UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Avaliacéo do risco ecogenotoxicologico

da utilizacdo de corantes téxteis

Otavio Pelegrino Rocha

Ribeirdo Preto
2016



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Avaliacéo do risco ecogenotoxicologico

da utilizacdo de corantes téxteis

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de  Pés-Graduacdo em
Toxicologia para obtencdo do Titulo de
Doutor em Ciéncias

Area de Concentragdo: Toxicologia.
Orientado: Me. Otavio Pelegrino Rocha

Orientadora: Profa. Dra. Danielle Palma
de Oliveira

Ribeirdo Preto
2016



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO,
PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Rocha, Otavio Pelegrino

Avaliacdo do risco ecogenotoxicoldgico da utilizagdo de corantes téxteis. Ribeirao
Preto, 2016.

100 p.:il.;

Tese de Doutprado, apresentada a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto/USP — Area de concentragdo: Toxicologia.

Orientadora: Oliveira, Danielle Palma de.

1. Avaliacdo de risco. 2. Corantes téxteis. 3. Genotoxicidade. 4. Mutagenicidade.
5. Zebrafish (Danio rerio)




Folha de Aprovagdo




Me. Otavio Pelegrino Rocha

Avaliacdo do risco ecogenotoxicologico da utilizagdo de corantes téxteis

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pdés-Graduacdo em Toxicologia para
obtencédo do Titulo de Doutor em Ciéncias
Area de Concentracéo: Toxicologia.

Orientadora: Profa. Dra. Danielle Palma de
Oliveira

Aprovado em: de de

Banca Examinadora

Prof(a). Dr(a).
Instituicao: Assinatura:

Prof(a). Dr(a).

Instituicao: Assinatura:

Prof(a). Dr(a).

Instituicao: Assinatura:

Prof(a). Dr(a).

Instituicao: Assinatura:

Prof(a). Dr(a).
Institui¢ao: Assinatura:




Agroadecimentos




A Profa. Dra. Danielle Palma de Oliveira, pela oportunidade a mim concedida e pela
contribuicdo ao meu crescimento cientifico, intelectual e pessoal durante os anos de

convivéncia.

Ao Klaus e a Sonia, que através dos seus trabalhos no laboratério me ajudaram a
executar adequadamente esta pesquisa, e o facil convivio que me proporcionou 6timos
momentos.

As amigas de laboratorio: Camila, Cibele, Flavia, Gabriela, Maira e Tamires, pelas
experiéncias pessoais e profissionais trocadas, pela inestimavel ajuda, e pelo carinho do

convivio diario.

A Profa. Dra. Regina Célia Garcia de Andrade, pelas oportunidades de realizacdo dos
Estdgios em Docéncia e participacdo em todas as atividades didaticas do seu grupo de

pesquisa e ensino, além do carinho e companheirismo ao longo da minha P6s-Graduacéo.

Aos docentes e funcionérios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo, que contribuiram para o0 meu crescimento profissional durante
os anos de Doutorado, além do crescimento j4 existente desde a Graduac¢édo (que tenho
orgulho de ter realizado nesta Casa), e incluindo todos os funcionérios da Secdo de Pés-

Graduacéo da FCFRP-USP, em especial & Rosemary, pela dedicacéo e paciéncia.

A Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni e sua equipe do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — CAmpus Araraquara, pela parceria e

pela contribuicdo profissional durante o desenvolvimento desta pesquisa.

A equipe da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo de Ribeirdo Preto

(CETESB), que contribuiu na sele¢do e coleta das amostras ambientais.

Ao Prof. Dr. Enrique Salas Vidal e sua equipe do Instituto de Biotecnologia da
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), por terem me recebido de bracos abertos,
pela agradavel convivéncia pessoal e profissional, e por todos os conhecimentos adquiridos

durante meu estégio.

A todos 0s meus amigos e amigas, que ndo citarei nomes, mas que levarei comigo em
mente por toda a minha vida, pelo apoio dado durantes estes anos vividos em Ribeirdo Preto,

contribuindo de forma direta e/ou indireta para a realizacé@o deste trabalho.

A todos os meus familiares, pela compreenséo e apoio durante esta caminhada, além da
educacéo e formacédo dispensados a mim, mesmo com a distancia fisica existente, servindo de

exemplo em muitos aspectos e tendo paciéncia comigo em muitos momentos.

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pela concesséo
da bolsa de Doutorado e pelo apoio financeiro que permitiu a realizacdo desta pesquisa
(Processo n°. 2013/09317-7).



Epigrafe




“Os corantes sao como os pensamentos. Ambos s3o responsaveis por gerar
sensacoes/sentimentos e estdo presentes em nossas vidas a todo instante. Mas nao
podemos nos esquecer que a falta de cuidados adequados, seja com os corantes, seja
com os pensamentos, geralmente vem acompanhada de problemas. No caso dos
pensamentos temos as consequéncias emocionais, no caso dos corantes é a Toxicologia
quem ira responder até que ponto estamos nos deixando levar pela vaidade humana e

nos perdendo nos caminhos dos desastres ambientais”

Otéavio Pelegrino Rocha
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ROCHA, O. P. Avaliacao do risco ecogenotoxicoldgico da utilizagdo de corantes
téxteis. 2016. 100 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Este trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo do risco ecogenotoxicol6gico
dos corantes Acid Black 210 e Disperse Violet 93, utilizados pelas industrias téxteis e
coureiras nacionais e internacionais. Para atingir este objetivo foi realizada uma
abordagem integrada da avaliacdo da toxicidade utilizando a avaliacdo da
permeabilidade através do Ensaio de Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela
(PAMPA), a avaliagdo do potencial genotoxico através do Ensaio do Cometa com
células HepG2, a avaliagdo do potencial mutagénico do através do Teste de Ames
com as linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e TA100 na auséncia e na
presenca de metabolizacdo exdgena (mistura S9), a avaliagdo do potencial embrio-
toxico através do Ensaio de Toxicidade Aguda com Embrides de Zebrafish (Danio
rerio), e, por fim, juntando os dados disponiveis na literatura cientifica, a avaliacdo do
risco ecogenotoxicologico da utilizacdo deste corante téxtil. Devido a observagédo de
auséncia de toxicidade nos ensaios realizados e nas informagfes constantes da
literatura cientifica, ndo ha indicios de que o Acid Black 210 apresente
ecogenotoxicidade, podendo ser considerado seguro a luz dos conhecimentos atuais.
Ainda, este trabalho apresenta a avaliagdo do potencial genotéxico do corante
Disperse Violet 93 através do Ensaio do Cometa e a avaliacdo do potencial embrio-
toxico deste corante através do Ensaio de Toxicidade Aguda com Embrides de
Zebrafish (Danio rerio). Considerando que houve toxicidade morfofisiologica em
embrides de zebrafish e que na literatura cientifica também consta sua
mutagenicidade em linhagem de S. typhimurium YG1041, o Disperse Violet 93
necessita de avaliagbes nos demais niveis troficos para que uma avaliacdo do risco
seja realizada. Para finalizar, este trabalho apresenta a avaliacdo do potencial embrio-
téxico de efluente de curtume pré e pds-tratamento através do Ensaio de Toxicidade
Aguda com Embribes de Zebrafish, onde o efluente pos-tratamento mostrou menor
potencial embrio-téxico, porém ambos apresentando (mesmo apoés diluicdes)
coagulacéo de ovos fertilizados, edema do saco vitelinico, escoliose, ma-formacao da
cauda e ma-formacdo da bexiga natatoria. Estes resultados ressaltam a importancia
da realizacao de estudos toxicoldgicos visando fornecer subsidios para a realizagéo de
avaliacdes do risco do uso de corantes, jA que estes se encontram em exposi¢ao
constante aos seres vivos e ao meio ambiente.

Palavras-chave: Acid Black 210. Avaliacdo de risco. Corantes. Disperse Violet 93.
Efluentes. Toxicologia.
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ROCHA, O. P. Assessment of the ecogenotoxicologic risk of using textile dyes. 2016.
100 p. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

This study had as main objective the evaluation of the ecogenotoxicologic risk of the
Acid Black 210 and Disperse Violet 93 dyes, used by national and international textile
and tanneries industries. To achieve this goal was accomplished an integrated
approach to evaluate the risk assessment with the permeability through the Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA), the evaluation of the genotoxic
potential using the Comet Assay with HepG2 cells, the assessment of the mutagenic
potential through the Ames Assay with the Salmonella typhimurium TA98 and TA100
strains in the absence and presence of exogenous metabolism (S9), the evaluation of
the embryo-toxic potential through the Zebrafish (Danio rerio) Embryo Acute Toxicity
Test, and, finally, joining the data available in the scientific literature, the evaluation of
ecogenotoxicologic risk of using this textile dye. Due to the observation of the absence
of toxicity in the testes performed and the information available in the scientific
literature, there is no indication that the Acid Black 210 dye has any ecogenotoxicity,
and it can be considered safe in the light of current knowledge. Additionally, this study
presents the evaluation of the genotoxic potential of the Disperse Violet 93 dye by the
Comet Assay and the assessment of embryo-toxic potential of this dye through the
Zebrafish (Danio rerio) Embryo Acute Toxicity Test. Considering the observed
morphophysiological toxicity in zebrafish embryos and the mutagenicity in S.
typhimurium YG1041 strain described by the scientific literature, the Disperse Violet 93
dye needs more studies in other trophic levels to perform its risk assessment. Finally,
this study presents the assessment of embryo-toxic potential of effluent pre tannery
and aftercare through the Zebrafish (Danio rerio) Embryo Acute Toxicity Test, where
the post-treatment effluent showed less embryo-toxic potential, but both presented
(even after dilution) coagulation of fertilized eggs, yolk sac edema, scoliosis,
malformation of the tail and malformation of the swim bladder. These results highlight
the importance of conducting toxicological studies to provide input data for conducting
risk assessments of the use of dyes, as they are in constant exposure to the living
organisms and the environment

Keywords: Acid Black 210. Disperse Violet 93. Dyes. Effluents. Risk assessment.
Toxicology.
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"O mais dificil ndo é escrever muito: é dizer tudo, escrevendo pouco."

Jualio Dantas

Introdungdo-
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INTRODUCAO

— S A

O estudo da toxicologia dos corantes tem como marco inicial o trabalho
publicado por Walton e Lawson (1934). Estes autores descreveram a farmacologia e a
toxicologia da fenazopiridina, medicamento até hoje utilizado para o alivio da dor
decorrente da irritagdo da mucosa do trato urinario inferior (PFIZER, 2008). A
toxicologia dos corantes permaneceu “esquecida’ pela comunidade cientifica até a
década de 60, quando a indUstria de corantes reconheceu as limitacfes tecnolégicas e
cientificas que enfrentavam, incluindo os problemas ecotoxicol6gicos resultantes de
suas atividades (ANLIKER, 1979).

Foi formada, entdo, a Associacdo Ecoldgica e Toxicolégica das Industrias
Produtoras de Corantes (ETAD, na sigla em inglés) em 1974, envolvendo empresas
da Italia, india, Alemanha, Suica, Jap&o, Gra-Bretanha, Dinamarca e Franca, com o
objetivo primério de unificar agbes que minimizassem possiveis danos ao ambiente
provindos do uso e das aplicagBes de seus produtos, cooperando com as instituicdes
publicas responsaveis pelo controle do impacto ecotoxicolégico dos corantes. Em
1977, duas organizagfes semelhantes foram formadas nos Estados Unidos, uma para
a area de corantes (Dyes Environmental and Toxicology Organization) e outra para a
area de pigmentos (Dry Color Manufacturers Association) (ANLIKER, 1979).

Atualmente, os estudos cientificos da area sédo focados na toxicidade intrinseca
de cada corante utilizado e na possivel contaminacdo ambiental por estes e por seus

produtos de degradacéao.
1.1 Corantes e sua evolucdo historica

Corantes podem ser definidos como substancias que, quando aplicadas a um
substrato, fornecem cor por um processo que altera, pelo menos temporariamente, a
estrutura cristalina da substancia em questdo (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI,
2011). A cor depende diretamente da absorcéo da luz na regido visivel do espectro de
radiacdo eletromagnética (Figura 1), onde os comprimentos de onda situam-se entre
370 nm (violeta) e 750 nm (vermelho). De acordo com a teoria eletrdnica moderna, a
cor é gerada pela excitagdo dos elétrons 1T na camada de valéncia pela luz visivel
(MURRELL, 1963).
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Figura 1 — Espectro eletromagnético completo, com destaque para a regido visivel.
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Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro_vis%C3%ADvel#/media/File:Espectro_eletromagnetico-pt.svg

Até a metade do século XIX todos os corantes provinham de fontes naturais. O
primeiro registro sobre a utilizacdo de corantes naturais data de 2.600 anos a.C. na
China, porém a histéria do homem é acompanhada desde o comeco pela utilizacdo de
corantes, como a fuligem (negro de fumo ou carvon black) para a pintura das paredes
das cavernas. Os corantes também sempre acompanharam as desigualdades sociais
da vida em sociedade. Na Roma Antiga, por exemplo, a cor purpura obtida de
espécies de um molusco do género Murex era simbolo de riqueza e poder, onde
somente o imperador possuia o direito de uséa-la nas vestes. O imperador Nero chegou
a punir com a morte o0 seu uso. Essa cor ainda é utilizada atualmente pelo alto clero da
Igreja Catdlica como heranca por seu significado historico (BAFANA; DEVI;
CHAKRABARTI, 2011; ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA, 2016).

O primeiro corante organico sintetizado foi a mauveina, em 1856, pelo quimico
britinico William Perkin através da oxidacdo da anilina com dicromato de potassio.
Outros corantes passaram a ser produzidos, dando origem aos fabricantes de
corantes sintéticos na Alemanha, Inglaterra, Franca e Suica, suprindo as
necessidades das industrias que fabricavam tecidos, couro e papel. A partir da década
de 90, as grandes corpora¢cdes mundiais implantaram unidades fabris proprias ou em
parcerias com fabricantes locais inicialmente na China, na india e na Indonésia
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA, 2016).

A demanda mundial por corantes e pigmentos organicos tem aumentado em 6
% a cada ano, em um mercado com previsdo de movimentar aproximadamente US$
20 bilhdes no ano de 2019. Atualmente, este valor esta na faixa dos US$ 14,5 bilhdes
(WORLD DYES & ORGANIC PIGMENTS, 2015).

O Brasil também tem sua histéria diretamente vinculada a utilizacdo de
corantes. A comecar pelo nome do pais, proveniente da madeira pau-brasil
(Caesalpinia echinata), fonte natural de corante avermelhado. Durante grande parte do

século XIX o Brasil também foi uma das principais fontes do indigo natural provindo da
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Indigofera tinctoria. A producao industrial de corantes sintéticos no pais foi introduzida
apés a Primeira Guerra Mundial, e na virada do milénio ja supria 60 % da sua
demanda doméstica (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Quanto a classificagdo dos corantes, esta pode dar-se de acordo com sua
estrutura quimica (azo, nitro, nitroso, diarilmetano, dentre outros) ou de acordo com o
método pelo qual ele é fixado ao substrato (4cido, azoico, basico, direto, dispersivos,
dentre outros). Para um maior conhecimento das especificidades relacionadas a estas
classificagbes recomendo a leitura na integra do artigo “Corantes téxteis”
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

1.2 A induUstria téxtil e coureira nacionais

O setor téxtil representa um dos ramos industriais mais antigos do mundo,
sendo um dos precursores da Revolugdo Industrial. Os povos primitivos ja se
utilizavam de técnicas de entrelagamento manual de fibras vegetais produzindo telas
grosseiras com diferentes finalidades, incluindo a protecdo corporal. Apos a década de
50, houve uma grande evolugéo tecnoldgica deste setor a partir da incorporacdo da
area quimica, com mudangas significativas no ambito produtivo e no comercial
(OLIVEIRA, 2013).

Em 2015, o Brasil exportou mais de US$ 1 bilhdo em produtos téxteis e
confeccionados, contando com 33 mil empresas formais distribuidas por todo o
territério nacional, e gerando 1,5 milhdes de empregos diretos, além de 8 milhdes de
empregos indiretos e de efeito renda, dos quais 75 % sdo de mé&o de obra feminina.
Com isso, o Brasil se tornou o quinto maior produtor téxtil do mundo, com o quarto
maior parque produtivo de confec¢do mundial. Internamente, € o 2° maior empregador
da indastria de transformacdo, perdendo apenas para o0 conjunto de alimentos e
bebidas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA TEXTIL E DE CONFECCAO,
2015).

O Brasil ainda € autossuficiente na producéo de algodéao e referéncia mundial
em moda praia, jeans e homewear, tendo crescido também nos segmentos fitness e
lingerie. No Ocidente, é o0 Unico pais que possui cadeia téxtil completa, desde a
producdo das fibras (plantacdo de algodao) até os desfiles de moda, passando por
fiagdes, tecelagens, beneficiadoras, confec¢des e varejo (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DA INDUSTRIA TEXTIL E DE CONFECCAO, 2015).

O Brasil também é um dos lideres da industria coureira mundial. Em reais, o
valor exportado de janeiro a abril de 2016 chegou a mais de R$ 2,6 bilhdes, uma alta

de 7,1 % em relagdo aos mesmos meses do ano anterior (CICB, 2016). O salto nas
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exportacBes foi impulsionado pelos novos mercados compradores, que incluem
Tailandia, Indonésia e Alemanha, além dos principais e classicos importadores do
couro brasileiro: China, Italia, Hong Kong e Estados Unidos (BRAZILIAN LEATHER
BOOK, 2014).

Esse posicionamento de exceléncia provém dos investimentos na area,
qualificacdo dos profissionais envolvidos e desenvolvimento de novas tecnologias.
Segundo especialistas, poucos setores da economia brasileira tém a capilaridade e o
potencial apresentados pela industria do couro e peles. Além disso, o investimento em
tecnologias mais avancadas permitiu ao Brasil entrar na producdo de couro para
estofados e couros automotivos, dando inicio a uma nova era na inddstria curtidora
brasileira (BRAZILIAN LEATHER BOOK, 2014).

A industria brasileira de couro conta com mais de 300 plantas curtidoras, 2.800
indastrias de componentes para couros e calgcados e 120 fabricas de méaquinas e
equipamentos, gerando mais de 42.000 empregos diretos e movimentando US$ 3,5
bilhdes por ano (BRAZILIAN LEATHER BOOK, 2014). Além dos curtumes como
unidades autdbnomas de negdcio, tem-se observado uma verticalizagdo dos frigorificos
atuando também como curtidores, sendo que a produgdo e a industria de couros
localizam-se principalmente no Sul e no Sudeste do pais, com destaque para o0s
Estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul (BRAZILIAN LEATHER BOOK, 2014).

1.3 A problematica da ecogenotoxicidade dos corantes téxteis

A literatura cientifica conta com diferentes trabalhos que tém mostrado o
potencial dos corantes téxteis em causar efeitos toxicos a saide humana e ao meio
ambiente. A exposi¢cdo humana a estes corantes pode ocorrer através do consumo de
agua contaminada ou do contato com a pele, com ou sem a geracado de metabolitos
ativos pela acdo de microrganismos intestinais ou dérmicos (TSUBOY et al., 2007).

Dentre os corantes mais utilizados pelas industrias téxteis estdo os azoicos.
Estes provém de aminas arométicas diazotizadas acopladas a uma amina ou fenol,
com uma ou mais ligacbes azo (-N=N-) (apud CHEQUER et al., 2013). Considerando
que existem mais de 3.000 diferentes azo corantes disponiveis, e que seus efeitos
toxicos estdo intimamente relacionados com a natureza e a posi¢cao dos substituintes
ligados ao grupo azo, ha a necessidade de se realizar a avaliagdo da toxicidade de
cada corante individualmente, tendo em vista que pequenas mudancgas na molécula
podem alterar drasticamente suas propriedades toxicas (CHUNG; STEVENS;
CERNIGLIA, 1992).
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Para reforcar a importancia e a visibilidade necessarias por esta area da
Ciéncia em nossa sociedade, a Comunidade Europeia baniu o uso de corantes a base
de benzidina desde 2003 (UNIAO EUROPEIA, 2002), ja que estudos em trabalhadores
expostos a este composto demonstraram que sua azo-reducdo no ser humano gera
aminas aromaticas responsaveis por causar cancer de bexiga (GOLKA; KOPPS;
MYSLAK, 2004). Porém, paises como Brasil, Argentina e México ndo cessaram
completamente a produgcdo de alguns corantes a base de benzidina (GUARATINI;
ZANONI, 2000). Essa amina aromética foi detectada em efluentes de industrias téxteis
brasileiras, confirmando que este composto ainda estd presente nos processos de
tingimento (MAZZO et al., 2006).

Ainda, o Regulamento n° 552/2009 do Parlamento Europeu e do Conselho das
Comunidades Europeias, relativo ao registro, avaliagdo, autorizagdo e restricdo de
produtos quimicos (REACH), diz que todos os corantes azbicos sintetizados a partir de
aminas aromaticas carcinogénicas devem ser banidos de curtumes e indastrias téxteis
(UNIAO EUROPEIA, 2009). O Regulamento classifica 22 aminas aromaticas como
carcinogénicas em seu Anexo XVII, porém estudos inconclusivos e/ou ausentes na
literatura ainda motivam a comunidade cientifica a continuar testando a toxicidade de
corantes nao-regulamentados (BRUSCHWEILER et al., 2014).

No Estado de Sdo Paulo, o controle da poluicéo esta previsto na Lei n° 997/76,
ja devidamente regulamentada (SAO PAULO, 1976). Outras exigéncias relativas aos
servigos de agua e esgoto, bem como a qualidade dos corpos d’agua receptores estao
descritas nas Resolugées do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
357/05 (BRASIL, 2005) e n° 430/11 (BRASIL, 2011). Porém, ndo ha legislacéo
especifica no Brasil para o descarte de corantes em efluentes de industrias téxteis.

Por outro lado, o processo de tingimento é altamente poluidor, gerando entre
10 a 50 % de perda de corantes para o meio ambiente (VAIDYA; DATYE, 1982), além
de utilizar entre 30 a 50 litros de agua para a coloracdo de cada quilograma de fio,
dependendo do tipo de corante utilizado (KANT, 2012). Assim, milhGes de litros de
dgua contaminada sdo devolvidos diariamente aos rios, jA& que o volume total de
efluente liquido gerado pelas industrias € similar ao total de 4gua captada (PACHECO,
2005). Cabe lembrar que estes efluentes também s&o constituidos por sais,
detergentes, surfactantes, metais e outros aditivos, o que torna o tratamento muito
dificil (JADHAV et al., 2010).

O grupo de pesquisa envolvido no presente estudo participou do Projeto
Tematico da FAPESP intitulado “Avaliagdo da Ocorréncia, Toxicidade/Genotoxicidade
e Processos para Degradacdo de Corantes em Efluentes e Aguas Superficiais”

(Processo n°. 2008/10449-7), realizando um amplo estudo de diversos corantes, desde
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sua ocorréncia em amostras ambientais até a identificacdo dos efeitos toxicos e
determinacdo de seus mecanismos de acdo, com especial destaque aos efeitos
ecogenotoxicolégicos. Dentro deste contexto, este grupo detectou a presenca do
corante Acid Black 210 em amostras superficiais coletadas no Cérrego do Liso, que
recebe efluentes de um curtume localizado na cidade de S&o Sebastido do Paraiso
(MG). Este corante é o principal composto utilizado para conferir cor preta a couros
(ZAHRIM; TIZAOUI; HILAL, 2010). Porém, ndo ha dados suficientes sobre o potencial
genotoxico deste corante na literatura cientifica, além de ndo haver estudos
relacionados ao seu monitoramento em aguas superficiais.

Um levantamento bibliogréafico realizado em 15 de agosto de 2016 utilizando a
base de dados Web of Science™ v.5.22.3 com o termo “Acid Black 210” apontou 20
artigos publicados. Destes, 4 artigos descrevem métodos de uso alternativo deste
corante para que haja uma maior fixagdo do mesmo aos tecidos, diminuindo a
guantidade descartada através dos efluentes, e 16 artigos estdo relacionados ao
tratamento do efluente para que haja a decomposicao do corante, sendo que metade
dos artigos apresenta como foco somente a descoloracdo das amostras e apenas um
deles se preocupou em propor a via de degradacdo metabdlica do corante Acid Black
210 através da bactéria Providencia sp SRS82, seguido de estudos preliminares de
toxicidade do corante e dos metabdlitos encontrados (AGRAWAL et al., 2014).

Pesquisadores da Secdo de Riscos Toxicolégicos e Nutricionais do
Departamento Federal de Saude Publica da Suica publicaram recentemente um artigo
cientifico identificando aminas aromaticas de importancia toxicolégica nao-
regulamentadas geradas por clivagem de azo corantes utilizados em industrias téxteis.
Neste artigo, o Acid Black 210 é citado como um dos corantes responsaveis pela
formacdao de 4-nitroanilina, classificada como possivel carcinégeno humano, e acido 4-
aminobenzeno sulfénico, classificado como possivel causador de sensibilizagdo por
contato com a pele humana (BRUSCHWEILER et al., 2014).

Em pesquisa realizada por Umbuzeiro et al. (2005), amostras coletadas no
Ribeirdo dos Cristais (SP) foram testadas para os corantes Disperse Blue 373,
Disperse Violet 93 e Disperse Orange 37 utilizando as linhagens YG1041 derivadas de
Salmonella typhimurium TA98, porém com superproducdo de nitrorredutases e
acetiltransferases. Estes trés corantes sdo os componentes principais do produto
comercial Black Dye Commercial Pruduct (BDCP), e apresentaram atividade
mutagénica bem mais alta com a linhagem YG1041 em relacdo a sua parental, o que
denota que a mutagenicidade ocorreu devido aos produtos gerados apos a
biotransformag¢@o enzimatica. Analises quimicas apontaram para a contribuicdo do

Disperse Blue 373 em 55 % para a atividade mutagénica observada no lodo da



Introdugdo || 32
estacao de tratamento da agua para consumo humano localizada a aproximadamente
6 Km do descarte de residuos de corantes de uma industria téxtil.

A literatura cientifica ndo descreve a contribuicdo do corante Disperse Violet 93
para esta atividade, nem a avaliagdo do risco do seu uso pelas industrias téxteis, ja
gue havia a necessidade da purificacdo deste corante antes que novos estudos de
toxicoldgicos fossem realizados. Esta purificacdo foi realizada recentemente pela
Profa. Dra. Gisela de Aragdo Umbuzeiro (UNICAMP) (dados nao divulgados até o
momento). Assim, o presente estudo visa preencher a lacuna cientifica sobre a
avaliagcdo do risco do uso dos corantes Acid Black 210 e Disperse Violet 93 pelas

indastrias téxteis.
1.4 Avaliacdo ecogenotoxicolégica

Os ensaios ecotoxicolégicos complementam as analises quimicas comumente
adotadas na monitoracéo da poluicdo ambiental com o objetivo de identificar e avaliar
a toxicidade observada e os impactos ambientais (MA et al., 1999). A classificacao
destes ensaios geralmente se divide entre agudos e crdnicos, diferenciando-se
principalmente quanto a duracdo e as respostas mensuradas.

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos severos (mortalidade e
imobilidade) sofridos pelos organismos expostos ao agente téxico por um curto
periodo de tempo, geralmente de 24 a 96 horas. Estes efeitos representam, no
ambiente aquatico, os acidentes ambientais ou lancamento de efluentes industriais
sem tratamento. Em contrapartida, os ensaios de toxicidade crbénica avaliam os efeitos
decorrentes de exposicdes a concentracdes subletais do contaminante por todo o (ou
uma boa parte do) ciclo de vida do organismo. Estes efeitos possibilitam avaliar os
efeitos de concentracdes do agente tdxico que permitem a sobrevivéncia dos
organismos, mas que podem comprometer suas funcdes biologicas, como por
exemplo, no caso do langcamento continuo de efluentes tratados (ARAGAO; ARAUJO,
2006; COSTA et al., 2008).

Diferentes organismos podem ser utilizados na avaliacdo da toxicidade. No
entanto, € importante que haja seletividade e sensibilidade constantes ao agente
toxico, elevada disponibilidade e abundancia, além de estabilidade genética,
representatividade no seu nivel trofico, importancia ambiental e/ou comercial,
facilidade de cultivo e manutencdo em laboratério, e biologia conhecida. Dentre os
organismos testes as bactérias, as algas, 0s crustaceos e 0s peixes Sd0 0S mais
utilizados (COSTA et al., 2008).
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Os poluentes ambientais também podem causar alteracdes genéticas diretas
e/ou indiretas nas populacdes, resultando em um processo denominado
“microevolucao devido a poluicdo”. As alteracbes diretas relacionam-se com o dano
causado no material genético, como mutagdes ou rearranjos; ja as alteracdes indiretas
séo resultados de modificacdes na variabilidade genética (apud GUARATINI et al.,
2008).

Uma substancia é dita genotoxica quando é capaz de interagir com o DNA
diretamente ou apés biotransformacao, causando danos na estrutura e/ou funcdo da
molécula de DNA (WEISBURGER, 1999). Apés o dano, a célula interrompe seu ciclo
celular e tenta reparar a leséo através dos sistemas de reparo, presente em todos 0s
organismos. Caso estes sistemas falhem, a célula pode ser conduzida a senescéncia,
apoptose ou mutagdo, podendo iniciar o processo de carcinogénese (MACHADO-
SANTELLI; SIVIERO, 2008). Embora as muta¢des possam ocorrer espontaneamente,
0s agentes mutagénicos sao capazes de acelerar ou aumentar seus surgimentos, com
maior possibilidade de ocorréncia de efeitos deletérios (RIBEIRO; MARQUES, 2003).

As mutacbes podem ser cromossdmicas ou génicas. Nas primeiras, ocorrem
alteracBes estruturais ou numéricas nos cromossomos. J& nas segundas ocorrem
pequenas alteragbes na sequéncia do DNA, confinadas em um uUnico gene,
principalmente por substituicdes, adigcbes ou dele¢bes de pares de bases nitrogenadas
(mutacdes de ponto) (PRESTON; HOFFMANN, 2012).

1.4.1 Avaliacdo da genotoxicidade através do Ensaio do Cometa

Um recente estudo bibliométrico realizado pela base de dados Pubmed com
temos relacionados ao “Comet assay” entre os anos 1990 e 2013 apontou a
publicacdo de 509 artigos por autores brasileiros, dentre os 7.674 artigos totais
encontrados. Ainda, uma analise comparativa entre palavras-chave possibilitou
visualizar a importancia deste ensaio para a area de “Saude Publica e Ambiental”
através da observagcdo de alguns termos relacionados, como “Contaminante de
Aguas” (338 artigos) e “Monitoramento Ambiental” (299 artigos) (NERI et al., 2015),
focos do presente estudo.

O Ensaio do Cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética
devido as suas vantagens quando comparado a outros testes para deteccdo de
substancias genotdxicas, como por exemplo o baixo custo, a alta sensibilidade e a facil
execucdo, além da flexibilidade quanto aos tipos de células que podem ser utilizadas.
Este ensaio ndo € utilizado para detectar mutagdes, mas sim lesées gendmicas que
podem resultar em mutagédo (GONTIJO; TICE, 2003).
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O comportamento do DNA nas células esta relacionado a sua organizacao
dentro do ndcleo. Para ser compactado, apdés o enovelamento com proteinas
histonicas, o DNA forma algcas de 5-200 Kpb que s&o aderidas a uma rede protéica ou
“matriz celular” (RAZIN; GROMOVA; IAROVAIA, 1995; COOK; BRAZELL, 1976). Se
células embebidas em agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e
suas proteinas nucleares (incluindo as histonas) forem extraidas com altas
concentracdes de sais, o0 DNA, maior e mais pesado que o restante dos componentes,
ocupara o espago no gel anteriormente preenchido por toda a célula, permanecendo
retido em uma estrutura residual semelhante a um ndcleo, designada como
“nucleoide” (COOK; BRAZELL, 1976). Dentre as poucas proteinas que resistem a esta
extracdo estdo as da matriz celular. Portanto, por definicdo, o nucleoide € uma série
de alcas superenoveladas de DNA desprovido de histonas, aderidas & matriz nuclear
residual, do tamanho do nucleo da célula. Caso existam quebras na molécula de DNA
a estrutura do nucleoide sofre mudancas, visto que as alcas de DNA de desenovelam
formando um halo (VOGELSTEIN; PARDOLL; COFFEY, 1980; COOK; BRAZELL,
1976).

A aparéncia de cada nucleoide quando submetido a eletroforese, ou seja, com
seu DNA danificado migrando em diregdo ao anodo, levou Olive (1989) a sugerir o
nome Comet assay (Ensaio do Cometa) para identificar o teste que ficou também
conhecido pelo nome Single-Cell Gel (SCG) Assay. Neste ensaio, para a interpretacao
dos resultados, o “cometa” é dividido em duas partes: “cabeg¢a” e “cauda”. Assim,
células sem ou com pouco dano no DNA ndo apresentariam cauda, permanecendo
similares aos nucleoides, enquanto células com mais danos apresentariam caudas
maiores. Atualmente, o tamanho, intensidade de fluorescéncia, aspecto e outras
caracteristicas dos cometas sdo mensurados visualmente por microscopia e softwares
especificos de andlise de imagem (TICE et al., 2000).

Singh et al. (1988) e Olive, Banath e Durand (1990) introduziram, independente
e paralelamente, algumas modifica¢des no protocolo do Ensaio do Cometa, incluindo a
alcalinizacéo da solucéo de lise e de eletroforese. Essas modificacdes possibilitaram a
identificacdo de quebras de fita simples e sitios alcali l&beis no DNA, além das
quebras de fita dupla, ja visualizadas com os protocolos de Ostling e Johanson (1984;
1987). Esse aumento de sensibilidade do ensaio foi atribuido ao fato da fita dupla de
DNA, uma vez exposta a pH extremamente alcalino (pH > 12), sofrer desnaturagéo,
isto €, separar-se em fitas simples de DNA (RYDBERG, 1980).
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1.4.2 Avaliagdo da mutagenicidade através do Ensaio com Salmonella

typhimurium

O ensaio de mutacao reversa empregando Salmonella typhimurium, também
conhecido como Teste de Ames, é capaz de detectar muta¢des génicas causadas, por
exemplo, por substituicoes, adicdes ou dele¢bes de bases nitrogenadas. Esse ensaio
€ mundialmente utilizado para determinar o potencial mutagénico de substancias
quimicas e misturas devido a sua répida resposta. Outra vantagem € o alto valor
preditivo para carcinogenicidade em roedores quando uma resposta mutagénica é
obtida (61 % de acordo com o estudo realizado pelo National Toxicology Program para
446 compostos) (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Outra aplicagdo deste teste inclui a
analise de amostras ambientais, como ar, 4gua, residuos, solos e sedimentos (JARVIS
et al., 1996).

As linhagens de Salmonella utilizadas no Teste de Ames sao capazes de
produzir azorredutases e nitrorredutases (PRIVAL; MITCHELL, 1982), além de
apresentarem mutacfes nos genes responsaveis pela biossintese de histidina e,
consequentemente, ndo conseguirem sintetizar esse aminoacido. Assim, uma nova
mutacdo é necessaria para que consigam crescer na auséncia de histidina, o que
caracteriza a exposicéo da bactéria a agentes mutagénicos (MORTELMANS; ZEIGER,
2000).

Cada linhagem utilizada apresenta uma sensibilidade especifica para diferentes
classes de mutagenos. Desse modo, a combinacédo delas permite identificar diversos
agentes que podem interferir com o DNA (BENIGNI; BOSSA, 2011). As linhagens
TA98 e TA100 sdo comumente utilizadas para a triagem de amostras, sendo capazes
de detectar compostos que causam o deslocamento do quadro de leitura e a
substituicdo de pares de bases, respectivamente (MARON; AMES, 1983).

Alguns compostos precisam ser metabolizados para apresentarem atividade
mutagénica. Em muitos seres vivos, incluindo o ser humano, o sistema metabdlico de
oxidacdo Citocromo P450 (CYP) realiza o processo de biotransformacdo de uma
ampla gama de substancias, gerando outras que, por sua vez, podem reagir com 0
DNA. Logo, também é importante mimetizar esse sistema nos ensaios de
mutagenicidade através da adigcdo de um sistema de metabolizacdo exdgena (mistura
S9). Essa solucdo é constituida por um homogenato de células de figado de rato pré
tratado com mistura de bifenilas policlorinadas (Aroclor 1254), que induz o aumento da

expressao de enzimas relacionadas ao CYP e seus cofatores (MARON; AMES, 1983).
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1.4.3 Avaliagdo do potencial embrio-toxico através do Ensaio de Toxicidade

Aguda com Embrides de Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish/paulistinha (Danio rerio) é um teledsteo tropical de agua doce que
atingem no maximo 5 centimetros de tamanho, sendo nativo de rios do sul da Asia,
pertencente a familia dos Cyprinidae e a ordem dos Cypriniformes. Sua caracteristica
mais marcante € o padrdo de listras pretas e brancas ao longo do corpo (Figura 2). E
uma espécie que possui nadadeiras anal e caudal e, em geral, os machos sdo mais
delgados e escuros do que as fémeas (LAWRENCE, 2007; SPENCE et al., 2008).

Dentre as caracteristicas que facilitam seu cultivo em laboratérios de pesquisa
e permitem a realizacdo de estudos (eco)toxicologicos estdo: tamanho pequeno,
facilidade de manutencdo, producdo de grande numero de embrides com
desenvolvimento externo ao Utero da fémea, transparéncia dos ovos e larvas
(possibilitando acompanhar seu desenvolvimento e observar a presenca de ma-
formacdes em tempo real), curto ciclo de reproducéo e alcance da maturidade sexual
apos poucos meses do nascimento dos embrides, além da caracterizagdo completa de
seus genoma e alta similaridade genética aos humanos (LAWRENCE, 2007; SCHOLZ
et al., 2008).

Quando os genes do zebrafish sdo comparados e relacionados aos dos
humanos, observa-se que 71,4 % dos genes humanos possuem pelo menos um
ortélogo pisceo, e de maneira reciproca, 69 % dos genes do zebrafish possuem pelo
menos um ortélogo humano. Ainda, existem casos onde ndo ha um gene ortélogo
classico entre estas espécies, porém ambos possuem proteinas codificadas para o
exercicio de funcdes similares através de sequéncias gendmicas diferentes, como
ocorre com a oncostatina-M e a interleucina-6 (HOWE et al., 2013).

Figura 2 — Morfologia externa do zebrafish, ressaltando seu padréo tipico de listras

pretas e brancas ao longo do corpo.

Fonte: http://oregonstate.edu/terra/wp-content/uploads/2013/07/Zebrafish1-small.jpg
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Os testes de toxicidade aguda com embrides de Danio rerio surgiram da
necessidade de desenvolver experimentos alternativos aos testes com peixes adultos
apoés as discussfes éticas que envolvem a experimentagdo animal e o sofrimento e a
dor causados a estes quando utilizados para fins cientificos (NAGEL, 2002). A diretriz
internacional 86-609-CEE (UNIAO EUROPEIA, 1986) ja previa a necessidade de
implantacdo de métodos alternativos de experimentagdo animal, seguindo o conceito
da “politica dos 3 Rs” (da inicial em inglés para Redugao [Reduction] do numero de
animais, Refinamento [Refinement] dos ensaios, e SubstituicAo [Replacement] dos
testes com animais por modelos alternativos), descrita por Russell e Burch (1959).
Esta foi consolidada com a diretriz 2010/63/EU, ap6s ser rediscutida por Balls e
Straughan (1996), considerando que o0s estagios iniciais do desenvolvimento do
zebrafish ndo precisam de regulamentagédo especial uma vez que embrides e larvas
que ndo alcancaram a alimentacdo exdgena ndo sio considerados animais (UNIAO
EUROPEIA, 2010).

Para uma maior compreensdo do alcance e da validade dos testes com
embrides de zebrafish recomendo a leitura criteriosa e na integra dos artigos “DarT:
The embryo test with zebrafish Danio rerio — A general in ecotoxicology and toxicology”
(NAGEL, 2002) e “OECD validation study to assess intra- and inter-laboratory
reproducibility of the zebrafish embryo toxicity test for acute aquatic toxicity testing”
(BUSQUET et al., 2014).

1.5 Avaliacdo da permeabilidade através do Ensaio de Permeabilidade em
Membrana Artificial Paralela (PAMPA)

O Ensaio de Permeabilidade em Membrana Atrtificial Paralela (PAMPA) é
simples e rapido quando o objetivo € mensurar a permeabilidade passiva de um
composto na auséncia de sistemas de efluxo, e se tornou uma importante ferramenta
para a predicdo da permeabilidade in vivo de compostos para a avaliacdo de seus
mecanismos de transporte (CHEN et al., 2008).

Inicialmente formulado por Kansy, Senner e Gubernator (1998), este ensaio
consistia de uma membrana artificial preparada pela impregnacéo de filtros porosos
com uma solucdo de lipideos e outros constituintes das membranas biologicas. No
método original a solucao lipidica consistia de 1-20 % de lecitina em solucao orgéanica
(KANSY; SENNER; GUBERNATOR, 1998). Posteriormente, foram desenvolvidos os
métodos biomimético, de mergulho duplo, e baseado em solucéo lipidica, formando

membranas artificiais através da utilizag&o de solugdes lipidicas (CHEN et al., 2008).
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O desenvolvimento de uma membrana artificial estavel pré-revestida e com

possibilidade de armazenamento pela empresa Corning permitiu uma simulagdo de

permeabilidade passiva proxima a de membranas biolégicas e com alto valor preditivo
para absorcéo oral humana (SHANLER et al., 2013).

1.6 Avaliacao do risco

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), a
avaliacdo ecoldgica do risco € o processo de avaliar como 0 meio ambiente pode ser
impactado pela exposicdo de um ou mais “estressores”, sejam eles substancias
quimicas, mudangas climaticas, doengas ou espécies invasivas (US
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2016). A avaliacdo do risco envolve,
basicamente, os processos de planejamento e definicdo dos objetivos, em conjunto
com a pesquisa dos materiais disponiveis na literatura, a formulagdo do problema
(fase 1), onde as informacdes disponiveis irdo determinar quais Sdo 0s riscos e o0 que
precisa ser protegido no meio ambiente, a andlise das informacdes disponiveis (fase
2), onde sao determinadas que plantas ou animais podem ser expostos, em qual grau
ocorre essa exposicdo, e se hd a possibilidade de ocorrer efeitos ecoldgicos
prejudiciais, e por fim a caracterizacdo do risco (fase 3), incluindo a estimativa e a
descricdo do risco (US ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2016).

A avaliagdo do risco pode ser realizada através de uma infinidade de métodos
e modelos, que podem ser classificados entre “padroes” e “ndo-padronizados”. Os
primeiros estdo relacionados aos métodos descritos por organiza¢cfes internacionais
oficiais ou por agéncias de harmonizacéo/padronizacdo nacionais, como a OECD
(Organisation for Economic Cooperation and Development), US EPA (United States
Environmental Protection Agency), ASTM (American Society for Testing and
Materials), AFNOR (Association Francaise de Normalisation) e ISO (International
Organization for Standardization) (AGERSTRAND; BREITHOLTZ; RUDEN, 2011).

Os estudos de ecotoxicologia publicados na literatura cientifica contribuem para
que avaliadores do risco tenham o0s conhecimentos necessarios para uma adequada
conducao de seus trabalhos. Porém, a avaliagdo da confiabilidade e da relevancia dos
dados esté sujeita a analise de cada avaliador. Um dos métodos mais recomendados
(e o método de escolha de muitas agéncias europeias) € o descrito por Klimisch,
Andreae e Tillmann (1997) (MOERMOND et al., 2016), ainda que seja um método
inespecifico, ndo contenha alguns critérios essenciais para uma avaliagdo completa, e
nem indique precisamente em quais trabalhos cientificos h& confiabilidade e

relevancia, resultando na livre interpretacdo de cada avaliador. Ja a EPA desenvolveu
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recentemente o seu préprio guia para a realizacdo de avaliacbes do risco
(MOERMOND et al., 2016).

Em algumas &reas da Ciéncia ja existem recomendacdes sisteméticas bem
descritas, como o Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology (STROBE) para a Epidemiologia, o Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments (ARRIVE) para os estudos de toxicidade in vivo, e o Minimum
Information About a Microarray Experiment (MIAME) para os estudos envolvendo
analises por microarray (MOERMOND et al., 2016).

Para os estudos de ecotoxicidade foi reportado recentemente o Projeto CRED
(Criteria for Reporting and Evaluating Ecotoxicity Data), com o objetivo de aumentar a
reprodutibilidade, a consisténcia e a transparéncia dos estudos de ecotoxicidade
gquanto as suas confiabilidades e relevancias (MOERMOND et al., 2016). O Projeto
CRED foi direcionado inicialmente aos estudos de ecotoxicidade aquatica, porém pode
ser adaptado para as demais areas da Ciéncia quando necessério. As peculiaridades
do método estdo descritas na sequéncia desta Tese, na secdo Material e Métodos
(tem 3.6), ja que foi o método de escolha para a avaliagdo do risco
ecogenotoxicologico do corante Acid Black 210 realizada no presente estudo.

Ainda, os autores trazem 50 diferentes critérios de recomendacao divididos em
6 categorias (informacdes gerais, desenho do estudo, substancia testada, organismo
testado, condicdes de exposicdo, e desenho estatistico/resposta bioldgica) para servir
de guia aos pesquisadores que pretendem contribuir com dados experimentais de
ecotoxicologia aquéatica (MOERMOND et al., 2016).



Conheco muitos adultos que ficam desconcertados quando as criancas pequenas fazem
perguntas cientificas. Por que a Lua é redonda? (...) "Como é que vocé queria que a Lua
fosse, quadrada?" As criancas logo reconhecem que esse tipo de pergunta incomoda os
adultos. Novas experiéncias semelhantes, e mais uma crianca perde o interesse pela
ciéncia. Porque os adultos tém de fingir onisciéncia diante de criancas de seis anos é
algo que nunca vou compreender. O que ha de errado em admitir que ndo sabemos

alguma coisa? A nossa auto-estima é assim tao fragil?

Carl Sagan

Objetwoy
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—II -
OBJETIVOS

— S A

Este trabalho teve como objetivo principal a avaliacdo do risco
ecogenotoxicologico dos corantes Acid Black 210 e Disperse Violet 93, utilizados pelas
industrias téxteis e coureiras nacionais e internacionais. Para atingir estes objetivos, 0s

seguintes objetivos especificos foram cumpridos:

= Avaliacdo da permeabilidade do corante Acid Black 210 através do Ensaio de
Permeabilidade em Membrana Atrtificial Paralela (PAMPA);

= Avaliacdo do potencial genotéxico do corante Acid Black 210 através do Ensaio
do Cometa com células HepG2;

= Avaliacdo do potencial mutagénico do corante Acid Black 210 através do Teste
de Ames com as linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e TA100;

= Avaliacdo do potencial embrio-toxico do corante Acid Black 210 através do
Ensaio de Toxicidade Aguda com Embribes de Zebrafish (Danio rerio);

= Avaliacdo do risco ecogenotoxicolégico da utilizagdo do corante téxtil Acid
Black 210.

= Avaliacdo do potencial genotoxico do corante Disperse Violet 93 através do
Ensaio do Cometa com células HaCaT;
= Avaliacdo do potencial embrio-toxico do corante Disperse Violet 93 através do

Ensaio de Toxicidade Aguda com EmbriGes de Zebrafish (Danio rerio)

= Avaliacdo do potencial embrio-toxico de efluente de curtume pré-tratamento
através do Ensaio de Toxicidade Aguda com Embrifes de Zebrafish
= Avaliacdo do potencial embrio-toxico de efluente de curtume pos-tratamento

através do Ensaio de Toxicidade Aguda com Embrifes de Zebrafish



“Achar-se situada a margem do mundo nao é posicao favoravel para quem quer recria-

»

lo.

Simone de Beauvoir

MoAterial e Métodos
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—III -
MATERIAL E METODOS

— S A

3.1 Amostras em estudo

O corante Acid Black 210 (Figura 3) foi gentiimente cedido pela “Ecovita
Industrias Quimicas Ltda.”, produzido originalmente pela “Chemische Fabriek Triade
B.V.” com 50-80 % de pureza de acordo com o laudo fornecido pelo produtor. Algumas
caracteristicas fisico-quimicas deste corante encontradas na literatura cientifica sao

apresentadas a seguir:

= Numero CAS: 99576-15-5

= indice de nimeros de constituicdo de cor: C.I. 300285

= Registro EPA: 2,7-naphthalenedisulfonic acid, 4-amino-6-[[4-[[[4-[(2,4-
diaminophenyl) azo] phenyl] amino] sulfonyl] phenyl] azo]-5-hydroxy-3-[(4-
nitrophenyl) azo]-, dipotassium salt

=  Formula molecular: C34H25K5N11011S3

= Peso molecular: 938,02 g / mol

= LogP: 12,64

= Area de superficie polar: 403,98 A?

* Solubilidade em agua: > 100 g/ L (25 °C)

= Densidade: 600-800 Kg / m*

= Aparéncia: solido preto (p6) inodoro

=  Nome comercial: Triacolor Black TNL-A Concentrado

Figura 3 — Estrutura quimica do corante Acid Black 210.
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Fonte: http://images-a.chemnet.com/suppliers/chembase/cas/cas99576-15-5.gif
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O corante Disperse Violet 93 (Figura 4) foi purificado de acordo com a
metodologia descrita por Vacchi et al. (2013) e gentilmente cedido pela Profa. Dra.
Gisela de Aragdo Umbuzeiro (UNICAMP). Algumas caracteristicas fisico-quimicas
deste corante encontradas na literatura cientifica séo apresentadas a seguir:

= Numero CAS: 52697-38-8

= Registro EPA: acetamine, N-[2-[(2-bromo-4,6-dinitrophenyl)  azo]-5-
(diethylamino)phenyl]-

=  FArmula molecular: C15H19BrNgOs5

= Peso molecular: 479,28 g / mol

* Densidade: 1.550 Kg / m®

Figura 4 — Estrutura quimica do corante Disperse Violet 93.
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Fonte: http://www.worlddyevariety.com/wp-content/uploads/2012/03/Disperse_Violet_93.gif

Amostras de efluente industrial bruto e tratado foram coletadas em abril de
2015 na entrada e na saida do sistema de tratamento de um curtume localizado na
microrregido de Franca-SP e mesorregido de Ribeirdo Preto-SP através da parceria
com a equipe da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB - Divisdo
de Laboratério de Ribeirdo Preto), de acordo com as normas 1060-B e 9060 dos
métodos padronizados oara a avaliagdo de é&guas e efluentes da Associagéo
Americana de Saude Publica (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2012).

Os efluentes foram analisados quando a seus pHs, e temperaturas do ar e da
dgua no momento da coleta, além dos ensaios de demanda biol6gica de oxigénio
(DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO) (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 2012). Para o efluente tratado também foi realizada a analise de
sélidos sedimentaveis, 6leos, graxas e sulfetos (APHA, 2012), cadmio, chumbo, cobre,
ferro, niquel e zinco (US ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1994)
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3.2 Ensaio do Cometa

O Ensaio do Cometa foi realizado com base na metodologia de Ostling e
Johanson (1984), de acordo com as modificagdes propostas por Singh et al. (1988), e
seguindo o protocolo estabelecido por Tice et al. (2000) com algumas adaptacdes.

Células HepG2 foram obtidas da American Type Culture Collection (n° HB8065)
e mantidas em meio de cultivo DMEM (Sigma, EUA) suplementado com 10 % de soro
bovino fetal (SBF) e antibioticos (100 U / mL de penicilina e 100 pg / mL de
estreptomicina) em atmosfera contendo 5 % de CO, e 96 % de umidade a 37 °C.
Aliquotas da cultura celular foram congeladas com solucdo de sulféxido de dimetilo e
soro bovino fetal (10 % DMSO e 90 % SBF) e mantidas em nitrogénio liquido. Células
HaCaT foram obtidas do Institut de Biologie et Chimie des Protéines (Franca) através
do Banco de Células do Rio de Janeiro (n° 0341), sendo mantidas nas mesmas
condi¢bes descritas.

Para a manutencdo da cultura celular durante os ensaios, apos as células
atingirem 80 % de confluéncia, o meio de cultivo da garrafa de cultura foi descartado e
as células aderidas lavadas com tampéo fosfato salino (PBS), seguido da adi¢céo de 1
mL de tripsina 0,05 % por 3-5 minutos a 37 °C. O procedimento seguiu com a adicdo
de 1 mL de meio DMEM suplementado com 10 % de SBF, transferéncia do contetdo
para um tubo falcon de 15 mL e centrifugagéo a 1.500 rpm (212 g) por 5 minutos em
centrifuga clinica Centribio 80-2B (BioVera, Brasil).

O pellet obtido foi ressuspendido em 1 mL de meio DMEM seguido de
contagem em camara de Neubauer para a obtencédo da quantidade necessaria para o
plagueamento, com aproximadamente 0,5 mL colocado em novo frasco de cultura
celular de 75 cm? contendo 14,5 mL de meio DMEM suplementado com 10 % de SBF
e antibiéticos (100 U / mL de penicilina e 100 pg / mL de estreptomicina), mantido em
atmosfera contendo 5 % de CO, a 37 °C, caracterizando uma nova “passagem” das
células. Os experimentos foram realizados com células entre a 32 e a 62 passagens.

Em uma placa de cultura de células de 24 pocos foram colocados o volume de
suspensdo celular referente a 2 x 10° células HepG2 ou HaCaT em meio DMEM
suplementado com 10 % de SBF qg.s.p. 2 mL. As placas, assim preparadas, foram
mantidas em atmosfera contendo 5 % de CO, a 37 °C por 24 horas.

Apoés esse periodo foi realizado o tratamento das culturas celulares com o
controle negativo e solugcdes do corante Acid Black 210 preparadas em meio DMEM
nas concentracdes de 0,5, 5, 50, 500 e 5.000 pug / mL por 4 horas. Como controle
positivo foi utilizado metil metano sulfonato (MMS) 15 pM (Sigma-Aldrich, EUA) por 3

horas. As placas foram mantidas em atmosfera contendo 5 % de CO, a 37 °C. Para o
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corante Disperse Violet 93 houve o preparo das solu¢cdes nas concentracdes 5, 10, 50,
100 e 600 pg / mL em meio DMEM seguindo as demais condi¢cbes descritas para o
corante AB210. Para a escolha das concentracdes maximas testadas cabe ressaltar
gue de acordo com Tice et al. (2000) (apud GONTIJO; TICE, 2003), deve-se testar
multiplas doses da substéncia teste até o nivel méximo de citotoxicidade, que é de 70
% para 0 Ensaio do Cometa. Caso a concentracdo méaxima néo seja conhecida, esta
ndo deve ultrapassar 5.000 ug / mL. No caso do corante Disperse Violet 93 foi
observado que doses acima de 600 pg / mL sofriam precipitacdo de particulas,
inviabilizando o estudo de concentragdes acima desse valor (dados ndo mostrados).

Ao final do tratamento as células foram tripsinizadas, centrifugadas e o
sobrenadante descartado. As suspensdes celulares foram divididas em duas
aliquotas. A primeira (20 pL) foi utilizada para o teste de viabilidade celular, e a
segunda (30 uL) foi misturada com agarose de baixo ponto de fusdo 0,5 % (140 L),
transferindo-se duas aliquotas desta mistura (65 pL) sobre laminas previamente
revestidas com agarose 1,5 %. As laminas foram cobertas com laminulas e colocadas
em geladeira a 4 °C por 15 minutos. Apds este periodo as laminulas foram removidas
e as laminas foram imersas em solucéo de lise por 22 horas a 4 °C.

Decorrido o tempo da lise, as laminas foram transferidas para uma cuba de
vidro contendo solugéo de eletroforese por 20 minutos para permitir a desnaturagéo do
DNA. Em seguida, as laminas foram submetidas a um campo elétrico de intensidade
0,78 V/ cm (25 V e 300 mA) por 20 minutos. Apés esse periodo, as laminas foram
mergulhadas em solucdo de neutralizacdo por 15 minutos. Depois de secarem a
temperatura ambiente (25 °C), as laminas foram fixadas em etanol absoluto por 5
minutos e armazenadas até o momento da analise.

No momento da leitura, as laminas foram coradas com o agente intercalante
brometo de etidio 20 pug / mL. Foram analisadas 100 imagens de nucleoides para cada
amostra, distribuidas igualmente nas duas laminas, com o auxilio do microscépio de
fluorescéncia Eclipse E-200 (Nikon, Japéo) utilizando filtro de excitacdo de 510-550
nm e filtro de barreira de 570 nm, com aumento original de 40x.

Os cometas foram avaliados por meio do software de analise de imagem
CometAssay 1V, versdo 4.3 (Perceptive Instruments Ltda.), sendo analisados os
parametros “intensidade da cauda” (tail intensity), referente & porcentagem de DNA na
cauda, e “momento da causa” (tail moment), que considera tanto a migragdo do
material genético quanto a quantidade desse material na cauda através do equivalente
ao torque da cauda, representando de forma numérica a relagéo entre a distancia da
posicdo central da cabeca e a distancia da cauda (representada pelo seu centro de
gravidade) (HELLMAN; VAGHEF; BOSTROM, 1995).
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguido
pelo teste de Dunnett (p < 0,05) com o auxilio do programa GraphPad Prism 5
(MOTULSKY, 2007).

3.2.1 Teste de viabilidade celular

Uma aliquota da suspensao celular (20 pL) foi utilizada para a avaliacdo da
viabilidade empregando o método de exclusdo pelo corante azul de tripano (Sigma-
Aldrich, EUA), garantindo o uso de células viaveis no ensaio (TICE et al., 2000), tendo
como fundamento a incorporacao do corante pelas células inviaveis quando estas ndo
apresentam membrana celular integra, tornando-se azuladas mediante observagdo em
microscopio.

Para isso, a suspensdo celular foi homogeneizada com 20 pL de azul de
tripano 40 % diluido em PBS (1:0,4 p / V), sendo que uma fracdo foi utilizada para
preencher a cAmara de Neubauer. Foram avaliadas 100 células para cada amostra e a
porcentagem de células viaveis (incolores) foi determinada.

Cabe ressaltar que esta técnica permite a detecgdo de células inviaveis que
possuem danos em sua membrana celular, porém nao detecta células inviaveis que
podem progredir para a morte celular por outros motivos (SALVADORI; RIBEIRO;
FENECH, 2003).

3.2.2 Solucgdes utilizadas

= Meio de cultivo celular
O meio de cultivo DMEM (Sigma, EUA) foi suplementado com 10 % de soro
bovino fetal (SBF) e antibiéticos (100 U / mL de penicilina e 100 pug / mL de

estreptomicina).

= Tampao fosfato salino (PBS)
Em baldo volumétrico foram dissolvidos 0,2 g de cloreto de potéssio (KCI), 0,2
g de fosfato monobasico de potassio anidro (KH,PO,), 8 g de cloreto de sbdio (NaCl) e
1,15 g de fosfato dibasico de sodio anidro (Na,HPO,) em agua deionizada q.s.p. 1 L.
Apo6s a completa solubilizacdo dos reagentes, o pH foi ajustado para 7,4 com &cido

cloridrico ou hidréxido de sédio, e a solucéo foi autoclavada por 20 min a 121 °C.
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= Tripsina 0,05 %
A tripsina € uma enzima proteolitica utilizada para o desprendimento das
células dos frascos de cultura através da degradacdo da matriz glicoproteica
extracelular. Seu preparado foi realizado na proporcdo de 1:9 em PBS estéril através

da (Sigma-Aldrich).

= Agarose 1,5 % (preparacdo das laminas)

As laminas utilizadas nos experimentos foram preparadas através do mergulho
em solucéo de agarose 1,5 % a 60 °C. Para o preparo desta solucéo, 3,3 g de agarose
(UltraPure™ Agarose, Invitrogen, EUA) foram dissolvidos em solucdo de PBS:H,O
(1:10) g.s.p. 150 mL através do aquecimento em forno microondas até a completa

solubilizacao.

= Agarose L.M.P. 0,5 % (agarose baixo ponto de fusao)

Esta solucdo de agarose foi estabilizada em banho-maria a 37 °C para
utilizacdo, e seu preparo se deu através da dissolugdo de 250 mg de agarose baixo
ponto de fusdo (UltraPure™ Low Melting Point Agarose, Invitrogen) em solucéo de
PBS:H,O (1:10) g.s.p. 50 mL através do aquecimento em forno microondas até a

completa solubilizagé&o.

= Solucéo de lise (estoque)
Foram dissolvidos 233,7 g de NaCl, 59,52 g de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e 1,92 g de Trizma® base (Sigma, EUA) em &gua deionizada g.s.p. 1,6
L. O pH da solucéao foi ajustado para 10 com hidroxido de sédio. Todo o procedimento

foi realizado na auséncia de luz direta.

= Solucéo de lise (uso)
Foram solubilizados 4 mL de Triton® X-100 (Merck, Alemanha) e 40 mL de
sulféxido de dimetilo (DMSO) em solugéo de lise (estoque) g.s.p. 400 mL. Todo o
procedimento foi realizado na auséncia de luz direta. Ap6s o preparo, a solugéo foi

transferida para um coppling e armazenada em geladeira a 4 °C por 2 horas.

= Solucéo de EDTA 200 mM (solucéo A)
Foram dissolvidos 3,72 g de EDTA em agua deionizada g.s.p. 50 mL. O pH da
solucdo foi ajustado para 10 com hidroxido de sodio. Todo o procedimento foi

realizado na auséncia de luz direta.
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= Solucdo de NaOH 10 N (solucéo B)
Foram dissolvidos 100 g de NaOH em agua deionizada g.s.p. 250 mL.

= Solucéo de eletroforese (EDTA 1 mM, NaOH 300 nM)
Foram diluidos 10 mL da solug¢éo A e 60 mL da solucdo B em agua deionizada
g.s.p. 2 L a 4 °C, com posterior verificacdo do pH (pH > 13).

= Solucéo de neutralizagéo
Foram dissolvidos 77,6 g de Trizma® base (Sigma, EUA) em agua deionizada
g.s.p- 1,6 L. O pH da solugéo foi ajustado para 7,5 com &cido cloridrico. Todo o

procedimento foi realizado na auséncia de luz direta.

= Solucgéo de coloracdo (brometo de etidio 20 pg / mL)
Foram diluidos 10 pL de solugéo de brometo de etidio 10 mg / mL (Invitrogen,
EUA) em agua deionizada g.s.p. 5 mL. Todo o procedimento foi realizado na auséncia

de luz direta.
3.3 Ensaio de mutagenicidade com Salmonella typhimurium

O ensaio de mutacédo reversa com Salmonella typhimurium (Teste de Ames) foi
realizado com base no protocolo de incubacédo desenvolvido por Maron e Ames
(1983), com as adaptacdes descritas por Mortelmans e Zeiger (2000).

Foram utilizadas as linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100 obtidas da
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB — Sdo Paulo) e mantidas em
freezer a -70 °C em solugcdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 10 % como agente
crioprotetor. As caracteristicas genéticas de ambas as linhagens estédo descritas na
Tabela 1. Para que os resultados dos ensaios sejam confiaveis é necessario verificar
as caracteristicas genéticas relacionadas a cada linhagem. Para isso, foram realizados
0s ensaios descritos por Umbuzeiro e Vargas (2003).

O primeiro ensaio consiste em avaliar a dependéncia de histidina para o
crescimento das bactérias, que deve ocorrer em placas contendo biotina e histidina em
excesso, porém ndo em placas contendo somente biotina. O segundo ensaio consiste
em avaliar a mutagéo rfa, onde as bactérias sdo colocadas em contato com solugéo de
cristal violeta a 1 %, formando um halo de inibicdo ao redor da solugdo. O terceiro
ensaio consiste em avaliar a resisténcia ao antibiético ampicilina (plasmideo pKM101).
As bactérias sdo expostas ao antibidtico, devendo crescer normalmente na sua

presenca. O quarto ensaio consiste na avaliagdo da exposi¢cdo das bactérias a luz
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ultravioleta, com o crescimento inibido apds 15 segundos de exposicdo. O quinto
ensaio consiste na avaliacdo da taxa de reversdo espontdnea de cada linhagem
(Tabela 1) (VARGAS; UMBUZEIRO, 2003; ZANONI, 2004).

Tabela 1 — Caracteristicas genéticas das linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100.

Tino da Taxa de Mutacgéo
Linhagem Mutag&o his" PO ¢: reversao LPS®> Reparo para Plasmideo
mutagéo A e
espontanea biotina

TA98 hisD3os2 ~ Deslocamentodo oo oo fa  AuviB bic  pKM101 (Ap)
quadro de leitura

Substituicdo de

TA100 hisG46
pares de bases

75-225 rfa A uvrB bio pKM101 (Ap")

"Mutac&o responsavel pela sintese da histidina
’Permeabilidade da membrana de lipopolissacarideos

A uvrB = delecdo do gene uvrB; Ap'=ampicilina resistente

As linhagens de S. typhimurium utilizadas (TA98 e TA100) foram mantidas em
freezer a -70 °C, sendo descongeladas no dia do ensaio, inoculadas em meio caldo
nutriente, e mantidas overnight a 37 °C sob agitacdo de 160 rpm em incubadora de
bancada CT-712 (CienTec, Brasil).

Uma aliguota de 100 pL da cultura bacteriana foi diluida em 500 pL de tampéao
fosfato de sddio 0,2 M (para o ensaio na auséncia de ativacdo metabdlica) ou mistura
S9 (para 0 ensaio na presenca de ativagdo metabolica), e 100 pL de solugdo do
corante Acid Black 210 em agua deionizada, em tubo de vidro, seguida de incubacéo a
37 °C por 30 minutos. As concentrag@es finais do corante AB210 variaram entre 0,5 e
5.000 ug / placa. Ao final desta etapa, foram adicionados 2 mL de agar de superficie
em cada tubo, e o conteddo vertido em placas de vidro contendo agar minimo
solidificado. As placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 66 horas.

Como controle negativo foram utilizadas 5 placas contendo 100 pyL de agua
deionizada nas condi¢des testadas, e como controle positivo foram utilizadas 2 placas
contendo 10 pL de 6xido de 4-nitroquinolina 0,05 pg / pL (para o ensaio na auséncia
de ativacao metabdlica) ou 10 pL de 2-aminoantraceno 0,25 pug / puL (para o ensaio na
presenca de ativacdo metabdlica. Ao final do ensaio 0 nimero de colénias em cada
placa foi contabilizado.

Os resultados foram expressos em média do nimero de revertentes + desvio
padrdo. A poténcia mutagénica foi obtida através da inclinacdo da reta no grafico
empregando o software Salanal (Salmonella Assay Analysis), através do modelo
Bernstein, que utiliza ANOVA e regressao linear para a realizacdo da andlise dos
dados (BERNSTEIN et al., 1982; UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).
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3.3.1 Teste de viabilidade celular

Em paralelo foi realizada a avaliacdo da viabilidade através de uma aliquota de
100 pL de cultura bacteriana em frascos contendo agua de diluicdo. Essa solugéo foi
homogeneizada vigorosamente e 100 pL foram transferidos para outro frasco
contendo 4gua de diluicdo. Apdés homogeneizagdo, 100 uL foram transferidos para
placas de vidro contendo agar nutriente solidificado, e a solucao foi espalhada com o
auxilio de algca de Drigalski. As placas foram incubadas invertidas a 37 °C por 24 horas
e as coldnias foram contadas ap6s esse periodo. De acordo com os padrfes aceitos
internacionalmente, a densidade da cultura deveria estar contida entre 1 e 2 x 10°
unidades formadoras de colbnicas (UFC) / mL (contagem de col6nias por placa: entre
100 e 200) (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

3.3.2 Solucgdes utilizadas

= Meio de cultivo “caldo nutriente”
Foram solubilizados 2,5 g de nutriente Broth n° 2 (Oxoid) dgua deionizada
g.s.p. 100 mL, com posterior distribuicio de 20 mL em frascos tipo Schott e

esterilizacdo em autoclave.

= Tampao fosfato de sédio 0,2 M
Em baldo volumétrico foram dissolvidos 28,4 g de fosfato de sédio dibasico
(Na;HPO,) em éagua deionizada q.s.p. 1 L (Solucdo A). Em baldo volumétrico foram
dissolvidos 27,6 g de fosfato de sbédio monobasico (NaH,PO,.H,O) em &agua
deionizada g.s.p. 1 L (Solugéo B). O tampao fosfato de sédio 0,2 M foi constituido por
880 mL da Solucdo A e 120 mL da Solugdo B. O pH foi ajustado para 7,4, com

posterior esterilizacdo da solu¢cdo em autoclave.

= NADPO,1M
Foram dissolvidos 0,7654 g de NADP (B nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) em agua deionizada g.s.p. 10 mL, com posterior filtracdo em membrana de
0,22 pM.

= Glicose-6-fosfato 1 M
Foram dissolvidos 2,821 g de glicose-6-fosfato em agua deionizada g.s.p. 10

mL, com posterior filtracio em membrana de 0,22 pM.
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= Solucédo de sais
Foram dissolvidos 8,13 g de cloreto de magnésio (MgCl,) e 12,30 g de cloreto
de potassio (KCI) em agua deionizada g.sp. 100 mL, com posterior esterilizacdo em

autoclave.

= Fracdo S9
Este reagente é adquirido liofilizado e congelado (Molecular Toxicology, EUA).

No momento do uso o mesmo é ressuspendido em 2,1 mL de 4gua deionizada estéril.

= Mistura S9
Constituida por 39,5 mL de 4gua deionizada estéril, 50 mL de tampao fosfato
0,2 M, 4 mL de NADP 0,1 M, 0,5 mL de glicose-6-fosfato 1 M, 2 mL de solu¢éo de sais

e 4 mL de fragdo S9, preparada em ambiente asséptico.

= Agar de superficie
Foram dissolvidos 3 g de bacto agar (BD, EUA) e 2,5 g de cloreto de sédio

(NaCl) em agua deionizada g.s.p. 500 mL, com posterior esterilizagdo em autoclave.

= Solugéo de agar
Foram dissolvidos 15 g de bacto agar (BD, EUA) em 780 mL de agua
deionizada, com posterior esterilizacdo em autoclave e estabilizagdo em banho-maria
a 55 °C.

= Solucéo de glicose
Foram dissolvidos 20 g de glicose em agua deionizada g.s.p. 200 mL, com

posterior esterilizagdo em autoclave e estabilizacdo em banho-maria a 55 °C.

= Solugéo de Vogel-Bonner
Foram dissolvidos 10 g de sulfato de magnésio pentahidratado (MgSO,.7H,0),
91,43 g de &cido citrico (CsHgO-), 500 g de fosfato de potéssio dibasico (K;HPO,), 175
g de fosfato de sodio e amonio tetrahidratado (NaNH4PO,4.4H,0) em agua deionizada
g.s.p- 1 L, com posterior esterilizacdo em autoclave e estabilizagdo em banho-maria a
55 °C.
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= Solucéo de biotidina
Foram dissolvidos 0,0122 g de D-biotina e 0,0078 g de L-histidina em agua
deionizada qg.s.p. 100 mL, com posterior esterilizacdo em autoclave e estabilizagdo em
banho-maria a 55 °C.

= Agar minimo
Constituido por 780 mL de solucdo de agar, 200 mL de solucdo de glicose, 20
mL de solugdo de Vogel-Bonner e 12 mL de solugdo de biotidina. Foram distribuidos
20 mL desse meio em cada placa de Petri estéril utilizada no ensaio.

= Agua de diluicio
Em baldo volumétrico foram dissolvidos 34 g de fosfato de potassio
monobasico (KH,PO,) em &agua deioinizada q.s.p. 1 L (Solucdo C). Em baldo
volumétrico foram dissolvidos 81,1 g de cloreto de magnésio hexahidratado
(MgCl.6H,0) em agua deioinizada q.s.p. 1 L (Solugdo D). A agua de diluicdo foi
constituida por 1,25 mL de Solugéo C e 5 mL de Solugdo D em agua deionizada q.s.p.
1 L. Foram distribuidos 90 mL dessa solugdo em frascos de vidro, com posterior

esterilizacdo em autoclave.

= Agar nutriente
Foram dissolvidos 25 g de Nutriente Broth n° 2 (Oxoid, Reino Unido) e 15 g de
bacto agar (BD, EUA) em agua deionizada g.s.p. 1 L, com posterior esterilizacdo em
autoclave e estabilizacdo em banho-maria a 55 °C. Foram distribuidos 20 mL desse

meio em cada placa de Petri estéril utilizada no ensaio.
3.4 Ensaio de Toxicidade Aguda com Embrides de Zebrafish (Danio rerio)

Os peixes adultos machos e fémeas do zebrafish foram adquiridos inicialmente
da Psicultura Sdo Matheus (Sdo Carlos, SP) e mantidos em aquério a 26 = 1 °C em
ciclo claro:escuro de 14:10 horas e alimentados com ragdo comercial no equipamento
ZebTech (Tecniplast, EUA) (Figura 5). Este equipamento possui um sistema de
manutencdo da temperatura, correcdo do pH (7,0 a 7,5) regulado pela adicdo
automatica de solucdo de bicarbonato de sodio, e correcdo da condutividade (450 uS)
regulada pela adicdo automética de solugcdo de sal marinho. Para a aquisicdo dos
ovos, a primeira etapa é a transferéncia separada de peixes machos e fémeas na
propor¢cdo de 3:1 para os compartimentos disponiveis em um sistema préprio de

reproducgdo assistida (iSpawn) (Tecniplast, EUA) (Figura 5).
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Os peixes foram mantidos nestes compartimentos overnight e o acasalamento
€ iniciado logo ap6s a iluminagdo do aquario (ciclo claro:escuro) da manha seguinte.
Ap6s 1 (uma) hora da desova os ovos sao coletados e transferidos para uma placa
Petri, lavados e analisados por microscopia estereoscopica (SMZ-168) (Motic, Hong
Kong) para separagao dos ovos fertilizados. Os experimentos foram realizados com os
ovos que alcancaram o estagio de 8 ou 16 células do periodo de clivagem (KIMMEL et
al., 1995).

Figura 5 — Equipamento ZebTech instalado no Laboratério de Toxicologia Ambiental
da FCFRP-USP para realizacdo de ensaios de toxicidade aguda com embribes de
Danio rerio (esquerda) e Sistema de Reproducdo Assistida para a obtengdo de

embribes de Danio rerio (direita).

Fonte: Producéo do préprio autor.

Os ovos de Danio rerio foram dispostos isoladamente em placas de 24 pocos,
com 2 mL de cada uma das concentracfes testadas (n minimo = 5) para cada corante
(20 pocos [/ concentragcdo + 4 controles internos [/ placa). As avaliacbes
morfofisioldgicas foram realizadas de acordo com os procedimentos descritos pela
OECD n° 236 até a concentracdo maxima de corante de 100 pg / mL. Durante o
periodo de 144 horas a cada 24 horas quatro indicadores de letalidade foram
observados: coagulacdo dos ovos fertilizados, ndo formagcdo de somitos, né&o
desprendimento da cauda do embrido e auséncia de batimentos cardiacos (OECD,
2013).

Também foram observados cinco endpoints de sub-letalidade: desenvolvimento
do sistema ocular, movimentacdo esponténea, circulacdo sanguinea, desenvolvimento
da pigmentacdo, e presenca de edemas; e oito endpoints de teratogenicidade: mé-

formacdo da cabeca, dos otdlitos, da cauda e do coracdo, escoliose, retardo no
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crescimento, tamanho anormal da cauda e, ainda, ma-formacao da bexiga natatoria
(NAGEL, 2002).

Como controle negativo (Figura 6) foi utilizado agua deionizada e como
controle positivo 3,4-dicloroanilina 4 mg / L (Figura 7). As placas seguiram 0s
procedimentos descritos para a manutencédo dos peixes, que incluem o fotoperiodo de
14:10 horas entre claro:escuro e temperatura ambiente de 26 + 1 °C.

Os ensaios foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto em 14/04/2016 sob o
protocolo n° 16.1.157.60.8, de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794/08, do
Decreto n° 6.899/09 e das normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da

Experimentagdo Animal (Anexo A).

Figura 6 — Embrido de D. rerio 24 horas pos-fertilizagéo (controle negativo).

Figura 7 — Embrido de D. rerio 24 horas pos-fertilizacdo em processo de coagulacao
(controle positivo 3,4-dicloroanilina 4 mg / L).
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3.5 Ensaio de Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela (PAMPA)

O Ensaio de Permeabilidade em Membrana Artificial Paralela (PAMPA) foi
realizado seguindo o protocolo descrito por Chen et al. (2008) com algumas
adaptacdes. A placa de 96 pocos Gentest™ Pre-coated PAMPA Plate System
(Corning, USA) utilizada no ensaio foi mantida em freezer a -20 °C, sendo
descongelada no dia do ensaio e condicionada ao uso através da adicao de tampao
fosfato salino (PBS) por 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C).

Uma aliquota de 250 puL de solucdo do corante Acid Black 210 60 pg / mL em
PBS foi transferida para o compartimento doador, enquanto 250 uL de PBS foram
adicionados ao compartimento aceptor da placa. O conjunto doador-aceptor em
contato foi incubado a 25 °C sem agitacéo por 5 horas. Apés este periodo, o conjunto
foi desacoplado e 100 pL da solugcdo contida em cada compartimento foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O ensaio foi realizado
em triplicata. A permeabilidade do corante foi calculada através da equacéo (1) (PETIT
et al., 2016), onde Vp é o volume do compartimento doador (0,2 cm3), A é a area da
membrana (0,3 cm?), Tss € 0 tempo para o soluto saturar a membrana e atingir o
estado de equilibrio (60 s), €, € a porosidade aparente do filtro (0,76), ry é a razéo do
volume aquoso (1). Ry é a fracdo molar da amostra retida ha membrana, calculada
através da equacao (2) (PETIT et al., 2016).

___2303Vp 1 (1 G®
F = A (t—1s5) 4 '(1+rv> log1o [1 (1—RM) " Cp(0) 1)
(1= Ry)-VoCpoy = VpCpey + VaCage (2

A analise por HPLC foi realizada em um cromatégrafo com bomba LC-10AT VP
(Shimatzu, Japéo) acoplado a um detector UV-Visivel modelo SPD-10A VP, coluna
LiChrospher® 100 RP-8 5 pm e pré-coluna LiChroCART® 125-4 (Merck, Alemanha). A
fase mével utilizada foi acetonitrila:dgua 80:20, com tempo de analise de 5 minutos,
fluxo de 1.0 mL / min e A = 600 nm (ROCHA et al., 2016). Uma curva analitica foi
construida entre 0,5 e 100 pug / mL do corante Acid Black 210 em PBS, com uma
relacdo linear obtida através da equacao y = 3.091x + 2.490, R = 0,999, n = 8.

A cafeina (Acros Organics, EUA) foi utilizada nas mesmas condi¢cdes da
substancia-teste como controle para os experimentos realizados. Sua analise por
HPLC foi realizada no mesmo cromatégrafo descrito anteriormente e em coluna

LiChrospher® 100 RP-18 5 pm (Merck, Alemanha) para 20 pL da solucéo contida em
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cada compartimento da placa. A fase movel utilizada foi acetronitrila:adgua 83:17, e A =
275 nm (LOPES et al., 2007). Uma curva analitica foi construida entre 2 e 100 pg / mL
em PBS, com uma relacédo linear obtida através da equacdo y = 2.563x + 198,6, R =
0,999,n=7.

3.6 Avaliacao do risco ecogenotoxicolégico

O método de escolha para realizar a avaliagdo do risco ecogenotoxicologico no
presente estudo foi o descrito por Moermond et al. (2016). O método de avaliagédo €
denominado CRED (Criteria for Reporting and Evaluating Ecotoxicity Data), e esta
pautado em critérios relacionados a confiabilidade (n = 20) (Tabela 2) e a relevancia (n
= 13) (Tabela 3) dos estudos, recebendo uma dentre as seguintes classificacdes

finais:

= R1/C1 - Confiavel/Relevante sem restri¢cdes;

= R2/C2 - Confiavel/Relevante com restri¢des;

= R3/C3 — Nao confiavel/relevante;

= R4/C4 - Nao avaliado (quando ndo ha dados experimentais suficientes para

classificar cada estudo dentro das op¢des anteriores).

Cabe destacar que as classificacdes R3 e C3 estdo relacionadas a estudos que
possuem falhas graves quanto a confiabilidade dos dados apresentados e a relevancia
ao proposito estabelecido, respectivamente.

A avaliacdo do risco ecogenotoxicologico para o corante Acid Black 210 foi
realizada com base em todos os ensaios bioldgicos disponiveis na literatura cientifica
de acordo com o Web of Science™ versdo 5.22.3 até o final de junho de 2016, bem
como os trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Toxicologia Ambiental da FCFRP-USP coordenado pela Profa. Dra. Danielle Palma de
Oliveira (n = 3). As informacdes foram organizadas e utilizadas para responder os

critérios estabelecidos pelo método CRED (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 — Critérios de confiabilidade do método CRED (MOERMOND et al., 2016).

Ndmero

Critério

Informagdes Gerais: Antes de avaliar o teste é importante conhecer as caracteristicas fisico-quimicas do composto (buscas gerais /
handbook). Qual é a solubilidade, log Kow, ou pK,? A substancia € volatil? Sofre processo de hidrolise, fotélise, etc.?

Desenho do estudo

12 O método utilizado é padronizado (ex.: OECD/ISO) ou modificado?

22 O ensaio foi realizado sob boas praticas de laboratério?

3 Se aplicavel, os critérios de validade do ensaio foram observados (ex.: controle de sobrevivéncia, crescimento)?
4 Controles adequados foram utilizados (ex.: controles de solvente, negativo e positivo)?

Substancia testada

5 A substancia foi identificada por nome ou nimero CAS? Os resultados estdo relacionados a esta substancia?
6 A pureza da substancia esté descrita? Ou, a origem da substancia é confiavel?
7 Se houver impurezas ou outros componentes de formulagdes: Estes exercem efeitos? A quantidade da substancia

na formulagéo é conhecida?

Organismo testado

8

Os organismos estd@o bem descritos (ex.: nome cientifico, peso, comprimento, crescimento, idade/estagio de vida,
cepa/clone, sexo quando apropriado)?

9

Os organismos provém de uma fonte confiavel e estdo aclimatados as condi¢6es do ensaio? Eles nunca foram
expostos previamente & substancia testada ou a outros estressores ainda que de forma n&o intencional?

Condigdes de Exposi¢édo

10 O sistema experimental é apropriado para a substancia testada, considerando suas propriedades fisico-quimicas?
11 O sistema experimental é apropriado para o organismo testado (ex.: escolha do meio, alimentag&o, caracteristicas
da agua utilizada, temperatura, ciclo claro:escuro, pH, oxigenacéo)? As condi¢es de mantiveram estaveis?

12 As concentragdes de exposicao foram menores do que o limite de solubilidade em &gua (levando em consideracéo
a utilizagdo de solventes)? Se um solvente foi utilizado, ele apresentava concentragdes e controles adequados?

13 O espagamento correto entre as concentragdes de exposi¢do foram utilizados?

14 A durag&o da exposigao foi definida?

15 As andlises quimicas foram adequadas para verificar a concentragdo da substancia testada durante a duragéo do

estudo?
16 Os organismos testados apresentaram biomassa compativel com o sistema testado dentro das faixas preconizadas

apropriadas (ex.: 1 g/L)?

Desenho estatistico /
resposta biologica

O numero de replicadas foi suficiente? O nimero de organismos por replicada foi suficiente em todos os controles e

17 concentracdes testadas?

18 O método estatistico utilizado foi apropriado?

19 Foi observada uma curva dose-resposta? A resposta foi estatisticamente significativa?

20 Hé& dados disponiveis e suficientes para checar os célculos dos endpoints e critérios de validade do ensaio (se

aplicavel) (ex.: dados de controle, curvas concentragdo-resposta)?

Estes critérios apresentam menor importancia para a avaliagéo da confiabilidade do estudo, porém s&o Uteis para avaliagdes de apoio adicionais.
CAS: Servigo de Resumos de Quimica; ISO: Organizagédo Internacional para Padronizagdo; Kow: coeficiente de particdo octanol-agua; OECD: Organizagao
para a Cooperagédo e Desenvolvimento Econdmico; pK,: constante de dissociagéo.
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Tabela 3 — Critérios de relevancia do método CRED (MOERMOND et al., 2016).

Ndmero Critério

InformagBes Gerais: Antes de avaliar o teste é importante indicar a necessidade de avaliagéo do estudo. A relevancia do estudo
podera ser diferente de acordo com diferentes propdsitos (ex.: critérios para a avaliagéo da qualidade ambiental, avaliagédo da
persistancia, bioacumulagéo e toxicidade, avaliagao para autorizagdo de marketing) dependendo dos motivos pelo qual foi solicitada.

Relevancia Bioldgica

1 A espécie testada é relevante para o compartimento ambiental sob avaliagédo?

Os organismos testados s&o relevantes para a substancia testada?

Os endpoints descritos sdo adequados para efeitos regulatérios?

Os endpoints descritos sdo adequados para investigar os efeitos ou modos de agdo da substancia testada?

O efeito observado é relevante a nivel populacional?

A magnitude do efeito é estatisticamente significativa e biologicamente relevante para fins regulatérios (ex.: CE10,
CE50)?

Foram estudados os estagios de vida adequados?

As condi¢des experimentais s&o relevantes para a espécie testada?

Ol |IN|[O | O|d|lW|DN

A duracgéo da exposigéo é relevante e apropriada para estudar a espécie e os endpoints?

10 Se a recuperagéo for estudada, é relevante para a avaliacéo do estudo?

Relevéancia de Exposi¢do

11 No caso de formulagdes, outras misturas, sais, ou produtos de transformacéo, a substancia testada é relevante e
representativa do conjunto?

12 O cenério de exposicdo testado é relevante para a substancia?

13 O cenério de exposicéo testado é relevante para a espécie?

CE10: Concentragéo efetiva 10 %; CE50: Concentragé&o efetiva 50 %.

Ja4 para o corante Disperse Violet 93, a avaliacdo preliminar do risco
ecogenotoxicolégico ndo utilizou os critérios descritos no CRED, pois ndo existem
estudos descritos em todos os niveis tréficos que justifiquem a utilizacdo de critérios

de confiabilidade e relevancia.



“A auséncia da evidéncia nao significa evidéncia da auséncia.”

Carl Sagan

Resudtadoy
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~IV-
RESULTADOS

— S A

4.1 Avaliagdes toxicologicas do corante téxtil Acid Black 210

4.1.1 Avaliagdo do potencial genotoxico através do Ensaio do Cometa com

células HepG2

O potencial genotéxico do AB210 foi avaliado através do Ensaio do Cometa
com células HepG2. De acordo com as recomendacdes propostas por Tice et al.
(2000), € necessario verificar a viabilidade celular antes da realizacdo do ensaio, com
resultados preferencialmente néo inferiores a 70 ou 80 %. No presente estudo a
viabilidade celular para todas as amostras foi superior a 94 %, determinada através do
método de exclusdo pelo corante azul de tripano (TICE et al., 2000).

Por meio dos resultados obtidos pode-se notar que n&o houve diferenca
estatistica significativa entre os valores de momento da cauda (tail moment) (Grafico
1) ou intensidade da cauda (tail intensity) (Grafico 2) quando o controle negativo é
comparado as doses testadas, o que significa que este corante ndo induziu danos ao

DNA das células HepG2 nas concentragdes e condi¢fes utilizadas.
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Grafico 1 — Efeito do corante Acid Black 210 sobre o DNA de células HepG2,
observado pelo teste do cometa apdés 4 horas de exposicdo (tail moment). Os
resultados sdo expressos como meédia e desvio-padrdo da triplicata. *p < 0,05

estatisticamente diferente em relagéo ao controle negativo.
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Grafico 2 — Efeito do corante Acid Black 210 sobre o DNA de células HepG2,
observado pelo teste do cometa apds 4 horas de exposi¢cdo (tail intensity). Os
resultados sdo expressos como meédia e desvio-padrdo da triplicata. *p < 0,05

estatisticamente diferente em relagdo ao controle negativo.
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4.1.2 Avaliagdo do potencial mutagénico através do Teste de Ames com a

linhagem de Salmonella typhimurium TA98

O corante AB210 induziu mutagenicidade na linhagem de S. typhimurium TA98
com poténcia mutagénica de 0,017 e 0,124 revertentes / ug na auséncia e presenca
de metabolizacdo exdgena (S9), respectivamente (Tabela 4). De acordo com a
classificagdo do potencial mutagénico de Claxton et al. (1991) para esta linhagem, um
composto quimico se enquadra na categoria “extremamente baixo potencial
mutagénico” quando o valor da poténcia mutagénica encontra-se entre 0,1 e 1
revertentes / pg. Logo, pode-se considerar que o AB210 praticamente ndo induz
mutagenicidade na linhagem de S. typhimurium TA98 nas condi¢des testadas. Cabe
ressaltar que todos os ensaios foram acompanhados pelo teste de viabilidade, com
valores dentro dos padrdes aceitos internacionalmente: 1 a 2 x 10° UFC / mL
(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

Tabela 4 — Efeito do corante Acid Black 210 sobre a linhagem de S. typhimurium TA98

apos 66 horas de exposicéao.

Média do numero de revertentes / placa

Concentragéo (ug / placa) + desvio padrdo
Auséncia de S9 Presenca de S9
Controle Negativo 37,00+ 4,64 32,20+ 3,11
Controle Positivo 540,50 + 19,09**"  2.564,00 + 356,38**
0,5 38,67 £ 6,51 35,00 £ 5,29
5 43,00 £ 7,21 31,50 + 4,95
50 40,00 = 6,93 44,67 £ 1,53**
500 55,00 + 8,72 94,33 + 11,06**
1.000 69,33 £ 9,24*
2.000 62,50 + 0,71*
3.000 84,67 + 8,62**
4.000 132,67 + 10,02**
5.000 116,67 £ 22,81** 263,33 + 22,37**
Poténcia mutagénica (rev / ug) 0,017 0,124

Téxido de 4-nitroquinolina 0,05 pg / mL

%2-aminoantraceno 0,25 pg / mL

--- concentracdo nao testada

*p < 0,05 estatisticamente diferente em relacdo ao controle negativo
**p < 0,01 estatisticamente diferente em rela¢do ao controle negativo

4.1.3 Avaliagdo do potencial mutagénico através do Teste de Ames com a

linhagem de Salmonella typhimurium TA100

O corante AB210 néo induziu mutagenicidade na linhagem de S. typhimurium
TA100 tanto na auséncia quanto na presenca de metabolizacdo exdgena (S9) (Tabela

5) nas condicdes testadas. Cabe ressaltar que todos os ensaios foram acompanhados
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pelo teste de viabilidade, com valores dentro dos padrées aceitos internacionalmente:
1 a2 x10° UFC/ mL (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

Tabela 5 — Efeito do corante Acid Black 210 sobre a linhagem de S. typhimurium
TA100 ap0s 66 horas de exposicao.

Média do numero de revertentes / placa

Concentracao (ug / placa) desvio padréo
Auséncia de S9 Presenca de S9
Controle Negativo 223,60 + 14,67 189,60 + 19,18
Controle Positivo 2.522,00 + 381,84**!  3.488,00 + 565,69**

0,5 238,67 + 21,59

5 226,67 + 0,58
50 227,00 £ 19,29 221,00 £ 17,73
100 215,67 £ 20,11
500 258,33 + 13,58 184,67 + 19,40
1.000 189,00 + 31,58
5.000 234,33 £ 15,70 216,33+ 17,95

Poténcia mutagénica (rev / ug) X X

‘éxido de 4-nitroquinolina 0,05 ug / mL

?2-aminoantraceno 0,25 Mg / mL

--- concentragdo ndo testada

**p < 0,01 estatisticamente diferente em relacdo ao controle negativo
X ndo mutagénico

4.1.4 Avaliacdo do potencial embrio-toxico através do Ensaio de Toxicidade

Aguda com Embrides de Zebrafish (Danio rerio)

O corante Acid Black 210 nao induziu nenhum dos dezessete endpoints
analisados (Gréfico 3) durante o desenvolvimento embrio-larval de Danio rerio em 144
horas pos-fertilizagéo (hpf) até a concentragdo maxima de 100 pg / mL (OECD, 2013).
O controle positivo utilizado resultou em 100 % de ma-formacdo e morte dos embrides
em até 48 horas de experimento e o controle negativo ndo induziu nos embribes

nenhum dos endpoints analisados.
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Gréfico 3 — Efeito do corante Acid Black 210 sobre embrides de D. rerio apos 144
horas de exposicdo. Os resultados sdo expressos em porcentagem de ovos afetados
de forma cumulativa para cada endpoint analisado.
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Com o intuito de treinar as técnicas utilizadas na manutencdo e manipulacao
dos peixes e embrides de Danio rerio, além de estudar o seu desenvolvimento
embrionario foi realizado estagio-sanduiche no Instituto de Biotecnologia da
Universidad Nacional Autbnoma de México sob supervisdo do Prof. Dr. Enrique Salas
Vidal através do Programa de Mobilidade Internacional Santander-USP.

Dentre as técnicas aprendidas podem ser citadas a fixacdo dos embribes para
utilizagdo em microscopia confocal, e a retirada do corio e montagem dos embrides
para a visualiza¢do e andlise por outras técnicas de microscopia.

Para a analise dos embriées por microscopia confocal foi utilizada a coloragéo
por Alexa Fluor® 647 conjugada com IgG anti-SOD3 anti-camundongo e anti-coelho.
Para observacédo dos filamentos de actina foi utilizada a coloracdo por Alexa Fluor®
488 Phalloidin (verde) e para a observacdo de cadeias de DNA foi utilizada a
coloracéo por Hoechst 33342 (vermelho).

N&o foram observadas diferencas significativas por microscopia confocal para o
inicio do desenvolvimento dos embries de zebrafish (48 hpf) apds exposicdo ao
corante Acid Black 210 até a concentragdo de 5.000 pg / mL quando comparados ao
grupo controle. Ainda, apos 24 horas de exposi¢cdo, os embrides foram submetidos a
analises por Western Blot, também sem variagfes significativas quando comparados

ao grupo controle (dados ndo apresentados).
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Apébs 96 hpf foi observado que a concentracdo de 500 pg / mL gerou embrides
de menor tamanho quando comparados ao grupo controle (3,01 £ 0,079 e 3,22 + 0,18
mm, respectivamente), com diferenca estatistica significativa ap6s analise por teste-t

de Student e medida realizada pelo programa ImageJ pelo método freeline desde a

cartilagem de Meckel do embrido até o final de sua notocorda apds sua fixacdo (n
10). Cabe pontuar que para esta concentracdo também foi observado mobilidade e
formato do vitelo diferentes quando comparados aos do grupo controle, e para todas
as concentracdes testadas houve um atraso de 24 horas na ecloséo.

4.1.5 Avaliagdo da permeabilidade através do Ensaio de Permeabilidade em
Membrana Artificial Paralela (PAMPA)

De acordo com as curvas analiticas apresentadas no item 3.5, o corante Acid
Black 210 apresentou permeabilidade de 6,82 + 2,71 X 10°% cm / s. Este valor é muito
préximo da permeabilidade do farmaco carmabazepina (6,40 + 0,20 x 10° cm / s), que
possui fragdo da dose absorvida em humanos de 100 % (apud CHEN et al., 2008). A
analise do controle de placa cafeina resultou em logaritmo de permeabilidade (log P.)

no valor de -4,25, valor préximo ao encontrado por Petit et al. (2016) (-4,49).

4.1.6 Avaliacao do risco ecogenotoxicoldgico da utilizagdo do corante téxtil Acid
Black 210

Na avaliagdo do risco ecogenotoxicolégico do corante téxtii AB210 foram
considerados os trés estudos disponiveis na literatura cientifica: 1. Agrawal et al.
(2014): Este trabalho realizou a avaliacdo da genotoxicidade através do Ensaio do
Cometa utilizando Allium cepa e toxicidade microbiolégica utilizando Bacillus subtilis,
Escherichia coli, e Azotobacter sp. 2. Cesila (2015): Nesta dissertacdo do nosso grupo
de pesquisa foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade através do ensaio do MTT,
mutagenicidade através do Ensaio do Micronucleo em células HepG2 e ensaio de
toxicidade aquatica empregando o microcrustdceo Daphnia similis. 3. Rocha et al.
(2016): Este artigo cientifico recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa
apresenta os resultados da avaliagdo do risco ecogenotoxicolégico do corante AB210
empregando as diferentes abordagens apresentadas na presente Tese.

Através da andlise dos critérios de confiabilidade utilizando o método CRED
(Tabela 6), os testes de toxicidade microbiol6gica e de genotoxicidade descritos no
trabalho publicado por Agrawal et al. (2014), além do teste de mutagenicidade descrito

por Cesila (2015), podem ser classificados como R2 (confiaveis com restrices). Ja 0s
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testes de citotoxicidade e ecotoxicidade descritos por Cesila (2015), e os testes de
mutagenicidade, genotoxicidade e toxicidade embrionaria aguda descritos por Rocha
et al. (2016) podem ser classificados como R1 (confidveis sem restric6es). J& para 0s
critérios de relevancia (Tabela 7) pode-se concluir que os testes descritos por Agrawal
et al. (2014) podem ser classificados como C2 (relevantes com restricdes), enquanto
os testes descritos por Cesila (2015) e Rocha et al. (2016) podem ser classificados
como C1 (relevantes sem restricoes).

Seguindo as classificacbes sugeridas pelo presente estudo e os resultados
descritos nos trabalhos analisados, o corante Acid Black 210 pode ser considerado

seguro a luz dos conhecimentos atuais.
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Tabela 6 — Critérios de confiabilidade avaliados para os trabalhos toxicol6gicos disponiveis na literatura utilizando o corante Acid Black 210.

Critérios Literatura Cientifica
AGRAWAL et al., 2014 CESILA, 2015 ROCHA et al., 2016
Toxicidade Genotoxicidade Citotoxicidade Mutagenicidade Ecotoxicidade Mutagenicidade Genotoxicidade Toxicidade
microbiolégica® (Cometa) (MTT) (Microntcleo) (Daphnia similis) (Ames) (Cometa) eml()[;l;)r:}gnri?g;da
1 Modificado (CP) Padronizado (CP) Padronizado (CP) Padronizado (CP) Padronizado (CP) Padronizado (CP) Padronizado (CP) Padronizado (CP)
2 CPP CPP CP CP CP CP CP CP
3 CNP CNP CP CNP CP CP CP CP
4 CPP CPP CP CP CPP CP CP CP
5 CP CP CP CP CP CP CP CP
6 CNP CNP CP CP CP CP CP CP
7 CNP CNP CNP CNP CNP CNP CNP CNP
8 CP CP CP CP CP CP CP CP
9 CPP CPP CNP CNP CP CP CNP CP
10 CP CP CP CP CP CP CP CP
11 CP CPP CP CP CP CP CP CP
12 CP CP CP CP CP CP CP CP
13 CPP CPP CP CP CP CP CP CP
14 CP CP CP CP CP CP CP CP
15 CNA CNP CNA CNA CNP
16 CP CP CP CP CP CP CP CP
17 CP CNP CP CNP CP CP CP CP
18 CP CP CP CP CP CP CP CP
19 CNP CNP cp CNP cp cp cP cp
20 CPP CPP CPP CPP CP CP CP CP

ABacillus subtilis, Escherichia coli, Azotobacter sp.

CP: Critério Preenchido; CPP: Critério Parcialmente Preenchido;

: Critério Nao Aplicavel; CNP: Critério Ndo Preenchido
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Tabela 7 — Critérios de relevancia avaliados para os trabalhos toxicolégicos disponiveis na literatura utilizando o corante Acid Black 210.

Critérios Literatura Cientifica
AGRAWAL et al., 2014 CESILA, 2015 ROCHA et al., 2016
Toxicidade Genotoxicidade Citotoxicidade Mutagenicidade Ecotoxicidade Mutagenicidade Genotoxicidade Toxicidade
microbiolégica® (Cometa) (MTT) (Microntcleo) (Daphnia similis) (Ames) (Cometa) eml()[;l;)r:}inrzgg;da
1 CpP CP CpP CpP CP CP CpP CP
2 CP CP CP CP CP CP CP CP
3 CNP CNP CPP CpP CP CpP CpP CpP
4 CNP CP CP CP CNP CP CP CP
5 CNP CNP CNP CNP CP CNP CNP CP
6 CNP CNP CpP CpP CP CpP CpP CpP
7 CP CP CP CP CP CP CP CP
8 CcpP CpP CpP CpP CP CpP CpP CpP
9 CP CNP CP CP CP CP CP CP
10 CNP
11 CcpP CP CP CpP CP CP CpP CpP
12 CpP CpP CpP CpP CpP CpP CpP CpP
13 CNP CPP CNP CNP CP CNP CNP CpP

ABacillus subtilis, Escherichia coli, Azotobacter sp.

CP: Critério Preenchido; CPP: Critério Parcialmente Preenchido;

: Critério N&o Aplicavel; CNP: Critério Ndo Preenchido
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4.2 Avaliacdes toxicoldgicas do corante téxtil Disperse Violet 93

4.2.1 Avaliacdo do potencial genotoxico através do Ensaio do Cometa com

células HaCaT

O potencial genotéxico do DV93 foi avaliado através do Ensaio do Cometa com
células HaCaT. No presente estudo a viabilidade celular para todas as amostras foi
superior a 87 %, determinada através do método de exclusdo pelo corante azul de
tripano (TICE et al., 2000). Por meio dos resultados obtidos pode-se notar que nao
houve diferenca estatistica significativa entre os valores de momento da cauda (tail
moment) (Gréfico 4) ou intensidade da cauda (tail intensity) (Gréfico 5) quando o
controle negativo é comparado as doses testadas, 0 que significa que este corante
ndo induziu danos ao DNA das células HaCaT nas concentracdes e condiges

utilizadas.

Gréfico 4 — Efeito do corante Disperse Violet 93 sobre o DNA de células HaCaT,
observado pelo teste do cometa apdés 4 horas de exposicdo (tail moment). Os
resultados sdo expressos como média e desvio-padrdo da triplicata. *p < 0,05
estatisticamente diferente em relagéo ao controle negativo.
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Gréfico 5 — Efeito do corante Disperse Violet 93 sobre o DNA de células HaCaT,
observado pelo teste do cometa apds 4 horas de exposi¢do (tail intensity). Os
resultados sdo expressos como meédia e desvio-padrdo da triplicata. *p < 0,05

estatisticamente diferente em relagéo ao controle negativo.
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4.2.2 Avaliacdo do potencial embrio-toxico através do Ensaio de Toxicidade
Aguda com Embrides de Zebrafish (Danio rerio)

O corante Disperse Violet 93 (DV93) induziu quatro endpoints durante o
desenvolvimento embrio-larval de Danio rerio em 144 horas pos-fertilizagéo (hpf) até a
concentracdo maxima de 100 ug / mL (OECD, 2013): coagulacdo de ovos fertilizados,
edema do saco vitelinico, escoliose e ma-formacéo da bexiga natatoria (Gréafico 6). O
controle positivo utilizado resultou em ma-formacgées e 100 % de ma-formacdo e morte
dos embrides em até 48 horas de experimento e o controle negativo ndo induziu
nenhum dos endpoints analisados.

Somente uma coagulacdo de ovo fertilizado (5 %) foi observada para as
concentracdes de 0,1, 1 e 10 pg / mL do corante DV93 em 144 hpf. Ja as
concentracdes de 50 e 100 pg / mL resultaram em 25 e 55 % de morte dos embrides
no mesmo periodo, respectivamente. Ainda, as concentracdes de 50 e 100 pg / mL
resultaram em 45 e 40 %, respectivamente, de embrides com edema do saco
vitelinico, e 15 e 5 %, respectivamente, de embries com escoliose em 144 hpf. A mé-
formacdo da bexiga natatéria foi observada em 15 e 20 % para as concentracdes de
50 e 100 pg / mL do corante DV93, respectivamente.

Outros endpoints observados, por suas caracteristicas intrinsecas, nao

puderam ser quantificados com precisdo (alteracbes na pigmentagdo, tamanho da
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cauda e mobilidade do embrido) a partir da concentracdo de 10 pug / mL do corante
DV93 em 48 hpf.

Gréfico 6 — Efeito do corante Disperse Violet 93 sobre embrides de D. rerio apos 144
horas de exposicdo. Os resultados sdo expressos em porcentagem de ovos afetados
de forma cumulativa para cada endpoint analisado.
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4.2.3 Avaliagao do risco ecogenotoxicoldgico preliminar da utilizagdo do corante

téxtil Disperse Violet 93

Ainda que ndo tenham sido utilizados os critérios de confiabilidade e relevancia
do método CRED, os resultados de toxicidade aguda em embrides de Danio rerio
apresentados no presente estudo, em conjunto com os resultados de mutagenicidade
descritos por Umbuzeiro et al. (2005) para a linhagem de S. typhimurium YG1041
indicam que o corante Disperse Violet 93 apresenta ecogenotoxicidade importante,
necessitando de avaliacdes nos demais niveis tréficos para que uma avaliagdo do

risco completa do uso deste corante seja realizada.

4.3 Avaliacdo do potencial embrio-téxico de efluente de curtume pré-tratamento

através do Ensaio de Toxicidade Aguda com EmbriGes de Zebrafish (Danio rerio)

O efluente de curtume analisado antes do tratamento prévio ao descarte em
leito de rio (dados do tratamento ndo informados pela industria) induziu seis endpoints
durante o desenvolvimento embrio-larval de Danio rerio em 144 horas poés-fertilizacdo
(hpf): coagulacdo de ovos fertilizados, edema do saco vitelinico, escoliose, ma-

formacédo da cauda, ma-formacéo da bexiga natatéria e ma-formacéo de outros érgaos
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de forma inespecifica (Gréfico 7). O controle positivo utilizado resultou em ma-
formacdes e 100 % de morte dos embribes em até 48 horas de experimento e o
controle negativo resultou em coagulacao de dois ovos fertilizados.

Todos os ovos fertilizados apresentaram coagulacdo em até 5 % do efluente
diluido em agua deionizada em 24 hpf. A concentracdo de 0,5 % do efluente resultou
em 50 % de coagulacdo em 144 hpf. J& as concentracdes de 0,05 % e 0,005%
resultaram em 10 % de coagulacdo em 144 hpf. Ainda, a concentracdo de 0,5 % do
efluente resultou em 30 % de embrides com escoliose em 144 hpf, e 30 % de
embrides afetados para os demais endpoints observados em 144 hpf. Cabe ressaltar
gue nesta concentragdo os embrides ainda demonstraram estar fragilizados e com
movimentacdo irregular da cauda (endpoints que ndo puderam, por suas

caracteristicas intrinsecas, ser quantificados com preciséo).

Grafico 7 — Efeito do efluente pré-tratamento sobre embrides de D. rerio apés 144
horas de exposicdo. Os resultados sdo expressos em porcentagem de ovos afetados

de forma cumulativa para cada endpoint analisado.
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4.4 Avaliacdo do potencial embrio-téxico de efluente de curtume pds-tratamento

através do Ensaio de Toxicidade Aguda com EmbriGes de Zebrafish (Danio rerio)

O efluente de curtume analisado ap6s o tratamento prévio ao descarte em leito
de rio (dados do tratamento ndo informados pela industria) induziu seis endpoints
durante o desenvolvimento embrio-larval de Danio rerio em 144 horas pos-fertilizagéo
(hpf): coagulagéo de ovos fertilizados, ndo desprendimento da cauda, edema do saco
vitelinico, escoliose, auséncia de movimentacdo espontanea e ma-formacgéo da bexiga

natatoria (Grafico 8). O controle positivo utilizado resultou em ma-formacées e 100 %
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de morte dos embribes em até 48 horas de experimento e o controle negativo resultou
em coagulacéo de dois ovos fertilizados.

Todos os ovos fertilizados apresentaram coagulagdo em 100 % do efluente em
24 hpf. A concentracéo de 10 % do efluente diluido em &gua deionizada resultou em
10 % de mé-formacéo da bexiga natatéria em 144 hpf e 5 % de ndo desprendimento
da cauda. Ainda, na concentracdo de 0,01 % do efluente foi possivel observar
movimentacao irregular em 10 % dos embrides em 48 hpf. Os outros endpoints
descritos ocorreram de forma aleatdria e inespecifica nas concentracdes mais baixas

testadas.

Grafico 8 — Efeito do efluente pés-tratamento sobre embrides de D. rerio apés 144
horas de exposicdo. Os resultados sdo expressos em porcentagem de ovos afetados

de forma cumulativa para cada endpoint analisado.
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“0O paraiso é um conto de fadas para pessoas com medo do escuro.”

Stephen Hawking
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-V-
DISCUSSAO

— A

Considerando que a utilizagdo por parte das industrias téxteis de azocorantes
contendo nitrosaminas ou aminas aromaticas com potencial mutagénico pode gerar
efluentes contaminados e apresentar risco em potencial para a sautde humana e para
0 meio ambiente, e que a literatura cientifica encontra-se defasada em informagfes
sobre este risco toxicolégico, faz-se necessario estudos especificos de genotoxicidade
e mutagenicidade que possam direcionar a criagao de leis especificas para a protecao
da saude humana e ambiental.

Nosso grupo de pesquisa vem apresentando dados relevantes sobre a
mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade de azocorantes ha alguns anos.
Chequer et al. (2009) relatam a dose-resposta observada para os corantes Disperse
Red 1 e Disperse Orange 1 em ensaios de micronucleo em linfécitos e em células
HepG2 em concentracdes superiores a 1 pug / mL e 2 ug / mL, respectivamente. Ferraz
et al. (2011) apresentam resultados de mutagenicidade pelo teste de Ames para o0s
corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13, observando que ambos induziram
mutagdes em linhagens de Salmonella spp. Ferraz, Grando e Oliveira (2011) relatam a
mutagenicidade e citotoxicidade do azocorante Disperse Orange 1, e outros estudos
do grupo de pesquisa apresentam dados da avaliacdo toxicogenética e
ecotoxicologica dos corantes téxteis Direct Black 38 e Reactive Blue 15 (OLIVEIRA,
2013).

Uma vez que danos no DNA séao frequentemente célula e tecido especificos,
uma metodologia como o teste do cometa que permite a deteccdo de danos em uma
Unica célula, e consequentemente em determinada subpopulacéo celular, é de grande
importancia para a avaliacdo de compostos genotoxicos (GONTIJO; TICE, 2003).

Além destas especificidades, este teste é de relativo baixo custo e difere de
outros ensaios que detectam danos no DNA por requerer células viaveis, mas ndo em
divisdo, permitindo, assim, sua aplicacdo a qualquer tipo de tecido dos quais células
vivas possam ser obtidas. O fato do ensaio possibilitar acesso as quebras do DNA de
uma unica célula contribui para que poucos milhares de células sejam suficientes para
sua realizacdo (GONTIJO; TICE, 2003).

Os resultados apresentados nesta Tese indicam que ndo héa diferenca

estatistica significativa entre os valores de tail moment e tail intensity entre as doses
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testadas e o controle negativo para o corante Acid Black 210, o que significa que o
mesmo ndo induziu danos ao DNA das células HepG2.

Quanto as andlises de mutagenicidade pelo teste de Ames, foram realizados
ensaios na auséncia e na presenca de ativacao metabdlica (S9), ja que de acordo com
Rajaguru et al. (2001) alguns corantes necessitam de ativacdo metabdlica para
inducdo da mutagenicidade. Umbuzeiro et al. (2005) também verificaram que a adi¢do
de S9 é capaz de aumentar a resposta mutagénica do corante Disperse Blue 291.

Os resultados apresentados nesta Tese também indicam que ndo houve a
inducdo da mutagenicidade nas linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100 para o
corante Acid Black 210 nas concentracdes e condi¢cfes testadas, mesmo na presenca
de ativagdo metabdlica.

Os possiveis sub-produtos de degradacdo do Acid Black 210 vém sendo
estudos pela aluna Elisa Maria Christovam sob supervisdo da Profa. Dra. Maria
Valnice Boldrin Zanoni no Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista —
Araraquara-SP. Foi observada a presenga dos compostos 2-naftilamina, 2,6-
dimetilanilina e 4-nitroanilina em amostras de efluentes de um curtume do Corrego do
Liso (Séo Sebastido do Paraiso-MG) por LC-ESI-MS/MS QTrap e RMN (dados nao
publicados), indicando que a degradacdo natural do corante Acid Black 210 ocorre
pela quebra das ligagGes azo (N=N).

ABmann et al. (1997) observaram que a 4-nitroanilina possui atividade
mutagénica na linhagem de S. typhimurium TA98 pelo teste de Ames somente ha
presenca de metabolizacdo exdgena (S9). Inami, Okazawa e Mochizuki (2009)
observaram que aminas e amidas aromaticas, incluindo a 2-naftilamina, apresentam
atividade mutagénica na linhagem de S. typhimurium TA98 na presenca de ativacéo
quimica e metabdlica. Kirkland et al. (2012) ndo observaram atividade mutagénica
para a 2,6-dimetilanilina até a concentracdo méxima de 5.000 ug / placa nas linhagens
de S. typhimurium TA98, TA100, TA1535 e TA1537 mesmo apds ativagdo metabolica,
ainda que este composto seja considerado carcinogénico para roedores.

Estes estudos s&o compativeis com o0s resultados de mutagenicidade
observados no presente estudo. Ainda, a degradacdo proposta por Agrawal et al.
(2014) através da bactéria Providencia sp. SRS82 apresenta outros compostos
intermediarios na degradacdo deste corante (benzeno, anilina, 1l-naftol, naftaleno,
dentre outros), indicando a possibilidade da degradacéo do Acid Black 210 n&o ocorrer
somente pelo mecanismo de quebra nas ligacbes azo, ou ocorrer com a formagéo de
intermediarios rapidamente degradados em outros compostos quando o corante é

submetido a metabolizacéo.
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Quanto a avaliacdo da ecotoxicidade, o primeiro corante a ser testado através
do teste de toxicidade aguda com embrides do zebrafish foi a henna (corante de
cabelo), de uso comum pela populacéo asiatica e encontrada em efluentes industriais
na india e na China (MANJUNATHA et al., 2014). Dentre as ma-formacdes
observadas pelo autores apdés 96 horas de experimentacdo estdo o retardo na
eclosdo, circulacdo sanguinea lenta, edema pericardico e deformacdo caudal, nas
concentracdes de 100, 200 e 275 uM de henna (MANJUNATHA et al., 2014).

No presente estudo foi observada a auséncia de efeito agudo em embrides de
zebrafish até a concentracdo de 100 ug / mL, dose maxima a ser testada de acordo
com a OECD, para o corante Acid Black 210. Porém, devido as observagfes de atraso
na eclosao, tamanho de cauda reduzido, mobilidade alterada e formato do vitelo
aparentemente alterado na concentragdo de 500 pg / mL, e considerando que todos
estes processos possuem o citoesqueleto como estrutura celular em comum, ha a
necessidade de estudos que verifiguem a influéncia deste corante durante o processo
de formagdo muscular e esquelética em D. rerio. Para que essa avaliagdo possa ser
realizada, a sugestdo € estudar quantitativamente os mecanismos envolvidos com o
processo de neurotoxicidade em embrides de D. rerio utilizando plataformas analiticas
de sistemas de alta performance (high-throughput screening) através de
videomonitoramento automatizado associado a ensaios de expressdo génica. Esses
estudos constituem a base do projeto de Pés-Doutorado submetido recentemente a
FAPESP sob o protocolo de niumero 2016/05469-5.

E interessante notar que o Acid Black 210 possui grupamentos quimicos
estruturalmente semelhantes ao mesilato KB-R7943 (numero CAS 182004-65-5)
(Figura 6). Este composto é um inibidor seletivo e reversivel de NCKX em células que
expressam NCX1, responsavel pelo transporte catibnico de Na‘/Ca®" (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, 2015). Lamason et al. (2005) relatam que o NCKX5 (SLC24A5)
afeta a pigmentacdo do zebrafish. O ort6logo humano € muito similar em sequéncia e
funcdo nos seres humanos, sugerindo um papel importante deste gene na
pigmentacdo humana (LAMASON et al., 2005).

Figura 8 — Estrutura quimica do composto mesilato KB-R7943

Fonte: http://www.scbt.com/datasheet-202681-kb-r7943-mesylate.html



Disewssdo || 79

O ensaio de permeabilidade realizado reforca a idéia de que mesmo
compostos altamente hidrossollveis devem passar por testes toxicolégicos, ja& que
podem ser absorvidos e exercer efeitos no meio ambiente e/ou organismos vivos. O
corante Acid Black 210 apresentou permeabilidade semelhante, nas mesmas
condi¢cbes testadas, a do farmaco carbamazepina, altamente absorvido pelos seres
humanos. Ressalta-se que este teste esta relacionado a absorcdo passiva dos
compostos, e ndo leva em consideracdo possiveis mecanismos de efluxo, enzimaticos
ou de transporte ativo. Assim, de acordo com o critério de absorcédo gastrintestinal
descrito em Petit et al. (2016), este corante provavelmente ndo seria absorvido por
seres humanos pela via oral, ainda que seja permeéavel as células.

A avaliacdo de risco realizada para o corante Acid Black 210 levou em
consideracao todos os resultados toxicoldgicos disponiveis na literatura cientifica para
este corante. Primariamente, de acordo com o método CRED, os trabalhos descritos
na presente Tese (ROCHA et al., 2016) e os realizados por Cesila (2015) foram
considerados confiaveis e relevantes. De forma complementar podem ser observados
os resultados publicados por Agrawal et al. (2014). Assim, todos os niveis troficos
foram avaliados e o corante pode ser considerado seguro do ponto de vista

ecogenotoxicoldgico a luz dos conhecimentos atuais.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre
os valores de tail moment e tail intensity entre as doses testadas e o controle negativo
para o corante Disperse Violet 93 pelo Ensaio do Cometa. J4 quanto a sua toxicidade
aguda em embrides de zebrafish, este corante mostrou-se embrio-téxico, induzindo
coagulacédo de ovos fertilizados, edema do saco vitelinico, escoliose e ma-formacgéo da
bexiga natatéria em 144 hpf.

Este corante também possui mutagenicidade descrita para a linhagem de S.
typhimurium YG1041 pelo teste de Ames em 4.600 revertentes / pg (UMBUZEIRO et
al., 2005). Ha a necessidade de uma avaliacdo toxicoldgica mais completa em outros
niveis troficos, ja que este corante ja foi identificado em amostras coletadas no
Ribeirdo dos Cristais-SP (UMBUZEIRO et al., 2005) e continua sendo utilizado pelas
indastrias téxteis devido a auséncia de legislacéo especifica.

Ainda que n&o tenham sido utilizados os critérios de confiabilidade e relevancia
do método CRED para realizar a avaliagéo do risco do uso do Disperse Violet 93 pelas
indUstrias téxteis, os resultados observados através de uma abordagem integrada
indicam que este corante apresenta ecogenotoxicidade importante, necessitando de
avaliacBes nos demais niveis troficos para que uma avaliacdo do risco completa do

uso deste corante seja realizada.
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Estudos realizados por outros grupos de pesquisa apontaram recentemente a
contaminacdo de &guas em regides brasileiras onde a industria téxtil mantém suas
atividades. Manzano et al. (2015) avaliaram o potencial genotoxico das aguas do
Ribeirdo Tatu (Limeira-SP), impactadas com os efluentes doméstico, industrial e
agricola através do ensaio do cometa com células HTC. Em 2003, Matsumoto et al.
utilizaram o ensaio do cometa em células CHO-K1 para avaliar o potencial genotdxico
das aguas do Corrego dos Bagres (Franca-SP), impactadas com o efluente de
curtumes instalados na regidao (MATSUMOTO et al., 2003).

Lemos, Oliveira e Lemos (2011) relatam o potencial mutagénico de aguas de
superficie do rio Cadeia e Feitoria-RS impactadas com efluentes de curtumes e
indastrias téxteis através do Ensaio do Micronucleo com células V79 e linfécitos
humanos. Mitteregger et al. (2007) relatam o potencial genotdéxico de aguas e
sedimentos coletados em Estancia Velha-RS impactados com efluentes de industrias
téxteis através da utilizacdo de Allium cepa, além de observaram toxicidade em testes
com Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia e Hyalella azteca. Na india, Alam et al.
(2010) relatam a mutagenicidade através do Teste de Ames com as linhagens de S.
typhimurium TA98, TA97a e TA102, além de genotoxicidade através do teste com
Escherichia coli K-12, em efluentes de curtume utilizados para a irrigacéo de lavouras.

No presente estudo foi realizada a coleta de amostras de efluente de curtume
pré e pos-tratamento industrial. A Resolugdo CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005)
dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condicbes e padrbes de lancamento de
efluentes de acordo com cada classificacdo. De acordo com os relatorios de ensaio
realizados pela CETESB, o pH da amostra coletada foi de 8,05 para o efluente pré-
tratado, subindo para 12,46 no efluente pés-tratado (estes dados constam do laudo de
andlise da CETESB que ndo foram aqui divulgados por questdes éticas). Este ultimo
valor encontra-se em desacordo com a legislacéo vigente, que preconiza uma faixa de
pH entre 6,0 e 9,0 unidades.

Ainda, a demanda biolégica de oxigénio (DBO) para o efluente pos-tratamento
foi de 45 mg / L O,, valor muito superior ao de 3 mg / L O, descrito como maximo valor
permitido para aguas de classe 1 (que podem ser destinadas ao abastecimento para
consumo humano apdés tratamento simplificado, ou ainda a recreacdo de contato
primario, irrigacdo de hortalicas consumidas cruas) e de 10 3 mg / L O, descrito como
maximo valor permitido para aguas de classe 3 (que podem ser destinadas ao
abastecimento para consumo humano apds tratamento avancado, ou ainda a
recreacao de contato secundario, pesca amadora e dessedentacdo de animais). Cabe

ressaltar que a propria legislacdo permite um limite mais elevado para DBO no caso
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de aguas de classe 3, caso o0 estudo da capacidade de autodepuracdo do corpo
receptor demonstre que as concentracdes minimas de oxigénio dissolvido previstas
néo serdo desobedecidas.

A analise de metais para o efluente pds-tratamento, incluindo cadmio, chumbo,
cobre, ferro, niquel e zinco, além das andlises de sélidos sedimentaveis, Oleos e
graxas, encontram-se em acordo com a legislacdo vigente (dados ndo apresentados).
A titulo de curiosidade, a Tabela 8 apresenta uma comparacdo de padrbes de
lancamento de efluentes oriundos de atividades de curtume entre diferentes paises
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2008).

Os ensaios de toxicidade aguda em embrides de zebrafish realizados apontam
a alta toxicidade destes efluentes antes do tratamento realizado. Porém, o descarte
pés-tratamento mostrou-se menos téxico para 0 meio ambiente. Cabe ressaltar que
esta toxicidade depende, ainda, da capacidade de diluicdo do corpo receptor, incluindo

fatores como profundidade, volume, e correnteza da agua.
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Tabela 8 — Comparacéo de padrdes de lancamento de efluentes oriundos de atividades de curtume de varios paises (MINISTERIO DO MEIO

AMBIENTE, 2008).

Parametro (mg /L) Brasil Dinamarca Franca Alemanha Hungria india Italia Paises Baixos Suica UK Estados Unidos Japéo
pH (unidade) 50-9,0 6,5-8,5 55-85 6,5-9,5 50-100 55-90 55-95 6,5-8,5 55-85 6,0-90 6,0-9,0 50-4,0
Temperatura (°C) 40 30 30 35 --- 30 25 30 25 ---
DBO 120 40 - 200 20-25 30 40 50 20 20 -130 40 160
DQO 360 200 — 250 250 160 160
§823‘e’§ o 130 30 30-100 50 — 150 100 80 80 20 30-80 60 200
Cromo total 0,5 --- 0,05 --- 1,0 2,0
Amoénia 1,5 2,0 15-80 5,0-10 2,0-3,0 15 100
Fosforo 1,0 10 10
Oleos e graxas 30 5 8-50 - 20 - 20 - - 30




“A verdade pode ser intrigante. Pode dar algum trabalho lidar com ela. Pode ser contra-
intuitiva. Ela pode contradizer preconceitos profundamente enraizados. Pode nao se
coadunar com o que queremos desesperadamente que seja verdade. Mas nossas

preferéncias nao determinam o que é verdade.”

Carl Sagan
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_VI _
CONCLUSOES

— A

O corante Acid Black 210 ndo apresentou genotoxicidade em células HepG2,
nem mutagenicidade em linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100 mesmo na
presenca de metabolizacdo. Ainda, ndo apresentou toxicidade morfofisiolégica em
embrides de zebrafish. Pelos resultados obtidos e pela avaliacdo do risco do uso do
Acid Black 210 pelas industrias téxteis, ndo ha indicios de que este corante apresente
ecogenotoxicidade que justifique sua retirada do mercado ou legislacdo especifica.
Este corante pode ser considerado seguro a luz dos conhecimentos atuais.

Por outro lado, o corante Disperse Violet 93 apresentou toxicidade
morfofisiologica em embrides de zebrafish. Considerando que na literatura cientifica
também consta sua mutagenicidade em linhagem de S. typhimurium YG1041, este
corante necessita de avaliacdes nos demais niveis troficos para que uma avaliagdo do
risco seja realizada.

Estes resultados ressaltam a importancia da realizagdo de estudos
toxicoldgicos visando fornecer subsidios para a realizacdo de avaliagbes do risco do
uso de corantes, j que estes se encontram em exposi¢do constante aos seres Vivos e

ao meio ambiente.



“Ninguém se torna iluminado por imaginar figuras de luz, mas sim por tornar

consciente a escuridao.”

Carl Jung
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“O opressor nao seria tao forte se ndo tivesse cimplices entre os proprios oprimidos.”

Simone de Beauvoir
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APENDICE A - Resultados de cada experimento do Ensaio do
Cometa em células HepGz2 para o corante Acid Black 210

Acid Black 210

(ug / mL) Tail Moment
12 Repeticao 22 Repeticéo 32 Repetigéo
(média + desvio-padrdo) (média + desvio-padrdo) (média + desvio-padrao)
Controle Neg. 1,21+ 1,07 1,60+1,18 1,28+ 1,24
Controle Posit. 4,45 + 3,03 7,15 + 3,48 18,16 + 10,31
0,5 1,36 £ 1,16 1,70+ 1,39 1,46 £ 1,19
5 1,43+1,11 2,12+1,74 1,56+ 1,08
50 1,40 £ 0,96 2,58+ 1,75 1,73+ 1,53
500 1,64 £ 1,53 1,69 + 1,37 200171
5.000 2,25+ 1,56 2,44 + 1,66 2,54 2,22
Tail Intensity
12 Repeticao 22 Repeticdo 32 Repeticdo
(média £ desvio-padrdo) (média £ desvio-padrdao) (média+ desvio-padrao)
Controle Neg. 4,01 +3,74 5,56 + 4,36 4,05+ 4,04
Controle Posit. 13,16 + 8,58 19,33 £ 9,09 40,04 + 24,55
0,5 4,48 + 3,92 5,86 £ 4,95 3,93 £ 3,55
5 4,37 £ 3,43 7,59 £ 6,16 4,19+ 3,34
50 4,58 + 3,33 9,15 £ 6,25 4,40 £ 4,16
500 4,96 * 4,66 6,05 + 5,04 5,03 £ 4,68
5.000 7,24 £ 5,37 8,79 £ 6,57 2,00+1,71
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APENDICE B - Resultados de cada experimento do Ensaio do
Cometa em células HaCaT para o corante Disperse Violet 93

Disperse Violet 93

(Mg / mL)

Tail Moment

12 Repetigéo

(média £ desvio-padrao)

22 Repeticéo

(média £ desvio-padrao)

32 Repeticdo
(média £+ desvio-padréo)

Controle Neg.

Controle Posit.

5
10
50

100
600

1,12+ 0,88
18,88 + 6,02
7,80 + 4,48
3,39+ 2,17
4,49 + 8,99
4,03 + 2,96
4,04 +2,29

0,81+0,71
14,23 + 4,21
1,69+ 1,43
1,56 + 1,55
1,89 +1,87
1,03 +0,89
1,39+ 1,17

0,95 + 0,65
9,61 + 3,68
4,66+ 2,94
6,29 + 4,48
4,54 +2,84
6,20 + 3,28
6,10 + 3,60

Tail Intensity

12 Repeticao

(média £ desvio-padrao)

22 Repeticdo

(média £ desvio-padrao)

32 Repeticdo
(média + desvio-padréo)

Controle Neg.

Controle Posit.

5
10
50

100
600

3,61+3,31

31,20+ 10,11

17,72 + 8,88
9,85+ 6,14
10,21 £ 9,12
10,35+ 7,19
10,18 £ 6,14

2,45+ 2,20
22,94 + 6,50
5,25+ 4,36
4,52+ 4,35
5,37 + 4,87
3,57 + 3,06
4,11 + 3,46

3,14 + 2,53
20,64 £ 6,90
12,83 + 8,49
16,87 + 11,43
13,75+ 8,92
16,99 + 8,97
16,88 + 10,29




“Conheca todas as teorias, domine todas as técnicas, mas ao tocar uma alma humana,

seja apenas outra alma humana.”

Carl Jung

Anexos
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ANEXO A - Aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO T
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto 5 ’

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo do risco ecogenotoxico da
utilizagdo de corantes téxteis”, protocolo n® 16.1.157.60.8. sob a responsabilidade de Otavio
Pelegrino Rocha e da Profa. Dra. Danielle Palma de Oliveira, que envolve manutengdo e
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo Vertebrata (exceto o homem) para
fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado ad
referendum pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) na data de 12/04/2016.

Vigéncia do Projeto 15/05/2016 a 31/10/2016
Espécie/Linhagem Peixe Danio rerio
N° de animais 840
Peso/Idade Nio se aplica
Sexo Indiferente
Origem Biotério de Toxicologia Ambiental da FCFRP

Ribeirdo Preto, 12 de abril de 2016.

7

Profa. Dra. %ﬂﬁu \?atsugsNatsui

Presidente da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N- - Monte Alegre — CEP 14040-903 — Ribeirdo Preto — SP
Comissdo de Etica no Uso de Animais — ceua@fefrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 — Fax: (16) 331524892
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ANEXO B - Artigo relacionado a Tese j4 aceito para publica¢do no

periodico Toxicology (JCR-2015: 3,817)
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Ecotoxicological risk assessment of the “Acid Black 2107 dye

Otivio Pelegrino Rocha™”, Cibele Aparecida Cesila®, Elisa Maria Christovam®,
Silvia Berlanga de Moraes Barros®, Maria Valnice Boldrin Zanoni®,

Danielle Palma de Oliveira®
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L Introsduction

Dyes are widely wsed in cextile dyeing, paper printing, color
photography, pharmaceutical, feod, cosmeic, and ather indusimies
{Eafana er al, 2011} The world market of dyes, pigments and
incermredianes & valusd at billions of dollars, Dyes must have a high
degree of chemical and phopodytic scabiliny oo be wsefsl, and
consequently, they can be resistant o degradation, and corsidered
persient bioscumularive tosic [PETS) substances.

Thie aoute pockcity of azo dyes, i defined by the European Linion
eriteria for classification of dangerous subatances, B rather bow.
Azo dyes can a0 cawee 2 ariety of chronic effecis, and
carcinogenscity of many of the oo dyes has been demonstraned
experimentally (Bafana e al, 2011 ) Since dyecontaining efuents
are normally discharged into water bodies, toxicicy of dyes has
mainly besn studied against aquatic organEms. Azo dyes hawe

" CormpEnding Jsther.
I-mad ot b, stawia_p 1

0P Recka) Spaimaiasp br (P di Oliferica].
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been found tobe vomc iovwands several aquatic organizms including
algae, fish, and cnemaceans (Eafana et al, 20113

Acid Black 210 (AEZN) is an o (metal compled) dye
contzining sulphonyl and aming groups used in comon, kather
and woolen dyeing wordwide (Moban er al, 2007). During a
search for publicly acilble towichy data on non-regulared
anvraric amines, it was observed chan the toxiciry database was
Tiowenad po bee dresulfcient or non-exisent [Brischweiler et al, 70041
AEZMD was podrned co have the cleavage products $-nd dlinie,
which the Durch Health Councll recommended o classify as
susparted hisman carcinegen (Ducch Healrh Coundil, 3008 ] and 4-
aminobenzens sullonic acid, which may cause sensicizaton by skin
contact (Enkechweiler et al, 2004)

The ondy available data in the lierauee about the soocity of
AEZM are mikcrobial bocy pest and comet assay with Allium cepa
roots employing 1500mg/L of ABZ10 {Agrawal et al., 2014]. Due o
the lack of towioological daca about the AEZ I, the aim of chis wark
was o ewaluae some e wive and in wire ecomicokogical
endpoints. Also the presence of AB210 in environmenal samples
from efMwent dischargs rom a @nnery industry was measured
Wicth these resuhs we performed an eoooocological risk
azesament of the AETDO i the area studied.

Pleace cone this amicle in press as: OF. Rocha, e al., Booes calogscal risk seoeroment of the “Acid Bladk T00™ dye, Tewicology (3096}, horp: | fds
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