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RESUMO

ANASTACIO FERRAZ, E. R. Avaliacdo da eficiéncia do tratamento com
fotoeletrocatalise e cloracdo convencional na remoc¢do dos azo corantes,
Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 de amostras aquosas.
2011. 158f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

Os azo corantes atualmente sdo considerados um assunto preocupante no que se
refere a saude publica e ambiental, pois quando langados nos efluentes industriais
contaminam o meio ambiente. Infelizmente, 0 método convencional de tratamento de
efluentes téxteis, bem como de aguas brutas que os recebem nao sdo capazes de
remover de maneira eficaz os corantes bem como sua toxicidade. Dentro deste
contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do tratamento de
amostras aquosas por fotoeletrocatdlise em comparacdo com a cloragao
convencional como meétodo alternativo de degradacéo de azo corantes, usando os
corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 como modelo.
Adicionalmente, foi avaliada a citotoxicidade dos corantes originais em condrdcitos
bovinos e células HepG2 em cultura em monocamadas e 3D. Para tanto, solugcdes
desses corantes originais, clorados e fotoeletrocatalisados foram avaliadas utilizando
ensaios de genotoxicidade/mutagenicidade, citotoxicidade e ecotoxicidade. Todos os
corantes originais e clorados foram genotdxicos para as células HepG2 no ensaio
cometa. Para o ensaio com Salmonella, a cloragdo reduziu a mutagenicidade dos
corantes para a linhagem YG1041 e aumentou o efeito para a linhagem TA98,
exceto o Disperse Red 13 que teve a mutagenicidade reduzida para as duas
linhagens apods cloracao. A fotoeletrocatalise removeu tanto a genotoxicidade quanto
a mutagenicidade. Somente o Disperse Orange 1 induziu apoptose pelo ensaio com
anexina V, mas essa citotoxicidade foi removida apds os tratamentos. Os corantes
Disperse Red 1 e Disperse Red 13 foram toxicos para D. similis enquanto somente o
Disperse Red 1 foi toéxico para V. fischeri, sendo que os tratamentos por cloragao e
fotoeletrocatalise diminuiram a toxicidade apresentada. Os corantes Disperse
Orange 1 e Disperse Red 13 passaram a ser téxicos para V. fischeri apds cloragao,
sendo que a fotoeletrocatalise do Disperse Red 13 também gerou produtos téxicos
para esse organismo. Assim, embora seja um método de tratamento promissor,
atencdo deve ser dada na avaliacdo e aplicacdo da fotoeletrocatalise como um
método alternativo a cloragdo. Os corantes originais Disperse Orange 1 e Disperse
Red 13 diminuiram a atividade mitocondrial dos condrécitos, sendo que o Disperse
Red 13 também diminuiu a produgcao de lactato. Todos os corantes reduziram a
atividade mitocondrial das células HepG2 em monocamadas, ao passo que o
Disperse Orange 1 deixou de exercer esse efeito no cultivo em 3D. Somente o
Disperse Red 13 diminuiu a atividade de desidrogenases das células HepG2 e tal
efeito foi observado tanto no cultivo em monocamadas quanto em 3D.

Keywords: Disperse Orange 1, Disperse Red 1, Disperse Red 13, fotoeletrocatalise,
cloragao, azo corantes, MTT, lactato, CCK-8, monocamadas, 3D.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os corantes téxteis e a contaminagédo ambiental

A contaminacdo de aguas naturais tem sido um dos grandes problemas da
sociedade moderna e a economia desse bem natural em processos produtivos vem
ganhando especial atengdo, uma vez que as previsdes para os proximos anos da
quantidade per capita de agua sao preocupantes. A Companhia de Saneamento do
Estado de Sdo Paulo (SABESP) estima que em um futuro proximo 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). Este problema ambiental esta relacionado ndo s6 ao desperdicio por mau uso
desse recurso, mas também ao langcamento de efluentes industriais e domésticos.

Dentre as industrias de alto poder poluidor, destacam-se as de tingimento das
mais variadas fibras. A tintura de tecidos € uma arte que comegou ha milhares de
anos e a disponibilidade comercial de corantes é enorme. Para atender a demanda
do mercado consumidor em relacéo a cores e tons e a sua resisténcia, as empresas
téxteis tém a sua disposicdo mais de 10.000 corantes, o que representa um
consumo anual de cerca de 700.000 toneladas no mundo (RAJAGURU et al., 1999,
GUARATINI, ZANONI, 2000), sendo 26.500 tons somente no Brasil (KUNZ et al.,
2002).

A tecnologia moderna no tingimento consiste de varias etapas que sao
escolhidas de acordo com a natureza da fibra téxtil e as caracteristicas dos corantes
e pigmentos como: estrutura quimica, classificagdo, disponibilidade comercial,
propriedades de fixagdo compativeis com o destino do material a ser tingido,
consideragdes econdmicas e muitas outras. Independente das caracteristicas do(s)
corante(s) escolhido(s), todo processo de tintura envolve como operacgao final uma
etapa de lavagem em banhos correntes para retirada do excesso de corante original
ou corante hidrolisado n&o fixado a fibra nas etapas precedentes (GUARATINI,
ZANONI, 2000). Nestes banhos, estima-se que aproximadamente 10 a 15% dos
corantes utilizados no processo de tingimento sdo perdidos e alcancam o efluente
industrial (RAJAGURU et al., 1999), contaminando o meio ambiente com cerca de
um milhdo de tonelada destes compostos (SHINTAKU, IMBROISI, SANTOS, 2006).
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A principal fonte desta perda corresponde a incompleta fixacdo dos corantes durante
a etapa de tingimento das fibras téxteis (GUARATINI, ZANONI, 2000).

Além do problema relacionado as perdas de corantes durante o processo de
tingimento, ainda o setor téxtil apresenta um especial destaque dentro do contexto
da poluicdo ambiental, devido a seu grande parque industrial instalado utilizar
grandes volumes de agua, gerando por consequéncia grandes volumes de efluentes
(KUNZ et al., 2002). Para se ter uma idéia, sabe-se que aproximadamente 200 litros
de agua sdo necessarios para cada quilograma de tecido de algodao fabricado
(CARNEIRO et al., 2004). Estes efluentes sdo misturas complexas de muitos
poluentes que varia de corantes originais perdidos durante os banhos de tingimento,
até praguicidas e metais pesados associados (McMULLAN et al., 2001) e, quando
nao corretamente tratados, podem causar sérios problemas de contaminacido de
mananciais (KUNZ et al., 2002). Sendo assim, 0 que chega aos corpos d’agua sao
efluentes com alta carga orgénica e demanda bioquimica de oxigénio, baixas
concentragdes de oxigénio dissolvido, forte coloragdo e pouca biodegradabilidade. A
poluicdo de corpos d’agua com estes compostos provoca, além da poluigdo visual,
alteragdes em ciclos biolégicos da biota aquatica, afetando principalmente processos
de fotossintese e oxigenagdo do corpo d’agua, pois dificultam a passagem de luz
solar pelas aguas (PEREIRA, FREIRE, 2005).

Além deste fato, estudos tém mostrado que algumas classes de corantes,
principalmente azo corantes, e seus subprodutos, podem ser carcinogénicos e/ou
mutagénicos (CHUNG, CERNIGLIA, 1992, HOUK, 1992, RAJAGURU et al., 1999,
JAGER, HAFNER, SCHNEIDER, 2004, UMBUZEIRO et al., 2005a, UMBUZEIRO et
al., 2005b), o que coloca em risco a saude humana, uma vez que os sistemas de
tratamento de efluente e as Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs) sdo ineficazes
na remogao da coloracdo e mutagenicidade de alguns corantes (KONSTANTINOU,
ALBANIS, 2004).

1.2 Os corantes téxteis
1.2.1 Classificacao dos corantes

A molécula dos corantes se divide em grupo cromoforo, responsavel pela cor,
e a estrutura responsavel pela fixagao a fibra. Os corantes podem ser classificados

de acordo com o grupamento cromoforo ou pelo seu uso ou método de aplicagao,
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sendo este o principal sistema adotado pelo Colour Index (Cl). Dessa forma, de
acordo com seu uso ou método de aplicagdo os corantes se dividem em: corantes
reativos, corantes diretos, corantes a Cuba, corantes de enxofre, corantes basicos,
corantes solventes, corantes acidos e corantes dispersivos (OTHMER, 1993). Os
corantes estudados neste trabalho sao dispersivos com a fungdo azo como grupo
cromoforo, caracterizados como corantes organicos e que possuem ao menos uma
ligacdo azo, apresentando boa fixagdo em fibras sintéticas (GUARATINI, ZANONI,
2000). Assim, sera dada maior énfase a esse grupo.

Os corantes dispersivos sao corantes nao ibnicos insoluveis em &agua
aplicados em fibras hidrofébicas em dispersdao aquosa. Durante o processo de
tintura, o corante sofre hidrélise e a forma originalmente insoluvel é lentamente
precipitada na forma dispersa (finamente dividido) sobre o acetato de celulose. O
grau de solubilidade do corante deve ser pequeno, mas definido e influencia
diretamente o processo e a qualidade da tintura. Usualmente o processo de tintura
ocorre na presenga de agentes dispersantes com longas cadeias que normalmente
estabilizam a suspensao do corante faciltando o contato entre este e a fibra
hidrofébica. Esta classe de corantes tem sido utilizada principalmente para tinturas
de fibras sintéticas, tais como: acetato celulose, nylon, polyester e poliacrilonitrila
(OTHMER, 1993, GUARATINI, ZANONI, 2000).

1.2.1.1 Os azo corantes

Existem varios grupos cromoforos utilizados atualmente na sintese de
corantes. No entanto, o grupo mais representativo e largamente empregado
pertence a familia dos azo corantes, que se caracterizam por apresentarem um ou
mais grupamentos azo (-N=N-) ligados a sistemas aromaticos (KUNZ et al., 2002).

Mais da metade dos corantes produzidos anualmente pertence a esse grupo.
Presumivelmente mais de 3000 diferentes azo corantes sdo usados para tingir varios
materiais, sendo que a maior parte € empregada em tingimento de tecidos (STOLZ,
2001). Essa grande utilizagcdo se deve ao fato desses corantes permitirem um
método de tingimento de fibras celulésicas (especificamente alongadas) com alto
padrao de fixacdo e alta resisténcia contra luz e umidade em relacido as outras
classes (GUARATINI, ZANONI, 2000).
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Os azo corantes sdao 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 (e.g. naftol) que apresenta alta afinidade por celulose. A
adicdo de um sal de diazonio (RN**) provoca uma reacdo com o agente de
acoplamento ja fixado na fibra e produz um corante insoluvel em agua (GUARATINI,
ZANONI, 2000).

Toxicidade dos azo corantes

Varios estudos tém demonstrado que além da poluigao visual - 10 a 50 mg/L
de azo corantes soluveis ja sdo capazes de tornar o corpo receptor altamente
colorido - alguns azo corantes e seus produtos de biotransformacdo tém se
mostrado toxicos (BAE, FREEMAN, 2007).

Outro fato preocupante é a potencialidade de provocar dano ao material
genético que alguns corantes desse grupo possuem. Estudos utilizando
microorganismos e células de mamiferos tém demonstrado que varios azo corantes
apresentam atividade mutagénica e genotoxica (AL-SABTI, 2000, JAGER, HAFNER,
SCHNEIDER, 2004, WANG et al., 2005). Essa atividade esta intimamente
relacionada com a natureza e posigao dos substituintes ligados ao grupo azo
(CHUNG, CERNIGLIA, 1992). Por exemplo, o 3-metoxi-4-aminoazobenzeno é um
potente carcinbgeno para ratos e extremamente mutagénico para bactérias,
enquanto que o 2-metoxi-4-aminoazobenzeno € aparentemente nao carcinogénico e
fracamente mutagénico (HASHIMOTO et al., 1977). Como pequenas variagdes na
molécula dos corantes alteram as suas propriedades genotoxicas, é importante que
cada azo corante seja testado individualmente (UMBUZEIRO et al., 2005a). Chung e
Cerniglia (1992) fizeram uma revisdo sobre varios azo corantes ja avaliados pelo
ensaio Salmonella/microssoma, mostrando a importancia da estrutura quimica na
mutagenicidade dos azo corantes.

Além disso, aproximadamente 130 de 3200 azo corantes em uso produzem
aminas aromaticas carcinogénicas ap6s a clivagem redutiva da ligagao azo (BAE,
FREEMAN, 2007). No passado, azo corantes baseados em benzidina, 3,3-
diclorobenzidina, 3,3’-dimetilbenzidina e 3,3’-dimetoxibenzidina foram sintetizados

em larga escala. Estudos em trabalhadores expostos demonstraram que ocorre azo-
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reducdo desses corantes no homem, o que pode vir a explicar os casos de cancer
de bexiga observados (GOLKA, KOPPS, MYSLA, 2004). A reducao de azo corantes
a aminas aromaticas pode ser catalisada por enzimas da fragdo microssomal do
figado e também por azoredutases produzidas pela microbiota intestinal (FRANCE,
CARTER, JOSEPHY, 1986). Se eles sao nitro-azo corantes, eles também podem ser
metabolizados pelas nitroredutases produzidas pelos mesmos microorganismos ou
por enzimas presentes no citoplasma de células de mamiferos, como as xantinas
oxidases, ou ainda, pelo citocromo P450, dai a importancia do uso da fracdo S9 nos
testes de mutagenicidade com Salmonella, que sera discutido posteriormente
(NOVOTNY et al., 2006). Entretanto, tem sido mostrado que azoredutases e
nitroredutases da microbiota intestinal desempenham um papel mais importante
nesse tipo de metabolismo (SWEENEY et al.,, 1994, UMBUZEIRO et al., 2005a).
Desta forma, o intestino delgado € um possivel 6rgdo alvo de carcinogénese pela
exposicao a azo corantes (SWEENEY et al.,, 1994). Em ambos os casos, se séo
formadas N-hidroxilaminas, elas sdo capazes de causar danos ao DNA.

Caso esses corantes sofram a agcao da nitroredutase e O-acetiltransferase do
figado, as hidroxilaminas formadas podem ainda ser reduzidas a aminas aromaticas,
e dai oxidadas pelas enzimas do citocromo P450 a N-hidroxiderivados. Estes podem
ser acetilados por enzimas como O-acetiltransferase gerando ion nitrenium, capaz
de reagir com o DNA e formar adutos (BARTSCH, 1981, ARLT et al., 2002). A
geracdo de espécies reativas de oxigénio também parece estar envolvida na
genotoxicidade de aminas O-hidroxi-aromaticas (SWEENEY et al., 1994).

Ja os corantes que entram no organismo humano atraveés do contato dérmico,
poderdo ser metabolizados a aminas aromaticas por bactérias presentes na pele
(STAHLMANN et al., 2006).

Devido a esta toxicidade, os corantes que ao serem clivados geram benzidina
foram proibidos pela Comunidade Européia (ECOLOGICAL AND TOXICOLOGICAL
ASSOCIATION OF DYES AND ORGANIC PIGMENTS MANUFACTURERS [ETAD],
2002). Entretanto, a literatura especializada mostra que devido a problemas
econdmicos, paises menos desenvolvidos como Brasil, México, india e Argentina,
nao cessaram completamente a produgao de alguns corantes a base de benzidinas
(e.x. Congo Red 14) de grande potencialidade econdmica (GUARATINI, ZANONI,

2000). Um estudo realizado recentemente no Brasil demonstrou a presenga desta
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amina aromatica no efluente langado por uma industria de tingimento, demonstrando
que este composto ainda faz parte dos processos industriais brasileiros (MAZZO et
al., 2006).

Em um estudo prévio realizado por nosso grupo, foi constatado que os azo
corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 sdo mutagénicos
para o ensaio de Salmonella/microssoma, utilizando as linhagens TA98, YG1041,
TA100 e YG1042 (FERRAZ et al., 2010, FERRAZ et al., 2011). Tal mutagenicidade
foi significativamente maior com as linhagens TA98 e YG1041, o que mostra que o
principal mecanismo de agao mutagénica apresentado pelos trés corantes € 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 acetilacdo na ativacao destes compostos (FERRAZ et
al., 2010). Esses resultados foram confirmados utilizando o Teste de Micronucleos
em linfocitos humanos e em células HepG2 também realizado por nosso grupo
(CHEQUER, 2008, CHEQUER et al., 2009). E importante salientar que estes
corantes estdo sendo largamente utilizados por industrias de tingimento no Brasil e

ha poucas informagdes na literatura acerca dos mesmos.

1.3 Tratamento de Sistemas Aquosos

Em geral, na industria téxtil os processos de tratamento de efluentes estao
fundamentados na operacdo de sistemas fisico-quimicos de precipitacao-
coagulagdo, seguidos de tratamento bioldgico empregando sistemas de lodos
ativados. Este processo consiste na agitacdo dos efluentes na presengca de
microorganismos e ar, durante o tempo necessario para metabolizar e flocular uma
grande parte da matéria organica. Esta forma de tratamento apresenta como
vantagem o baixo custo e a possibilidade de tratar grandes volumes de efluentes
(KUNZ et al. 2002). Porém, este tratamento € bastante susceptivel a composi¢cao do
efluente, além de produzir um grande volume de lodo (SLOKAR, MARECHAL, 1998,
KUNZ et al., 2002, FUKUNAGA, 2003, SABESP, 2009).

Antes de ser tratado, o efluente passa por grades para retirar os residuos

maiores e entdo € encaminhado para o filtro de areia e cascalho onde sera filtrado.
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Apos este processo, o efluente passa para o decantador primario no qual ocorrera a
sedimentacao de particulas mais pesadas. No tanque de aeracgao, proxima etapa do
tratamento, o ar fornecido faz com que os microorganismos ali presentes
multipliquem-se e alimentem-se de material organico formando o lodo. Parte do lodo
depositado retorna ao tanque de aeragao (por isso a designacgao de “lodo ativado”) e
a outra parte passa por um processo de secagem atraves de um leito de secagem
ou filtro prensa. O lodo seco é acumulado em um reservatorio e em seguida levado
para ser incinerado. Do tanque de aeracdo o efluente vai para o decantador
secundario, onde o lodo formado deposita-se no fundo (KUNZ et al., 2002).

A Figura 1 ilustra o esquema de tratamento por lodo ativado, tipicamente

empregado para tratamento de efluente téxtil.

Entrada do efluente

l

‘ _éiﬁtema de grades

Filtro de areia
¢ cascalho

Decantador primério
ou bacia de equalizacio

=
. = [ Tanque de aeragiio
Recirculagio

de lodo T : Retirada de
_—e
| lodo

. Decantado;mundido i

Desinfecgio

Efluente tratado

FIGURA 1. Representacdo esquematica de uma estacao de tratamento de efluente
utilizando lodos ativados (Fonte: KUNZ et al., 2002).

Porém, devido as ja citadas exigéncias do mercado consumidor em relagéo a
durabilidade das cores nas fibras, as moléculas dos corantes sdo extremamente
estaveis e na maioria das vezes 0s microorganismos empregados no tratamento
biolégico ndo sdo capazes de metaboliza-las. Shaul et al. (1991) estudaram a

eficacia do tratamento convencional de efluentes téxteis. Dos 18 azo corantes
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estudados, 11 passaram através do processo de lodo ativo praticamente sem serem
tratados, 4 (Acid Blue 113, Acid Red 151, Direct Violet 9 e Direct Violet 28) foram
adsorvidos no lodo ativo e somente 3 (Acid Orange 7, Acid Orange 8 e Acid Red 88)
foram biodegradados. Oliveira et al. (2007) analisaram o efluente de uma industria
de tingimento antes e apds o tratamento. Os autores mostraram que o sistema de
tratamento empregado nao era eficaz na remocgao total dos corantes nem tampouco
da mutagenicidade detectada no efluente tratado langado, contaminando a agua
bruta. Lima et al. (2007), observaram que ratos Wistar expostos a uma amostra de
efluente coletado na mesma industria estudada por Oliveira et. al., (2007)
apresentaram aumento na incidéncia de criptas aberrantes no coélon, que é um
biomarcador precoce de carcinogenicidade.

Devido a baixa eficacia do tratamento por lodos ativados, os efluentes
continuam tendo coloragao intensa apds o tratamento. No Brasil, atualmente o
padrao de lancamento de efluentes da Legislacdo Brasileira ndo estabelece valores
numericos para o parametro cor, porém determina que o despejo industrial ndo deva
alterar a cor do corpo receptor (BRASIL, 2005). Assim, substancias branqueadoras
como hidrossulfito de sdodio, acido hipoclérico e, principalmente cloro sao
frequentemente adicionadas ao efluente com o intuito de desinfectar e remover ou
reduzir a cor do mesmo, a fim de atender aos padrbes de langamento. Embora muito
utilizada, essa pratica 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, como ja demonstrado por Oliveira et
al. (2006) e discutido posteriormente neste trabalho.

Além dos inconvenientes deste tipo de tratamento no que diz respeito a
remocao da cor e da toxicidade, os processos de tratamento convencionais com
lodos ativados utilizados na industria téxtil sdo ndo destrutivos, visto que eles s6
transferem compostos organicos da agua para outra fase, causando poluigédo
secundaria (KUNZ et al., 2002, KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004).
Consequentemente, € necessaria a regeneragao dos materiais adsorvidos e pos-
tratamento dos residuos solidos, que séo operagdes de alto custo.

Sabe-se que a qualidade da agua tratada para abastecimento publico esta
estreitamente relacionada com a qualidade da agua bruta. Uma vez langados em

corpos d’agua utilizados na captagdo de agua para abastecimento, os corantes
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atingem as ETAs, que também usam a cloracdo como método de tratamento e
assim, nao sao capazes de remové-los de forma eficiente assim como seus produtos
mutagénicos. Umbuzeiro et al., (2004, 2005b) em um estudo realizado no Ribeirdo
dos Cristais, regido metropolitana de Sao Paulo, detectaram atividade mutagénica
na agua tratada fornecida para a populagdo de Cajamar. Essa contaminagao foi
relacionada a presenca de corantes na agua bruta, ocasionada pelo langamento de
efluente mutagénico proveniente de uma industria de tingimento, localizada a 6 km
da captagédo da ETA (UMBUZEIRO et al., 2004). Seguindo os estudos de Umbuzeiro
et al., (2004), Oliveira et al., (2006) detectaram a presenga de corantes do tipo azo
na agua tratada fornecida a populacdo. Os autores detectaram ainda substancias
mutagénicas incolores geradas apos a etapa de cloragdo da agua, supostamente
semelhante aos 2-fenilbenzotriazdis (PBTAs). Estes sdo compostos genotdxicos
formados a partir de azo corantes, utilizados principalmente em unidades de
tingimento de produtos téxteis, e podem ser produzidos durante o préprio processo
industrial, ou em estagbes municipais de tratamento de efluentes ou esgotos
(KUMMROW, UMBUZEIRO, 2008, SHIOZAWA et al., 1999), conforme sera discutido
no item 1.3.1.

O processo de cloracado para desinfecgdo de agua para o consumo humano
possui um problema intrinseco, independente da contaminagdo de mananciais por
corantes. Quando a agua bruta captada rica em matérias humicas e fulvicas é
clorada, produtos toxicos e mutagénicos sao gerados, os chamados produtos
secundarios de desinfec¢ao ou disinfection by-products (DBPs) que sao legislados
pela Portaria n. 518 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004). Alguns desses
compostos sdo comprovadamente carcinogénicos para humanos e animais (BAYO,
ANGOSTO, LOPEZ, 2009). Embora trialometanos (THMs) e &cidos haloacético
constituem 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).

1.3.1 Sistema de desinfeccdo convencional com cloro
Conforme citado anteriormente, a cloracdo de corantes € um problema
ambiental. O método de oxidagédo quimica utilizando hipoclorito de sddio (NaOCI) ou

cloro gas, baseia-se no ataque eletrofilico ao grupo amino e subsequente clivagem
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do grupamento cromoéforo, que no caso dos corantes estudados no presente
trabalho ¢ a ligacdo azo (SLOKAR, MARECHAL, 1998). Segundo Slokar e Marechal
(1998), o tratamento de corantes pertencentes ao grupo dos reativos através dessa
metodologia requer um periodo de tempo maior, enquanto solugdes de corantes
com complexos metalicos (metal-complex dyes) permanecem parcialmente
coloridas. Ainda, de acordo com os mesmos autores, os corantes dispersivos
permanecem coloridos quando se usa o NaOCI.

Além disso, Shiozawa et al. (1999) demonstraram que a reducdo de azo
corantes por hidrossulfito de sédio e sucessivas etapas de cloragcdo com acido
hipoclérico podem formar benzotriazéis derivados do 2-fenilbenzotriazol (PBTA) e
aminas aromaticas altamente mutagénicas, muitas vezes mais mutagénicas do que
o corante de origem (SHIOZAWA et al. 1999). No meio ambiente aquatico, esta
etapa de redugédo dos corantes pode ocorrer em dois momentos: 1) Aplicacao de
agentes redutores na fibra recém-tingida para a retirada do excesso de corante nao
acoplado a fibra e que poderia levar ao “sangramento” dos tecidos no momento da
lavagem. 2) Utilizagdo dos agentes redutores como agente branqueador do efluente,
visando atender a legislagcdo. Esse efluente contendo os corantes reduzidos e sem
cor, sendo enviado a uma estagao 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 (SHIOZAWA et al. 1999,
OLIVEIRA, 2005).

1.3.2 Processos oxidativos avancados (POAS)

Tendo em vista todos esses inconvenientes nos sistemas tradicionais de
tratamento de efluentes, processos alternativos vém sendo estudados na
degradagao dos corantes em sistemas aquosos nos ultimos anos, com destaque aos
processos oxidativos avangados (POAs).

POAs como reacgdes cataliticas usando Fenton e foto-Fenton, processos
utilizando H,O,/UV e fotocatalise mediada por TiO, tém sido estudados sob varias
condigbes experimentais a fim de reduzir a cor e carga organica dos efluentes
(KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004).
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A oxidagao quimica tem como objetivo a mineralizagdo dos contaminantes a
diéxido de carbono, agua e inorganicos ou, pelo menos, a sua transformacdo em
produtos menos prejudiciais (ANDREOZZI et al., 1999). Um dos principais agentes
oxidantes € o peroxido de hidrogénio (H20;). Entretanto, este agente precisa ser
ativado por alguns meios como, por exemplo, luz ultravioleta, 0zbnio, peroxidase
entre outros, objetivando a formagdo de espécies reativas, responsaveis pela
oxidacdo. Existem muitos métodos de descolorizacdo quimica e estes variam de
acordo com a forma na qual o HyO; foi ativado (SLOKAR, MARECHAL, 1998,
ROBINSON et al., 2001). Assim, os POAs consistem na geragao de espécies muito
reativas, como radicais hidroxila (*OH) a partir do H,O,, que oxidam uma variedade
de poluentes de maneira rapida e néo seletiva, caracteristica esta muito importante
para um oxidante usado no tratamento de efluentes e para a solugcéo de problemas
de poluicdo ambiental. Os radicais hidroxila sdo espécies extremamente reativas
que atacam a maior parte das moléculas organicas de forma constante, geralmente
na ordem de 10° — 10°M™'s™ (ANDREOZZI et al., 1999, FUKUNAGA, 2003).

1.3.2.1 Fotocatalise heterogénea usando TiO;

Entre os POAs, a fotocatalise heterogénea usando TiO, como fotocatalisador
aparece como a tecnologia destrutiva mais emergente. A vantagem-chave desse
processo € sua natureza destrutiva inerente: ndo envolve transferéncia de massa,
pode ser executado sob condigcbes ambientais (oxigénio atmosférico é usado como
oxidante), pode conduzir a completa mineralizagcdo do carbono organico em CO,,
nao requer a adicdo de produtos quimicos, ndo ha geracdo de lodo e nem
subprodutos toéxicos, além de promover a despoluicdo em curto espaco de tempo
(FUKUNAGA, 2003, KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004). Além disso, TiO, é
largamente disponivel, barato, absorve radiagdo UV em comprimentos de onda <
380 nm, tem potencial redox da banda de valéncia adequado para catalisar diversas
reacoes, € resistente a corrosdo em ampla faixa de pH, nao-téxico e mostra alta
estabilidade quimica (KONSTANTINOU, ALBANIS, 2004).

Embora as reacdes fotocataliticas redox sobre superficies semicondutoras
apresentem particularidades, de um modo geral se processa segundo as etapas
basicas de excitagdo com luz de energia maior que o band gap (Eg) (quantidade de

energia necessaria para que o semicondutor passe a conduzir corrente elétrica) do
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semicondutor, geragdo de pares de elétron/lacuna (e-/h+); aprisionamento de
elétrons e lacunas pelas espécies adsorvidas; reagdes redox entre espeécies
adsorvidas e cargas fotogeradas e dessorgdo dos produtos da reagdo redox e
regeneracao do semicondutor, conforme mostra a Figura 2 (ZIOLLI, JARDIM, 1998).

S S

reduzido

A

* = Bandgap

5 8

oxidado

H,0(OH) 'OH

FIGURA 2. Representagdo esquematica dos processos envolvidos na fotocatalise,
onde hv é a energia aplicada, S é a espécie adsorvida, BC é a banda de condugéo e
BV a banda de valéncia (Fonte: TAUCHERT, ZAMORA, 2004).

1.3.2.2 Fotoeletrocatalise usando TiO, como fotocatalisador

A oxidagéao fotoeletrocatalitica é a combinagao das tecnologias eletroquimicas
e fotoquimicas e tem sido investigada como uma forma atrativa para aumentar a
eficiéncia da fotocatélise na degradagdo de poluentes orgénicos (OSUGI et al.,
2005). A vantagem da fotoeletrocatalise em relacédo a fotocatalise € a aplicacao de
um potencial através de um fotoeletrodo no qual o catalisador esta apoiado. Essa
configuragdo permite a separagdo mais efetiva das cargas geradas (e/h*) deste
processo, aumentando assim o tempo de vida dos pares elétrons-lacunas. Apesar
dessa vantagem, poucos estudos tém sido conduzidos na aplicagdo dessa nova
tecnologia para a degradacao dos corantes téxteis (ZANONI, SENE, ANDERSON,
2003, OSUGI et al., 2005).

Comumente, esse processo € baseado na reacao fotoquimica que acontece
na superficie do TiO, sob um féton incidente de luz UV com energia hv, responsavel
por criar um par de elétron. Sob um potencial positivo aplicado, o elétron é dirigido
de forma mais eficaz para o contra eletrodo (rede de platina) enquanto a lacuna
pode reagir com H,O/OH para gerar um radical OHs com grande poder oxidante
(CARNEIRO et al., 2005). Grupos de agua adsorvida/OH estao disponiveis como

doadores de elétron para o radical hidroxil (OH¢) enquanto o oxigénio pode agir
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como um aceptor de elétron para formar o ion radical superéxido (Oz¢—). Ambas as
espécies sao fortemente oxidantes e capazes de degradar compostos aromaticos
como corantes téxteis (CARNEIRO et al., 2004). A Figura 3 ilustra um reator

fotoeletrocatalitico.

4
) |
5
31
é 2
—

FIGURA 3: Reator fotoeletrocatalitico. Fotoanodo de Ti/TiO, preparado pelo método
de sol-gel (eletrodo de trabalho) (1) iluminado por duas lampadas germicidas
comerciais Phillips de 4Wcm™ operando como fonte de luz UV (315400 nm)
montada a 5 cm em frente de cada lado do eletrodo de trabalho na célula (2). A rede
de platina usada como contra eletrodo (3) e um eletrodo de referéncia colocado
perto do eletrodo de trabalho (4). (5) Ar comprimido. A amostra fica dentro do reator,
juntamente com o sal Na;SO, dissociado, responsavel pelo transito de elétrons
(Fonte: modificado de OSUGI et. al., 2006).

A potencialidade da técnica de fotoeletrocatalise na oxidagao
fotoeletrocatalitica de corante reativo da familia azo vem sendo investigado pelo
grupo de eletroanalitica da UNESP de Araraquara com resultados bastante
promissores (CARNEIRO et al., 2005, OSUGI et al., 2005). Os melhores resultados
foram obtidos para o uso de fotoeletrodos construidos de titanio metalico recobertos
com nanocamadas de TiO, (forma anatase) sob potencial controlado e luz
ultravioleta. O diéxido de titénio é preparado pelo método sol-gel e revestido por uma
variedade de suportes para produzir finos filmes de fotoeletrodo. Além da

estabilidade eletroquimica, esses novos eletrodos tém grande area de superficie
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interna, o que contribui para maior eficiéncia da descontaminacdo de poluentes
organicos (CARNEIRO et al., 2005, OSUGI et al., 2005).
A Figura 4 mostra a micrografia eletronica de varredura da superficie do filme

de nanotubos de TiO».

FIGURA 4. Micrografia eletrbnica de varredura da superficie do filme de TiO, obtido
de anodizagao (Fonte: LU et al., 2008).

1.4 Ensaios toxicogenéticos, citotoxicos e ecototoxicos

Tendo em vista todo o potencial toxico dos azo corantes e a dificuldade de
remové-los dos efluentes industriais pelo método de lodo ativo assim como a
ineficiéncia da cloragao na remogao destes compostos na producdo de agua tratada
além da geragdo de compostos incolores desconhecidos, este trabalho avaliou a
eficiéncia do tratamento por fotoeletrocatélise na degradagéao dos trés azo corantes
estudados pelo nosso grupo: Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red
13. A eficiéncia deste tratamento foi comparada com a cloragdo convencional
simulando as condi¢des das ETAs.

A fim de verificar a eficiéncia da fotoeletrocatalise comparada com a cloragao
convencional, a toxicidade genética dos produtos dos tratamentos foi avaliada pela
deteccao de diferentes tipos de dano ao DNA, utilizando o ensaio de mutagenicidade
com Salmonella que detecta mutacdes de ponto e o ensaio do cometa que detecta
quebra de fita de DNA. Por se tratar de uma estratégia nova de tratamento, é
importante que outros endpoints além da mutagenicidade sejam avaliados. Por isso,

este trabalho também avaliou a capacidade de inducdo de morte celular por
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apoptose pelos corantes originais e tratados utilizando o ensaio Anexina V/Pl em
HepG2. Além disso, também foi avaliada a ecotoxicidade destes compostos
utilizando os ensaios com Daphnia similis e Microtox®.

Adicionalmente, a citotoxicidade dos corantes originais Disperse Orange 1,
Disperse Red 1 e Disperse Red 13 foi analisada utilizando os ensaios MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdélio) e lactato em condrdcitos bovinos em
monocamadas e os ensaios MTT e CCK-8 (Cell Couting Kit -8) em HepG2 em
monocamadas e em 3D. Essa parte do trabalho foi desenvolvida durante meu
doutorado sanduiche realizado na Universidade de Oxford e na empresa Zyoxel
LTDA em Oxford, Inglaterra. As amostras dos corantes clorados e
fotoeletrocatalisados ndo puderam ser avaliadas durante esse periodo porque estas
degradam apds aproximadamente dois meses mesmo quando mantidas sobre

refrigeragao.

1.4.1 Genotoxicidade e Mutacgdes

Uma substancia é dita genotoxica quando tem a capacidade de reagir com o
DNA diretamente ou apds sua ativacdo metabdlica, produzindo danos em sua
estrutura e/ou funcao (WEISBURGER, 1999). Quando esses danos sao transmitidos
a descendéncia diz-se que ocorreu uma mutagdo (SANTELLI, 2003). As mutagdes
fornecem a variagdo genética na qual a sele¢do da evolugao opera (GRIFFITHS, et.
al, 2001a). Porém, elas sado responsaveis por varias doengas hereditarias humanas,
entre elas o cancer (GRIFFITHS, et al., 1998a). Sua ocorréncia se da de maneira

esponténea ou induzida por mutagenos (LEWIS, 2004).

Niveis em que ocorre uma mutacao

Uma mutacao pode ocorrer em dois niveis diferentes:

e Mutagdo cromossémica: segmentos de cromossomos, cromossomos inteiros
Oou mesmo grupos inteiros de cromossomos se alteram (GRIFFITHS, et al.,
1998a).

e Mutacao génica: os eventos mutacionais ocorrem dentro de genes individuais
(GRIFFITHS, et al., 1998a). E também denominada de mutagdo de ponto,
uma vez que as alteracdes ocorrem em pares de bases unicos do DNA ou

num pequeno numero de bases adjacentes (GRIFFITHS, et al., 2001b). O
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ensaio de mutagenicidade com Salmonella, utilizado neste trabalho, detecta
mutacdes de ponto. Assim, esta forma de mutagao sera mais detalhada a

seqguir.

Tipos de mutacéo de ponto

Ao nivel de DNA, existem dois tipos principais de alteragbes mutacionais de
ponto: as substituicdes de bases e as adi¢cdes ou delegcdes de bases. Essas ultimas
tém consequéncias na sequéncia de polipeptideos que vao bem além do local de
mutacdo. Como a sequéncia do mRNA é “lida” pelo aparelho traducional em grupos
de trés pares de bases (codons), a adicdo ou delegcdo de um unico par de bases de
DNA mudara a matriz de leitura, comecando do local da adicdo ou delecédo e se
estendendo até o terminal carboxila da proteina. Assim, estas lesdes sdo chamadas
mudangas de matriz de leitura ou deslocamento do quadro de leitura (GRIFFITHS,
et. al, 2001b).

As células vivas desenvolveram uma série de sistemas enzimaticos que
reparam o DNA danificado por uma variedade de mecanismos. Alguns sistemas
enzimaticos neutralizam compostos potencialmente danosos antes que eles reajam
com o DNA (GRIFFITHS, et al., 2001b). Outros ja agem sobre o préprio dano no
DNA (BROWN, 1999). Uma falha nestes sistemas pode levar a uma maior taxa de
mutacéo (GRIFFITHS, et al., 1998b).

Baseado no exposto, quando acontece um dano no DNA, varios sdo os
eventos que podem ocorrer, como ilustrado na Figura 5. Em células sob proliferacéo,
sera ativado o ciclo celular, conduzindo a um bloqueio no mesmo, o que fornecera
tempo para que o mecanismo de reparo seja ativado. Em células diferenciadas o
sistema de reparo sera ativado diretamente. Quando o reparo € completo, a célula
podera prosseguir o seu ciclo. Se o dano nao puder ser reparado ou se houver
muitas lesées no DNA, o ciclo celular podera ser bloqueado permanentemente,
conduzindo ao envelhecimento da célula ou induzindo apoptose. Se lesdes nao
reparadas permanecerem sem serem detectadas, acarretara o aparecimento de
mutacdes e instabilidade gendmica, o que podera conduzir a oncogénese
(HOUTGRAAF, VERSMISSEN, GIESSEN, 2006).
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DANO NO DNA
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FIGURA 5. Fluxograma da resposta celular para os diferentes tipos de dano ao DNA
(Fonte: HOUTGRAAF, VERSMISSEN, GIESSEN, 2006).

1.4.2 Ensaio do cometa

Nas ultimas décadas, diversas metodologias para avaliagdo de danos ao DNA
tém sido desenvolvidas e, dentre elas, o ensaio do cometa tem sido considerado
como uma das mais eficientes ferramentas para tal finalidade. Este destaque é
devido ao teste ser sensivel, rapido e econémico, além de requerer poucas celulas
para a sua execugao (KOSZ-VNENCHAK, ROKOSZ, 1997, SASAKI et al., 1997,
MITCHELMORE, CHIPMAN, 1998). O ensaio ndo € empregado para detectar
mutagenicidade, mas sim lesdes genbmicas (genotoxicidade) que, apds serem
processadas, podem se tornar mutagdes. Desta maneira, 0 ensaio do cometa tem
sido indicado como um método apto a detectar mudangas muito pequenas na
estrutura do DNA, tais como as atividades de reparo, o modo de seu
empacotamento e sua integridade (GONTIJO, TICE, 2003, KOPPEN et al., 1999).

Ostling e Johanson (1984) foram os primeiros pesquisadores a
desenvolverem uma metodologia capaz de mensurar danos no DNA em células
individuais com a utilizacdo da eletroforese em gel. Para o sucesso de tal técnica, os
pesquisadores consideraram o comportamento da molécula de DNA em células

individualizadas, bem como sua organizagdo dentro do nucleo. Deste modo, as
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células foram embebidas em agarose e dispostas em uma lamina de microscopia,
tendo as membranas lisadas por detergentes, as proteinas nucleares extraidas por
altas concentracbes de sais e, consequentemente, a liberacdo do DNA.
Posteriormente, as Iaminas foram submetidas a eletroforese sob condi¢bes neutras
e 0s nucledides migraram em diregao ao anodo. As células com alta frequéncia de
quebras no DNA apresentaram migracbes em diferentes velocidades pelos
diferentes fragmentos de DNA com diferentes tamanhos, gerando a aparéncia de
uma cauda de cometa. Ao contrario, as células sem danos ndo apresentaram essas
caudas e sao chamadas nucledides. Entretanto, esta técnica permite somente a
deteccao de quebra de fita dupla de DNA, o que limita o método (ROJAS, LOPES,
VALVERDE, 1999). Em 1989 Singh e colaboradores inovaram este método,
utilizando a eletroforese em pH alcalino (pH>13), 0 que tornou possivel a detecgao
de quebra de fita simples e sitio alcali-labeis, aumentando assim a sensibilidade do
meétodo, visto que quase todos os compostos genotoxicos induzem mais esses tipos
de danos do que quebra de fita dupla de DNA. Hoje, conforme o pH da eletroforese,
o teste do cometa pode detectar quebras de fita dupla e simples, liga¢gdes cruzadas,
sitios alcali-labeis, sitios abasicos e excisao de sitios incompletos de reparo (TICE et
al., 2000, GONTIJO, TICE, 2003, COLLINS, 2004).

Além do baixo custo, alta sensibilidade e facil execugdo, o grande uso desse
ensaio pode ser explicado pela flexibilidade quanto aos tipos de células que podem ser

usadas. Qualquer célula eucariota pode ser utilizada nos ensaios (TICE et al., 2000).

1.4.3 Teste de mutagenicidade com Salmonella

O teste de mutagenicidade com Salmonella typhimurium (Teste de Ames ou
Ensaio Salmonella/microssoma) (MARON, AMES, 1983) é um teste de curta
duracao utilizado para detectar substéncias que podem causar mutagdes de ponto.
Estd em uso por mais de 20 anos devido a sua alta sensibilidade (83%) e
reconhecida validagdo (JARVIS, et al., 1996, KAPLAN et al., 2004). Além disso, é
recomendado pela Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e
Teratogénese Ambiental para protecdo da saude humana e do meio ambiente
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE MUTAGENESE, CARCINOGENESE E
TERATOGENESE AMBIENTAL [SBMCTA], 2004) e reconhecido por comunidades
cientificas, agéncias e corporagdes governamentais (MORTELMANS, ZEIGER,
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2000). E usado mundialmente como um ensaio inicial para determinar a
mutagenicidade de novas drogas e substancias quimicas porque ha um alto valor
preditivo para carcinogenicidade em roedores quando uma resposta mutagénica é
obtida (MORTELMANS, ZEIGER, 2000).

Assim, esse teste pode ser aplicado para a avaliagdo da qualidade do ar,
esgoto, sedimentos, efluentes do processo industrial, agua para consumo humano,
tecidos animais, solos (JARVIS, et al., 1996), além de produtos quimicos, naturais,
sintéticos e fitoterapicos (SBMCTA, 2004).

As linhagens de Salmonella usadas no teste sofrem mutagées nos genes
responsaveis pela biossintese da histidina e como resultado ndo conseguem
produzir esse aminoacido. Outra mutacado € necessaria para fornecer subsidios as
células bacterianas e permitir que elas crescam na auséncia do referido aminoacido.
Essa mutagdo ocorre quando as bactérias usadas sdo expostas a agentes
mutagénicos (MARON, AMES, 1983).

Bactérias ndo tém o sistema de oxidacdo via citocromo P450 usado pelos
vertebrados na biotransformacdo de xenobidticos. Como alguns dos metabdlitos
produzidos pelo citocromo P450 associado com enzimas sao mutagénicos, é
importante mimetizar esse sistema nos ensaios com bactérias através da adi¢cao da
fracao S9. Nos casos em que se associa o Teste de Ames com ativacdo metabdlica
exdgena, esta é feita mediante adicdo de um homogeneizado de células de figado
de rato pré-tratado com Aroclor-1254 (mistura S9). Assim, as substancias que
exercem sua atividade mutagénica apos metabolizagédo via citocromo P450 serao
detectadas pela adicdo de S9 e os mutagenos que nao precisam ser metabolizados
por essa via para exercerem seu efeito mutagénico, serdo identificados sem S9
(MARON, AMES, 1983, JARVIS, et al., 1996).

Linhagens de Salmonella typhimurium

As linhagens de Salmonella usadas no ensaio pertencem ao grupo de
Enterobactéria capazes de produzir azoredutase e nitroredutase, especialmente
desenvolvidas para detectar mutacdes do tipo deslocamento de quadro de leitura ou
substituicdo de pares de base no DNA (MARON, AMES, 1983, CETESB
(COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL [CETESB], 1997,
UMBUZEIRO et al., 2005a).
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Assim, o ensaio Salmonella/microssoma, apesar de ser um teste bacteriano, é
uma ferramenta importante capaz de predizer os possiveis efeitos desses
compostos para a saude humana apds ingestdo, pois a Salmonella é uma
enterobactéria com caracteristicas metabdlicas similares a microbiota intestinal de
mamiferos (OLIVEIRA, 2005, UMBUZEIRO et al., 2005a).

Outro fator importante é que as linhagens usadas podem reverter
espontaneamente a auxotrofia para histidina (His’) e assim podem crescer em um
meio pobre no referido aminoacido. Esta € uma reversdo esponténea relativamente
fraca que pode ser aumentada através de mutagdes. Cada linhagem tem uma faixa
caracteristica de reversdo espontanea. O aumento desta taxa permite avaliacao da
mutagenicidade das substancias analisadas (MARON, AMES, 1983,
MORTELMANS, ZEIGER, 2000, GAHYVA, JUNIOR, 2005).

As linhagens TA98 e TA100 sdo comumente utilizadas para estudos de
triagem, mostrando eficiéncia na deteccdo de grande numero de agentes
mutagénicos. A escolha de outras linhagens depende da disponibilidade e tipo da
amostra, do foco do estudo e do conhecimento prévio do material a ser testado
(CLAXTON et al., 1987, MORTELMANS, ZEIGER, 2000).

A Tabela 1 mostra as caracteristicas genéticas das linhagens de Salmonella
typhimurium utilizadas neste trabalho. A escolha dessas linhagens baseou-se em
estudos anteriores realizados por nosso grupo, os quais demonstraram que estas
sd0 as mais sensiveis aos corantes aqui estudados (FERRAZ et al., 2010, FERRAZ
et al., 2011).

TABELA 1. Caracteristicas genéticas das linhagens de S. typhimurium utilizadas no
teste Salmonella/microssoma empregadas no presente trabalho.

Linhagem Gendtipo Tipo de mutacéao Referéncias

TA98  hisD3052", rfa’, Abio®, AuvrB®, pKM101 (Ap")®  Deslocamento do Maron e Ames

quadro de leitura (1983)
YG1041 hisD3052", rfa’, Abio®, A uvrB®, pKM101 Deslocamento do  Umbuzeiro et al.
(Ap") ® com alta produgao de nitroredutase e quadro de leitura (2005a) e Cerna
O-acetiltransferase (pYG233) (Cn")° etal. (1991)
' his mutagao responsavel pela sintese da histidina “ A uviB delecao do gene uvrB
2 rfa permeabilidade da membrana de lipopolissacarideos ® Ap"ampicilina resistente

® dependéncia a biotina
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1.5 Avaliagéo da citotoxicidade

Citotoxicidade é a expressao de efeitos adversos na estrutura e/ou fungao de
um ou mais componentes da célula. Segundo Ekwall (1983), a toxicidade exercida
pela maioria dos compostos quimicos € uma consequéncia de alteracbes nao
especificas nas fungdes celulares, o que pode afetar fungdes especificas de certos
orgaos (EKWALL, 1983).

Muitos compostos quimicos exercem seus efeitos toxicos por interferirem nas
estruturas ou fungdes celulares que sdao comuns a todos os tecidos (citotoxicidade
basal) e/ou por afetarem estruturas ou fung¢des de células especificas de um tecido
(citotoxicidade tecido-especifica) (GARLE, FENTEM, FRY, 1994). Varios sdo os
mecanismos pelos quais os compostos citotoxicos podem causar danos as células,
dentre eles pode-se citar: interferéncia na integridade das membranas e
citoesqueleto, no metabolismo, na sintese e degradacdo ou liberagcdo de
constituintes ou produtos celular, na regulagao de ion e na divisao celular (SEIBERT
et al., 1996). Aqueles que afetam o metabolismo de energia celular, homeostase de
Ca’* e estado redox e finalmente causam necrose, podem também induzir apoptose
(WYLLIE, 1997).

Apoptose é um processo normal no qual os organismos pluricelulares mantém
a homeostasia dos seus tecidos. Esse processo € também importante para a
regulagcdo do sistema imune e para a eliminagdo de células infectadas por
patdgenos (PIRET et al., 2004). A maioria das células de um organismo morre por
apoptose (IGNEY, KRAMMER, 1999). Entretanto, anormalidades na regulacado deste
evento podem conduzir a patologias como doengas autoimunes,
neurodegenerativas, AIDS e cancer (PIRET et al.,, 2004, ELMORE, 2007). A
apoptose € um processo coordenado e dependente de energia que envolve a
ativacdo de um grupo de cisteina proteases chamadas caspases e uma cascata
complexa de eventos (ELMORE, 2007). E muito importante ressaltar que além de
auxiliar nos estudos de citotoxicidade, a verificagdo de morte por apoptose é muito
util para avaliar a capacidade de uma célula fixar uma mutagao. Assim, a deficiéncia
da célula em sofrer apoptose contribui com a carcinogénese, uma vez que a
supressao da apoptose pode desencadear a iniciagcdo de tumores, além de sua

progressao e metastase (LOWE, LIN, 2000). Dessa forma, é possivel identificar
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células pré-dispostas ao desenvolvimento do cancer quando expostas a agentes
mutagénicos (EGUCHI et al., 1997).

Ja a morte celular por necrose, ao contrario, segue um caminho independente
de energia. Esses dois processos podem ocorrer independentemente,
sequencialmente ou simultaneamente. Em alguns casos os tipos e/ou o grau de
estimulo que determina se a célula morre por necrose ou apoptose (ELMORE,
2007).

Na necrose as células incham e a membrana plasmatica se rompe o que
resulta na liberacdo do conteudo citoplasmatico para os tecidos vizinhos e
recrutamento de células inflamatérias, desencadeando um processo inflamatorio.
Uma vez que na apoptose a membrana permanece integra e as células sao
rapidamente fagocitadas por macréfagos ou células normais adjacentes, ndo ha
reacao inflamatéria (ELMORE, 2007).

Nos ultimos anos pesquisas tém sido conduzidas no intuito de desenvolver e
avaliar o uso de testes in vifro como pré-triagem e até mesmo substituicdo dos
ensaios in vivo (EKWALL, 1983, PHILLIPS et al., 1990, SEIBERT et al., 1996).

Ensaios de citotoxicidade in vitro utilizam varios principios diferentes. Podem-
se citar os ensaios que utilizam marcadores de fluorescéncia para detectar
substancias liberadas das células que sofreram danos como o ensaio com anexina
V, testes de determinacdo da viabilidade celular através da clivagem de sais
tetrazolium como o MTT, ensaios que detectam a liberacdo de enzimas
intracelulares, como a lactato desidrogenase (LDH) dentre varios outros (SCHAFER
et al., 1997).

1.5.1 Cultura de células em trés dimensdes (3D)

A maioria dos testes usados para avaliar o metabolismo e toxicidade de
farmacos e a toxicidade de xenobidticos utilizam modelos animais (in vivo)
(ELKAYAM et al.,, 2006). Entretanto, testes em animais sdo caros, eticamente
controversos € nem sempre prediz a resposta em humanos (PAMPALONI,
STELZER, 2009). Assim, ensaios baseados no cultivo de células (in vitro) sao
considerados como uma boa alternativa (ELKAYAM et al., 2006, PAMPALONI,
STELZER, 2009, LAN, MROCZKA, STARLY, 2010) .
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Os testes in vitro convencionais geralmente usam o cultivo de células em
monocamadas no qual as células crescem aderidas na superficie de frascos
plasticos ou de vidro num sistema estatico (CUl et al., 2007, PAMPALONI,
STELZER, 2009, LAN, MROCZKA, STARLY, 2010). Entretanto, esse sistema de
cultivo ndo reproduz a arquitetura do tecido in vivo nem prevé a toxicidade 6rgao-
especifica; além disso, a sinalizagdo mecanica e bioquimica e a comunicagao célula-
célula sao perdidas (MAZZOLENI, DI LORENZO, STEIMBERG, 2009, PAMPALONI,
STELZER, 2009). Tais prejuizos podem ser atribuidos ao fato do cultivo em
monocamadas oferecer as células um ambiente n&o fisiolégico, forgando-as a se
adaptarem em meio um artificial, plano e rigido (MAZZOLENI, DI LORENZO,
STEIMBERG, 2009).

Em 1951 ja se percebia limitagdes do cultivo em monocamadas, o que fez
com que Leighton retomasse a idéia original de Carrel’s (1912) acerca do cultivo de
células em 3D e desenvolvesse melhorias (HOFFMAN, 1994). A partir dai varias
foram as descobertas e melhorias envolvendo o cultivo de células em 3D
(MOSCONA, 1957, INCH, MCCREDIE, SUTHERLAND, 1970, DURAND, BROWN,
1980, STEEG, ALLEY, GREVER, 1994, PAMPALONI, STELZER, 2009, LAN,
MROCZKA, STARLY, 2010). Além disso, esforcos tém sido feitos para aperfeicoar
esse tipo de cultura em ensaios toxicologicos, visto que estes permitirdo predizer o
efeito de toxicantes em humanos com maior precisdo do que culturas em
monocamadas (PAMPALONI, STELZER, 2009). Atualmente tém-se varios modelos

de cultivo de células em 3D, dentre eles pode-se citar:

Culturas em 3D baseadas em hidrogel

Os tecidos dos organismos vivos sao compostos de células e matriz
extracelular (ECM) (colagenos, elastina, fibronectina, laminina, glicosaminoglicanas,
proteoglicanas, etc.) (SMETANA, 1993). A interacdo célula-célula e célula-matriz
extracelular é feita através da sinalizacdo bioquimica e mecanica. Tal interagao
estabelece uma rede de comunicagdo em 3D que mantém a especificidade e
homeostasia do tecido (PAMPALONI, REYNAUD, STELZER, 2007).

Hidrogéis de matriz extracelular para cultura celular em 3D mimetizam as
propriedades bioquimicas e mecanicas dos tecidos, o que confronta as células com

um ambiente mais fisiolégico do que quando em cultivo em monocamadas. Assim, a
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relacdo entre a fungao celular e arquitetura do tecido pode ser isolada. Hidrogéis de
matriz extracelular podem ser de origem animal, sintética ou ambos. Dentre eles
pode-se citar colageno tipo |, membrana basal reconstituida e alginato
(PAMPALONI, STELZER, 2009). Nesse trabalho foi utilizado o gel de alginato, assim
maior enfoque sera dado a esse tipo de hidrogel.

Alginatos sao materiais naturais derivados de algas marinhas e tém sido
amplamente utilizados para mimetizar a estrutura da matriz extracelular em culturas
celulares em 3D. Possuem propriedades que os tornam extremamente uteis como
biomaterial base capaz de fornecer um microambiente favoravel as funcdes e
comportamento das células. Sao soluveis em agua a temperatura ambiente e
formam géis estaveis por cross-linking na presenca de certos cations divalentes
como calcio, bario e estroncio (SMETANA, 1993), sendo que durante esse processo
as células podem ser encapsuladas (LAN et al., 2010).

A Figura 6 mostra varias esferas de alginato contendo condrécitos bovinos

utilizados nesse trabalho.

FIGURA 6. Esferas de alginato contendo condrdcitos bovinos utilizados no presente
trabalho.

Esferoides celulares

Esferoides celulares sdo grandes agregados de células formados pela
aglomeracao de células isoladas (KELM et al., 2003, PAMPALONI, STELZER,
2009). A sua formagédo se da pelo cultivo de células em uma superficie n&o
aderente, como em capsulas de alginato em 3D, nas quais as células se aglomeram
formando os esferoides, ou em frascos de cultura com rotagdo, ou através da
técnica hanging-drop, onde gotas de meio de cultura contendo células isoladas sao
suspensas na tampa de uma placa de Petri e apds 3 a 7 dias de crescimento os
esferoides podem ser colhidos. Nas duas ultimas técnicas as células se aglomeram
através da gravidade (GLICKLIS et al., 2000, KHALIL et al., 2001, KELM et al., 2003,
BILODEAU, MANTOVANI, 2006, PAMPALONI, STELZER, 2009).
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Muitas linhagens celulares podem agregar em esferoides, incluindo MCF-10a,
Caco-2 e HepG2 (KELM et al., 2003).

A diferenciagdo da cultura em esferoide inclui ndo somente a conservagao da
capacidade morfogénica e reorganizagdo histotipica, mas também a manutengéo

das fungdes e padrdes de expressao génica (KELM et al., 2003).

Culturas organotipicas

As culturas organotipicas empregam pedacos do orgdo a ser estudado,
crescido in vitro sob condi¢gdes de cultura de tecido. Culturas organotipicas de
pulmao, pele e cérebro tém sido desenvolvidas e sdo amplamente usadas na
descoberta de farmacos e em toxicologia (PAMPALONI, STELZER, 2009).

A principal vantagem de cultivar pedagdes de 6rgaos € que a arquitetura do
o6rgdo e a variabilidade interindividual sdo mantidas. A desvantagem ¢é a
necessidade de grande numero de bidpsias e a dificuldade de padronizagao dos
ensaios (PAMPALONI, STELZER, 2009).

1.5.1.1 Cultura de células em perfusao

Segundo a literatura os trés maiores métodos de cultivo de células sao:
estatico (o mais comum), dindmico (com agitagao) e perfusdo continua, sendo que
os dois ultimos foram introduzidos recentemente e a perfusdo continua considerada
o0 método mais promissor (BURG et al., 2000, BILODEAU, MANTOVANI, 2006).

Em uma cultura em perfusdo continua geralmente sdo empregados
bioreatores. Nesse sistema, as células sdo suplementadas com o meio de cultura
contendo os quimicos a serem testados através de uma bomba com um fluxo
continuo e o meio utilizado é coletado, o qual podera ser usado em ensaios de
funcdo metabdlica e bioensaios (CUI et al., 2007). Os bioreatores utilizados nesse
trabalho, registrados como Tissueflex® (Fig 7b), sdo feitos de polidimetilsiloxano

(PDMS). A Figura 7a, tirada desse trabalho, ilustra o esquema de perfusé&o utilizada.
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FIGURA 7. (a) Fotografia da perfusdo continua utilizada nesse trabalho: (1) bomba
peristaltica, (2) seringas contendo o meio com os quimicos a serem testados, (3)
bioreator com 10 pogos (microbioreatores) contendo células, (4) meio descartado,
(5) incubadora. (b) Bioreator Tissueflex® com 10 microbioreatores.

Sabe-se que na cultura estatica os nutrientes do meio sdo consumidos e os
metabdlitos sdo liberados na mesma solucédo, o que muda, com o passar do tempo,
a composi¢cao do meio em contato com as células. Sendo assim, se este nao for
trocado regularmente, os nutrientes esgotarao e os metabdlitos podem atingir niveis
indesejados. Além do intenso trabalho e possivel risco de contaminagéo, a principal
desvantagem da cultura estatica sdo as variagbes no ambiente onde se encontram
as células, o que pode dificultar a determinacdo das reais condi¢cdes da cultura e
interpretacao dos resultados (CUI et al., 2007).

Na cultura de células em perfusdo essas limitagdes sdo superadas pelo
fornecimento continuo de nutrientes e substituicio do meio dosado com a
quantidade desejada do composto a ser testado. Além disso, o meio utilizado é
descartado continuamente (SEIDEL et al., 2004).

1.5.2 Células utilizadas

HepG2

Neste trabalho foram utilizadas as células HepG2, isoladas por ADEN et al.,
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
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proteinas plasmaticas caracteristicas das células normais de figado humano,
refletindo de forma satisfatéria a biotransformacao de pro-mutagenos (KNOWLES et
al., 1980). Ainda, essas células mantém as atividades das enzimas de fase | e Il, que
estdo envolvidas na metabolizacdo de genotoxicantes ambientais (UHL, HELMA,
KNASMULLER, 2000). Além dos fatores acima mencionados, as células HepG2
foram escolhidas porque séo derivadas de células humanas e, por isso, tém melhor
correlagdo com possiveis efeitos toxicos e genotoxicos para o homem, o que facilita
a extrapolagéo de resultados (KNASMULLER et al., 1998).

Condrdcitos bovinos

Condrécitos séo as células que compdem a cartilagem articular adulta. Estao
embebidos em uma abundante matriz extracelular hidratada composta por
colagenos (predominantemente tipo Il com pequenas quantidades dos tipos VI, IX e
XI), proteoglicanas (PGs) e pequenas quantidades de proteinas de matriz néo
colagenosas (HAUSELMANN et al., 1994).

Partindo do principio que o nosso objetivo foi fazer uma avaliagdo de risco a
exposicao a esses corantes e ndo ha dados na literatura sobre a acdo dos mesmos
em cartilagem, escolhemos os condrécitos para esse fim. Além disso, ainda nao
haviamos estudado a acido desses corantes no metabolismo das células, o que
viabilizou o uso dos condrdcitos, uma vez que o lactato € o principal metabdlito
produzido por eles e 0 ensaio para medir os seus niveis é de facil execucéo.

Neste trabalho foram utilizados condrécitos da articulagao bovina em cultura
primaria.

A Figura 8 mostra células HepG2 (a) e condrécitos da articulagado bovina (b)

dentro de esferas de alginato.

FIGURA 8. Células HepG2 (a) e condrdcitos da articulagado bovina (b) dentro das
esferas de alginato (40x) utilizadas nesse trabalho.
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1.6 Avaliagcao da ecotoxicidade

A ecotoxicidade determina o destino e efeitos de compostos quimicos nos
organismos que habitam corpos d'‘agua, seu ecossistema e nos homens
(PRITCHARD, 1993).

Estudos de toxicidade aguda e crénica em espécies aquaticas nao
documentam somente a susceptibilidade de espécies individuais a uma variedade
de poluentes (MALINS, OSTRANDER, 1991), mas também servem para destacar
um numero de principios fundamentais, como bioacumulagéo dentro de organismos
individuais, biomagnificagdo na cadeia alimentar e a importancia das propriedades
fisicas e quimicas de cada agente na determinagao da extensao dos dois processos
(HAMELINK, SPACIE, 1977).

Ha uma area adicional na qual os organismos aquaticos podem ser utilizados
com grande relevancia: como modelos para definir o mecanismo de agao toxica de
xenobiéticos (PRITCHARD, 1993). Adicionalmente, o uso de uma grande variedade
de espécies e modelos facilita a determinagdo de como varios agentes toxicos, ou

grupos de agentes exercem sua toxicidade (LEDERBERG, 1981).

1.6.1 Ensaio de toxicidade aguda utilizando Daphnia similis

O género Daphnia compreende microcustaceos extensivamente usados em
testes para avaliar toxicidade aguda e crénica de agentes quimicos e efluentes
devido a sua alta sensibilidade a um grande numero de contaminantes aquaticos.
Além disso, sua importancia na cadeia alimentar aquatica, facilidade de cultivo em
laboratério e reproducédo partenogenética contribuem para o grande uso desses
organismos em ensaios de toxicidade (BURATINI, BERTOLETTI, ZAGATTO, 2004).

Alguns procedimentos padrdes utilizando esse género como organismo teste
para ensaios ecotoxicolégicos recomendam espécies temperadas como a Daphnia
magna e Daphnia pulex. Entretanto, a utilizacdo de outras espécies € possivel,
desde que sua sensibilidade seja maior ou igual as espécies indicadas. Assim, o
Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica da CETESB introduziu outra espécie como
um organismo teste, a Daphnia similis. Este organismo é fortemente relacionado
com a Daphnia magna, pertencendo ao mesmo subgrupo do subgénero
Ctenodaphnia (BURATINI, BERTOLETTI, ZAGATTO, 2004).
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Daphnia similis ja € recomendado com um organismo teste em ensaios
ecotoxicoldgicos por normas padronizadas no Brasil (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DE NORMAS TECNICAS [ABNT] 1993). Além disso, Buratini, Bertoletti e Zagatto
(2004) fizeram um estudo comparando esta espécie com a Daphnia magna, o0 que
confirmou a similaridade de comportamento desses dois organismos. Embora nao
seja uma espécie nativa, Dapnhia similis vem sendo muito utilizada em ensaios de
toxicidade no Brasil embasando-se nas normas padronizadas pela ABNT
(BEATRICI, 2001).

O ensaio de toxicidade aguda empregando Daphnia similis, assim como
Daphnia magna, baseia-se na inibicdo da capacidade natatéria dos organismos. O
principio do método € a exposigao de individuos jovens por um periodo de 24 a 48
horas a varias diluicdes de uma amostra, apés o qual é verificado o efeito de perda
de mobilidade (ABNT, 1993).

O teste de toxicidade aguda empregando Daphnia € recomendado para a
avaliacdo da qualidade de aguas naturais onde houve mortandade de peixes e de
efluentes liquidos que serdo langados em corpos d’agua (ARAGAO, ARAUJO,
2006). Além disso, este € um teste mundialmente utilizado e normatizado, o que
permite que os resultados possam ser comparados (Organization for Economic
Cooperation and Development [OECD], 1997].

1.6.2 Ensaio de toxicidade aguda utilizando Microtox®

Microtox® & um teste de toxicidade aguda baseado na inibicdo de
bioluminescéncia da bactéria marinha Vibrio fischeri NRRL B 11177. E uma marca
registrada por Microbics Corporation e hoje € de propriedade da Strategic Diagnostic
Inc. (GHIRARDINI et al., 2009).

Vibrio fischeri € uma enterobactéria, Gram negativa, pertencente a familia
Vibrionaceae, uma grande familia consistindo em muitas espécies, que s&o
caracterizadas pela cooperacao e interagao com tecidos de outros animais. Vibrio
fischeri tem uma distribuicdo global, principalmente em aguas temperadas e sub-
tropicais onde ocupa uma variedade de nichos (JENNINGS, BRANDES, BIRD,
2001).

Bactérias luminescentes produzem luz quando oxidam simultaneamente

riboflavina 5 — fosfato (FMNH,) e um aldeido de cadeia longa (RCHO) na presencga
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de oxigénio. Durante a reagcdo a molécula flavina se torna eletronicamente excitada
e subsequentemente apresenta fluorescéncia com o retorno do elétron ao seu
estado inicial, o que resulta na emissao de luz. A presenga de um composto toxico
no meio altera ou inibe os processos, o que consequentemente reduz a producio de
luz pelas bactérias (HARMEL, 2004).

A necessidade de baixa quantidade de amostra, importancia ecologica,
sensibilidade, reprodutibilidade, padronizagdo e facil execucdo fazem do Microtox®
um teste amplamente aceito no mundo para monitoramento ambiental e atividades
de triagem. Ele pode ser usado para testar amostras liquidas e sélidas na avaliagéo
da toxicidade de um composto puro, no monitoramento de agua superficial ou
efluente, na avaliagdo de solo, sedimento e extratos orgénicos ou salinos
(GHIRARDINI et al., 2009).

Diferentes concentragcdes de amostra sdo colocadas em contato com a
bactéria marinha Vibrio fischeri. Se existe uma relacdo dose-resposta entre as
concentracdes da solucao teste e a luz emitida, entdo a concentragdo que reduz a
emissao de luz em relagao ao controle é reportada. A analise da intensidade de luz é
feita automaticamente por um programa de computador (BENNETT, CUBBAGE,

1992).
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6. CONCLUSOES

e Os corantes originais Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13

sdo genotoxicos para as células HepG2 pelo ensaio do cometa;

e A genotoxicidade dos corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e
Disperse Red 13 é reduzida apdés o tratamento por cloracdo. No caso do
corante Disperse Red 13 a genotoxicidade, embora menos intensa, se

mantém para todas as concentragdes testadas;

e Para todos os corantes, a genotoxicidade é totalmente removida apds o

tratamento por fotoeletrocatalise;

e Tanto os corantes originais quanto os tratados induzem maior atividade

mutagénica com a linhagem YG1041;

e A cloragdo dos corantes estudados reduz a mutagenicidade apresentada

pelos mesmos para a linhagem YG1041;

e Para a linhagem TA98, na qual se observa as menores respostas, a cloragao
aumenta a mutagenicidade apresentada pelos corantes Disperse Orange 1 e
Disperse Red 1 tanto na auséncia quanto na presenca de S9 e reduz a

atividade mutagénica do Disperse Red 13;

e Apos a cloragédo o Disperse Red 13 passa a apresentar atividade mutagénica

para a linhagem TA98 na presencga de S9;

e O sistema de metabolizagdo S9 reduz a mutagenicidade apresentada tanto

pelos corantes originais quanto pelos clorados;

e A fotoeletrocatalise remove a mutagenicidade apresentada pelos corantes

originais para o ensaio Salmonella/microssoma;

e Somente o corante Disperse Orange 1 induz apoptose pelo ensaio com
anexina V e iodeto de propideo. Essa citotoxicidade é removida por ambos os

tratamentos, cloracgao e fotoeletrocatalise;

e Os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 séo tdxicos para Daphnia
similis nas condicdes testadas. Os tratamentos por cloragdo e

fotoeletrocatalise diminuem a toxicidade apresentada, sendo que a cloragao é
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mais eficiente na destoxificacdo do Disperse Red 1 e a fotoeletrocatalise mais

eficiente na remocéao da toxicidade do Disperse Red 13;

e Somente o corante Disperse Red 1 é toxico para Vibrio fischeri nas condigcoes
testadas. Os dois tratamentos diminuem essa toxicidade e a fotoeletrocatalise

se mostra mais eficiente;

e Os corantes Disperse Red 13 e Disperse Orange 1 passam a ser toxicos para

Vibrio fischeri apés cloragao;

e O corante Disperse Red 13 passa a apresentar toxicidade para Vibrio fischeri

também apos a fotoeletrocatalise;

e Os corantes Disperse Orange 1 e Disperse Red 13 diminuem a atividade

mitocondrial dos condrécitos cultivados em monocamadas;

e Dos corantes estudados, somente o Disperse Red 13 diminui a producéo de

lactato pelos condrécitos nas condicdes testadas;

e Todos os corantes estudados reduzem a atividade mitocondrial das células

HepG2 cultivadas em monocamadas;

e Os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 diminuem a atividade
mitocondrial das células HepG2 cultivadas em 3D;

e Pode-se obter respostas diferentes em células cultivadas em monocamadas e
em 3D, como foi o caso do corante Disperse Orange 1 na atividade

mitocondrial das células HepG;

e Dos corantes estudados somente o Disperse Red 13 diminui a atividade de
desidrogenases das células HepG2 e tal efeito € observado tanto no cultivo

em monocamadas quanto em 3D;

e Baseado nos experimentos realizados nesse trabalho, o corante Disperse

Red 13 é o mais toxico para condrdcitos e células HepG2;

e Embora seja um método promissor, atengdo deve ser dada na avaliagéo e

aplicagao da fotoeletrocatalise como um método alternativo a cloragao.
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