* Diferentes de seus respectivos controles-negativos (p<0,05).

Letras iguais nao diferem estatisticamente entre si.

N = total de animais amostrados

€9



64

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O petréleo e seus produtos destilados, como por exemplo o Oleo diesel,
possuem baixa solubilidade em agua [9]. Ap6s um derrame, o filme de 6leo na
superficie da agua torna-se menos toxico devido a perda de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPAs) [28], enquanto que a fracdo sollvel torna-se mais
toxica devido a formacdo de componentes polares decorrentes de irradiacdo solar
do 6leo combustivel. A fracdo solivel em agua do petroleo pode causar disturbios
quimicos nos organismos, sendo considerados, mesmo em baixas concentragoes,

poluentes ambientais perigosos [11].

Indmeros derrames e/ou vazamentos de petréleo e derivados vém ocorrendo
em rios brasileiros, como o vazamento de 1,5 milhdes de litros de 6leo combustivel
no rio Alambari (S&o Paulo) e diversos vazamentos de oOleo cru: 3 mil litros no rio
Negro (Amazonas), 500 mil litros no rio Paraiba (SP), 4 milhdes de litros nos rios
Birigui e Iguacu (Parana), dentre muitos outros [29]. Contudo, ainda sdo poucos 0s
estudos que avaliam os danos causados na ictiofauna desses ambientes

impactados, principalmente em peixes neotropicais brasileiros.

O presente estudo evidencia danos genotoxicos e mutagénicos em
exemplares da espécie Prochilodus lineatus (curimbas) expostos a fracdo soltuvel do
Oleo diesel. No Ensaio do Cometa as elevadas frequéncias médias de células
danificadas (Tabela 1) obtidas nos grupos expostos ao 6leo diesel, frente aos valores
obtidos com os peixes controles, indicam uma alta genotoxicidade da FSD,

comparavel a observada nos tratamentos de 6 e 24 horas com a ciclofosfamida


http://www.ambientebrasil.com.br/agua/salgada/vazamento).
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(controle-positivo). Esta alta freqiéncia de nucledides danificados observada em
todos os tempos amostrais indica que ndo houve uma relagdo tempo-resposta dos

animais expostos ao poluente.

Estudos de biomonitoramento de ambientes contaminados com efluentes de
petréleo de origem industrial [4, 7, 15] ou acidental [13, 30] em peixes ou moluscos
marinhos mostraram que os contaminantes derivados do petroleo induziram altos
indices de danos no DNA pelo ensaio do Cometa. Estudos com espécies dulcicolas
expostas a HPAs, BPCs ou derivados de petréleo, como os realizados por [18, 31,
32] também confirmam a genotoxicidade destes poluentes em organismos de agua

doce.

A contaminacdo de exemplares de Prochilodus lineatus com o6leo diesel
observada no presente estudo pode resultar em diferentes danos biolégicos. Sendo
estes peixes de grande valor comercial e consumo humano [33], podem servir como
vetores de transferéncia de contaminantes do meio para a espécie humana e outros
vertebrados. A disponibilidade de PAHs e a ocorréncia de danos genotdxicos em
mamiferos apos o consumo de mexilhdes contaminados com estes poluentes foram

relatados por [34].

Sabe-se que o0 processo de biotransformacédo dos PAHs do petréleo e seus
derivados nos peixes, envolve a atividade de enzimas monooxigenases
dependentes de citocromo P450 (fase 1) e a conjugacdo dos metabdlitos com
moléculas enddgenas como o tripeptideo glutationa (GSH), na tentativa de remover

o poluente do organismo [10, 20].
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O processo de biotransformacdo dos PAHs nos peixes, ao contrario do que
ocorre com a maioria dos compostos quimicos, converte estes xenobidticos em
intermediarios reativos altamente téxicos [35] que podem causar danos oxidativos no
DNA. Os efeitos genéticos como quebras na cadeia do DNA e micronucleos podem
levar a mutagenicidade, carcinogenicidade, teratogenicidade e mais tarde a

alteracdes populacionais [20, 36].

Os danos celulares observados nos curimbas expostos a FSD no presente
trabalho podem ter sido resultado destes processos oxidativos, onde o0s
hidrocarbonetos monoaromaticos e poliaromaticos (PAHs) presentes na FSD
testada podem ter produzido compostos eletrofilicos que se associaram aos sitios

nucleofilicos da molécula do DNA e causaram as iniUmeras lesdes observadas.

No presente estudo as altas frequiéncias de células danificadas encontradas
em P. lineatus apds 6h de exposicdo a FSD sugerem que, provavelmente, o tempo
de exposicdo nao foi suficiente para que houvesse um aumento significativo na
expressdo das enzimas responsaveis pela conjugacdo e detoxificacdo dos
hidrocarbonetos presentes na FSD, como a Glutationa-S-Transferase (GST). A GST
€ uma enzima envolvida na detoxificacdo de contaminantes lipofilicos, pela ativacao
das reacbes de conjugacdo com a glutationa reduzida (GSH), que resultam no
aumento da solubilidade dos xenobi6ticos na agua e nas suas taxas de eliminacao,
reduzindo a probabilidade destes compostos se ligarem a outras macromoléculas
celulares como o DNA [36]. Alguns trabalhos mostram que a atividade desta enzima
no figado de P. lineatus expostos a FSD aumenta apds 96 horas de exposicao [37].

Assim, este fato sugere que a menor disponibilidade de xenobidticos no organismo
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dos peixes pode ter contribuido para o decréscimo nos valores médios de
nucledides danificados observado apds 24 e 96 horas de exposicdo a FSD. Estes
resultados concordam com os achados de [15] em peixes marinhos, nos quais
também ocorreram danos significativos no DNA sanguineo de animais expostos por
8h a aguas contaminadas com PAHs e PCBs; os autores também observaram um
aumento das enzimas citocromo P450 e GSTs e reducdo de danos no DNA apés
48h de exposicao. A elevacao da atividade da enzima GST também foi relatada por

[14] em ostras expostas ao 6leo diesel.

No presente estudo, quando os animais foram expostos por 15 dias a FSD, a
freqUéncia de nucledides se igualou novamente a observada apds a exposi¢cao dos
peixes a FSD por 6 horas. Estes mesmos animais apresentaram um aumento na
atividade de GST no figado, indicando, portanto, danos oxidativos [37]. Assim,
apesar da ativacdo das defesas antioxidantes, os danos observados no DNA de
células sanglineas dos animais expostos a FSD durante 15 dias devem refletir a

ocorréncia de estresse oxidativo (Tabela I, Figura 1).

Como no ensaio do Cometa é possivel quantificar e distinguir células com
diferentes indices de danos no DNA, a analise do escore em cada grupo se torna
muito importante. No presente estudo, houve a predominancia de nucledides classes

0 e 1 em todos os grupos controles-negativos.

Nas exposicoes agudas de 6 e 24 horas ao O6leo diesel houve a
predominancia de nucleoides de classes 1 e 2, caracterizando danos minimos e

médios no DNA dos peixes. Nas exposicdes aguda de 96 horas e sub-crénica (15
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dias) a FSD prevaleceram nucledides de classes 2 e 3, sendo que estes ultimos
caracterizam danos maximos no DNA. Dessa forma o calculo dos escores medios
para todas as exposi¢cdes a FSD confirma os dados obtidos para a frequiéncia média
de células danificadas (Tabela I). Os dados deste trabalho corroboram os achados
de [38], que descreveram altos indices de danos no DNA em eritrocitos de Anguilla
anguilla tratados, em laboratério, com diferentes hidrocarbonetos. Altos indices de
danos também foram relatados no DNA em eritrocitos de Zoarces viviparus
coletados em um estudrio na Suica, onde o sedimento era contaminado com

inUmeros compostos, incluindo HPAs e BPCs [4].

A consequéncia de perturbagbes na estrutura do DNA, tais como aductos,
guebras de fita simples e dupla sdo capazes de resultar em lesGes que podem se
tornar permanentes. Assim, o emprego de ensaios citogenéticos, como o teste do
Micronucleo, sao ideais para avaliar danos permanentes no material genético. Este
teste, segundo [32] vem sendo usado com grande sucesso desde a década de 80
para avaliar poluentes ambientais e diferentes compostos quimicos. Em ambientes
de 4gua doce é aplicado principalmente em vertebrados [39, 40] e sua frequéncia
parece estar fortemente relacionada com a qualidade da dgua a ser examinada [3,

41, 42, 43, 44].

No presente estudo a avaliacdo da inducdo de micronucleos em células
sangiineas de curimbas expostos a fracdo soluvel do éleo diesel de forma aguda e
sub-crbnica, mostrou que este teste foi eficiente para detectar componentes

mutagénicos presentes na fracéo testada.
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A inducdo de micronucleos ocorreu apds todos os tempos de exposicao
testados, mas as menores freqiéncias de micronucleos foram obtidas apds 6 horas
e 15 dias de exposicdo. Uma hipGtese para este achado seria que 6 horas de
exposicdo ndo foram suficientes para que os danos ocorridos nas ceélulas que
estavam em intérfase ou no inicio do ciclo celular se manifestassem como um
micronucleo no momento da amostragem, refletindo a cinética do ciclo celular da
maioria dos peixes. Quanto a baixa frequéncia de células micronucleadas
observadas apo6s a exposicao dos peixes a FSD por 15 dias, podemos sugerir dois
mecanismos. O primeiro seria a ocorréncia de selecéo celular. A alta porcentagem
de células apoptoéticas foi descrita em peixes marinhos expostos a efluente de
refinaria de petroleo [4]. Este fendbmeno ocorre quando os danos celulares séo
intensos e os mecanismos de defesa ndo conseguem repara-los. Em consequiéncia,
0 numero de células micronucleadas disponiveis para a analise, também
decresceria. Durante a cinética das células sanglineas, 0s eritrOcitos sao
continuamente renovados e, segundo [45], os eritrécitos danificados tendem a ser

eliminados do organismo mais rapidamente do que aqueles ndo danificados.

Apesar dos micronlucleos serem freqientemente relatados como
biomarcadores sensiveis de genotoxicidade em peixes, muitos estudos de exposicao
por longa duracdo de peixes a poluentes mostram que as frequéncias de eritrocitos
micronucleados tendem a diminuir apos o0 décimo quinto ou vigésimo primeiro dia de
exposicao [46, 47, 48]. Assim, 0 segundo mecanismo para explicar a diminuicdo da
freqiéncia de micronucleos observada apés 15 dias de exposicdo a FSD seria a
resposta adaptativa dos animais as condicdes de exposicdo. As baixas frequéncias

de micronucleos observadas em peixes (silvestres e introduzidos) expostos por trés
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semanas em areas contaminadas por hidrocarbonetos aroméaticos foram atribuiram

a adaptacao dos animais aos poluentes [20].

Este fenbmeno parece nédo ser aplicavel a todos os organismos aquaticos,
pois [32] analisaram a genotoxicidade de moluscos da espécie Dreissena
polymorpha expostos, por 30 dias, a aguas provenientes de locais impactados com
Oleo cru e verificaram altos indices de hemocitos micronucleados. O aumento na
freqUiéncia de micronucleos foi observado tanto em células de branquias quanto em
eritrocitos do sangue periférico de peixes da espécie Oreochromis niloticus

expostos, por 3, 6 e 9 dias, a efluentes de refinaria de petroleo [49]

No presente estudo as maiores frequéncias de micronucleos foram
observadas ap0s expor os animais a 24 e 96 horas ao 0leo diesel. Parece que o
tempo de amostragem de 24h é o mais adequado para a avaliacdo de mutacdes em
Prochilodus lineatus, pois neste intervalo de tempo as lesGes celulares ocorridas,

possivelmente, ndo foram reparadas e originaram células micronucleadas.

A frequéncia de microndcleos em células sangtiineas de Cyprinus carpio
coletados em trés locais da bacia do rio Tejo (Espanha), contaminados com PAHS,
tiveram um aumento significativo quando foram comparadas com as frequéncias
obtidas em animais de locais ndo poluidos [19]. Aumentos significativos nas
freqiéncias de micronucleos em células sanguineas de moluscos (Perna viridis) e
peixes (Dicentrarchus labrax) expostos por diferentes tempos ao benzo(a)pireno

foram observadas, respectivamente, por [12] e [50].
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A estimativa de danos no DNA usando o ensaio do cometa é resultado da
complexa interacdo entre dois processos: danos no DNA e reparo (ativacdo ou
inibicdo). O dano observado indica neste caso, uma resposta recente ao poluente.
Ao contrario, os micronucleos, quando formados, persistem ao longo da vida da
célula [32]. Portanto, a combinacdo destes dois ensaios no presente estudo se
mostrou adequada e vantajosa para a avaliacdo da genotoxicidade da fracédo soluvel
do oleo diesel devido as suas complementaridades. Em conclusdo, este estudo
revelou que peixes neotropicais foram seriamente afetados pela FSD. Os dados
obtidos podem estimular outros experimentos nesta area, possibilitando um melhor
entendimento dos efeitos genéticos de um derrame de Oleo diesel em peixes

neotropicais.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo da genotoxicidade / mutagenicidade da fracdo soluvel do Oleo
diesel (FSD) em eritrcitos de Prochilodus lineatus foi realizada apos a simulacéo de
derrame de 6leo em ambiente tropical. Os dados obtidos sdo de grande importancia
para o entendimento da resposta genética de peixes neotropicais ap6s acidentes, ja
gue tais eventos tém se tornado freqlientes em nosso pais e os dados em
organismos dulcicolas séo praticamente inexistentes. Os ensaios genéticos
empregados no presente estudo: Cometa e Micronucleo indicaram que as quebras
no DNA, promovidas pela FSD em peixes expostos por 6 horas ao poluente néo
foram convertidas em micronucleos visualizaveis, devido ao tempo de amostragem.
Apbs 24 e 96 horas de exposi¢cdo a FSD os valores médios de escores no ensaio
Cometa diminuiram em relacdo ao tempo de 6 horas e houve um aumento na
freqUéncia de células micronucleadas. A andlise conjunta destes dados confirma que
o ciclo celular nos eritrécitos desta espécie estd em torno de 24 horas e que 0s
intervalos de amostragem de 24 e 96 horas sdo 0os mais adequados para estudos de

mutagenicidade.

Os peixes expostos por 15 dias a FSD apresentaram uma média de células
micronucleadas baixa e alta frequiéncia de lesbes primarias nos DNAs. E possivel
gue as células lesionadas estejam sendo direcionadas a morte celular ou que um
processo adaptativo dos animais as condigbes de exposicdo ao poluente esteja se

iniciando.

O presente trabalho sugere que derramamentos de 6leo diesel podem causar

danos genéticos tanto reversiveis (lesbes primarias no DNA) como irreversiveis
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(micronucleos) em peixes dulcicolas neotropicais. Portanto, € extremamente
importante que tais derramamentos sejam evitados, pois as alteracbes genéticas
detectados no presente estudo podem levar a uma menor sobrevida dos exemplares
afetados ou ao desenvolvimento de doencas degenerativas, como neoplasias. As
mutacdes, se persistirem, podem levar também, a longo prazo, a uma reducéo da

biodiversidade e ,em casos extremos, a extingdo da populacdo exposta.
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