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RESUMO

OLIVEIRA, G.A.R. Comparacao da eficiéncia do tratamento por
fotoeletrocatalise em relagdo a cloracdo quimica convencional na reducao da
mutagenicidade de azo corantes empregando o ensaio de micronucleos. 2010.
101f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Os azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 sao
amplamente utilizados para o tingimento de fibras e sdo mutagénicos para o ensaio
de Salmonella/microssoma e para o ensaio de microndcleos. O aumento da
complexidade e dificuldades para o tratamento de efluentes téxteis tem levado a
busca constante de novas metodologias para o tratamento destes rejeitos. A
cloragcdo € um método amplamente empregado para a desinfeccdo de &guas e
efluentes, mas também para remover ou reduzir a cor do efluente a fim de atender o
padrdo de emissdo da legislacao brasileira. Porém, muitos trabalhos mostram que
este tratamento muitas vezes ndo é capaz de remover a mutagenicidade dos
corantes e em alguns casos pode até aumentar a toxicidade da amostra. Ja a
fotoeletrocatalise, aparentemente, € eficiente tanto na degradacdo desses
compostos em amostras aquosas como na reducdo da atividade mutagénica, como
demonstraram alguns ensaios preliminares. Este trabalho tem como objetivo a
avaliacdo da eficiéncia do tratamento por fotoeletrocatalise na remocdo da
mutagenicidade dos azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse
Red 13 presentes em amostras aquosas em comparacdo a cloracdo quimica
convencional utilizando o teste de micronucleos (MNs) em células HepG,. Os
resultados demonstraram que a frequéncia de MNs induzidos pelas diferentes
concentracbes testadas das solucBes dos corantes estudados nado foram
significativamente diferentes do controle negativo. Nossos dados também revelaram
que os indices de proliferacdo do blogueio da citocinese (IPBC) em cultura de
células HepG, tratadas com os trés corantes apds a cloracdo e fotoeletrocatélise
também ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacdo aos seus respectivos
controles negativos. A analise comparativa dos azo corantes Disperse Red 1,
Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 clorados e fotoeletrocatalisados com os
corantes originais estudados pelo nosso grupo (CHEQUER, 2008; CHEQUER et al.,
2009) mostrou uma diminuicdo no nuamero de MNs indicando que apds 0s
tratamentos houve a remocdo da mutagenicidade a partir da concentragdo de 1,0
pug/mL para os trés corantes estudados. Portanto, podemos concluir que a cloragéo
quimica convencional e a fotoeletrocatélise, nas condicdes testadas, sdo eficientes
na remoc¢ao da mutagenicidade dos azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange
1 e Disperse Red 13 em relacdo a inducao de micronudcleos.

Palavras-chave: Cloracdo, Fotoeletrocatédlise, Disperse Red 1, Disperse Orange 1,
Disperse Red 13, Micronucleos, Células HepGa.



ABSTRACT

OLIVEIRA, G.A.R. Comparison of the efficiency of the treatment by
photoelectrocatalysis in relation to conventional chemical chlorination in the
reduction of the mutagenicity of azo dyes using micronucleus assay. 2010.
101f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

The azo dyes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 and Disperse Red 13 are widely
used in dyeing processes and are mutagenic for Salmonella/microsome and
micronucleus assays. The increasing of the complexity and difficulties for treatments
of textile effluents has led to a constant search for new methodologies for the
treatment of these wastewaters. Chlorination is a method extensively used for water
and wastewaters disinfection and to remove or reduce the color of effluents in order
to respect the standard of discharges issued by the Brazilian legislation. However, a
lot of studies have shown that this treatment is not often able to remove the
mutagenicity of the dyes, and in some cases it may even increase the toxicity of the
sample. On the other hand, photoelectrocatalysis is apparently efficient both in the
degradation of these compounds in aqueous samples and in reduction of the
mutagenic activity, as demonstrated by some preliminary assays. This study aims to
evaluate the efficiency of the photoelectrocatalysis treatment in the removal of the
mutagenicity of the azo dyes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 and Disperse Red
13 present in aqueous sample in comparison to conventional chemical chlorination
using the micronucleus test (MNs) in HepG, cells. The results showed that the
frequency of MNs induced by different tested concentrations of the solutions of the
studied dyes were not significantly different from the negative control. Our data also
revealed that the cytokinesis-block proliferation index (CPBI) in cultures of HepG.
cells treated with the three dyes after chlorination and photoelectrocatalysis also
showed no statistical differences related to the their respective negative controls. The
comparative analysis of azo dyes chlorinated and photoelectrocatalysed Disperse
Red 1, Disperse Orange 1 and Disperse Red 13 with the original dyes studied by our
group (CHEQUER, 2008; CHEQUER et al., 2009) showed a decrease in the number
of MNs indicating that after the treatments occurred the removal of the mutagenicity
potencial at concentration of 1,0 pg/mL for the three dyes studied. Therefore, we
conclude that conventional chemical chlorination and photoelectrocatalysis, under
the conditions tested, are effective in removing of the mutagenicity of the azo dyes
Disperse Red 1, Disperse Orange 1 and Disperse Red 13 related to induction of
micronucleus.

Keywords: Chlorination, Photoelectrocatalysis, Disperse Red 1, Disperse Orange 1,
Disperse Red 13, Micronucleus, HepG; Cells.
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Introducgéo 1

1. INTRODUCAO

1.1 A Industria Téxtil e a Contaminacdo Ambiental

O desenvolvimento e as conquistas do homem contemporaneo desencadeiam
condicbes para a melhoria da qualidade de vida, a0 mesmo tempo em que
aumentam os fendbmenos de contaminacdo ambiental. O aumento populacional nas
grandes cidades tem gerado quantidades exageradas de residuos, os quais quando
nao gerenciados por sistemas eficazes podem prejudicar a qualidade de vida das
comunidades (SALLES, PELEGRINI, PELEGRINI, 2006).

As aguas superficiais, tais como rios, lagos e mares recebem grandes
quantidades de rejeitos de fontes industriais, agricolas e domésticas. Estas mesmas
aguas contaminadas por muitos compostos desconhecidos sdo usadas para
producdo de &gua para consumo, irrigacdo e atividades recreacionais. Assim, a
poluicdo das aguas € um sério problema de saude publica e para o ecossistema
aquatico (OHE, WATANABE, WAKABAYASHI, 2004).

A preocupacdo com este recurso natural é crescente no mundo todo,
considerando que as fontes de agua disponiveis para consumo estdo cada vez mais
escassas. Embora a economia de agua em processos produtivos venha ganhando
especial atencdo devido ao valor agregado que tem sido atribuido a este bem, a
possibilidade de escassez de agua em um futuro préximo é uma realidade
preocupante. Como exemplo, pode-se citar a previsdo feita pela Companhia de
Saneamento do Estado de S&o Paulo (SABESP), que estima que ja em 2010 a
demanda de agua sera superior a capacidade hidrica dos mananciais do Estado
(KUNZ et al., 2002; COMPANHIA DE SANEAMENTO DO ESTADO DE SAO PAULO
[SABESP], 2009).

A industria é a atividade que mais contribui para a contaminacdo ambiental,
visto que a maioria dos seus processos utiliza grandes volumes de agua levando,
consequentemente, a producdo de rejeitos liquidos contendo espécies toxicas ou
dificeis de serem degradadas (SALLES, PELEGRINI, PELEGRINI, 2006). Entre os
varios setores responsaveis pela poluicdo ambiental dos ecossistemas aquaticos, as

indUstrias téxteis, especialmente o setor de tingimento; e as industrias de impressao
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sdo as maiores contribuidoras (CARNEIRO et al., 2004). O setor téxtil ainda
consome uma grande quantidade de agua, uma vez que, para o processamento de
cada quilograma de algoddo sdo consumidos em média 200 litros de agua
(GUARATINI, ZANONI, 2000; CARNEIRO et al., 2004), que na maioria das vezes
nao é reutilizada.

Aproximadamente, 10.000 diferentes corantes e pigmentos estdo disponiveis
comercialmente para atender a demanda do mercado consumidor em relagdo a
diversidade de cores e tonalidades, a resisténcia da cor durante as exposi¢ées a luz,
a lavagem e a transpiracdo (SPADARO, GOLD, RENGANATHAN, 1992;
RAJAGURU et al., 1999; ROBINSON et al., 2001) e, cerca de 800.000 toneladas
desses agentes sdo consumidas anualmente em todo o mundo (MANSOUR et al.,
2007), sendo 26.500 toneladas somente no Brasil (KUNZ et al., 2002).

Estima-se também que cerca de 15 a 20% da producdo mundial de corantes
€ perdida para o meio ambiente durante a sintese, processamento ou aplicacao dos
mesmos, porém a principal fonte desta perda corresponde a incompleta fixacdo dos
corantes, durante a etapa de tingimento das fibras téxteis (GUARATINI, ZANONI,
2000).

Dessa forma, o efluente da industria téxtii € uma mistura complexa de
residuos de corantes, eletrélitos, ajustadores de pH, surfactantes, sais, metais, entre
outros (ZOLLINGER, 1991) e, portanto, o que chega aos corpos d'agua sao
efluentes com alta carga organica e demanda bioquimica de oxigénio, baixas
concentracbes de oxigénio dissolvido, forte coloracdo e pouca biodegradabilidade
(PEREIRA, FREIRE, 2005). De toda a carga organica presente no efluente, o maior
problema esta representado pelas moléculas de corantes, pois grande parte destas
mostra-se resistente ao tratamento biolégico convencional (SALLES, PELEGRINI,
PELEGRINI, 2006). Adicionalmente, devido ao seu grande parque industrial
instalado, o setor téxtil gera grandes volumes de efluentes, os quais, quando néo
corretamente tratados, podem causar sérios problemas de contaminacdo (KUNZ et
al., 2002).

O descarte destes compostos em ecossistemas aquaticos dificulta a
penetracdo dos raios solares sobre a agua provocando alteracdes nos ciclos
biol6gicos da biota aquatica por afetar principalmente os processos de fotossintese e
oxigenacdo dos corpos d’agua (KUNZ et al., 2002; ROBINSON, CHANDRAN,




Introducgéo 3

NIGAM, 2002; PEREIRA, FREIRE, 2005), como também pode atingir reservatorios e
estacoes de tratamento de agua acarretando problemas a saude da populacao.

Um problema adicional é a modificacdo destes poluentes em ambientes
aquéaticos naturais ou no organismo humano, cujo produto pode ser mais nocivo que
0 proprio corante por suas propriedades carcinogénicas e potencialidade mutagénica
(HUNGER, 1994; ZANONI et al., 1999). Devido a estas implicacdes ambientais,
novas tecnologias tém sido buscadas para a degradacdo ou imobilizacdo destes
compostos em efluentes téxteis (KUNZ et al., 2002).

Embora a industria téxtil brasileira desempenhe um papel de inquestionavel
importancia, destacando-se entre as principais atividades econdmicas do pais,
existem argumentos que fazem com que a sua compatibilidade com as novas
diretrizes ambientais seja continuamente questionada, principalmente em funcéo do
elevado impacto associado aos residuos liquidos produzidos em operacdes de
tingimento. Além disso, muitos dos compostos lancados no ambiente aquatico apos
o tingimento sdo resistentes ao tratamento biolégico convencional, o que faz com
gque a sua presenca seja constante nos efluentes das estacbes de tratamento
(SOUZA, ZAMORA, 2005).

Dentro do contexto da poluicdo que resulta da introducdo de cor no meio
ambiente, preocupa a massiva utilizacdo de corantes da familia azo, os quais podem
levar & geracdo de subprodutos de reconhecido carater mutagénico (CHUNG,
STEVENS, CERNEGLIA, 1992; RAJAGURU et al., 1999; UMBUZEIRO et al., 2005a;
SOUZA, ZAMORA, 2005).

1.2 Toxicidade dos Azo corantes

Os corantes sintéticos sdao amplamente utilizados na industria téxtil, nas
impressdes de papel e fotografia, nas industrias farmacéuticas, alimenticias, de
cosmeéticos e de produtos petroliferos (SPADARO, GOLD, RENGANATHAN, 1992;
RAJAGURU et al.,, 1999; CHEQUER et al.,, 2009). O primeiro corante organico
sintético foi o Mauve, obtido em 1856 por William H. Perkin, por meio da oxidacdo da
fenilamina (anilina) com dicromato de potassio (K.Cr,0;) (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA [ABIQUIM], 2006).
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Atualmente existem milhares de corantes sintéticos sendo que 0s mais
utilizados sdo aqueles que possuem o grupo azo como cromoforo. Esta classe de
corantes tem participacdo em cerca de 65% das formulagdes comerciais
empregadas nas industrias de tingimento, borracha, esmaltes, plasticos e de
impressao. Além da aplicacdo na industria téxtil, estes compostos sdo bastante
utilizados nas industrias farmacéuticas, alimenticias, de bebidas e de cosméticos
(CHUNG, STEVENS, CERNIGLIA, 1992; RAFIl, HALL, CERNIGLIA, 1997;
GUARATINI, ZANONI, 2000).

Os azo corantes podem ser divididos em classes: monoazo, diazo, triazo, de
acordo com a presenca de um ou mais grupamentos azo (-N=N-) e sdo encontrados
em varias categorias, como por exemplo, basico, direto, dispersivo e azdico
(KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004).

A grande preocupacdo relacionada aos azo compostos é devido a seus
efeitos poluentes e toxicos, e a grande resisténcia a degradacdo (ZOLLINGER,
1991; ROBINSON et al., 2001). Os riscos toxicolégicos e ecoldgicos destas
substancias sao baseados principalmente na avaliagcdo de sua estrutura quimica,
solubilidade, possiveis interacdes e rotas metabdlicas (HUNGER, 1994).

Considerando que existem mais de 3.000 tipos de azo corantes disponiveis
para os varios ramos industriais e que seus efeitos toxicos e/ou mutagénicos estao
intimamente relacionados com a natureza e a posi¢cao dos substituintes ligados ao
grupo azo, existe a necessidade de realizacdo da avaliacdo da toxicidade de cada
corante individualmente, tendo em vista que pequenas mudancas na molécula
podem alterar drasticamente suas propriedades téxicas (CHUNG, STEVENS, 1993;
CHEQUER et al., 2009). Este fato é confirmado pelo seguinte exemplo: o 3-metoxi-
4-amoniazobenzeno €& um potente carcin0geno para ratos e extremamente
mutagénico para bactérias, enquanto que o0 2-metoxi-4-aminoazobenzeno é
aparentemente nao carcinogénico e fracamente mutagénico (HASHIMOTO et al.,
1977).

A toxicidade aguda dos corantes ndo € relevante, cerca de 90% dos 4000
corantes avaliados pela ETAD (Ecological and Toxicological Association of Dyes and
Organic Pigments and Manufacturers) apresentaram valores de DLsp para ratos
maiores que 2 x 10° mg/kg, sendo que os maiores valores foram atribuidos aos
corantes tipo azo (ROBINSON et al., 2001; OSUGI et al., 2006). Entretanto, alguns

desses corantes tém sido associados com a inducdo de cancer de bexiga em
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humanos, sarcomas esplénicos, hepatocarcinomas e anomalias nucleares em
animais experimentais, e com aberracées cromossémicas e atividade clastogénica
em células de mamiferos (RAFII, HALL, CERNIGLIA, 1997; RAJAGURU et al., 1999;
MANSOUR et. al., 2007; CHEQUER et al., 2009).

Segundo Tsuboy et al. (2007) a exposicdo humana aos azo compostos ocorre
através do consumo de agua contaminada ou do contato com a pele e, os
metabolitos ativos dessa classe de corantes podem ser gerados nas células
expostas através da acdo de microrganismos da biota intestinal ou devido as
atividades bacterianas na pele humana. Os azo corantes que entram no corpo
humano pela ingestdo podem ser metabolizados em aminas aromaticas pelas
azoredutases  dos microorganismos intestinais  (CHUNG, STEVENS,
CERNIGLIA,1992; RAFII, HALL, CERNIGLIA, 1997; TSUBOY et al., 2007). Se na
molécula dos corantes ainda tiver um grupamento nitro, estes podem ser
metabolizados pelas nitroredutases produzidas pelos mesmos microorganismos
(UMBUZEIRO et al., 2005a).

Enzimas hepaticas de mamiferos e outros organismos podem também
catalisar a clivagem redutiva da ligacdo azo (RAFIl, HALL, CERNIGLIA, 1997,
UMBUZEIRO et al. 2005a) e a nitroredu¢do do grupo nitro, entretanto, tem sido
demonstrado que as azoredutases da microbiota intestinal e as nitroredutases
apresentam o0 mais importante papel neste tipo de metabolismo. Em ambos os
casos, N-hidroxilaminas sdo formadas, e tais compostos sdo capazes de causar
danos ao DNA. Se os corantes sdo completamente reduzidos a aminas aromaticas,
podem ser oxidados também a N-hidroxiderivados pelas enzimas P-450. Além disso,
os radicais N-hidroxi podem ser acetilados pelas enzimas, tais como O-
acetiltransferase, gerando ions eletrofilicos de nitrogénio capazes de reagir com 0
DNA para formar adutos (UMBUZEIRO et al., 2005a).

Dessa forma, os efeitos mutagénicos, carcinogénicos e toxicos de azo
corantes poderiam decorrer da acao direta do proprio agente ou de derivados aril
amina, gerados durante a biotransformacdo da ligagdo azo (RAFII, HALL,
CERNIGLIA, 1997; RAJAGURU et al., 1999; GUARATINI, ZANONI, 2000).

Em estudo prévio realizado por nosso grupo, a andlise dos corantes Disperse
Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 pelo teste de mutagenicidade com
Salmonella typhimurium comprovou o potencial mutagénico destes corantes, no
ensaio utilizando as linhagens TA98, YG1041, TA1l00 e YG1042. Tal
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mutagenicidade foi significativamente mais intensa com as linhagens TA98 e
YG1041, o que mostra que o principal mecanismo de acdo mutagénica apresentado
pelos trés corantes seja o deslocamento do quadro de leitura do DNA, tipo de dano
identificado por essas linhagens. Além disso, a poténcia mutagénica com as
linhagens superprodutoras de nitroredutase e o-acetiltransferase (YG1041 e
YG1042) foi significativamente maior do que as respectivas linhagens que as
originou (TA98 e TA100), o que mostra a importancia da nitroreducéo e acetilacao
na ativagcdo destes compostos. Porém, foi observada uma reducdo da
mutagenicidade dos trés compostos apds a adicdo do sistema de metabolizacéo
exdgena (S9) e, portanto, pode-se supor que a oxidacdo desses compostos via
citocromo P-450 reduza a interagdo dos mesmos com o DNA (FERRAZ, 2008).
Chequer et al. (2009) também avaliaram a atividade mutagénica dos azo
corantes Disperse Red 1 e Disperse Orange 1, objetos de estudo deste trabalho,
utilizando o ensaio de micronucleos em linfécitos humanos e em células HepG;
(células derivadas de hepatoblastoma, que expressam as atividades das enzimas de
fases | e Il da biotransformag&o). Segundo os autores, os dois corantes estudados
aumentaram a frequéncia de micronucleos tanto em linfocitos como em células
HepG, com um efeito dose-dependente, confirmando que 0s azo compostos

constituem uma importante classe de mutagenos ambientais.

1.3 Tratamentos dos Sistemas Aquosos

A utilizacdo de corantes e pigmentos iniciou ha milhares de anos, mas o
desenvolvimento de modernas tecnologias para a producdo de tecidos, incluindo o
uso de muitas substancias quimicas sintéticas para melhorar os produtos, tornou-se
um sério problema em relacdo ao lancamento direto e indireto de residuos de tais
produtos no ecossistema aquatico (AL-SABTI, 2000).

Para resolver problemas de lancamento de residuos industriais altamente
coloridos, numerosas tentativas para descolorir efluentes téxteis tém sido propostas.
Nos ultimos anos, métodos alternativos para o tratamento de corantes tém sido
investigados sob varias condicfes experimentais a fim de reduzir a cor e carga

organica dos efluentes, incluindo métodos fotocataliticos e oxidacdo quimica com
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reagentes tais como: ozoénio, peréxido de hidrogénio, o0zbnio/UV, peroxido de
hidrogénio/UV e reagentes de Fenton (peroxido de hidrogénio + Fe (Il)
(KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004; OSUGI et al., 2006; BANDARA, WANSAPURA,
JAYATHILAKA, 2007).

Em geral, na industria téxtil os processos de tratamento de efluentes estéao
fundamentados na operacdo de sistemas fisico-quimicos de precipitacdo-
coagulacdo, seguidos de tratamento bioldgico empregando sistemas de lodos
ativados (Figura 1), que consistem na agitacdo dos efluentes na presenca de
microrganismos e ar, durante o tempo necessario para metabolizar e flocular uma

grande parte da matéria organica (KUNZ et al., 2002).

|

Sistema de grades ‘

Filtro de areia
e cascalho

Decantador primério
ou bacia de equalizaciio

b

: : Tanque de aeracio
Recirculagio

de lodo ,, Retirada de
lodo

Decantador secundério

Desinfeccdo

Efluente tratado

FIGURA 1. Esquema de uma estagdo de tratamento de efluentes utilizando lodo
ativado, tipicamente empregado para o tratamento de efluente téxtil (KUNZ et al.
2002, modificado).
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Entretanto, esses sdo processos nao destrutivos, visto que eles apenas
transferem compostos organicos da agua para o lodo, causando poluicdo secundaria
(KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004). Consequentemente, € necessaria a
regeneracdo dos materiais adsorvidos e pos-tratamento dos residuos solidos, que
sao operacoes de alto custo.

Além disso, devido a grande quantidade de compostos aromaticos presentes nas
moléculas dos corantes e estabilidade dos mesmos, os métodos de tratamento biolégico
convencionais sao ineficazes para a descolorizacéo e degradacéo dos corantes, além da
remocao da mutagenicidade dos mesmos (KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004). Oliveira
et al. (2007) e Mazzo et al. (2007) demonstraram que o efluente tratado lancado por uma
industria de tingimento continha grandes quantidades de corantes, além de aminas

arométicas, entre elas a benzidina, um carcindgeno humano.

1.3.1 Sistema de Desinfeccdo Convencional com Cloro

A cloracdo de suprimentos de agua e aguas poluidas serve primeiramente
para destruir ou desativar microrganismos patogénicos no tratamento de agua
potavel. Embora, sejam inquestiondveis os beneficios da cloragdo no que diz
respeito a protecdo da saude humana, este processo gera compostos toOxicos
(BAYO, ANGOSTO, LOPEZ, 2009), chamado de produtos secundarios de
desinfeccdo ou disinfection by-products (DBPs) que séo legislados pela Portaria
n.518 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004). A formacédo dos DBPs ocorre quando
a agua bruta rica em matérias humicas e fulvicas € captada e clorada, 0 que mostra
claramente a relacdo estreita entre a qualidade da agua bruta e da agua tratada
correspondente. Embora os trialometanos (THMs) e acidos haloacéticos constituam
as duas maiores classes de DBPs identificados em agua, nos ultimos 30 anos mais
de 600 DBPs diferentes tém sido relatados na literatura (RICHARDSON et al., 2007).

Além da formacdo de compostos toxicos e mutagénicos, algumas
caracteristicas organolépticas da agua, como sabor e odor, podem ser alteradas
durante a cloracédo (SCONCE, 1982).

O cloro empregado na desinfeccdo de aguas é gerado por meio de uma das mais
importantes reacdes eletroquimicas industriais (ZANONI, SENE, ANDERSON, 2003;
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OLIVEIRA et al., 2007). Em geral, a principal reacdo que ocorre em uma variedade de
materiais anddicos é a oxidacao de ions cloreto de acordo com a equacéo:
2ClI > Cl, + 2e

O meétodo de oxidacado quimica utilizando hipoclorito de sédio (NaOCI) ou
cloro gas (Cl,) baseia-se no ataque eletrofilico ao grupo amino e subsequiente
clivagem do grupamento cromoforo (SLOKAR, MARECHAL, 1998). No caso de
sistemas aquosos contendo corantes, o grupo amino da molécula do corante é
atacado pelo ClI' e, este inicia e acelera o rompimento da ligacdo azo (grupamento
cromoforo dos corantes estudados neste trabalho). Um aumento na descoloracdo &
vista com o aumento da concentracéo de cloro (ROBINSON et al., 2001).

Ainda, no Brasil, o cloro juntamente com outros agentes branqueadores sao
adicionados aos efluentes altamente coloridos, a fim de atender os padrées de
lancamento de efluentes estabelecidos pela Legislacdo Brasileira, que determina
que o efluente ndo pode alterar as caracteristicas do corpo receptor (BRASIL, 2005).
Embora muito utilizada, essa préatica de clorar os efluentes pode gerar compostos
mutagénicos incolores, que podem contaminar tanto a agua bruta quanto a tratada
em casos de captacao de aguas contendo estes compostos.

Shiozawa et al. (1999) demonstraram que a reducdo de azo corantes por
hidrossulfito de sodio para descoloracdo dos corantes remanescentes e sucessivas
etapas de cloracdo com acido hipoclorico podem formar benzotriazois derivados do 2-
fenilbenzotriazol (PBTA) que podem ser até 60 vezes mais mutagénicos que o corante
de origem. No meio ambiente aquético, a presenca dessas substancias pode ocorrer,
inicialmente através do tratamento do efluente téxtil com hidrossulfito de sédio, utilizado
para remocao da cor, gerando os PBTAs nao-clorados (non-CIPBTA). Esse efluente,
agora sem cor, sendo enviado a uma estacao de tratamento de esgoto municipal, que
clora seus efluentes antes de libera-los para os corpos d’agua, podera gerar os PBTAS.
Varios PBTAs diferentes ja estdo descritos na literatura, e suas estruturas quimicas
variam de acordo com os corantes que os originou (OLIVEIRA, 2005).

Umbuzeiro et al. (2004; 2005b) em um estudo realizado no Ribeirdo dos Cristais,
regido metropolitana de S&o Paulo, detectaram atividade mutagénica na agua tratada
fornecida para a populacdo de Cajamar. Essa contaminacao foi relacionada a presenca
de corantes na agua bruta, ocasionada pelo lancamento de efluente mutagénico

proveniente de uma industria de tingimento, localizada a 6 Km da captacdo da Estacdo
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de Tratamento de Agua (ETA). Oliveira et al. (2006) detectaram a presenca de corantes
do tipo azo na agua tratada fornecida a populacéo. Além disso, ainda foram detectadas
substancias mutagénicas incolores geradas ap0s a etapa de cloracdo da agua,
supostamente semelhante ao 2-fenilbenzotriazol (PBTA).

Portanto, ja foi demonstrado que aguas brutas contaminadas por corantes nao
séo tratadas de forma eficaz nas ETAS, pois 0s processos de tratamento convencionais
ndo séo capazes de remover totalmente os corantes assim como seus produtos
mutagénicos (OLIVEIRA et al., 2006; KUMMROW, UMBUZEIRO, 2008).

Segundo Osugi et al. (2009) solugbes aquosas contaminadas com 0S azo
corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 tratadas com o
procedimento convencional de cloragdo mostraram que este método néo é eficiente
na remoc¢do da mutagenicidade causada pelos corantes, e ainda promove um
aumento da atividade mutagénica do corante Disperse Red 13, evidenciada pelo
ensaio de mutagenicidade com Salmonella typhimurium utilizando a linhagem TA98
na presenca de sistema exdgeno de metabolizagao.

Recentemente, alguns autores tém apontado que o uso da fotoeletrocatalise
em eletrodos finos de Ti/TiO,, onde o cloro ativo é produzido, promove uma rapida
degradacdo de corantes (ZANONI, SENE, ANDERSON, 2003; CARNEIRO et al.,
2004). No entanto, a metodologia tem sido pouco explorada e os produtos gerados

por cloragéo convencional necessitam de avaliacao.

1.3.2 Processos Oxidativos Avancados (POAS)

Tendo em vista todos esses inconvenientes nos sistemas tradicionais de
tratamento de efluentes, fica facil entender o porqué do crescimento dos processos
oxidativos avancados (POAs) na degradacdo dos corantes em sistemas agquosos
nos ultimos anos. Estes processos sdo baseados na geracdo de espécies muito
reativas, como os radicais hidroxilas (*OH), que oxidam uma variedade de poluentes
de maneira rapida e nao-seletiva, promovendo a total mineralizacdo desses
compostos a CO; e 4gua (NOGUEIRA, JARDIM, 1998).

Os POAs dividem-se em sistemas homogéneos e heterogéneos nos quais 0s

radicais hidroxilas sdo gerados com ou sem irradiacdo ultravioleta. Dentre os POASs,
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a fotocatélise heterogénea tem sido amplamente estudada, principalmente nas
tltimas duas décadas. Entre as diversas publicacdes referentes a fotocatélise, uma
série de revisbes recentes aborda a aplicacdo do processo a descontaminacéo
ambiental (NOGUEIRA, JARDIM, 1998). Uma breve descricdo do principio do
processo sera apresentada a seguir.

O principio da fotocatdlise heterogénea envolve a ativagcdo de um
semicondutor (geralmente TiO;) por luz solar ou artificial. Este semicondutor é
caracterizado por bandas de valéncia (BV) e bandas de conducédo (BC) sendo a
regido entre elas chamada de “bandgap” (NOGUEIRA, JARDIM, 1998). Uma
representacdo esquematica da particula do semicondutor € mostrada na Figura 2.

A absorcao de fotons com energia superior a energia de “bandgap” resulta na
promocdo de um elétron da banda de valéncia para a banda de condugdo com
geracdo concomitante de uma lacuna (h") na banda de valéncia. Estas lacunas
mostram potenciais bastante positivos, na faixa de +2,0 a +3,5 V medidos contra um
eletrodo de calomelano saturado, dependendo do semicondutor e do pH. Este
potencial é suficientemente positivo para gerar radicais hidroxilas (*OH) a partir de
moléculas de agua adsorvidas na superficie do semicondutor, 0os quais podem
subsequentemente oxidar o contaminante organico. A eficiéncia da fotocatalise
depende da competicdo entre o processo em que o elétron é retirado da superficie
do semicondutor e o processo de recombinacdo do par elétron/lacuna (e’/h*) o qual
resulta na liberacdo de calor (NOGUEIRA, JARDIM, 1998).

O,
C)2 redugéo/‘
- BC
|
| }
it |
hy excllagao | Energia de
| recombinagé “bandgap”
|
A4
+ BV
'/;(idagéo OH-
HO-

FIGURA 2. Esquema representativo da particula de um semicondutor, onde BV é a
banda de valéncia, BC é a banda de conducdo, hv é a energia aplicada. Fonte:
NOGUEIRA, JARDIM (1998) modificado.
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A vantagem-chave desse processo € sua natureza destrutiva inerente: nao
envolve transferéncia de massa, pode ser executado sob condicdes ambientais
(oxigénio atmosférico é usado como oxidante), pode conduzir a completa
mineralizacdo do carbono organico em CO;, e H,O nao requer a adicdo de produtos
quimicos e ndo ha geracdo de lodo, além de promover a despoluicdo em curto
espaco de tempo. Além disso, TiO, € largamente disponivel, barato, absorve
radiacao UV em comprimentos de onda < 380 nm, tem potencial redox da banda de
valéncia adequado para catalisar diversas reacdes, € resistente a corrosdo em
ampla faixa de pH, ndo-toxico e mostra alta estabilidade quimica (KONSTANTINOU,
ALBANIS, 2004).

Uma estratégia para aumentar a eficiéncia da fotocatdlise é a
fotoeletrocatalise, que consiste da aplicacdo de um potencial elétrico constante no
fotoanodo, que retarda a recombinacédo de cargas nas particulas do semicondutor e
tem sido usada com sucesso para a degradacao de poluentes organicos (ZANONI,
SENE, ANDERSON, 2003; CARNEIRO et al., 2004; OSUGI et al., 2006; OSUGI et
al., 2009).

Fotoeletrocatalise usando TiO, como fotocatalisador

A oxidacgéao fotoeletrocatalitica € a combinacdo das tecnologias eletroquimicas
e fotoquimicas (OSUGI et al., 2005) e apresenta vantagem sobre a fotocatélise por
aplicar um potencial através de um fotoeletrodo no qual o catalisador esta apoiado.
Essa configuracdo permite a separacdo mais efetiva das cargas geradas neste
processo, aumentando assim, o tempo de vida dos pares elétrons-lacunas (e’/h").
Apesar dessa vantagem, poucos estudos tém sido conduzidos na aplicacdo dessa
nova tecnologia para a degradacdo dos corantes téxteis (ZANONI, SENE,
ANDERSON, 2003; OSUGI et al., 2005).

A técnica de fotoeletrocatalise consiste no uso de um fotocatalisador (eletrodo
de trabalho). Neste caso a superficie de titdnio (Ti) recoberta com diéxido de titanio
(TiO,) é ativada sob iluminacao ultravioleta (hv), e separados pela aplicacdo de um
potencial positivo (Eapp) maior que o potencial de banda plana do semicondutor. A
eficiéncia do processo fotocatalitico € aumentada, pois sob gradiente de potencial,
os elétrons séo redirecionados para o eletrodo (catodo), retardando a recombinacao
entre lacunas (h*) geradas na banda de valéncia (BV) e elétrons (e) gerados na
banda de conducédo (BC) do semicondutor (Figura 3) (OSUGI et al., 2006).
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FIGURA 3. Representacdo esquematica do reator fotoeletrocatalitico contendo: (1)
eletrodo de referéncia; (2) eletrodo de trabalho (fotoanodo de Ti/TiO,); (3) bulbo de
quartzo; (4) ar comprimido; (5) contra-eletrodo (rede de platina); (6) e (7) circulagcéo
de agua; (8) Lampada germicida de 125 W Philips, operando como fonte de luz UV
(315-400 nm). Fonte: Paschoal et al. (2008) modificado.

A potencialidade da técnica de fotoeletrocatalise na oxidacdo
fotoeletrocatalitica de corantes da familia azo tem sido investigada pelo grupo de
eletroanalitica da UNESP de Araraquara com resultados bastante promissores. Um
exemplo disso, é o trabalho desenvolvido por Osugi et al. (2009), em que ap0s uma
hora de oxidacédo fotoeletrocatalitica, todas solu¢cdes aguosas contaminadas com 0s
azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 (corantes
estudados neste trabalho) mostraram completa reducdo da atividade mutagénica
obtida em um ensaio preliminar com Salmonella typhimurium utilizando a linhagem
TA98 na auséncia e na presenca de S9 (sistema exdgeno de metabolizacéo),
sugerindo que este processo deve ser eficiente na remoc¢éo de azo corantes de meio

aquoso, bem como de seu efeito mutagénico.
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1.4 Teste de Micronucleos em Células HepG;

1.4.1 Mutacgdes

Mutacdo é uma alteragdo na sequéncia de DNA de um gene e, portanto € a
principal fonte de mudanga evolutiva. Os genes e 0s cromossomos podem sofrer
mutacfes ou no tecido somatico ou no germinativo, e estas alteracbes sao
chamadas de mutacdes somaticas e mutacbes germinativas, respectivamente. As
mutacdes somaticas ndo sdo transmitidas a prole, mas as muta¢des germinativas
podem ser transmitidas a parte da prole ou a toda ela (GRIFFITHS et al., 1998).
As mutacdes em geral surgem pela acdo de alguns agentes, chamados
mutagenos, que aumentam a taxa na qual ocorrem as mutagfes. Assim, surgem novos
alelos em todos o0s organismos, alguns espontaneamente, outros como resultado da
exposicdo a radiagcdo ou substancias quimicas no meio ambiente. As mutagdes
espontaneas sao muito menos frequentes do que as mutagfes induzidas, mas séo
evolutivamente mais importantes (GRIFFITHS et al., 2006).
O termo mutagcao refere-se a um amplo espectro de tipos diferentes de
mudancas. Existem as alteragbes mutacionais que afetam cromossomos inteiros ou
grandes pedacos de cromossomos e 0s eventos mutacionais que ocorrem dentro de
genes individuais (GRIFFITHS et al., 2006). Portanto, a mutacdo pode ocorrer em
dois niveis diferentes, séo eles:
e Mutacdo génica: um alelo de um gene muda, tornando-se um alelo diferente.
Como tal alteracdo ocorre dentro de um Unico gene e estd em um lécus
cromossOmico (“ponto”), a mutacdo génica as vezes é chamada de mutacao
de ponto (GRIFFITHS et al., 1998). Existem duas classes gerais de mutacao
génica: as mutacdes que afetam pares de bases unicos no DNA e as
mutacfes que alteram o nimero de coOpias de uma pequena sequiéncia de
repeticdo dentro de um gene (GRIFFITHS et al., 2006).

e Mutacdo cromossbmica: segmentos de C€romossomos, Cromossomos
inteiros, ou mesmo grupos inteiros de cromossomos se alteram. Os efeitos
de uma mutacdo cromossdmica se devem a novos arranjos de

cromossomos e dos genes que eles contém. Entretanto, algumas
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mutacBes cromossOmicas, em particular as que se originam de quebras
cromossOmicas, sdo acompanhadas de mutacdes génicas no ponto de
quebra (GRIFFITHS et al., 1998; GRIFFITHS et al., 2006).

Dentro destas duas amplas categorias, existem varios tipos de mutacoes,
incluindo morfoldgicas, letais, condicionais, bioquimicas e mutacdes de resisténcia
(GRIFFITHS et al., 1998).

Neste trabalho, serd dada maior énfase as mutacdes cromossdmicas, pois

sao essas as detectadas pelo ensaio de micronucleo.

Mutagdo CromossOmica

A mutacdo cromossdmica € o processo de mudanca que resulta em partes
rearranjadas do cromossomo, nameros anormais de cromossomos individuais, ou
nameros anormais de conjuntos cromossdémicos. Este tipo de alteracdo mutacional é
importante sob varios aspectos bioldgicos (GRIFFITHS et al., 2006):

v Pode ser uma fonte de compreensdo de como 0s genes atuam em

conjunto em uma escala genémica.
v' Revela caracteristicas importantes da meiose e arquitetura cromossémica.
v E um instrumento Util para a manipulagédo genémica experimental.

v Pode ser usada para compreender 0s processos evolutivos.

Muitas mutacbes cromossdmicas causam anomalias na célula e no
funcionamento do organismo. Estas anomalias s&o resultantes de mudancas no
ndamero ou na posi¢cao dos genes, e em alguns casos, de uma quebra cromossémica
(GRIFFITHS et al., 2006).

Sendo assim, as mutacdes cromossdmicas podem ser divididas em dois
grupos: mudancas no numero de cromossomos e mudanga na estrutura do
cromossomo. Estes dois grupos representam dois tipos fundamentalmente
diferentes de eventos. As mudancas no numero de cromossomos nao estdo
associadas a alteracfes estruturais de qualguer das moléculas de DNA da célula. Ao
contrario, € o niumero dessas moléculas de DNA que é alterado, e esta mudanga no
namero € a base de seus efeitos genéticos (GRIFFITHS et al., 2006).
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As mudancas na estrutura do cromossomo, por outro lado, resultam em uma
nova sequéncia de arranjos dentro de uma ou mais dupla hélices de DNA
(GRIFFITHS et al., 2006). Estas podem ser classificadas em:

e Delecdo ou deficiéncia: ocorre a perda simples de um segmento
cromossOmico;

e Duplicacdo: ocorre a presenca de duas coOpias de uma regido
cromossOmica,;

e Inversdo: um segmento de um cromossomo pode girar 180 graus e se
reunir ao Cromossomo;

e Translocacdo: € produzida quando dois cromossomos nao-homélogos
trocam partes (GRIFFITHS et al., 1998).

1.4.2 Micronucleos (MNs)

O micronucleo (MN) (Figura 4) é definido como uma pequena massa nuclear
delimitada por membrana e separada do nucleo principal. Os microndcleos sao
formados durante o processo de divisdo celular, quando, na teléfase, o envelope
nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos das células-filhas (SALVADORI,
RIBEIRO, FENECH, 2003).

(A) (B)

FIGURA 4. Células binucleadas (BN) com bloqueio de citocinese sem MN (A) e com
MN, marcado com seta (B).

Fonte: <http://www.igcar.ernet.infigc2004/sg/micronu.jpg> Acesso em: 10 de junho
de 2009.
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Eles séo constituidos por fragmentos cromossémicos acéntricos, que nao
foram incorporados no interior do nucleo das células-filhas (efeito clastogénico) ou
por cromossomos inteiros que nao completaram a migracdo anafasica da divisdo
celular (efeito aneugénico) e, por isso, foram excluidos do nucleo principal das
células-filhas (CAMPANA et al., 1999).

Os cromossomos inteiros presentes nos MNs sdo primeiramente oriundos da
falha no fuso mitético, cinetécoro, ou outra parte do aparato mitético, ou por dano nas
subestruturas cromossomicas, nas alteracdes de fisiologia celular ou de mecanismo
desregulado. Assim, um aumento da frequéncia de células micronucleadas € um
biomarcador de efeitos mutagénicos, que podem refletir exposicdo a agentes
clastogénicos ou modos de acao aneugénicos (ALBERTINI et al., 2000).

Desta forma, a deteccdo de micronucleos representa perda de cromatina em
consequéncia de dano cromossOmico estrutural ou no aparelho mitético sendo
considerados como mutacfes que sdo transmitidas, pois o dano genético se
manifesta nas células-filhas (SALVADORI, RIBEIRO, FENECH, 2003). E importante
ressaltar que os MNs sao formados durante a mitose, independentemente do tipo de
dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os danos causados no DNA, por exemplo,
pela exposicdo a agentes mutagénicos, somente sdo expressos em MNs ap0s um
ciclo de divisédo celular, sendo dependentes da propor¢cdo de células que estédo se
dividindo. Consequentemente, a comparacdo da frequéncia de MNs entre
populacdes de ceélulas em divisdo sO seria segura quando a cinética de divisao
nuclear apés o dano ao DNA fosse idéntica (FENECH, 1997).

Para a realizacdo do teste de micronucleo, podem ser empregados diferentes
tipos de células, como as vegetais, humanas e de outros mamiferos, desde que
sejam células capazes de se dividir ou que seja possivel induzir a divisédo, e que este
processo seja conhecido e passivel de controle (FENECH, 2000). Neste trabalho

foram utilizadas células HepG., que serao discutidas mais adiante.

1.4.2.1 Teste de Micronucleos com Bloqueio da Citocinese (CBMN)

No teste de micronucleos in vitro, é importante a utilizacdo de citocalasina-B,

um inibidor da polimerizacdo da proteina actina, requerida para a formacéao de anel
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de microfilamentos, que induz a contracdo do citoplasma e divisdo da célula em
duas células-filhas (citocinese) (FENECH CROTT, 2002; SALVADORI, RIBEIRO,
processo de divisdo nuclear. Como resultado, observa-se um acumulo de células
binucleadas a partir de células que passaram por apenas um ciclo de divisédo celular
(FENECH, 2000; SALVADORI, RIBEIRO, FENECH, 2003).

A analise em células binucleadas permite ndo somente a comparagdo da
freqiéncia de danos cromossdmicos entre populagdes celulares que podem diferir
em sua cinética de divisdo, mas também uma medida mais precisa da frequéncia de
células micronucleadas, considerando que seria necessario avaliar o dobro de
células mononucleadas para observar o0 mesmo nivel de danos observados em
células binucleadas (FENECH, 1997; SALVADORI, RIBEIRO, FENECH, 2003).

Assim, a técnica de bloqueio da citocinese utilizando a citocalasina-B, permite
o reconhecimento das células por suas aparéncias binucleadas (FENECH et al.,

1999), como mostra a Figura 5.

Agente

mutagénico @

|
m| tose

Giemsa Fluorescéncia
metéfase

Citocalasina-B + + Citocalasina-B

5
@

Quebra cromossdmica  Perda cromossdmica
MN centrdmero - MN centrdmero +

FIGURA 5: A expressdo do micronucleo em uma célula em divisdo, durante a
eXxposicao ao um agente mutagénico.
Fonte:<http://we.vub.ac.be/~cege/volders/ENG/tests/mn_schema.gif> Acesso em: 10
de junho de 2009.
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O ensaio de microndcleos com bloqueio da citocinese (CBMN) pode ser
utilizado para o monitoramento de popula¢gdes expostas a substancias mutagénicas
e para avaliacdo do potencial mutagénico de agentes quimicos e fisicos (BONASSI
et al., 2003; SALVADORI, RIBEIRO, FENECH, 2003).

Ja foi mencionado que os micronucleos sédo originados do revestimento de
cromossomos inteiros ou de fragmentos cromoss6micos acéntricos e estes eventos
somente podem ser observados em células com divisdo nuclear completa, as quais
sao reconhecidas pela sua aparéncia binucleada apds o bloqueio da citocinese pela
citocalasina-B (FENECH, 2007). Desta forma, a maioria dos ensaios de

micronucleos utiliza o bloqueio da citocinese.

1.4.2.2 Critérios estabelecidos para realizar o teste de micronucleos
(FENECH, NEVILLE, RINALDI, 1993; FENECH et al., 2003)

As células com citocinese bloqueada que podem ser marcadas pela
freqléncia de micronucleos devem apresentar as seguintes caracteristicas:

e As células devem ser binucleadas;

e Os dois nacleos em uma célula binucleada (BN) devem ter membranas

nucleares intactas e devem estar situados dentro do mesmo limite

citoplasmatico;

e Os dois nucleos em uma célula BN devem ser aproximadamente iguais no

tamanho, na intensidade e no molde da coloracéo;

e Os dois nucleos dentro da célula podem estar unidos por uma fina ponte

nucleoplasmaética, cuja largura ndo pode ser superior a um quarto do diametro

do maior nucleo;

e Os dois nucleos principais em uma célula BN podem tocar-se, mas o ideal

seria ndo sobreporem-se. Uma célula com dois nucleos sobrepostos pode ser

marcada somente se os limites de cada nucleo forem distinguiveis;

e O limite citoplasmético ou membrana de uma célula BN deve ser intacta e

claramente distinguivel do limite citoplasmético de células adjacentes.
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1.4.2.3 Critérios para o reconhecimento de micronucleos (FENECH et al.,
2003).

Os MNs sdo morfologicamente idénticos, mas menores que 0 nucleo
principal. Eles apresentam as seguintes caracteristicas:

e O diametro entre 1/16 até, no maximo, 1/3, dos nucleos principais (ou

entre 1/256 a 1/9 da area de um dos nucleos principais);

¢ MNs apresentam formato redondo ou oval;

¢ MNs néo sao refrateis;

e MNs ndo estdo ligados ou conectados ao nucleo principal;

e MNs podem tocar, mas ndo podem sobrepor o nucleo principal e o limite

micronuclear deve ser distinguivel do limite nuclear;

e MN geralmente tem a mesma intensidade de cor do nucleo principal.

1.4.3 Células HepG;

As células HepG, foram isoladas em 1979 a partir de um hepatoblastoma
primario de um garoto argentino de 11 anos. Essa linhagem apresenta morfologia
semelhante ao epitélio e ao parénquima hepatico, além de manter a capacidade de
sintetizar e secretar a maioria das proteinas plasmaticas caracteristicas das células
normais do figado humano (KNASMULLER et al., 1998). Essas células conservam
as atividades das enzimas de fase I, tais como as do citocromo P450 CYP1Al,
CYP1A2, CYP2B e CYP2E1, bem como as enzimas de fase Il, incluindo glutationa-
S-transferases, sulfotransferases, N-acetiltransferases e glucuranosiltransferases,
sendo que tais enzimas estdo envolvidas no metabolismo de carcinégenos, e
apresentam importante funcdo na ativacdo e destoxificacdo de substancias que
reagem com o DNA (UHL, HELMA, KNASMULLER, 1999; MAJER et al., 2004;
LAMY et al, 2004; CHEQUER et al., 2009). Portanto, € aceitavel que os ensaios com
células HepG; reflitam mais adequadamente os danos causados por mutdgenos que

os testes in vitro feitos com bactérias ou células de mamiferos, tais como a CHO
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(linhagem celular derivada do ovario de hamster chinés), SHE (célula de embrido de
hamster sirio) ou V79 (linhagem celular derivada de fibroblastos de pulmao), que
requerem a adicdo de sistemas de metabolizacdo exdgenos para mimetizar o
metabolismo de compostos de acéo indireta (UHL, HELMA, KNASMULLER, 2000;
VALENTIN-SEVERIN et al., 2003; MAJER et al., 2004, LAMY et al., 2004).

O tempo de geracao das células HepG; é substancialmente mais longo (20 a
28 horas) quando comparado com linhagens celulares de roedores (V9, CHO), que
sdo atualmente usadas em toxicologia genética (UHL, HELMA, KNASMULLER,
1999; MAJER et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista todo o potencial de dano ao material genético de diferentes

sistemas celulares provocados tanto pelos corantes originais quanto pelos seus

produtos de biotransformacdo e degradacdo, e a dificuldade de remové-los dos

efluentes industriais pelo método de lodo ativado, assim como a ineficiéncia da

cloracdo na remocao destes compostos na producdo de agua tratada e geracdo de

compostos incolores desconhecidos, este trabalho propde avaliar a eficiéncia do

tratamento por fotoeletrocatalise na remocdo da mutagenicidade dos azo corantes

Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 presentes em amostras

aquosas em comparacao a cloracdo quimica convencional.

Para atingir este objetivo geral, os objetivos especificos foram:

Avaliar a mutagenicidade dos corantes apés o tratamento por cloracédo
guimica convencional, utilizando o ensaio de micronucleo em células
HepGy;

Avaliar a mutagenicidade dos produtos gerados apdés a
fotoeletrocatalise utilizando o mesmo ensaio;

Comparar o0s resultados da fotoeletrocatalise com o tratamento
convencional de amostras aquosas por cloracdo, bem como com o0s
resultados obtidos com a mutagenicidade original dos corantes ja

estudados por nosso grupo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Solugdes utilizadas

» Meio de Cultura:

Foram dissolvidos 9,61g de Minimum Essential Médium (MEM - Gibco) em
cerca de 500mL de agua MilliQ. Foram acrescentados 2,2g de bicarbonato de
sédio (NaHCO3), 10mL da solucéo de antibidtico-antimicotico (Sigma) e 10mL de
piruvato de sédio (Sigma) sendo completado o volume para 1L com agua MilliQ.
O meio foi mantido sob agitagdo por 10 minutos para a completa dissolugéo, o
pH foi corrigido para 7,2 com hidroxido de sdédio ou acido cloridrico a 0,1 M, mas
em caso de necessidade foi utilizado concentracbes maiores ou menores. A
esterilizacdo foi realizada por filtracdo em membrana 0,22um. O meio foi

armazenado em frasco estéril em geladeira.

» Meio de Cultivo: solucéo de uso

Como o0s meios de cultivo ndo contém substancias mitogénicas, foi
necessaria a adicdo de estimulantes de divisdo, tais como o fator de crescimento
presente no soro bovino fetal (SBF). Por este motivo, antes de iniciar o uso na
cultura de células HepG,, o SBF foi adicionado numa proporcdo de 10% do
volume total de meio preparado.
> PBS

Em baldo volumétrico, foram dissolvidos 0,29 de cloreto de potassio (KCI), 0,2g
de fosfato monobasico de potassio (KH,PO,), 8,0g de cloreto de sddio (NaCl), 1,159
de fosfato dibasico de sédio anidro (Na;HPO,4) em agua deionizada qg.s.p. 1000mL,
sendo agitados até a completa solubilizacdo. Foi corrigido o pH para 7,4 com
hidréxido de sodio ou &cido cloridrico a usualmente 0,1M, mas em caso de
necessidade foi utilizado concentragdes maiores ou menores. A esterilizagdo foi

realizada por autoclavagem a 120°C por 30 minutos.
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» Tripsina EDTA 0,1%

A tripsina é uma enzima proteolitica, que foi utilizada para o desprendimento das
células HepG; do frasco, através da degradacéo da matriz glicoproteica extracelular.
Para prepara-la, foram adicionados 90 mL de PBS estéril e 10 mL de solugdo
tripsina-EDTA (Sigma) em um frasco de 100mL esterelizado. Homogeneizou-se e
armazenou-se em geladeira.

» Citocalasina-B solugdo-mée (2mg/mL)

A citocalasina € um inibidor da actina, que age no final da divisdo celular
impedindo a citocinese. Para prepara-la, foram adicionados 2,5mL de DMSO
estéril ao frasco de 5mg de citocalasina-B (Sigma). Homogeneizou-se e foi
armazenada na geladeira.

» Citocalasina-B solucéo de uso (300ug/mL)

Foram adicionados 300uL da solucdo mée de citocalasina B (2mg/mL) em 1,7 mL
de PBS contidos em frasco de congelamento. Em seguida, o frasco foi coberto com
papel aluminio, para evitar a degradacéo, uma vez que a citocalasina B mostra-se
fotossensivel. Essa solucéo foi armazenada em congelador.

» Solucéao hipotdnica de Citrato de Sédio

A solucdo de citrato de sédio, NazCsHs07.2H,0, foi preparada em &agua
deionizada a 0,1%, no dia anterior ao seu uso. A solu¢do foi conservada em
geladeira, pois precisava estar gelada para ser utilizada.

> Fixador Metanol - Acido Acético 3:1

Em uma proveta de 50mL, foram misturados 30mL de metanol e 10mL de acido
acético glacial. Quando foi necessério preparar volumes maiores, essa proporgao 3:1
foi mantida. O fixador foi sempre preparado no momento do uso, para que 0 mesmo

nao perdesse a sua acao.

» Tampao Fosfato

Em um baldo volumétrico, foram dissolvidos 5,26 g de fosfato monobasico de
potassio (KH,PO,4 0,06M) e 8,65 g de fosfato dibasico de sddio anidro (Na;HPO,
0,06M) em agua deionizada, em quantidades suficientes para 1000mL. Agitou-se
até a completa dissolucéo e o pH foi corrigido para 6,8 utilizando hidroxido de
sadio ou &cido cloridrido a usualmente 0,1M, mas em caso de necessidade foram
utilizadas concentragbes maiores ou menores. A solugdo foi conservada em

geladeira. Este tampao foi utilizado na coloracao das laminas com Giemsa.
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» Solugédo Giemsa

Em um frasco ambar, 3g de Giemsa foram misturados em 162mL de glicerina
e essa mistura foi colocada, em banho-maria, a 60°C overnight. Posteriormente,
foram adicionados 252mL de metanol e homogeneizou-se. Apds o periodo de um
més, a solucéo foi filtrada e armazenada em frasco ambar. A solucdo Giemsa foi
utilizada para corar as células fixadas nas laminas, em uma proporcédo de 1:30

com tampao fosfato.
3.1.2 Corantes estudados

Conforme ja citado, neste trabalho foram avaliados os produtos gerados pela
cloracao e fotoeletetrocatalise dos azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1,
Disperse Red 13 presentes em amostras aquosas. A estrutura quimica de cada
corante esta mostrada na Figura 6.

— CH-CH
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FIGURA 6. Estrutura quimica dos azo corantes (A) Disperse Red 1, (B) Disperse
Orange 1, (C) Disperse Red 13
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As solucbes estoques dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e
Disperse Red 13 nas concentracbes 1,0 mg/mL, 4,0 mg/mL e 10,0 mg/mL,
respectivamente, foram cloradas e fotoeletrocatalisadas.

A técnica de fotoeletrocatélise foi recentemente desenvolvida pelo grupo da
Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), em Araraquara. As técnicas de
fotoeletrocatalise e cloracdo quimica analisadas neste trabalho foram realizadas em
colaboracdo com o grupo de quimica analitica da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin
Zanoni (UNESP).

3.2 Métodos

3.2.1 Teste de Micronucleos em Células HepG.

3.2.1.1 Protocolo para cultivo e manutencdo da cultura das células
HepG;

Descongelamento das células HepG;

» Primeiramente, as células foram removidas do nitrogénio liquido;

» As células foram descongeladas e, rapidamente foram transferidas para um
tubo conico estéril com 9,0mL de meio de cultivo;

» As células foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 minutos em
1500rpm;

» O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido com
1,0mL de meio de cultivo;

» As células foram homogeneizadas e transferidas para um frasco de cultura de
75cm? contendo 14,0mL de meio de cultivo;

» Este frasco de cultura foi colocado na estufa & 37°C com 5% de CO..
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Repique e Manutencéo das células HepG; para o Teste de Micronucelos

» O meio de cultivo foi descartado;

» As células foram lavadas com 10,0mL de PBS, a fim de remover totalmente o
meio de cultivo que estava no frasco;

» O excesso de PBS foi removido com pipeta de Pasteur;

» Foram adicionados 5,0mL de tripsina;

» Homogeneizou-se, e o frasco foi colocado deitado na estufa, para que a
tripsina entrasse em contato com toda a superficie celular, por 3 minutos;

» Apo6s os 3 minutos, foram dadas algumas batidas no frasco de cultura, para
gue houvesse o desprendimento das células, que estavam na superficie do
mesmo;

» A tripsina foi inativada com 5,0mL de meio de cultivo;

» O volume total do frasco de cultura foi transferido para um tubo coénico estéril
de 15,0mL e este foi centrifugado por 5 minutos a 1000rpm;

» O sobrenadante foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido com
1,0mL de meio de cultivo;

> Este volume de suspensdo foi divido para dois frascos de cultura de 75cm?
com 14,0 mL de meio de cultivo em cada, e colocados em estufa a 37°C com 5%
de CO,, para fazer a manutencado das células.

» Para iniciar o teste de micronucleos, foi necesséario fazer a contagem das

células em camara de Newbauer.

3.2.1.2 Protocolo para realizar o ensaio de micronucleos em cultura de
células HepG; (realizado de acordo com o protocolo de Natarajan, Darroudi, [1991],

com algumas modificacdes)

> Inicialmente a camara de Newbauer foi preenchida com a suspensao celular,
para saber o total de células presentes na cultura e qual o volume de suspensao
celular necessério para cultivar 5,0 x 10° células HepG, em frascos de cultura de
25cm?;

» Apd6s a contagem, adicionou-se o0 volume de suspensdo celular

correspondente a 5,0 x 10° células nos frascos de cultura de 25cm? com 5,0mL de
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meio de cultivo. Estes foram fechados e colocados na estufa a 37°C com 5% de
CO; por 24 horas;

» ApOs 24 horas, foi feito o tratamento das culturas. No frasco correspondente
ao controle positivo, foram colocados 12,0uL de benzopireno a 31,25mg/mL, de
forma que a concentracdo final no meio fosse de 75,0ug/mL; No frasco
correspondente ao controle negativo foram colocados 50,0uL de PBS e nos
frascos correspondentes aos corantes foram colocadas as solugbes desses
compostos tratadas por cloragcdo ou fotoeletrocatélise, de forma que as
concentracdes finais testadas fossem de 0,1; 0,2; 0,4; 1,0 e 2,0 pg/mL para o
corante Disperse Red 13 e 0,2; 0,4; 1,0; 2,0 4,0 pg/mL para os corantes Disperse
Red 1 e Disperse Orange 1. ApOs o tratamento, todos os frascos foram
novamente incubados a 37°C com 5% de CO, por mais 20 horas em estufa;

» ApoOs as 44 horas, 0 meio de cultivo de cada frasco foi desprezado, e foi
adicionado 5,0mL de PBS a 37°C para lavar as células. Em seguida, o PBS foi
descartado e, entdo foram colocados 5,0mL de meio de cultivo em cada frasco. Apés
isso, foram adicionados 50uL da solucéo de citocalasina B de uso, de forma que a
concentracao final no meio fosse de 3,0ug/mL. Os frascos foram colocados na estufa
a 37°C com 5% de CO;, por mais 28 horas;

» Ao término das 72 horas procedeu-se a colheita e o teste de viabilidade

celular, conforme descritos a seguir.

Colheita para o Ensaio de Micronucleos em células HepG.

» Os meios de cultivo de cada frasco foram retirados e colocados nos
respectivos tubos de centrifuga conicos identificados;

» Os frascos foram lavados duas vezes com 5,0mL de PBS. A primeira lavagem
foi reservada no tubo de centrifuga, j4 a segunda lavagem foi descartada. Retirou-
se 0 excesso de PBS de cada frasco com pipeta de Pasteur;

» Em cada frasco foram adicionados 0,5 mL de tripsina 0,1% e os frascos foram
colocados na estufa por 5 minutos;

» Foram dadas algumas batidas em todos os frascos de cultura, para
desprender as células da superficie;

» A tripsina foi inativada com o meio reservado no tubo de centrifuga. Depois,
utilizando uma pipeta Pasteur, 0 meio foi homogeneizado e devolvido para os

respectivos tubos de centrifuga;
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» Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1000rpm;

» O sobrenadante foi retirado até restar 1,5mL e foram adicionados 5,0mL de
solugdo de citrato gelada. Todos os tubos foram homogeneizados durante 5
minutos;

» Em cada frasco foram adicionados 20,0uL de formaldeido, e homogeneizou-
se imediatamente;

» Novamente os frascos foram centrifugados a 1000rpm por 5 minutos;

» O sobrenadante foi retirado até restar 1,5mL e foram adicionados 5,0mL de
fixador metanol/acido acético, homogeneizando cada frasco imediatamente;

» Em segquida, foi feita uma centrifugacao por 5 minutos a 1000rpm;

» O fixador de cada frasco foi removido utilizando pipeta Pasteur, deixando a
guantidade suficiente para a confecgéao das laminas.

Preparo das laminas para andlise de micronucleo

» Ambos os lados das laminas foram lavadas com bucha e extran. Depois, foram
bem enxaguadas em &gua corrente e posteriormente em agua destilada. Este
procedimento foi repetido até que se observou a formacao de um filme d’agua sobre
a lamina. Apos a formacéo do filme, as laminas foram acondicionadas em fracos de
vidro, devidamente limpos, mergulhadas em agua destilada. Este frasco com as
laminas foi colocado na geladeira. Tanto a lavagem como a refrigeracao das laminas
foram realizadas um dia antes da colheita;

» Em cada lamina foram colocadas 2 gotas da suspensado de células. Apds a
total secagem, as laminas foram coradas com Giemsa em tampao fosfato na

proporcao de 1:30 por 5 a 7 minutos.

3.2.2 Avaliagéo da Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular com MTT se baseia na reducdo do sal
tetrazolato (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H  tetrazolato de bromo) nas
mitocondrias das células metabolicamente ativas, o qual adquire uma coloragcéo
violacea, sendo solubilizado e analisado por espectrofotometria. Portanto, essa

conversdo somente ocorre nas células viaveis, sendo entdo possivel determinar a
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proporcdo de células vivas apés o tratamento (MOSMANN, 1983). Nosso grupo
utilizou o ensaio com MTT para avaliar a viabilidade celular dos corantes originais
Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13, entretanto devido a forte
coloracdo desses corantes, ocorreu interferéncia na andlise espectrofotométrica,
inviabilizando a leitura (dados ndo mostrados). Por isso, 0 ensaio de exclusdo pelo
trypan blue foi utilizado (CHEQUER, 2008; CHEQUER et al., 2009). Dessa forma, a
viabilidade celular dos mesmos corantes apéds cloragdo e fotoeletrocatalise foi
também avaliada utilizando o ensaio de exclusdo pelo trypan blue, para permitir

comparagao com 0s corantes originais.

3.2.2.1 Teste de viabilidade celular pela Técnica de Exclusdo do Corante

Trypan Blue

O método de exclusdo do corante trypan blue baseia-se no fato das células
inviaveis, por ndo apresentar membrana celular integra, permitirem a incorporacao
do corante, ao passo que as células viaveis, cuja membrana esta intacta, bloqueiam
a permeabilidade ao corante. Desta forma, as células invidveis coram-se em azul e
as viaveis permanecem transllicidas. Ressalta-se que esta técnica detecta células
inviaveis que possuem danos na membrana, mas pode ndo detectar células
inviaveis cujos danos afetam a adesao celular ou que podem progredir para a morte
celular (SALVADORI, RIBEIRO, FENECH, 2003).

Protocolo do Teste de exclusdo do corante trypan blue
Foi feito uma diluicdo 1:1, ou seja, foram colocados 20uL da suspensado de
células tratadas com as solucbes cloradas e fotoeletrocatalisadas dos corantes
Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 em microtubos e foram
adicionados 20uL da solucdo de trypan blue a 0,25% em PBS, sendo estes
homogeneizados. Uma camara de Newbauer foi preenchida com estas solucdes
para realizar a contagem de células viaveis e ndo viaveis. Foram avaliadas 100

células em microscopico de luz e foi determinada a porcentagem de células viaveis.
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3.2.3 Andélise Estatistica

Foram realizadas trés repeticbes do ensaio de micronucleos em células
HepG2 tratadas com os corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse
Red 13 apds cloracdo e fotoeletrocatalise, que serdo apresentadas no item
Resultados e Discusséo. Sendo assim, foram feitas as analises estatisticas das trés
repeticdes por meio da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de multipla

comparacao de Dunnett («=0,05), com o auxilio do programa GraphPad Prism 4.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao da concentracdo empregada como controle positivo

O benzopireno (B(a)P) € um hidrocarboneto aromatico policiclico, classificado
como um forte mutageno e carcinégeno humano (LAMY et al., 2004; LAMY et al.,
2008; BANNI et al., 2009), e esta distribuido no ambiente (LAMY et al., 2004; LAMY
et al., 2008). Para exercer seus efeitos genotdxicos e/ou carcinogénicos, o B(a)P
tem que ser ativado pelas monooxigenases do citocromo P-450 (CYP-450), a uma
variedade de eletrofilos que podem se ligar covalentemente ao DNA, RNA ou as
proteinas (LAMY et al., 2008). O principal metabdlito do B(a)P responsavel por suas
propriedades mutagénicas e carcinogénicas é o 7,8-dihidroxi-9,10-epoxi-7,8,9,10-
tetrahidrobenzopireno (BPDE) que reage com os sitios nucleofilicos das bases do
DNA (JOLLES et al., 1987).

Dessa forma, o B(a)P foi escolhido para ser usado como controle positivo
neste experimento, pela sua caracteristica de exercer efeito mutagénico apds a
biotransformacgé&o. Isto torna possivel avaliar a atividade de biotransformacdo das
células HepG,, porque como ja mencionado anteriormente, esta € uma linhagem
celular que conserva as atividades das enzimas de fase | e Il, envolvidas no
metabolismo de xenobidticos, promovendo a ativacdo ou destoxificacdo desses
compostos.

Inicialmente, foi feito o experimento preliminar para a escolha da melhor
concentracdo de B(a)P para ser utilizada como controle positivo. Foram testadas as
concentracdes 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 ug/mL. Essas concentracdes foram escolhidas
baseando-se em concentracbes de B(a)P capazes de induzir a formacdo de
microndcleos em trés sub-clones de células HepG,, de acordo com Majer et al.
(2004).

Segundo Fenech (2000), para a analise de micronucleo, as culturas devem
apresentar um percentual de células binucleadas (BN) acima de 35%. Portanto esse
foi um dos critérios para a escolha da concentracdo de 75,0 pg/mL de B(a)P como
controle positivo, uma vez que apresentou a porcentagem de células BN acima

desse valor, como pode ser verificado na Tabela 1.
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Para melhor avaliar o potencial citotoxico do B(a)P foi calculado o IPBC,
indice de proliferacdo de bloqueio da citocinese. Este indice é calculado baseando-
se no numero de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e
multinucleadas encontradas no total de 500 células contadas por tratamento. Sendo
assim, uma queda no valor do IPBC indica perda de fung¢des celulares e/ou morte

celular. O calculo é feito de acordo com a expressao:

IPBC = [M1+ 2(M2) + 3 (M3+M4)]
N

Onde M1-M4 representam os numeros de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos
respectivamente, e N é o numero total de células contadas. O IPBC foi calculado
para cada tratamento de acordo com Lorge et al. (2008).

Assim, de acordo com a Tabela 1 e a Figura 7, a concentracéo de 75,0 pg/mL
foi escolhida como controle positivo, primeiramente, por induzir a formagéo de maior
namero de micronucleos (média = 42 MN) em relacéo as demais concentracdes e ao
controle negativo e, também por apresentar porcentagem de células binucleadas
acima de 35%, sem, contudo, levar a morte celular expressiva, jA que esta
concentracdo apresentou o valor de IPBC semelhante ao controle negativo (Figura
8). Este experimento foi realizado em duplicata, sendo que na segunda repeticao
houve a confirmacao do resultado para a concentracao de 75,0 pg/mL de B(a)P. Os
dados das duas replicatas estdo apresentados no Apéndice A.

Na maior dose testada, 100,0 pg/mL, provavelmente houve morte celular, ja
que durante leitura das laminas desta concentracdo pdde-se perceber que o nimero
de células diminuiu, o que sugere toxicidade celular, ainda que o IPBC esteja
normal. Além disso, na maior concentracéo, o numero de MN reduziu, o que também

indica toxicidade.
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TABELA 1. Média e desvio padrao dos resultados obtidos no teste de microndcleos,
para a analise do total de microndcleos (MN), da porcentagem de células
binucleadas (%BN) e do indice de proliferacdo do bloqueio da citocinese (IPBC) em
cultura de células HepG, tratadas com diferentes concentragbes de benzopireno
(B[a]P) (n=2).

B(@)P (ng/mL) MN?® (média + DP) % BN (média + DP) IPBC (média + DP)

0,0 155+0,71 42,9 + 8,06 1,667 + 0,13
25,0 13,0 + 3,53 48,5 + 10,04 1,722 + 0,02
50,0 19,0+1,41 49,0+ 1,41 1,604 + 0,02
75,0 50,0 + 15,56* 47,0 £ 2,54 1,556 + 0,02

100,0 18,5+ 9,19 49,3 £ 4,67 1,710 + 0,05

41000 BN foram analisadas por cultura
* Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05)

MN por 1000 BN
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FIGURA 7. Inducdo de micronucleos (MN) por diferentes concentracbes de
benzopireno. Os resultados expressam a média e o desvio padrdo do numero de
microndcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG; binucleadas (BN) (n=2).

* Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05)
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FIGURA 8. indice de proliferacdo do bloqueio da citocinese (IPBC) em culturas de
células HepG; tratadas com diferentes concentracdes de benzopireno. Em cada
experimento foram analisadas 500 células (n=2).

4.2 Determinacao das concentrac6es dos corantes a serem estudadas

Inicialmente solugbdes dos corantes foram cloradas em condi¢des similares a
uma ETA, em concentracdes de 1,0 mg/mL, 4,0 mg/mL e 10,0 mg/mL para o0s
corantes Disperse Red 1, Disperse Red 13 e Disperse Orange 1, respectivamente. A
partir destas solucdes cloradas foram realizadas diluicdes sucessivas em PBS para
obter as seguintes concentracdes dos corantes clorados Disperse Red 1, Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13: 0,2; 0,4; 1,0; 2,0 e 4,0 pg/mL, como mostra as Tabelas
2 e 3. Estas concentracdes foram escolhidas baseadas no trabalho desenvolvido,
anteriormente pelo nosso grupo com 0sS mesmos corantes originais (0,2; 1,0; 2,0 e
4,0 pg/mL) (CHEQUER, 2008; CHEQUER et al., 2009).

Como pode ser observado na Figura 9, foi necessario o0 ajuste de
concentracdo somente para a solucdo do corante Disperse Red 13 clorado, visto
qgue, a menor concentracdo deste corante (0,2 pg/mL) induz a formacédo do maior
namero de micronucleos quando comparada com as demais concentragdes.
Portanto, para melhor avaliar o comportamento do corante Disperse Red 13 ap0s
cloracdo, adicionou-se uma concentracdo menor (0,1 pg/mL) e exclui-se a maior

concentracdo (4,0 pug/mL).
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Observa-se na Tabela 2 que para cada solucdo clorada existe uma
concentracdo que induz um maior nimero de microndcleos e que, ap0s esta
concentragdo, o numero de micronucleos tende a diminuir. Este fato deve-se,
provavelmente, a citotoxicidade dos corantes, que causa a morte celular ou a
reducdo da divisdo celular e, consequentemente, ndo ha a formacdo de
microndcleos. Além disso, da mesma forma como foi observado no ensaio com
B(a)P, nas maiores concentra¢des dos corantes, a quantidade de células na lamina
era menor que nas demais doses, ainda que o IPBC estivesse normal (Figura 10).
Dessa forma, as concentracdes escolhidas para avaliar a mutagenicidade dos
corantes clorados foram: Disperse Red 13: 0,1; 0,2; 0,4; 1,0; 2,0 pg/mL; Disperse
Red 1 e Disperse Orange 1: 0,2; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 pg/mL.
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TABELA 2. Resultados obtidos em experimentos preliminares para a analise do total
de micronucleos (MN), da porcentagem de células binucleadas (%BN) e do indice de
proliferacéo do bloqueio da citocinese (IPBC) em cultura de células HepG, tratadas
com diferentes concentragcdes das solu¢gdes dos corantes Disperse Red 1, Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13 apos cloracéao.

Tratamentos (ug/mL) MN? % BN IPBC
Controle negativo 14 40,8 1,500
B(@)P 75 61 48,8 1,568

Disperse Red 1

0,2 16 44,2 1,578
0.4 29 49,8 1,578
1,0 19 50,2 1,544
2,0 07 46,4 1,576
4,0 12 52,6 1,558

Disperse Orange 1

0,2 09 45,6 1,560
0.4 08 44,8 1,502
1,0 14 46,6 1,510
2,0 11 43,8 1,530
4,0 12 51,8 1,580

Disperse Red 13

0,2 30 36,2 1,506
0.4 19 42,8 1,504
1,0 20 41,2 1,536
2,0 29 39,0 1,530
4,0 20 42,0 1,546

#1000 BN foram analisadas por cultura
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FIGURA 9. Inducdo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées solucao
clorada do corante Disperse Red 13. Os resultados expressam o numero de
micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG. binucleadas (BN) (n=1).
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FIGURA 10. indice de proliferacéo do bloqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG; tratadas com diferentes concentracdes da solucao clorada do corante
Disperse Red 13. Em cada experimento foram analisadas 500 células (n=1).
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4.3 Teste de viabilidade celular das solu¢gdes dos corantes ap0s cloracéo e
fotoeletrocatalise

O ensaio de viabilidade celular pela técnica de excluséo do corante trypan blue foi
realizado 48 horas apés as células HepG, terem sido mantidas em contato com as
solugdes cloradas e fotoeletrocatalisadas dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange
1 e Disperse Red 13. A finalidade deste teste foi apenas avaliar se a porcentagem das
células viaveis era suficiente para prosseguir 0s ensaios de mutagenicidade. Ressalta-se
gue esta técnica detecta células inviaveis que possuem danos na membrana, mas pode
nao detectar células inviaveis cujos danos afetam a ades&o celular ou que podem
progredir para a morte celular (SALVADORI, RIBEIRO, FENECH, 2003).

Nesse meétodo foram analisadas as seguintes concentracdes das solucdes
cloradas e fotoeletrocatalisadas dos corantes Disperse Red 1 e Disperse Orange 1.
0,2;0,4; 1,0; 2,0; 4,0 pg/mL e Disperse Red 13: 0,1; 0,2; 0,4; 1,0; 2,0 pg/mL

Os resultados da viabilidade celular para os corantes clorados estao
expressos nas Figuras 11, 12 e 13 e, a partir deles pode-se observar que ndo houve
reducao significativa nas condicbes do ensaio da viabilidade celular em nenhuma
cultura tratada com as solu¢gBes dos corantes ap0s cloracdo, sendo que todas as
viabilidades celulares foram superiores a 90% nas concentracdes testadas.
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FIGURA 11. Método de excluséo pelo trypan Blue para verificar a viabilidade celular
das culturas de HepG, tratadas com o corante Disperse Red 1 apoés cloracdo. Os
resultados representam a média de trés repetices.
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FIGURA 12. Método de exclusao pelo trypan blue para verificar a viabilidade celular
das culturas de HepG; tratadas com o corante Disperse Orange 1 apos cloracao. Os
resultados representam a média de trés repeticdes.
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FIGURA 13. Método de exclusao pelo trypan blue para verificar a viabilidade celular
das culturas de HepG, tratadas com a solucdo do corante Disperse Red 13 apés
cloragdo. Os resultados representam a média de trés repeticdes.

As Figuras 14, 15 e 16 demonstram a porcentagem de células HepG2 viaveis
apos a exposicdo a solucdes fotoeletrocatalisadas dos corantes Disperse Red 1,

Disperse Orange 1 e Disperse Red 13. Os resultados indicam que em todos 0s
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tratamentos, as viabilidades celulares analisadas foram superiores a 80% indicando

gue era possivel dar prosseguimento ao ensaio.
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FIGURA 14. Método de exclusao pelo trypan blue para verificar a viabilidade celular
das culturas de HepG, tratadas com a solucdo do corante Disperse Red 1 apds
fotoeletrocatalise. Os resultados representam a média de trés repeticoes.
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FIGURA 15. Método de exclusao pelo trypan blue para verificar a viabilidade celular
das culturas de HepG; tratadas com a solucdo do corante Disperse Orange 1 apoés
fotoeletrocatalise. Os resultados representam a média de trés repeticoes.
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FIGURA 16. Método de exclusao pelo trypan blue para verificar a viabilidade celular
das culturas de HepG, tratadas com a solugdo do corante Disperse Red 13 apéds
fotoeletrocatalise. Os resultados representam a média de trés repeticoes.

4.4 Avaliacdo da mutagenicidade dos corantes ap0s a cloragcéo

Primeiramente, analisou-se o0 efeito do tratamento por cloracdo na
mutagenicidade dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13
pelo ensaio do micronudcleo em células HepG2.

As fotos ilustradas na Figura 17 mostram duas células Método de excluséo
pelo trypan blue para verificar a viabilidade celular das culturas de HepG, tratadas
com a solucdo do corante Disperse Red 13 apoés fotoeletrocatdlise.binucleadas
obtidas em nosso experimento, sendo que a foto (A) € uma célula sem dano

genético, ja a célula (B) contém um micronucleo.
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FIGURA 17. Fotomicrografias de células HepG, com aparéncia binucleada sem a
presenca de micronucleo (A) e na qual foi induzida a formacao de microndcleo (B),
obtidas no presente trabalho. Visualizacdo em aumento 100x. Coloragdo Giemsa.

A Tabela 3 mostra a média e o desvio padrao dos resultados obtidos em trés
repeticdes e contém informacdes sobre o numero de MN encontrados em 1000 BN,
o IPBC e a porcentagem de BN em cultura de células HepG, tratadas com diferentes
concentracoes das solucbes dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e

Disperse Red 13 apés cloracéo.
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TABELA 3. Média e desvio padréo dos resultados obtidos no teste de micronucleos
em trés repeticdes, para a andlise do total de microntcleos (MN), da porcentagem
de células binucleadas (%BN) e do indice de proliferacdo do bloqueio da citocinese
(IPBC) em cultura de células HepG, tratadas com diferentes concentragdes dos
corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 ap0s cloracao.

Tratamentos (ug/mL)  MN?(média + DP) % BN (média + DP) IPBC (média + DP)

Controle negativo 12,0+ 2,64 439+4,12 1,542 + 0,06

B(a)P 75 41,0 +19,08** 44,3 + 4,05 1,499 + 0,06

Disperse Red 1

0,2 13,3+5,51 48,0 + 7,67 1,625+ 0,12
0,4 21,3+11,00 51,7 + 3,42 1,631 + 0,09
1,0 17,7+3,21 50,9 + 2,40 1,596 + 0,03
2,0 9,7+5,51 48,8 + 4,54 1,589 + 0,08
4,0 8,0+ 3,46 54,1 + 8,26 1,609 = 0,06
Disperse Orangel
0,2 16,7 £ 10,02 439+ 1,70 1,575+ 0,04
0,4 11,3+4,16 46,8 + 5,48 1,586 + 0,10
1,0 17,7+12,90 48,7 + 4,84 1,623 + 0,09
2,0 15,3+ 7,50 45,8 + 3,99 1,611 £ 0,10
4,0 14,3 £ 4,93 53,5 + 3,06 1,597 + 0,04
Disperse Red 13
0,1 16,0 = 3,00 39,9 +2,32 1,489 + 0,05
0,2 23,3+5,89 42,0 + 5,33 1,544 + 0,05
0,4 19,6 £ 5,98 42,3 +4,10 1,527 + 0,03
1,0 15,0+ 5,73 41,1 + 4,65 1,526 + 0,04
2,0 12,3+ 7,04 41,9+ 0,92 1,517 £ 0,01

1000 BN foram analisadas por cultura
** Estatisticamente diferente do controle negativo (p < 0,01)
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As Figuras 18, 19 e 20 mostram a frequéncia de micronucleos induzidos pelas
solucdes cloradas dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red
13 apods cloracdo em cultura de células HepG,, respectivamente. Os experimentos
foram realizados em triplicata e as figuras representam a média e o desvio padréo
dos resultados. Os dados de cada repeticdo sdo mostrados no Apéndice B. Pode-se
notar que houve um aparente aumento na freqiéncia de micronucleos a medida que
aumentava a concentracdo das solugdes cloradas dos corantes Disperse Red 1 e
Disperse Red 13. Este aumento ocorre até um limite de 0,2 pg/mL para a solugéo
clorada do corante Disperse Red 13 e até 0,4 ug/mL para o corante Disperse Red 1
clorado. Ja com o corante Disperse Orange 1 apos cloracdo, aparentemente ocorre
diminuicdo na meédia de microndcleos induzidos inicialmente e, nas demais
concentragfes testadas este composto apresenta o mesmo comportamento dos
corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 clorados. Entretanto, as Figuras 18,19 e
20 demonstram que a frequiéncia de micronucleos induzidas pelas concentracfes
testadas dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 apos
cloragcdo ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao

controle negativo.
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FIGURA 18. Inducéo de micronucleos (MN) por diferentes concentracfes da solucao
clorada do corante Disperse Red 1. Os resultados expressam a média e 0 desvio
padrdo do numero de micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG:
binucleadas (BN) (n=3). **Estatisticamente diferente do controle negativo (p < 0,01).
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FIGURA 19. Inducéo de micronucleos (MN) por diferentes concentracdes da solucéo
clorada do corante Disperse Orange 1. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo do numero de microndcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG:
binucleadas (BN) (n=3). **Estatisticamente diferente do controle negativo (p < 0,01).
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FIGURA 20. Inducdo de micronucleos (MN) por diferentes concentragdes da solugéo
clorada do corante Disperse Red 13. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo do numero de microndcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG:
binucleadas (BN) (n=3). **Estatisticamente diferente do controle negativo (p < 0,01).

As Figuras 21, 22 e 23 mostram os resultados do IPBC de cada concentragdo das
solugbes dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 apds
cloracdo em culturas de células HepG,. Observa-se que os indices de proliferacdo do
blogueio de citocinese das células tratadas com diferentes concentracdes das solucdes

cloradas desses corantes ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas em
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relacdo ao controle negativo, embora durante a leitura das laminas, foi observada uma
reducdo no numero de células nas concentracfes mais altas 0 que pode indicar morte
celular, ainda que o IBPC nao tenha sido alterado. Este mesmo efeito foi observado por
Chequer et al., 2009, em estudo dos mesmos corantes em sua forma original.
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FIGURA 21. indice de proliferacéo do blogqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes da solugdo do corante
Disperse Red 1 apos cloracdo. Os resultados expressam a média e 0 desvio padrao
de trés experimentos independentes, sendo que em cada experimento foram
analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em relagao ao controle negativo.
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FIGURA 22. indice de proliferacéo do bloqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracbes da solucdo do corante
Disperse Orange 1 apds cloracdo. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo de trés experimentos independentes, sendo que em cada experimento foram
analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao controle negativo.
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FIGURA 23. indice de proliferacéo do bloqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes da solucdo do corante
Disperse Red 13 apos cloragdo. Os resultados expressam a média e o desvio
padrédo de trés experimentos independentes, sendo que em cada experimento foram

analisadas 500 células. N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao controle negativo.

4.4.1 Comparacao do teste de micronucleos dos corantes Disperse Red
1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 originais com as solugbes aquosas
dos mesmos corantes ap0s tratamento por cloracao

De acordo com Chequer (2008), os corantes Disperse Red 1, Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13 sdo potencialmente mutagénicos para linfocitos de
sangue periférico humano e para cultura de células HepG; (Anexos | e Il).

Chequer et al. (2009) demonstraram em seus experimentos que 0S azo
corantes Disperse Red 1 e Disperse Orange 1 aumentaram a frequéncia de
micronucleos em células HepG, com efeito dose-dependente até um limite de 2,0
pHg/mL, e que as concentracdes 1,0 pug/mL e 2,0 ug/mL de ambos os corantes eram
mutagénicas para as células HepG..

As Figuras 24 e 25 ilustram uma comparagéo entre os corantes Disperse Red 1 e
Disperse Orange 1 originais (CHEQUER et al., 2009, CHEQUER, 2008) com 0S mesmos
corantes apos serem submetidos ao processo de cloragdo convencional. Pode-se observar
gue ha uma reducédo no numero de micronucleos de ambos os corantes apds o tratamento
por cloragdo a partir da concentragdo de 0,2 pg/mL. A diminuicdo do numero de
micronucleos para o corante Disperse Orange 1 clorado foi muito discreta (média de MN
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para o Disperse Orange lqigna = 17 € Disperse Orange lgorado = 16,7). Esta redugéo torna-
se mais visivel na concentracdo de 1,0 pg/mL. As figuras abaixo também demonstram que
houve reducdo na mutagenicidade dos corantes Disperse Red 1 e Disperse Orange 1
(CHEQUER et al., 2009), j& que suas doses potencialmente mutagénicas (1,0 pug/mL e 2,0
pg/mL) ndo apresentaram mais esta atividade apos o procedimento de cloracéo.
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FIGURA 24. Inducdo de micronucleos (MN) por diferentes concentracdes do corante
Disperse Red 1 original (CHEQUER et al., 2009) e da solucéo clorada do mesmo
corante. Os resultados expressam a média e o desvio padrdo do numero de
micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG. binucleadas (BN) (n=3).

** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo (p<0,01).
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FIGURA 25. Inducdo de micronucleos (MN) por diferentes concentracdes do corante
Disperse Orange 1 original (CHEQUER et al., 2009) e da solucéo clorada do mesmo
corante. Os resultados expressam a média e o desvio padrdo do numero de
micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG. binucleadas (BN) (n=3).

** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo (p<0,01).
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As Figuras 26 e 27 mostram os resultados dos IPBC dos corantes Disperse Red 1
e Disperse Orange 1 originais (CHEQUER et al., 2009) e ap6s cloracdo em culturas de
células HepG,. A comparacado entre os IPBC dos corantes originais (CHEQUER et al.,
2009) e clorados revela que ndo ha muitas alteracbes entre si e nem diferencas
estatisticas significativas em relacéo aos seus respectivos controles negativos.
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FIGURA 26. indice de proliferacéo do blogqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes do corante Disperse Red 1
original (CHEQUER et al., 2009) e apos cloracdo. Os resultados expressam a média
e 0 desvio padrédo de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os respectivos controles negativos.
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FIGURA 27. indice de proliferacédo do blogqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG; tratadas com diferentes concentracdes do corante Disperse Orange 1
original (CHEQUER et al, 2009) e apds cloracdo. Os resultados expressam a media
e 0 desvio padrdao de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os respectivos controles negativos.
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No entanto, segundo Chequer et al. (2009), as doses mais altas dos azo
corantes Disperse Red 1 e Disperse Orange 1 diminuiram a formacdo de
microndcleos, o que indicaria morte celular, mas o IPBC né&o foi alterado, sugerindo
que este indice de proliferacdo do bloqueio da citocinese nao € sensivel suficiente
para detectar este tipo de alteracao.

A mutagenicidade do corante Disperse Red 13 foi analisada por Chequer
(2008) através do ensaio de micronucleos em linfécitos humanos e células HepG..
Este corante apresentou um efeito dose-dependente até um limite de 1,0 ug/mL, ja a
partir desta concentracdo observa-se uma queda no numero de micronucleos,
provavelmente causada por toxicidade celular. Esta analise revelou que as
concentracbes 1,0 pg/mL e 2,0 pg/mL do corante Disperse Red 13 eram
mutagénicas para as células HepG, (CHEQUER, 2008)

A Figura 28 permite fazer uma analise comparativa entre o corante Disperse
Red 13 original (CHEQUER, 2008) com o mesmo corante apds tratamento por
cloragdo. Pode-se observar que ha uma redugdo na mutagenicidade desse corante
apos o tratamento por cloracdo a partir da concentracao de 1,0 ug/mL, sendo que
esta € a dose na qual foi observada maior poténcia mutagénica do corante Disperse
Red 13 original (CHEQUER, 2008).
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FIGURA 28. Inducéo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées do corante
Disperse Red 13 original (CHEQUER, 2008) e da solugao clorada do mesmo
corante. Os resultados expressam a média e o desvio padrdo do numero de
microndcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG; binucleadas (BN) (n=3).

** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo (p<0,01).
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Na concentracao de 0,2 ug/mL, a média de MN para o corante original foi
de 17 (CHEQUER, 2008) e para a solucdo clorada do corante foi de 23,3.
Embora esses valores demonstrem um aumento na freqiéncia de MN para o
corante apds tratamento por cloracéo, este resultado nao é relevante, pois esta
concentracdo nao apresentou diferenca significativa em relacdo ao seu controle
negativo.

A Figura 29 mostra o resultado do IPBC do corante Disperse Red 13 original
(CHEQUER, 2008) e apés cloracdo em culturas de células HepG,. Observa-se que
os indices de proliferacdo do blogueio da citocinese dos corantes original
(CHEQUER, 2008) e clorado ndo apresentaram muitas alteracdes entre si e nem
diferencas estatisticas significativas em relagdo aos seus respectivos controles

negativos.
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FIGURA 29. indice de proliferacéo do bloqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes do corante Disperse Red 13
original (CHEQUER, 2008) e ap6s cloracdo. Os resultados expressam a média e o
desvio padrdo de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os respectivos controles negativos.
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4.5 Avaliacdo da mutagenicidade dos corantes ap0s a fotoeletrocatalise

Varios trabalhos tém mostrado a ineficiéncia da cloracdo na degradacéo e na
remocado da mutagenicidade de corantes. Segundo Osugi et al. (2009) soluctes
aguosas contaminadas com o0s azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e
Disperse Red 13 tratadas com o procedimento convencional de cloragdo mostraram
que este método ndo é eficiente na remo¢cdo da mutagenicidade causada pelos
corantes, e ainda promove um aumento da atividade mutagénica do corante
Disperse Red 13, confirmada pelo ensaio de mutagenicidade com Salmonella
typhimurium utilizando a linhagem TA98 na presenca de atividade metabdlica
exogena (com S9). Por esta razdo, o desenvolvimento de tecnologias destrutivas e
métodos que promovam a completa mineralizacdo de compostos organicos é
altamente relevante para o tratamento de efluentes téxteis.

Assim, este trabalho avaliou o efeito da técnica fotoeletrocatalitica,
recentemente desenvolvida pelo grupo da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni
do Instituto de Quimica da UNESP — Araraquara na mutagenicidade dos corantes
Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 pelo ensaio de micronucleos
em células HepG..

A Tabela 4 mostra a média e o desvio padrao dos resultados obtidos em trés
repeticbes e contém informacgdes sobre o niumero de MN encontrados em 1000 BN,
o IPBC e a porcentagem de BN em cultura de células HepG; tratadas com diferentes
concentracoes das solugcbes dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e
Disperse Red 13 apds tratamento por fotoeletrocatalise.
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TABELA 4. Média e desvio padréo dos resultados obtidos no teste de micronucleos
em trés repeticdes, para a analise do total de micronucleos (MN), da porcentagem
de células binucleadas (%BN) e do indice de proliferacdo do bloqueio da citocinese
(IPBC) em cultura de células HepG, tratadas com diferentes concentracdes dos
corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 apés
fotoeletrocatalise.

Tratamentos (ug/mL)  MN?(média + DP) % BN (média + DP) IPBC (média + DP)

Controle negativo 17,3+ 5,69 48,7 +5,70 1,566 + 0,11

B(a)P 75 36,7 = 8,74* 42,9+ 3,51 1,488 + 0,02

Disperse Red 1

0,2 15,7+ 6,35 43,3 + 6,00 1,561+ 0,11
0,4 11,3+ 4,04 419+ 421 1,603 + 0,13
1,0 10,7 £ 7,23 42,7 £ 2,77 1,531 + 0,03
2,0 11,7 £ 9,86 44,2 + 3,89 1,566 + 0,08
4,0 10,7 £ 7,64 41,1 + 3,43 1,533+ 0,04
Disperse Orange 1
0,2 18,0+ 12,16 45,8 + 1,59 1,558 + 0,03
0,4 13,3+ 2,52 48,6 + 2,50 1,621 + 0,05
1,0 15,0+ 2,64 47,3 +5,28 1,583 + 0,06
2,0 14,7 £12,22 44,3 £ 5,46 1,560 = 0,07
4,0 20,0 + 8,18 46,7 + 1,62 1,560 = 0,06
Disperse Red 13
0,1 13,7+ 6,51 49,7 + 4,31 1,591 + 0,05
0,2 19,7 £ 11,59 48,5+ 1,63 1,623 + 0,06
0,4 17,0 £ 5,20 48,1 + 1,66 1,619+ 0,13
1,0 19,3+ 6,50 46,1 + 2,60 1,567 + 0,03
2,0 14,7 £ 2,08 48,1 + 3,83 1,575+ 0,08

#1000 BN foram analisadas por cultura
* Estatisticamente diferente do controle negativo (p < 0,05)
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As Figuras 30, 31 e 32 demonstram a frequéncia de microndcleos induzidos
pelas solucdes fotoeletrocatalisadas dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange
1 e Disperse Red 13 em cultura de células HepG,, respectivamente. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata e as figuras representam a média e o
desvio padrdo dos resultados. Os dados de cada repeticdo sdo mostrados no
Apéndice C. Pode-se observar que houve uma baixa inducdo de micronucleos pelas
diferentes concentragdes testadas dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1
e Disperse Red 13 apls fotoeletrocatdlise e que estas concentracbes nao

apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao controle negativo.
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FIGURA 30. Inducédo de micronucleos (MN) por diferentes concentracdes da solugéo
fotoeletrocatalisada do corante Disperse Red 1. Os resultados expressam a média e
o0 desvio padrdao do namero de micronucleos (MN) encontrados em 1000 células
HepG; binucleadas (BN) (n=3). * Estatisticamente diferente do controle negativo (p <
0,05).
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FIGURA 31. Inducéo de micronucleos (MN) por diferentes concentra¢des da solugéo
fotoeletrocatalisada do corante Disperse Orange 1. Os resultados expressam a
média e o desvio padrdo do numero de micronucleos (MN) encontrados em 1000

células HepG, binucleadas (BN) (n=3). **Estatisticamente diferente do controle
negativo (p < 0,01).
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FIGURA 32. Inducédo de micronucleos (MN) por diferentes concentra¢des da solugéo
fotoeletrocatalisada do corante Disperse Red 13. Os resultados expressam a média
e 0 desvio padrdo do niumero de micronucleos (MN) encontrados em 1000 células
HepG; binucleadas (BN) (n=3).

**Estatisticamente diferente do controle negativo (p < 0,01).
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As Figuras 33, 34 e 35 mostram os resultados do IPBC de cada concentracdo
das solucdes dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13
apos fotoeletrocatalise em culturas de células HepG,. Observa-se que os indices de
proliferacdo do bloqueio de citocinese das células tratadas com diferentes
concentracbes das solucdes fotoeletrocatalisadas desses corantes também néo
apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao controle negativo,

indicando a auséncia de potencial citotéxico das solu¢des de corantes testadas.
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FIGURA 33. indice de proliferacéo do blogqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentragbes da solugdo do corante
Disperse Red 1 apos fotoeletrocatalise. Os resultados expressam a média e 0 desvio
padrao de trés experimentos independentes, sendo que em cada experimento foram
analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em relagdo ao controle negativo.
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FIGURA 34. indice de proliferacédo do blogueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes da solucdo do corante
Disperse Orange 1 apoés fotoeletrocatalise. Os resultados expressam a média e o
desvio padrdo de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle negativo.
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FIGURA 35. indice de proliferagéo do bloqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes da solucdo do corante
Disperse Red 13 ap0s fotoeletrocatélise. Os resultados expressam a média e desvio
padrédo de trés experimentos independentes, sendo que em cada experimento foram
analisadas 500 células. N&o foram observadas diferengas estatisticamente
significativas em relacdo ao controle negativo.
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4.5.1 Comparacédo do teste de micronucleos dos corantes Disperse Red
1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 originais com as solugbes aquosas
dos mesmos corantes apés tratamento por fotoeletrocatélise

Como salientado acima, Chequer (2008) e Chequer et al. (2009)
demonstraram que os corantes Disperse Red 13, Disperse Orange 1 e Disperse Red
1 sdo potencialmente mutagénicos para linfocitos de sangue periférico humano e
para cultura de células HepG, (Anexos | e II).

Chequer et al. (2009) observaram que 0s azo corantes Disperse Red 1 e
Disperse Orange 1 aumentaram a frequéncia de micronucleos em células HepG.
com efeito dose-dependente até um limite de 2,0 ug/mL. Neste trabalho, a Figura 36
mostra que o corante Disperse Red 1 apos tratamento por fotoeletrocatalise reduziu
a capacidade do corante em induzir a formacdo de micronucleos nas diferentes
concentracOes testadas quando comparado ao corante original (CHEQUER et al.,
2009). Ou seja, ap6s a fotoeletrocatalise, foi observada a remocdo da
mutagenicidade do corante Disperse Red 1, que € potencialmente mutagénico para
as células HepG; nas concentracdes 1,0 pg/mL e 2,0 ug/mL (CHEQUER et al.,
2009).

Igualmente acontece com os corantes Disperse Orange 1 e Disperse Red 13
fotoeletrocatalisados. As Figuras 37 e 38 ilustram uma diminuicdo no numero de
micronucleos para estes corantes, demonstrando que houve reducdo na
mutagenicidade dos corantes Disperse Orange 1 (CHEQUER et al.,, 2009) e
Disperse Red 13 (CHEQUER, 2008) originais, jA& que suas doses potencialmente
mutagénicas (1,0 pg/mL e 2,0 ug/mL) ndo apresentaram mais esta atividade apos o

procedimento de fotoeletrocatalise.
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FIGURA 36. Inducédo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées do corante
Disperse Red 1 original (CHEQUER et al., 2009) e da solucao fotoeletrocatalisada
do mesmo corante. Os resultados expressam a média e o desvio padrdo do numero
de micronudcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG; binucleadas (BN) (n=3).
** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo (p<0,01).
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FIGURA 37. Inducdo de micronucleos (MN) por diferentes concentracdes do corante
Disperse Orange 1 original (CHEQUER et al, 2009) e da solugcédo
fotoeletrocatalisada do mesmo corante. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo do numero de micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG;

binucleadas (BN) (n=3). ** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo
(p<0,01).
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FIGURA 38. Inducéo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées do corante
Disperse Red 13 original (CHEQUER, 2008) e da solugcao fotoeletrocatalisada do
mesmo corante. Os resultados expressam a média e o desvio padrdo do numero de
micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG. binucleadas (BN) (n=3).

** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo (p<0,01).

As Figuras 39, 40 e 41 mostram os resultados dos IPBC dos corantes
Disperse Red 13 (CHEQUER, 2008), Disperse Red 1 e Disperse Orange 1
(CHEQUER et al., 2009) originais e apoés fotoeletrocatalise em culturas de células
HepG,. A analise comparativa entre os IPBC dos corantes originais (CHEQUER,
2008; CHEQUER et al., 2009) e fotoeletrocatalisados revela que ndo ha muitas
alteracOes entre si e nem diferencas estatisticas significativas em relacdo aos seus
respectivos controles negativos.
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FIGURA 39. indice de proliferacéo do blogueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG, tratadas com diferentes concentracdes do corante Disperse Red 1
original (CHEQUER et al., 2009) e apoés fotoeletrocatalise. Os resultados expressam
a média e o desvio padrao de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os respectivos controles negativos.
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FIGURA 40. indice de proliferacéo do blogqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG; tratadas com diferentes concentracdes do corante Disperse Orange 1
original (CHEQUER et al., 2009) e apoés fotoeletrocatalise. Os resultados expressam
a média e o desvio padrao de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os respectivos controles negativos.
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FIGURA 41. indice de proliferacéo do bloqueio da citocinese (IPBC) das culturas de
células HepG; tratadas com diferentes concentracfes do corante Disperse Red 13
original (CHEQUER, 2008) e ap0s fotoeletrocatalise. Os resultados expressam a
média e o desvio padrao de trés experimentos independentes, sendo que em cada
experimento foram analisadas 500 células. Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os respectivos controles negativos.

46 Comparacdo dos efeitos dos tratamentos por cloragcdo e
fotoeletrocatalise na mutagenicidade dos corantes Disperse Red 1, Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13

Em fungdo da problematica relacionada ao intenso uso de corantes é
necessario que as industrias téxteis busquem tecnologias mais eficazes para o
tratamento de seus efluentes, visando o desenvolvimento sustentavel e a
minimizacdo dos impactos ambientais.

Pizzolato et al. (2002) analisaram a eficiéncia do tratamento de um efluente
téxtil por oxidagdo com hipoclorito de soédio (NaClO) e observaram que a remoc¢éao da
cor era obtida rapidamente, mas que o0s corantes organicos nao foram
completamente oxidados e que muitos produtos de degradacao foram encontrados
no efluente tratado, incluindo os organoclorados.

Sarasa et al. (1998) investigaram o efluente de uma industria que produz azo

corantes e emprega a cloragdo como meétodo de tratamento. As analises com
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CG/MS e CG/FID identificaram alguns compostos organoclorados resultantes desse
tratamento, entre ele: cloroanilinas, cloronitrobenzenos e clorofendis, substancias
gue oferecem risco a saude humana.

Oliveira et al. (2006) investigaram a mutagenicidade encontrada no Ribeirdo
dos Cristais, regido metropolitana de Sao Paulo, analisando solu¢des originais e
cloradas do corante preto Black Dye Commercial Product (BDCP), encontrado neste
corpo d’dgua. Tanto as solugdes originais como as cloradas do BDCP que é
constituido pelos corantes C.I. Disperse Blue 373, C.I. Disperse Orange 37 e C.I.
Disperse Violet 93, apresentaram atividade mutagénica para o0 teste
Salmonella/microssoma. Estes resultados sugerem que a mutagenicidade
encontrada nas amostras de agua para consumo do Ribeirdo dos Cristais €, pelo
menos em parte, provocada pelas solugcdes originais e cloradas do corante BDCP, o
que indica a ineficiéncia da cloracdo na remocdo da mutagenicidade desses
compostos.

Dessa forma, devido as limitacdes dos métodos convencionais em promover a
degradacdo e mineralizagdo dos corantes, assim como a remogao da
mutagenicidade desses compostos ou seus derivados, varias tecnologias e métodos
tém sido desenvolvidos. Os processos oxidativos avancados (POAs) merecem
especial destaque, como técnicas alternativas de tratamento de sistemas aquosos
pela acdo de radicais hidroxilas ou outras espécies radicalares capazes de oxidar
compostos organicos em CO; e agua, e assim garantir ndo s6 a protecdo ambiental,
mas também da satude humana.

Zanoni, Sene e Anderson (2003) analisaram a degradacdo do corante reativo
Remazol Brilliant Orange 3R apds tratamento fotoeletrocatalitico e observaram que
com 3 horas de fotoeletrocatalise o corante ja estava praticamente mineralizado
(70% de reducao do Carbono Organico Total — TOC). Li et al. (2007) avaliaram a
eficiéncia de trés processos de degradacao: fotocatdlise, oxidacdo eletroquimica e
fotoeletrocatalise, no tratamento de amostras de aguas oriundas de um campo
petrolifero. Os autores demonstraram que a fotoeletrocatalise exibiu a maior
capacidade de reduzir a genotoxicidade da amostra e concluiram que este
procedimento é o mais eficiente para degradar efluentes petroliferos.

O presente trabalho fez uma andlise comparativa da eficiéncia do

procedimento de cloracdo quimica convencional com a fotoeletrocatalise na remocao
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da mutagenicidade dos azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse
Red 13.

As Figuras 42, 43 e 44 demonstram que as solugbes aquosas dos corantes
Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 apo6s cloracdo e
fotoeletrocatalise promovem uma reducédo na frequiéncia de micronucleos quando
comparadas as concentracdes dos corantes originais Disperse Red 1, Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13 que apresentam atividade mutagénica (1,0 pg/mL e 2,0
pHg/mL para os trés corantes), o que indica que tanto o tratamento por cloracao
quimica convencional como a fotoeletrocatalise foram eficientes na remocao da
mutagenicidade causada pelos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e

Disperse Red 13 em cultura de células HepG..
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FIGURA 42. Inducédo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées do corante
Disperse Red 1 original (CHEQUER et al, 2009), da solucdo clorada e
fotoeletrocatalisada do mesmo corante. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo do numero de microndcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG:
binucleadas (BN) (n=3). ** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo
(p<0,01).
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FIGURA 43. Inducédo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées do corante
Disperse Orange 1 original (CHEQUER et al., 2009), da solucdo clorada e
fotoeletrocatalisada do mesmo corante. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo do numero de microndcleos (MN) encontrados em 1000 células HepG:

binucleadas (BN) (n=3). ** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo
(p<0,01).
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FIGURA 44. Inducédo de micronucleos (MN) por diferentes concentracées do corante
Disperse Red 13 original (CHEQUER, 2008), da solugdo clorada e
fotoeletrocatalisada do mesmo corante. Os resultados expressam a média e o desvio
padrdo do numero de micronucleos (MN) encontrados em 1000 células HepG;

binucleadas (BN) (n=3). ** Estatisticamente diferente do respectivo controle negativo
(p<0,01).
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5. CONCLUSOES

Nesse estudo foi investigado o potencial mutagénico dos produtos originados
pelo processo de cloracdo quimica convencional e fotoeletrocatalise de amostras
aguosas contendo os corantes mutagénicos Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e
Disperse Red 13, e consequentemente, foi analisada a eficiéncia desses
tratamentos por uma andlise comparativa com os resultados obtidos pelo nosso
grupo em experimentos realizados com 0s mesmos corantes originais. A analise do
potencial mutagénico foi realizada por meio do teste de micronuicleos em células
HepG.,. Assim, podemos concluir que:

e Os produtos gerados pelo processo de cloracdo quimica convencional e
fotoeletrocatalise de amostras aquosas dos corantes Disperse Red 1,
Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 ndo induziram a mutacdes
cromossOmicas nas condicdes testadas;

e As solugdes dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse
Red 13 apds tratamento por cloracdo e fotoeletrocatalise apresentaram uma
diminuicdo na inducdo de micronucleos quando comparadas com 0s corantes
Disperse Red 1, Disperse Orange 1(CHEQUER et al., 2009) e Disperse Red
13 (CHEQUER, 2008), promovendo a remocao da atividade mutagénica
desses corantes. Esta remocdo do potencial mutagénico dos corantes
originais pelo processo de cloracdo ocorreu a partir da concentracdo de 1,0
pHg/mL para os trés corantes;

e Considerando que as freqiéncias de MNs para as solucdes cloradas e
fotoeletrocatalisadas dos corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e
Disperse Red 13 ndo foram significativamente diferentes dos respectivos
controles negativos, podemos concluir que os tratamentos por cloracao e
fotoeletrocatalise séo eficientes na remoc¢édo da mutagenicidade dos corantes
originais, em relacéo a inducao de micronucleos.

e Assim, a cloracdo quimica pode ser um processo Util no tratamento de
efluentes industriais contaminados com o0s azo corantes Disperse Red 1,
Disperse Orange 1 e Disperse Red 13; e devido a capacidade de
mineralizacdo de poluentes organicos, a fotoeletrocatalise, aparentemente, é

uma alternativa promissora no tratamento de efluentes téxteis e agua bruta.
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Vale ressaltar que o ensaio utilizado neste trabalho avalia apenas um
mecanismo de mutagenicidade, sendo assim, para confirmar a remog¢ao do
efeito por meio da cloracéo e fotoeletrocatélise, € necessaria a realizacao de
outros ensaios de mutagenicidade/genotoxicidade, utilizando endpoints

diferentes. Esses ensaios estao sendo realizados por n0sso grupo.
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