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RESUMO

CHEQUER, F.M.D. Utilizacao do Teste de Micronucleo na avaliacao da
toxicidade dos azo corantes Disperse Red 1, Disperse Orange 1 e Disperse Red
13. 2008. 124f. Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Atualmente, a utilizacdo de azo corantes pelas industrias de tingimento constitui um
problema ambiental e de saude, considerando o lancamento de quantidades
elevadas para o meio ambiente e a falta de dados toxicol6gicos dos corantes
disponiveis para as industrias. Varios estudos tém demonstrado o potencial
genotoxico de diversos corantes azdicos, porém para os corantes Disperse Red 1,
Disperse Orange 1 e o Disperse Red 13, ndo foram encontrados dados na literatura
relativos a sua capacidade de dano ao material genético. Considerando que esses
corantes sao empregados em processos de tingimento no Brasil, esse trabalho teve
como objetivo a avaliagdo de sua atividade mutagénica, utilizando o teste de
micronucleo (MN) em linfocitos humanos e em células HepG2. Os resultados obtidos
no teste com linfécitos, demonstram que na menor concentragdo testada (0,2
Hug/mL), o nimero de micronlcleos presentes foi semelhante ao controle negativo,
mas esse numero aumenta a medida que eleva-se a concentracdo. No entanto, a
partir da concentracdo de 1,0 pg/mL, este valor comega a decair. Isso
provavelmente se deve a citotoxidade dos corantes, levando a morte celular ou
reducao da divisao celular e, conseqlentemente, ndo ha a formacao de micronucleo.
Embora o perfil de mutagenicidade dos trés corantes seja semelhante, o corante
Disperse Red 13 parece ter maior potencial de dano sobre os linfécitos em relagéao
aos demais, seguido pelo Disperse Red 1 e Disperse Orange 1, respectivamente. Os
resultados obtidos para o teste de MN em células HepG2 foram semelhantes aos
obtidos no teste feito em linfécitos. O aumento do numero de microndcleos em
relagdo ao aumento da concentragao dos corantes, ocorreu até o limite de 2,0 ug/mL
em células HepG2, excetuando-se o corante Disperse Red 13, para o qual o limite
foi de 1,0 pg/mL. E a partir desses pontos, considerados como limites, ocorreu uma
reducdo no numero de MN. Para este sistema celular, os trés corantes parecem ter
potencial mutagénico bastante semelhante. Portanto, a andlise dos resultados
mostrou que os corantes Disperse Red 13, Disperse Red 1 e Disperse Orange 1 sao
mutagénicos para sistemas celulares diferentes. Foi também avaliado Indice de
Proliferacdo do Bloqueio de Citocinese (IPBC), que permite a avaliagdo de
toxicidade celular ou atraso no ciclo celular por meio da determinacdo da
proliferacdo celular nas culturas. Porém, neste estudo nado foram observadas
diferencas estatisticas entre o controle negativo e as concentracbes testadas.
Nossos resultados confirmam que 0s azo corantes constituem uma importante
classe de contaminantes ambientais e devem ser avaliados e utilizados de forma
cautelosa.

Palavras-chave: Disperse Red 1, Disperse Red 13, Disperse Orange 1,
Microndcleos, Linfocitos Humanos, Células HepG2.
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1. INTRODUCAO
1.1 Corantes e a industria téxtil

Os corantes e pigmentos organicos podem ser definidos como substancias
intensamente coloridas que, quando aplicadas a um material, Ihe conferem cor
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA [ABIQUIM], 2006).

Ha mais de 20 mil anos, o homem utiliza as cores, sendo o Negro-de-Fumo
(Carbon Black) o primeiro corante de que se tem conhecimento. Por volta de 3.000
a.C., surgiram alguns corantes inorganicos sintéticos, como o Azul Egipcio. No
Periodo Glacial, os cacadores utilizavam fuligem e ocre para pintar as paredes das
cavernas. Com o tempo, muitos corantes naturais foram sendo descobertos. Na
Roma Antiga, a cor puarpura, obtida de um molusco marinho chamado Murex, era
simbolo de riqueza e distin¢cao, sendo utilizada nas vestes reais. Outro corante muito
utilizado era o indigo, conhecido desde os egipcios até os bretdes, era extraido da
planta Isatis tinctoria e ainda hoje € utilizado para dar coloragéo ao jeans (ABIQUIM,
2006).

O primeiro corante organico sintético foi o Mauve, obtido em 1856 por William
H. Perkin, através da oxidacdo da fenilamina (anilina) com dicromato de potassio
(K2Cr207). A partir dai, diversos corantes sintéticos foram desenvolvidos. No fim do
seculo XIX, foram estabelecidas fabricas de corantes sintéticos na Alemanha,
Inglaterra, Franca e Suiga, que forneciam o insumo para as industrias de tecidos,
couro e papel. J& mais recentemente, nos anos de 1994 e 1995, grandes
corporacées migraram para paises asiaticos, como China, india e Indonésia,
implantando unidades préprias ou em parcerias com fabricantes locais (ABIQUIM,
2006).

Os corantes sintéticos sdo usados extensivamente na industria téxtil,
impressao de papel, fotografia, industrias farmacéuticas e alimenticias e produtos a
base de petréleo (RAJAGURU et al., 1999).

O setor téxtil representa um dos ramos industriais mais antigos do pais e do
mundo, sendo um dos segmentos precursores da Revolug¢do Industrial ocorrida no
periodo de 1780 a 1840. Até 1950, este ramo industrial ndo apresentou grande
evolucao do ponto de vista tecnoldgico. Apds tal década, porém, e pela incorporacao

de outras areas como a quimica, mudancas significativas ocorreram, tanto no ambito
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produtivo, como no comercial. Isso foi devido, principalmente, a fatores, como: o
acirramento da concorréncia, a incorporacao de novos métodos (just-in-time) e de
novas tecnologias (microeletrénica) no processo produtivo, o desenvolvimento de
novos produtos (fibras sintéticas) e a segmentacao de cadeia (migracao para paises
com custos de producdo mais baixos) (FINANCIADORA DE ESTUDOS E
PROJETOS [FINEP], 2006). No Brasil, este setor é de grande importancia, sendo o
sétimo parque industrial do mundo e um dos que mais utiliza agua: cerca de 150
litros por quilo de tecido produzido (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA
TEXTIL E DE CONFECCOES [ABIT], 2005).

O Processo de Tingimento das Fibras

Conforme ja mencionado, a utilizagdo de corantes e pigmentos iniciou ha
milhares de anos, mas o desenvolvimento de modernas tecnologias para a produgao
de tecidos, incluindo o uso de muitas substancias quimicas sintéticas para melhorar
0os produtos, tornou-se um sério problema em relacdo ao langcamento direto e
indireto de residuos de tais produtos no ecossistema aquatico (AL-SABTI, 2000).

O processo de tingimento de fibras e tecidos representa uma area de
destaque na industria téxtil, porém, infelizmente, é também considerado um grande
problema ambiental. As indUstrias de tingimento consomem cerca de 7x10°
toneladas/ano de corantes e pigmentos em todo o mundo (NIGAM et al., 1996;
RAJAGURU et al.,, 1999), sendo 26.500 toneladas s6 no Brasil (GUARATINI;
ZANONI, 2000) e cerca de 10 a 15% do total utilizado sdo perdidos durante o
processo e liberados para o meio ambiente (RAJAGURU et al., 1999; NAM;
RENGANATHAN, 2000). Devido a exigéncias do mercado consumidor, em relagéao a
diversidade de cores e tonalidades, resisténcia da cor a exposi¢ao a luz, lavagem,
transpiracao, etc, estima-se que cerca de 10.000 tipos de corantes sao produzidos
em escala industrial, sendo 30% destes disponiveis para a industria téxtil, entre os
quais, muitos possuem conhecidos efeitos téxicos em diferentes sistemas biol6gicos
(GUARATINI; ZANONI, 2000; BECHTOLD et al., 2003; SILVA; OLIVEIRA;
NOGUEIRA, 2004).

A tecnologia moderna no tingimento de fibras e tecidos consiste em varias
etapas que sao escolhidas de acordo com a natureza da fibra téxtil, caracteristicas
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estruturais, classificacdo e disponibilidade do corante para aplicacdo, propriedades
de fixacdo compativeis com o destino do material a ser tingido, consideracdes
econdmicas e muitas outras (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Durante o processo de tingimento, trés etapas sdo consideradas importantes:
a montagem, a fixacao e o tratamento final.

A producdo (ou montagem) do corante diretamente sobre a fibra, pela
combinacdo de um corante precursor sem grupos sulfénicos e a formacao de um
composto soluvel, permite um método de tingimento de fibras celuldsicas
(especificamente alongadas) com alto padrdo de fixacdo e alta resisténcia a luz e
umidade (GUARATINI; ZANONI, 2000).

A fixacdo do corante a fibra é feita por reagdes quimicas, da simples
insolubilizagdo do corante ou de derivados gerados e ocorre, usualmente, em
diferentes etapas durante a fase de montagem e fixacdo. Entretanto, todo processo
de tintura envolve como operacao final uma etapa de lavagem em banhos em agua
corrente para retirada do excesso de corante original ou corante hidrolisado nao
fixado a fibra nas etapas precedentes (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Classificacao dos corantes

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), existem diversos tipos de corantes que
podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica ou com a forma com
que ele é fixado a fibra. A seguir, sdo detalhadas algumas caracteristicas dos
principais tipos de corantes utilizados industrialmente, de acordo com o modo pelo

qual eles séao fixados.

e Corantes Reativos - Sdo corantes contendo um grupo eletrofilico (reativo)
capaz de formar ligacdo covalente com grupos hidroxila das fibras
celulésicas, com grupos amino, hidroxila e tidis das fibras protéicas e
também com grupos amino das poliamidas. Existem numerosos tipos de
corantes reativos, porém os principais contém a fung¢éo azo e antraquinona,
como grupos cromoforos, € 0s grupos clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila,
COmo grupos reativos;

e Corantes Diretos - Este grupo de corantes caracteriza-se como compostos
soliveis em agua capazes de tingir fibras de celulose (algodao, viscose,
etc.) através de interacdes de van der Waals. Esta classe de corantes é
constituida principalmente por corantes contendo mais de um grupo azo
(diazo, triazo, etc.) ou pré-transformados em complexos metdlicos;
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Corantes Acidos - O termo corante 4cido corresponde a um grande grupo de

corantes anibnicos portadores de um a trés grupos sulfénicos. Estes
corantes caracterizam-se por substéncias com estrutura quimica baseada
em compostos azo, antraquinona, triarilmetano, azina, xanteno, ketonimina,
nitro e nitroso, que fornecem uma ampla faixa de coloragdo e grau de
fixacao;

Corantes a Cuba - E uma grande e importante classe de corantes baseada

nos indigos, tioindigdides e antraquindides. Eles sao aplicados praticamente
insoliveis em &gua, porém, durante o processo de tintura, eles sao
reduzidos com ditionito, em solugdo alcalina, transformando-se em um
composto soluvel (forma leuco). Posteriormente, a subseqlente oxidacao
pelo ar, peroxido de hidrogénio, etc., regenera a forma original do corante
sobre a fibra;

Corantes de Enxofre - E uma classe de corantes que, apés a aplicagdo, se

caracterizam por compostos macromoleculares com pontes de polissulfetos
(-Sy-), os quais sao altamente insoliveis em agua. Estes corantes
usualmente apresentam residuos altamente téxicos;

Corantes Dispersivos - Constituem uma classe de corantes insollUveis em

agua aplicados em fibras de celulose e outras fibras hidrofobicas através de
suspensao (particulas entre 1 a 4 micra). Durante o processo de tintura, o
corante sofre hidrélise e a forma originalmente insolivel é lentamente
precipitada na forma dispersa (finalmente dividido) sobre o acetato de
celulose;

Corantes Pré- Metalizados - Sao Uteis principalmente para tintura de fibras

protéicas e poliamida. Os corantes sao caracterizados pela presenca de um
grupo hidroxila ou carboxila na posi¢ao orto em relacao ao croméforo azo,
permitindo a formacao de complexos com ions metélicos. A desvantagem
ecologica deste tipo de corante esta associada ao alto conteldo de metal
(cromo) nas aguas de rejeito;

Corantes Branqueadores - As fibras téxteis no estado bruto, por serem

compostas primariamente de materiais organicos, apresentam como
caracteristica uma aparéncia amarelada, por absorver luz, particularmente
na faixa de baixo comprimento de onda.

Tém-se também o0s azo corantes, para 0s quais sera dado uma maior énfase,

por se tratar da classe de corantes estudados neste trabalho.

1.2 Corantes Azoicos

O termo azo-corantes ou corantes azoicos refere-se a classe que possui um

ou mais grupamentos azo (N=N) e sdo largamente utilizados por industrias de

tingimento de nailon e poliéster por terem boa fixacao nas fibras em relacdo as
demais classes (RAFII et al.,, 1997; GUARATINI; ZANONI, 2000). Sdo compostos
coloridos, insolUveis em agua, que sao realmente sintetizados sobre a fibra durante

o processo de tingimento. Nesse processo, a fibra é impregnada com um composto

soluvel em agua, conhecido como agente de acoplamento (por exemplo, naftol), que
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apresenta alta afinidade por celulose. A adicdo de um sal de diazénio (RN?*) provoca
uma reagdao com o agente de acoplamento ja fixado na fibra e produz um corante
insolivel em agua (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Os azo corantes sao considerados a classe quimica mais importante para a
industria de tingimento, com participagcdo de cerca de 65% das formulacdes
comerciais empregadas para colorir tecidos. Além da aplicacdo na industria téxtil,
essa classe de corantes € bastante utilizada pelas industrias farmacéuticas,
alimenticias e de cosméticos (RAFII; HALL; CERNIGLIA, 1997).

Além da toxicidade inerente aos azo corantes, que sera discutida a seguir,
deve-se lembrar que, cerca de 15% dos corantes utilizados durante o processo de
tingimento, sdo encontrados nos efluentes brutos das industrias (ARSLAN et al.,
1999). Embora tenha sido anteriormente citado que os azo corantes apresentam boa
fixacdo as fibras, em comparacao com outros corantes sintéticos, esta fixagdo é de
no maximo 85%. Além disso, aproximadamente, 80% dos corantes acidos e reativos
sdo azo compostos, os quais geralmente resistem a degradacao aerdbica, devido a
natureza do elétron retirado da ligagdao azo (N = N) (FRIJTERS et al., 2006). Dessa
forma, grande parte destes compostos presentes na agua de descarte proveniente
das industrias téxteis sao pobremente removidos pelo sistema de tratamento de
efluente, e quando passam pelo tratamento biolégico eles podem ser transformados

em compostos mais prejudiciais.
Toxicidade dos corantes azdicos

Como ja enfatizado neste trabalho, uma parte dos corantes empregados nos
processos de tingimento sdo perdidos para o meio ambiente. Desta forma, os
humanos podem ser expostos, pelo consumo de &gua ou de alimentos
contaminados enfatizando a importancia do estudo dos efeitos toxicolégicos destes
compostos (UMBUZEIRO et al.,, 2005). A toxicidade aguda dos corantes ndo €
relevante, cerca de 90% dos corantes avaliados pela ETAD (Ecological and
Toxicological Association of Dyes and Organic Pigments Manufacturers) apresentaram
valores de DLs, para ratos maiores que 2 x 10° mg/kg, sendo que os maiores valores
foram atribuidos aos corantes tipo azdicos (ROBINSON et al., 2001).
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O grande interesse da Toxicologia por estes compostos, porém, se deve as
exposicoes crbnicas a baixas concentracées. A exposicao a alguns azo corantes
tem sido relacionada ao desenvolvimento de cancer de bexiga em humanos,
sarcomas esplénicos, hepatocarcinomas e anomalias nucleares em animais
experimentais e aberragcdes cromossémicas em células de mamiferos (PERCY;
MOORE; CHIPMAN, 1989; MANSOUR et al.,, 2007). Desde a descoberta da
mutagenicidade e da carcinogenicidade da benzidina, 2-naftilamina e dos azo
corantes derivados desses compostos, estdo surgindo muitos artigos, os quais
descrevem o potencial risco para os humanos de numerosos corantes sintéticos
(FREEMAN et al., 1987). E importante salientar que a exposicdo ocupacional aos
compostos benzidina, 3,3-dimetilbenzidina e 3,3-dimetoxibenzidina tem sido
fortemente relacionada a inducao de cancer de bexiga. A demonstracdo de niveis
detectaveis destes trés compostos na urina de trabalhadores, potencialmente
expostos aos corantes derivados de benzidina, e a presenca de aminas aromaticas
na urina de animais teste acompanhados pela administracdo de azo corantes tém
levantado preocupacoes sobre a saude e seguranca de trabalhadores de industrias
envolvidas com a produ¢do ou o uso de azo corantes (GOLKA; KOPPS; MYSLAK,
2004).

Os efeitos mutagénicos, carcinogénicos e toxicos de azo corantes poderiam
decorrer da acao direta do préprio agente ou de derivados aril amina, gerados
durante a biotransformacao redutiva da ligacdo azo (RAJAGURU et al., 1999). Os
azo corantes que entram no corpo humano pela ingestdo podem ser metabolizados
em aminas aromaticas pelas azoredutases dos microorganismos intestinais. Se os
azo corantes forem nitro, podem ser metabolizados pelas nitroredutases produzidas
pelos mesmos microorganismos (UMBUZEIRO et al., 2005). Enzimas hepaticas de
mamiferos e outros organismos podem também acelerar a clivagem redutiva da
ligacdo azo e a nitroredugdo do grupo nitro, entretanto, tem sido mostrado que a
azoredutase microbiana intestinal e a nitroredutase apresentam o mais importante
papel neste tipo de metabolismo. Em ambos os casos, se N-hidroxilaminas sao
formadas, tais compostos sdo capazes de causar dano ao DNA. Se os corantes séo
completamente reduzidos a aminas aromaticas, podem ser oxidados também a N-
hidroxiderivados pelas enzimas P450. Além disso, os radicais N-hidroxi podem ser
acetilados pelas enzimas, tais como O-acetiltransferase, gerando ions eletrofilicos
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de nitrogénio capazes de reagir com o DNA para formar adutos (ARLT et al., 2002;
UMBUZEIRO et al., 2005). A geracado de espécies reativas de oxigénio também
parece estar envolvida na genotoxicidade de aminas O-hidroxi-aromaticas
(SWEENEY; CHIPMAN; FORSYTHE, 1994).

Estudos demonstram que alguns azo corantes apresentam atividade
mutagénica e genotdxica em testes com microorganismos e células de mamiferos
(FREEMAN et al., 1990; GARG et al., 2002, UMBUZEIRO et al., 2005). Infelizmente,
esses estudos ainda estdo restritos a um pequeno numero de corantes.
Considerando que existem mais de 3.000 tipos de corantes azoicos disponiveis para
0os varios ramos industriais, e que seus efeitos toxicos e/ou mutagénicos estdo
intimamente relacionados com a natureza e a posi¢cdo dos substituintes ligados ao
grupo azo, existe a necessidade de realizagdo da avaliacdo da toxicidade de cada
corante individualmente, tendo em vista que pequenas mudancas na molécula
podem alterar drasticamente suas propriedades téxicas (HASHIMOTO; WATANABE;
DEGAWA, 1977; CHUNG; STEVENS, 1993; UMBUZEIRO et al.,, 2005). Por
exemplo, o 3-metéxi-4-aminoazobenzeno é um potente carcin6geno para ratos e
extremamente mutagénico para bactérias, enquanto que o 2-metdxi-4-
aminoazobenzeno é nao carcinogénico e fracamente mutagénico (HASHIMOTO;
WATANABE; DEGAWA, 1977). Assim, a atividade biologica dos corantes difere
grandemente, apesar de apresentar similaridades em suas estruturas, portanto, as
propriedades toxicoldgicas destes corantes ndo podem ser generalizadas com
referéncia a somente um grupo (AL-SABIT, 2000).

Neste trabalho foram estudados os corantes Disperse Red 1, Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13 (Figura 1) que pertencem a classe dos azo corantes,
empregados em industrias de tingimento de nailon e poliéster instaladas no Brasil.
Em pesquisa realizada no TOXNET (Hazardous Substances Data Bank), foram
encontrados poucos dados relativos a toxicidade destes compostos. Com relagéo a
atividade genotodxica destes corantes, nenhum dado foi encontrado nesta base de
dados. Desta forma, este estudo propde a avaliagdo do potencial genotoxico destes
corantes através do teste de micronucleo com citocalasina em linfécitos humanos e

em células HepG2.
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FIGURA 1: Estrutura quimica dos azo corantes selecionados como modelo: (A)
Disperse Red 1, (B) Disperse Orange 1, (C) Disperse Red 13.

1.3 O teste de micronucleo para avaliar mutacoes cromossémicas

Mutacdo € uma alteracao permanente do material genético, que pode ocorrer
tanto em células somaticas quanto em células germinativas, sendo estas alteracoes
chamadas de mutacbes somaticas e germinativas, respectivamente. As mutacdes
somaticas ndao podem ser transmitidas a prole, mas as mutagées germinativas
podem ser transmitidas a parte da prole ou a toda ela (GRIFFITHS et al., 1998).
Estas alteracdes podem ser classificadas como génicas ou cromossémicas:

e Na mutagdo génica, ocorre alteragdo de um alelo de um gene, tornando-se
um alelo diferente e, como tal alteracdo ocorre dentro de um unico gene e
estd em um Jocus cromossémico (“ponto”), a mutacdo génica também é
chamada de mutacédo de ponto (GRIFFITHS et al., 1998);

e Em outro nivel de alteracao hereditaria, a mutacao cromossémica, segmentos
de cromossomos, Cromossomos inteiros, ou mesmo grupos inteiros de
cromossomos se alteram. Os efeitos de uma mutacdo cromossdémica se

devem a novos arranjos de cromossomos e dos genes que eles contém
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(GRIFFITHS et al.,, 1998; GRIFFITHIS; GELBART; MILLER; LEWONTIN,
2001; GRIFFITHS et al., 2006). Muitas destas alteracées levam a anomalias
de funcionamento da célula e do organismo. Existem dois motivos basicos
para isso: primeiro, as mutacdes cromossémicas podem resultar em nimero
ou posicdo anormal de genes; segundo, se a mutacdo cromossOmica
envolver quebra de cromossomos, 0 que em geral ocorre, a quebra pode
ocorrer no meio de um gene, perturbando assim o seu funcionamento
(GRIFFITHS et al., 1998; GRIFFITHIS et al., 2001).

Os ensaios com micronucleos sao utilizados para detectar algumas formas de
mutagbes cromossOmicas. Micronucleo (MN) (Figura 2) € definido como uma
pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do nucleo principal.
Os MNs sao formados durante o processo de divisdo celular, quando, na teléfase, o
envelope nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas. Sao
constituidos por fragmentos cromossdmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que
sao perdidos durante a divisdo nuclear e, por isso, foram excluidos do nucleo
principal das células filhas. Desta forma, a detecgdo de micronucleos representa
perda de cromatina em consequéncia de dano cromossémico estrutural ou no
aparelho mitético (FENECH, 2000; FENECH; CROTT, 2002; BONASSI et al., 2003;
SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003), sendo considerados como mutagdes que
sdo transmitidas as células, pois o dano genético se manifesta nas células filhas. E
importante ressaltar que os MNs sdo 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
sao expressos em MN apés um ciclo de divisdo celular, sendo dependentes da
proporcéo de células que estdo se dividindo. Conseqlientemente, a comparacéo da
frequéncia de MNs entre populacdes de células em divisdo sé seria segura quando a

cinética de divisdo nuclear ap6s o dano ao DNA fosse idéntica (FENECH, 1997).
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Micronicleo

FIGURA 2: Micronucleo em célula binucleada, proveniente de acao aneugénica.
Fonte:http://we.vub.ac.be/~cege/ volders/ENG/tests/MN.htm.

O MN abriga fragmentos cromossdmicos resultantes de:
a) quebra do DNA;

b) replicacdo sobre o molde de DNA danificado;

c) inibicdo da sintese de DNA (ALBERTINI et al., 2000).

E 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 sub-estruturas cromossOmicas, nas alteragbes na fisiologia celular ou no
mecanismo desregulador. Assim, um aumento da freqiéncia de células
micronucleadas é um biomarcador de efeitos genotoxicos, que podem refletir a
exposicao a agentes clastogénicos ou aneugénicos (ALBERTINI et al., 2000).

Com isso, o teste de micronucleo em células é de extrema relevancia para a
Toxicologia Genética e Ambiental, tendo em vista que detecta mutacdes
cromossémicas, podendo ser considerado como marcador precoce para a
carcinogénese, considerando que este tipo de dano é encontrado em células de
pacientes com cancer (BONASSI et al., 2003; BONASSI et al., 2007).

Para a realizacao 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 divisdo; e que este
processo seja conhecido e passivel de controle (FENECH, 2000).
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1.3.1 Teste de micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN)

No teste de microndcleo in vitro, € importante a utilizacdo de citocalasina B,
um inibidor da polimerizacdo da proteina actina, requerida para a formacao de anel
de microfilamentos, que induz a contracdo do citoplasma e divisao 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 divisdo nuclear
(FENECH, 2000; SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003). A analise em células
binucleadas permite ndao somente a comparacdo da freqléncia de danos
cromossémicos 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 o mesmo nivel de danos observados em células
binucleadas (FENECH, 1997; SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003).

O teste de microndcleo com citocalasina pode ser utilizado para o
monitoramento de populag¢des expostas a substancias mutagénicas e para avaliacéo
do potencial mutagénico de agentes quimicos e fisicos (BONASSI et al., 2003;
SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 2003). Além disso, pode ser empregado como
ferramenta na elucidagdo do mecanismo de acido de agentes citogenéticos, como a
cilindrospermopsina, considerada um potente inibidor de proteinas de sintese
(HUMAGE et al., 2000).

A técnica de bloqueio da citocinese, em que se usa a citocalasina B, capacita
tais células a serem reconhecidas por suas aparéncias binucleadas, como mostra a
Figura 3 (FENECH et al., 1999).
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FIGURA 3: A expressdo do micronucleo em uma célula em divisdo. Micronucleos
originados do revestimento de cromossomos inteiros e de fragmentos de
cromossomos acéntricos em uma célula na fase anafase de divisdo. Fonte:
Modificado de Fenech et al.,, 1999. A reproducdo desta figura foi autorizada pelo
autor.

Ja foi mencionado que os micronlcleos sao originados por perdas de
cromossomos inteiros ou por fragmentos cromossémicos acéntricos. Porém, estes
eventos somente podem ser observados em células com divisdo nuclear completa,
as quais sao reconhecidas pela sua aparéncia binucleada, ap6s o bloqueio da
citocinese pela citocalasina-B (FENECH, 2007). Desta forma, de acordo com a
literatura, a maioria dos ensaios de micronlcleos utilizados usa o bloqueio da

citocinese.

1.3.1.1 Micronucleos em linfocitos humanos

Os linfocitos humanos tém sido utilizados como sistemas testes na avaliacao
de danos genéticos, devido as suas vantagens em relagdo a outras células como:
por se tratarem de células humanas, o peso da evidéncia € maior, além disso, sao
células de facil obtencdo e que nao necessitam da manutencdo das culturas. A
adaptacao do teste de MN foi estabelecida a partir da técnica aplicada em células de
medula éssea de roedores, in vivo, com algumas modificagdes. No entanto, foi com
base na descoberta de Carter (1967), que havia demonstrado que células de
camundongo in vitro tinham sua citocinese inibida pela citocalasina B, sem que
houvesse bloqueio da mitose, que Fenech & Morley (1985) comecaram a utilizar
esse composto para marcar as células que passaram por um ciclo de divisao,
reduzindo, assim, a limitacdo do teste do microndcleo in vitro (SALVADORI,
RIBEIRO; FENECH, 2003).
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1.3.1.2 Teste de micronucleos em células HepG2

As células HepG2 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 [, tais como as do citocromo P450 CYP1A1,
CYP1A2, CYP2B e CYP2E1, como também as enzimas de fase Il, incluindo
glutationa-S-transferases, sulfotransferases, N-acetiltransferases e
glucuranosiltransferases, sendo que tais enzimas estdo envolvidas no metabolismo
de carcinbgenos, as quais apresentam importante fungdo na ativacdo e
detoxificacdo de carcindgenos reativos de DNA (UHL; HELMA; KNASMULLER,
1999; MAJER et al., 2004). Portanto, é aceitavel que os ensaios com células HepG2
refletem mais adequadamente os danos causados por mutagenos que os testes in
vitro feitos com bactérias ou células de mamiferos, os quais requerem a adicao de
misturas de ativacdo exdgenas para mimetizar o metabolismo de compostos de
acdo indireta (UHL; HELMA; KNASMULLER, 2000; VALENTIN-SEVERIN et al.,
2003).

A linhagem de células HepG2 tém sido utilizada em um largo niumero de
estudos de genotoxicidade, e protocolos foram desenvolvidos, com sucesso, para
testes com os seguintes endpoints: aberragées cromossémicas, troca de cromatides-
irmas, microndcleos e mutagdes génicas, os quais podem ser mensurados
diretamente por tais células (NATARAJAN; DARROUDI, 1991; KNASMULLER et al.,
1998; UHL; HELMA; KNASMULLER, 1999). Estes modelos sdo vantajosos, pois sdo
capazes de detectar os efeitos genotéxicos no interior das células, nas quais os
metabdlitos reativos de DNA s&o formados (UHL; HELMA; KNASMULLER, 1999).
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1.3.1.3 Critérios estabelecidos para realizar o teste de micronucleo
(FENECH, 1993; FENECH et al., 2003).

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

e Devem ser binucleadas;

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

nucleares intactas e devem ser situados dentro do mesmo limite

citoplasmatico;

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

tamanho e na intensidade da coloracéo;

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

nucleoplasmatica, cuja largura ndo pode ser superior a um quarto do didmetro

do maior nucleo;

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

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

marcada somente se os limites de cada nucleo forem distinguiveis;

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

claramente distinguivel do limite citoplasmatico de células adjacentes.

1.3.1.4 Critérios para o reconhecimento de micronucleos (MNs) (FENECH
et al., 2003; SALVADORI; RIBEIRO; FENECH, 20083).

MNs sao morfologicamente idénticos, mas menores que o nucleo principal.
Eles apresentam as seguintes caracteristicas:

e Um 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);

e Ter formato redondo ou oval;

e NA&o apresentar refringéncias;

e Nao estar ligados ou conectados ao nucleo principal;

e Podem tocar, mas ndao podem sobrepor o nucleo principal e o limite

micronuclear deve ser distinguivel do limite nuclear;

e Ter a mesma intensidade de cor do nucleo principal.
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1.3.1.5 Aplicacoes do teste de micronucleo

Teste de micronucleo em medula éssea de ratos evidenciou a potente agao
clastogénica do azo corante Direct Red 2, alertando que a exposi¢cao a esse corante
ou aos seus metabdlitos podem representar risco a saude humana. Os autores
escolheram este teste pela rapidez, pelo baixo custo e pelo fato de responder tanto a
agentes clastogénicos, como a agentes aneugénicos (RAJAGURU et al., 1999). E o
uso do teste de micronucleo em peixe, que tem tido um importante papel na
avaliacdo de agua contaminada por poluentes, além de proporcionar uma
adverténcia precoce quanto a ameaca genotdxica para peixes, ecossistemas e
finalmente para os humanos (AL-SABIT, 2000).

O ensaio de micronucleo com bloqueio da citocinese (CB-MN) pode ser
utilizado para medir eficientemente efeitos genotdéxicos e citotdxicos de espécies
reativas de oxigénio, tais como peroxido de hidrogénio, superoxido, neutréfilos
ativados e/ou radiagdo ionizante (FENECH; MORLEY, 1986; GREENROD;
FENECH, 2003). Devido a essa capacidade, este teste foi escolhido para avaliar o
efeito protetor do vinho contra danos ao DNA, causados pelas espécies reativas de
oxigénio (GREENROD; FENECH, 2003). Uma correlacdo comum entre doenca
cardiovascular e o cancer é feita pela observacdo de frequéncia elevada de
micronucleos, que é um marcador de dano ao DNA, e esta associada com o
aumento da severidade da doenca da artéria coronaria (BOTTO et al., 2001).

O teste de micronucleo também foi aplicado em células respiratorias
esfoliadas da mucosa nasal de trabalhadores expostos ao formaldeido, a fim de se
avaliar o risco genotéxico associado a esta exposicao (BALLARIN et al.,, 1992).
Sabe-se que o formaldeido é um composto mutagénico em varios sistemas
bioldgicos, incluindo bactéria, insetos, plantas e fungos (AUERBACH,;
MOUTSCHEN-DAHMEN; MOUTSCHEN, 1977; BALLARIN et al., 1992).

Dentre outras aplicacoes, este teste também foi utilizado para avaliar a
genotoxicidade de arsénio (As) empregando raizes de Allium cepa (YI; WU; JIANG,
2007). Este metal € um elemento de ocorréncia natural, amplamente distribuido na
crosta terrestre, e € um dos mais t6xicos poluentes do meio ambiente (DUTRE et al.,
1998). Em muitas partes do mundo, tem-se observado intoxicagdo por As,
geralmente associada a exposicao cronica ao meio ambiente, tanto pela ingestao de
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agua contaminada como pelos poluentes industriais. Evidéncia epidemioldgica tem
demonstrado que a exposicao prolongada ao As estd fortemente associada ao
aumento do risco a varias doencas e ao cancer (YI; WU; JIANG, 2007). Estudos in
vitro e in vivo mostraram que este metal induz aberragdes cromossdmicas, troca de
cromatides irmas e micronucleos em animais e humanos (GURR et al., 1993; YI;
WU; JIANG, 2007).

1.3.1.6 Relacao entre micronucleos (MN) e o desenvolvimento de cancer

O céancer € uma doenca genética que tem diversas causas, que estédo
principalmente relacionadas a uma classe especial de genes chamados de genes do
cancer ou proto-oncogenes. Os oncogenes normalmente desempenham fungdes
celulares basicas, em geral relacionadas a regulacdo da multiplicacdo celular.
Entretanto, véarios tipos de eventos podem transformar um proto-oncogene em
oncogene, estado no qual ele promove as duas principais caracteristicas do cancer:
multiplicagdo celular descontrolada, levando a um crescimento excessivo de um
grupo de células chamado de tumor; e a dispersao de células tumorais pelo corpo,
um processo chamado de metastase. Um dos principais modos pelos quais os proto-
oncogenes podem ser transformados em seu estado causador de céancer
(oncogénico) é pela mutacdo que ocorre em um proto-oncogene de uma Unica
célula, que entao sofre varias multiplicagdes celulares para formar um tumor. Como
todas as células do tumor possuem o oncogene, pode-se concluir que um tumor &
um clone mutante. Por isto, o cancer € tido como uma doenga predominantemente
genética (GRIFFITHS et al., 1998).

Assim, a formacdo de MNs na divisdo celular, resultante da quebra de
cromossomos devido ao nao-reparo ou ao reparo incorreto de lesées do DNA ou a
incorreta segregacao por causa de mal funcionamento do ciclo mitético, sdo eventos
que podem ser induzidos por um estresse oxidativo, exposicdo aos clastdégenos,
defeitos genéticos no ciclo celular e/ou nos genes de reparo do DNA, como também
deficiéncias em nutrientes exigidos como cofatores no metabolismo do DNA e no
maquinario de segregacao cromossdmica (FENECH, 2005; BONASSI et al., 2007).
Todos esses eventos podem causar a formacdo de MN por rearranjos
cromossémicos, expressoes génicas alteradas ou aneuploidia, os quais sao efeitos
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associados com fenoétipo de instabilidade cromossdémica frequentemente presente
no cancer (FENECH, 2002).

A relacao entre inducao de MN e o desenvolvimento de cancer é apoiada por
inUmeras observacgoes, tais como: i) uma maior freqiéncia deste biomarcador em
pacientes com cancer nao tratados e em individuos afetados por doencas
congénitas propensas ao cancer, como, por exemplo, a ataxia telangiectasia
(FENECH et al., 1999; FENECH, 2002); ii) a presenca de freqiéncias elevadas de
MNs na mucosa oral, utilizada como biomarcador de cancer em exames clinicos
quimiopreventivos (VAN SCHOOTEN, 2002); iii) a correlacdo existente entre agentes
genotodxicos indutores de MN e carcinogénese, por exemplo, radiagdo ionizante e
ultravioleta (CHANG, 1997) e iv) a correlacao inversa entre a freqiiéncia de MN e a
concentragdo sanguinea e/ou dieta ingerida de certos micronutrientes, associados
com risco reduzido de cancer, tais como folato, calcio, vitamina E e acido nicotinico
(FENECH et al., 2005).

Portanto, a quantificagéo da freqtiéncia de MNs é extensivamente utilizada na
epidemiologia molecular e citogenética para avaliar a presenca e a extensdo de
danos cromossémicos em populagdes humanas expostas a agentes genotdxicos ou
que apresentam um perfil genético susceptivel (FENECH et al.,1999). Este ensaio
também é aplicado com sucesso para identificar dieta e fatores genéticos que tém
um significante impacto sobre a estabilidade genémica (KIMURA et al., 2004). A alta
confiabilidade e o baixo custo da técnica do MN tém contribuido para o sucesso
mundial e a adog¢do deste biomarcador para estudos in vitro e in vivo do dano
gendmico (BONASSI et al., 2006). Recentemente um artigo foi publicado mostrando
que a freqiéncia de micronucleo ndo € somente um indicativo de dano genético,
mas também um marcador precoce de carcinogénese (BONASSI et al., 2007).

Dentro deste contexto, € clara a importdncia do estudo do potencial
mutagénico dos diversos compostos aos quais 0s organismos podem se expor.
Obviamente, um evento mutagénico ndo necessariamente leva ao desenvolvimento
do cancer, porém, a detecg¢ao da atividade mutagénica é um importante indicio para
a avaliagéo do risco a doenga.
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2. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi investigado o potencial genotoxico e citotoxico de
diferentes concentra¢des dos corantes Disperse Red 1, Disperse Red 13 e Disperse
Orange 1 em linfécitos do sangue periférico humano e em cultura de células HepG2.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e (Os corantes estudados sdo potencialmente mutagénicos para os sistemas
celulares avaliados. Este efeito € dose-dependente, até um limite a partir do
qual se observa queda no numero de MNs, provavelmente por toxicidade as
células. Este limite observado para os testes com linfécitos foi de 1,0 pg/mL
para todos os corantes estudados e para as células HepG2, de 2,0 pg/mL,
exceto para o corante Disperse Red 13, para o qual o limite foi a
concentragédo de 1 pg/mL;

e Inicialmente, pode-se dizer que o corante Disperse Red 13 € ligeiramente o
mais mutagénico para os linfécitos, seguido do corante Disperse Red 1 e, por
altimo, o corante Disperse Orange 1. Para as células HepG2, os corantes
apresentaram potenciais mutagénicos semelhantes;

e Nas concentracdes testadas, os corantes Disperse Red 1, Disperse Red 13 e
Disperse Orange 1 nao reduziram, de forma significativa, o indice de
proliferacdo do bloqueio da citocinese (IPBC) e a porcentagem de células
binucleadas, em comparagdo ao controle negativo. Logo, pode-se concluir
que esses corantes foram claramente genotéxicos, porém nao interferiram,

com a progressao celular nas condigdes experimentais deste estudo.
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