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Resumo. Objetivou-se, com esta pesquisa, determinar a presenca de microntcleos em
eritrécitos de peixes juvenis de zebrafish (Danio rerio), expostos a concentrages
crescentes de fragdo solivel do biodiesel (FSB) de dleo de soja queimado. Os peixes
(N=15) foram alocados em aquéarios de polietileno e submetidos ao teste de toxicidade
aguda e um delineamento em bloco inteiramente casualizado, com seis tratamentos e duas
repeticdes. Os tratamentos foram diferentes concentragdes de FSB, sendo as solucdes: |
(controle), 11 (0,0645 g L), 111 (0,129 g L), IV (0,645g L"),V (1,29gLY) e VI (6459
LY). Foi realizado um esfregaco sanguineo para cada peixe, sendo analisados 2000
eritrécitos intactos. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo I, II, Il e IV e 0s
grupos V e VI, nos tempos 24 e 96 horas de exposic¢do. Diante dos resultados, podemos
observar que a FSB tem efeito genotdxico em eritrocitos de peixes juvenis de zebrafish.
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Genotoxicity in Danio rerio exposed to increasing concentrations of
soluble fractioning of burnt soybean oil biodiesel

Abstract. The objective of this research, to determine the presence of micronuclei in
erythrocytes of juvenile fish zebrafish (Danio rerio) exposed to increasing soluble fraction
concentrations of burnt soybean oil biodiesel (FSB). The fishes (N=15) were placed in
polyethylene aquariums, with constant aeration, and submitted to acute toxicity test in a
completely randomized design, with six treatments and two replicates. The treatments
consisted of different FSB concentrations: solution I (control), solution 11 (0.0645 g L),
solution 111 (0.129 g L), solution 1V (0.645 g L), solution V (1.29 g L) and solution VI
(6.45 g L1). We collected a blood smear lamina for each fish, analyzing 2000 intact
erythrocytes. There was significant difference (p<0.05) between groups I (control), 11, 111
and IV and groups V and VI in the periods of 24 and 96 hours of exposition. With these
results we may observe that the FSB presents a genotoxic effect in the erythrocytes of
juvenile fish zebrafish.
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Genotoxicidad en Danio rerio expuestos a concentraciones crecientes
de la fraccidn soluble del biodiesel de aceite de soja quemado

Resumen. El objetivo de esta investigacion es determinar la presencia de micronucleos en
los eritrocitos de pez cebra (Danio rerio) expuestos a concentraciones crecientes de
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fraccion soluble del biodiesel de aceite de soja quemado (FSB). Los peces (N = 15) se
colocaron en acuarios de polietileno, con aireacion constante, y se sometieron a una prueba
de toxicidad aguda en un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y dos
repeticiones. Los tratamientos consistieron en diferentes concentraciones de FSB: solucion
I (control), solucién 11 (0.0645 g L), solucién 111 (0.129 g L™), solucién 1V (0.645 g L),
solucion V (1.29 g L) y solucién VI (6,45 g L™). Fue elaborado un frotis de sangre para
cada pez, analizando 2000 eritrocitos intactos. Hubo una diferencia significativa (p <0.05)
entre los grupos | (control), I1, 111y IV y los grupos V' y VI en los periodos de exposicion
de 24y 96 horas de exposicion. Con estos resultados podemos observar que el FSB presenta
un efecto genotdxico en los eritrocitos de peces cebra jovenes.

Palabras clave: prueba de micronicleos, pez cebra, eritrocitos, biocombustible, toxicidad

Introducéo

Uma maneira de verificar os efeitos toxicos em uma populacdo aquética exposta a agentes quimicos
e/lou bioldgicos é conduzir estudos de monitoramento, utilizando-se parametros bioldgicos, de
preferéncia, estudos com manifestacbes em curto prazo, tais como ensaios de toxicidade aguda. Para
avaliar a ocorréncia de provaveis mutacdes ou alteracfes genéticas em uma célula é preciso utilizar
algumas técnicas, dentre elas o Teste de Microndcleos. Esse consiste na identificagdo do aumento na
frequéncia de mutacdo em células, que séo expostas a uma gama variada de agentes genotoxicos. O teste
alia simplicidade, analise rapida de um elevado numero de células, menor custo, grande poder estatistico,
velocidade e facilidade de andlise, utilizacdo de pequenas concentracdes de células, além da eficicia em
danos clastogénicos e aneugénicos (Santos, 2010; Swanson et al., 2007).

O micronlcleo é um ndcleo adicional e separado do nucleo principal de uma célula, formado na
teléfase, durante a divisao celular por cromossomos ou fragmentos de cromossomos que se atrasam em
relacdo aos demais. O teste do micronucleo pode ser aplicado em qualquer tecido animal, sendo
dependente da proporcédo de células que estdo se dividindo, ocorrendo, durante um tempo equivalente
ao ciclo celular, que resulta de alteragdes estruturais cromossémicas espontaneas ou experimentalmente
induzidas ou de falhas no fuso celular (Fenech, 1997; Simonato et al., 2006).

Diante disso, objetivou-se determinar a presenca de micronucleos em eritrocitos de zebrafish,
expostos a concentragdes crescentes de fragdo soltvel do biodiesel de 6leo de soja queimado.

Material e métodos

Animais

Nesta pesquisa, exemplares (n = 15) juvenis de zebrafish (Danio rerio), pesando, aproximadamente
0,89 +£0,177 g, adquiridos de Loja de Aquarismo foram aclimatados durante aproximadamente 48 horas,
em aquario de polietileno de 50 L, no laboratério de Fisiopatologia da Reproducéo, Parasitologia e
Analises Clinicas do Centro Universitario de Formiga/MG. Durante o periodo experimental, os peixes
foram alimentados ad libitum com ragcdo comercial, duas vezes ao dia.

Obtencao do biodiesel e preparo da fracdo soltvel do biodiesel (FSB)

O biodiesel foi adquirido no Laboratorio de Biocombustivel da Universidade Federal de Lavras,
sendo obtido por metilagdo do 6leo de soja utilizado em frituras, portanto ndo estava padronizado e nem
purificado.

A metodologia para separacdo da fracdo soltvel do biodiesel (FSB) foi modificada de Simonato et
al. (2006). Misturou-se uma parte de biodiesel em quatro partes de &gua que foi levada ao agitador
magnético, durante 45 minutos. Apds esse, tempo colocou-se a solucdo no decantador durante 60
minutos e retirou-se a fracdo solUvel, descartando o sobrenadante. Essa preparacdo foi feita no
Laboratério de Quimica do Centro Universitario de Formiga. Foi encontrada a concentracao do biodiesel
na solucéo: 0,0645 g L* e sua composi¢do consta na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados analiticos do biodiesel

Pardmetro Unidade Resultado Metodologia
Etanol % v vl N&o detectado CG

Hidréxido de Sédio Mg L? Né&o detectado Titulométrico
Lipideos g 100 mL? 0,003 IAL 032-34/1V
Metanol % vvl 0,24 POP. CROMO.14

Fonte: HIDROCEPE Laudo de Analise n°® 12571 (04/02/2013).

Teste de toxicidade

Os peixes foram submetidos ao teste de toxicidade aguda, no qual séo coletadas amostras com 6, 24
e 96 horas apds exposicao ao agente, em aquarios de polietileno, com capacidade para trés litros de agua,
com aeracdo constante, em um delineamento em bloco inteiramente casualizado (DBC), sendo seis
tratamentos com duas repetic@es, totalizando doze aquérios. Em cada unidade experimental, contendo
diferentes concentracGes de FSB, foram colocados 15 peixes, totalizando 180 animais e as concentracfes
definidas com base no trabalho de Masouleh et al. (2011), conforme Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdes da FSB utilizadas no experimento.

Tratamento Concentragéo de biodiesel g L* Fator de diluicdo
Solugéo | Agua do tanque (controle) 0
Solucéo Il 0,0645 1. 1000
Solucéo 111 0,129 1. 500
Solucéo IV 0,645 1. 100
Solugdo V 1,29 1. 501
Solugéo VI 6,45 1.101

Teste do micronuUcleo

O teste do micronucleo foi realizado de acordo com metodologia descrita por Al-Sabti & Metcalfe
(1995) e a coleta de sangue conforme descrito por Vilches (2009). Imediatamente apds serem retirados
dos aquarios, os peixes foram anestesiados com benzocaina e o sangue foi retirado por um corte na
regido caudal e, em seguida, foram preparados esfregacos sanguineos para a confecgdo de uma lamina
por animal. ApGs a secagem por 24 horas em temperatura ambiente, as laminas foram coradas,
utilizando-se o corante Pan6tico Rapido, devido a distingdo satisfatoria entre eritrécitos, de forma rapida
e prética, pois cora o nicleo de azul escuro e o citoplasma de azul claro (Meneguetti et al., 2011). A
analise citoldgica foi realizada usando teste cego (Silva & Nepomuceno 2010), utilizando-se um
estereomicroscopio binocular AXIO/ZEIZZ Model Lab. A1® com lente de imers&o (1000X).

Foram analisados 2000 eritrdcitos intactos por lamina, de acordo com a metodologia proposta por
Carrasco et al. (1990) e a determinacdo da frequéncia de microndcleos seguiu os seguintes critérios:

1. tamanho menor que 1/3 do ndcleo;

2. mesmo plano de foco do nucleo;

3. padrdo da estrutura e coloragdo da cromatina idénticos ao nucleo;
4. nenhuma ligagdo com o ndcleo.

Durante o experimento, os parametros fisico-quimicos da agua nos aquéarios foram aferidos a cada
duas horas (oxigénio dissolvido, pH e temperatura), com o auxilio de uma sonda multipardmetro YSI
85. Foram encontrados os valores médios: temperatura 24,5 + 0,1°C; oxigénio dissolvido 4,58 + 0,34
mg L% pH: 7,8 £0,1.

Utilizou-se o teste de Scott-Knott (1974), pelo programa SISVAR (Ferreira, 2011). Sendo
considerados significativos os valores de p, ao nivel de 5% entre os tratamentos.

Resultados

Foi possivel observar os micronucleos (Figura 1) nos eritrocitos de zebrafish em todas as amostras e
tempos coletados.
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Nas primeiras seis horas do experimento foi observado que ndo houve diferenca (P > 0,05) para a
variacdo da presenca de micronGcleo entre os tratamentos e grupo controle. (Tabela 3). Ap6s 24 horas
de experimentacdo, a frequéncia média de micronucleo variou de 11,8 no tratamento controle
até o numero maximo de 69,2 micronucleos, no tratamento V. Em 96 horas, a frequéncia média
de micronucleo foi de 31 no tratamento controle até 147,8 no tratamento VI.

Figura 1. Micronucleo (seta) em eritrdcito de peixe. (100x) (Fote: Arquivo pessoal)

Os dados coletados em 24 horas mostraram que os tratamentos V e VI diferem significativamente (P
> 0,05) dos demais tratamentos e do grupo controle, 0 mesmo ocorrendo no tempo de exposicao de 96
horas (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia média de microntcleos (n = 15) em fungéo de 24 e 96 horas de exposicéo nas diferentes concentraces da FSB.

Tratamento Média de micronucleos*

24 horas 96 horas
I (Controle) 118a 310a
11(0,0645g L% 19,8a 60,0 a
110,129 g LY 294 a 344a
IV (0,645 g L) 322a 8l4a
V(1,299 LY 69,2 b 124,0b
VI (6,459 L7 65.2b 147,8b

*Letras minusculas diferentes na coluna indica diferenca significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Discussao

Considerando que o biodiesel é um combustivel que pode vir a substituir o diesel de petrdleo, devem-
se avaliar os riscos da contaminacdo de corpos hidricos que apontam para 0 seu potencial toxico e
genotdxico. Pouco se sabe sobre o efeito das fracfes que compdem o biodiesel sobre 0s organismos
aquaticos, que potencialmente podem entrar em contato por varias rotas de exposicdo (Abhilash &
Singh, 2009; Birchall et al., 1995; Khan et al., 2007; Peterson & Mdller, 2004; Rekha et al., 2006).
Segundo Ramirez & Garcia( 2005), Campos et al. (2008), Silva & Nepomuceno (2010), Mendes et al.
(2011), Ozkan et al. (2011) e Rocco et al. (2012) se a quantidade de microntcleo for superior a trés, a
substancia é considerada genotdxica. A frequéncia média de microndcleo encontrada nesta pesquisa foi
de 43,16 no tempo de 24 horas e de 89,52 no tempo de 96 horas, excluindo-se os valores do grupo
controle. Portanto, as concentracfes da FSB utilizadas podem ser consideradas genotdxicas.
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Conforme Moreira et al. (2010) o estresse causado aos peixes durante a captura, estoque e transporte
induz danos genotoxicos e fisiolégicos. Sendo este fato atribuido ao mecanismo de formacdo dos
micronucleos. O que corrobora com os resultados desta pesquisa em que o grupo controle apresentou
11,8 micronucleos por 2000 células nas primeiras 24 horas e 31 microndcleos por 2000 células em 96
horas apds o inicio do experimento. Com os resultados observados neste experimento os peixes zebrafish
tiveram tolerancia a baixas concentragdes de FSB, nas primeiras seis horas de experimentacdo. Alguns
autores (Campos et al., 2008; Mendes et al., 2011; Ramirez & Garcia, 2005) afirmam que o
aparecimento de neoplasias esta diretamente relacionado com o0 aumento da frequéncia de micronutcleos
nas células. Mota et al. (2009) e Souza & Fontanetti (2006) em estudo utilizando tilapias (Oreochromis
sp) capturadas diretamente no curso d’agua, observaram alta incidéncia de micronlcleos nos seus
eritrécitos. Estas observagdes foram corroboradas por Silva & Nepomuceno (2010) que, pesquisando
mandis amarelo (Pimelodus maculatus), encontraram um ndmero de micronucleos compreendido entre
56 e 226, evidenciando que a formacdo do micronlcleo pode estar relacionada com a contaminagdo da
agua dos rios.

No presente estudo foi observado que nos tempos de 24 e 96 horas de exposi¢éo, houve diferenca (P
< 0,05) para a variagdo da presenga de micronucleo nos tratamentos V e VI em relacdo aos outros
tratamentos e o tratamento controle. Esses resultados sdo semelhantes aos relatados por Ozkan et al.
(2011) e Rocco et al. (2012) que encontraram um aumento do dano genético em relacdo ao tempo de
exposicdo, ou seja, quanto maior for o tempo de exposic¢éo, maior € o dano. Mesmo pesquisando o efeito
de substéncias diferentes.

Em pesquisa realizada por Khan et al. (2007), sobre os efeitos toxicologicos causados pela fragéo
soltvel em &gua (FSA) do biodiesel (derivado de bleos e gorduras reciclaveis), 6leo diesel e de misturas
de ambos sobre organismos testes Oncorhynchus mykiss (peixe truta arco-iris) e de dafinia (Daphnia
magna), através da realizacdo de testes de toxicidade aguda, comprovaram que a FSA do biodiesel é
consideravelmente menos téxica para 0s organismos aquaticos do que a FSA do 6leo diesel
convencional. Porém, os resultados demonstraram que ainda assim ha risco substancial para os
organismos aquéticos, no caso de uma contaminacéo por biodiesel.

Concluséao

A fracdo soluvel do biodiesel de déleo de soja queimado tem efeito genotoxico nos eritrdcitos de
juvenis de zebrafish com maior frequéncia de microntcleos a partir da concentracéo de 1,29 g L-%, em
24 e 96 horas de exposigao.
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