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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.



ABSTRACT

ANASTACIO FERRAZ, E. R. Evaluation of the efficiency of the treatment with
photoelectrocatalysis and conventional chlorination in the removal of the azo
dyes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 and Disperse Red 13 from aqueous
samples. 2011. 158f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

The azo dyes are currently considered as a concern regarding the environmental and
public health, since when released in industrial effluents they pollute the
environment. Unfortunately, the conventional method of treatment of textile effluents
is not able to effectively remove both dyes and their toxicity. Within this context, this
study aimed to evaluate the effectiveness of the treatment of aqueous samples by
photoelectrocatalysis compared to conventional chlorination as an alternative method
of degradation of azo dyes, using the dyes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 and
Disperse Red 13 as a model. Additionally, we evaluated the cytotoxicity of the
original dyes using HepG2 cells and chondrocytes cultured in monolayer and in 3D.
To this end, solutions of these original dyes, chlorinated and photoelectrocatalysed
were evaluated using tests of genotoxicity / mutagenicity, cytotoxicity and ecotoxicity.
All the dyes, original and chlorinated, were genotoxic to HepG2 cells in the comet
assay. For the test with Salmonella, chlorination reduced the mutagenicity of the
dyes for the YG1041 strain and increased the effect for the TA98 strain, except
Disperse Red 13, which had the mutagenic effect reduced for both strains after
chlorination. The photoelectrocatalysis removed both genotoxicity and mutagenicity.
Only Disperse Orange 1 induced apoptosis by annexin V assay, but this cytotoxicity
was removed after treatment. The dye Disperse Red 1 and Disperse Red 13 were
toxic to D. similis while only the Disperse Red 1 was toxic to V. fischeri, and the
treatment by chlorination and photoelectrocatalysis decreased the toxicity showed.
The dyes Disperse Orange 1 and Disperse Red 13 began toxic to V. fischeri after
chlorination, and the photoelectrocatalysis of the Disperse Red 13 generated toxic
products for this organism. So, while it is a promising treatment method, attention
should be given in the evaluation and application of photoelectrocatalysis as an
alternative to chlorination. The dyes Disperse Orange 1 and Disperse Red 13
decreased the mitochondrial activity of chondrocytes, and the dye Disperse Red 13
also decreased the production of lactate. All the dyes reduced the mitochondrial
activity of the HepG2 cells cultured in monolayer, while the Disperse Orange 1 did no
show this effect in 3D. Only Disperse Red 13 decreased the activity of
dehydrogenases of HepG2 cells and this effect was observed both in monolayer and
in 3D.

Keywords: Disperse Orange 1, Disperse Red 1, Disperse Red 13,
photoelectrocatalysis, chlorination, azo dyes, MTT, lactate, CCK-8, monolayer, 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

Elisa Raquel Anastéacio Ferraz



Introducgéo 11

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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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo da eficiéncia da

fotoeletrocatalise, otimizada pelo grupo da Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do

Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, em

Araraquara, SP, em comparagcao com a cloracao convencional na degradacao dos

azo corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13.

Para atingir este objetivo, foram propostos os seguintes objetivos especificos:

Avaliar a genotoxicidade dos corantes originais, empregando o ensaio
do cometa;

Tratar os corantes por fotoeletrocatalise e cloragdo convencional;
Determinar a mutagenicidade e genotoxicidade de solu¢cdes dos
corantes tratadas por cloracao e fotoeletetrocatalise utilizando o ensaio
de mutagenicidade com Salmonella typhimurium e teste do cometa,
respectivamente;

Comparar os resultados obtidos com dados ja gerados por nosso grupo
em relagdo a mutagenicidade detectada com o ensaio de
mutagenicidade com Salmonella (FERRAZ, 2010) e com os dados
gerados com o ensaio do cometa;

Avaliar a capacidade dos corantes em induzir apoptose antes e apds
os tratamentos utilizando células HepG2, por citometria de fluxo;
Avaliar a ecotoxicidade dos corantes originais e tratados utilizando os
testes de toxicidade aguda com Daphnia similis e o ensaio Microtox®.
Avaliar a citotoxicidade dos corantes originais em condrdcitos bovinos
cultivados em monocamadas e em 3D utilizando os ensaios de MTT e
do lactato,

Caracterizar as células HepG2 em monocamadas e 3D em cultura
estatica e em perfusao apos 1, 4, 7 e 14 dias em cultura, tendo como
endpoints a viabilidade e morfologia,

Avaliar a citotoxicidade dos corantes originais em células HepG2
cultivadas em monocamadas e 3D em cultura estatica, utilizando os
ensaios MTT e CCK-8,

Avaliar a citotoxicidade do corante Disperse Red 13 em células HepG2
em 3D mantidas em perfusao, utilizando o ensaio MTT.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material
3.1.1 Corantes estudados

Para avaliar a eficiéncia da fotoeletrocatalise em comparacdo com a cloracao
convencional, foram utilizados os corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e
Disperse Red 13 como modelo. As estruturas quimicas desses compostos originais

estdo mostradas na Figura 9.

el BI
— \CHZCHZOH
a
— CHCH3
N02~</:§ N=N \ / N( ©)
— CH,CH,OH

FIGURA 9. Estrutura quimica dos azo corantes selecionados como modelo: (a)
Disperse Orange 1, (b) Disperse Red 1 e (c) Disperse Red 13.

Os corantes foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich e tratados no
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(Unesp), em Araraquara, SP, sob supervisdo da professora Dra. Maria Valnice
Boldrin Zanoni.

e Disperse Orange 1
v Sinonimia: 4-(4—nitrofenilazo)difenilamina
v" Férmula molecular: C1gH4N4O>
v Peso molecular: 318,33
v" Numero CAS: 2581-69-3
e Disperse Red 1
v Sinonimia: N-etil-N(2-hidroxietil)-4-(4-nitrofenilazo)anilina

v" Férmula molecular: C16H1gN4O3
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v" Peso molecular: 314,34
v" Numero CAS: 2872-52-8
e Disperse Red 13
v Sinonimia: 2-[4-(2-cloro-4-nitrofenilazo)-N-etilfenilamino] etanol
v" Férmula molecular: CIC1H1sN4O3
v' Peso molecular: 348,78
v" Numero CAS: 3180-81-2

3.2 Metodologia
3.2.1 Cloracéo convencional dos corantes

O processo de cloragao convencional foi realizado através da passagem de
gas cloro sobre amostras dos corantes, gerado a partir da reagcao de acido cloridrico
com permanganato de potassio, utilizando o equipamento de Kipp. A cloragao foi
realizada até a obtencéo de cloro residual de 1,5 ppm, que é o valor preconizado
pela Legislagcdo Brasileira para aguas tratadas (Brasil, 2005), simulando o
tratamento empregado pelas Estagdes de Tratamento de Aguas. O método utilizado

ja estava padronizado no laboratério da Dra. Valnice Boldrin Zanoni.

3.2.2 Fotoeletrocatalise dos corantes

Para os experimentos de fotoeletrocatalise o fotoanodo foi preparado segundo
procedimento citado na literatura (ZANONI, SENE, ANDERSON, 2003). Placas de
titdnio foram recobertas com camadas de dioxido de titanio a partir de suspensao
aquosa dialisada do 6xido. As suspensdes foram preparadas pelo processo sol-gel
utilizando tetraisopropodxido de titanio. Apdés secagem ao ar, o eletrodo foi aquecido
em atmosfera oxidante durante 5 horas. Os experimentos foram realizados em um
reator contendo sistema de trés eletrodos (catodo, anodo e referéncia) composto por
placas de titdnio (5 x 10 cm) com 0,5 mm de espessura recobertas com
nanocamadas de TiO, (forma anatase) -Ti/TiO, ou dopado, como eletrodo de
trabalho, uma rede de platina foi utilizada como contra eletrodo e um eletrodo de
Ag/AgClsat de jung&o dupla foi utilizado como eletrodo de referéncia. Fotoeletrolises
a potencial controlado foram conduzidas em um potenciostato e o fotoanodo foi
iluminado com luz ultravioleta. Os corantes foram colocados numa solugdo de

Na,SO4 no reator fotoquimico.
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3.2.3 Ensaio do cometa

Para o ensaio do cometa as concentragdes foram escolhidas baseando no
teste de micronucleos em HepG2 realizado em nosso laboratério (dados né&o
mostrados). N&o foram utilizadas as mesmas concentragbes do ensaio com
Salmonella porque estas foram tdxicas para as células HepG2. Assim, foram
utilizadas as concentragbes: 0,05 pg/mL, 0,1 pg/mL 0,2 pg/mL, 0,4 ug/mL, 1,0
pg/mL, 2,0 pyg/mL e 4,0 uyg/mL para cada corante original. As concentragdes
escolhidas para os corantes tratados basearam na resposta das células aos
corantes originais. Sendo assim, para os corantes tratados foram escolhidas as

concentragodes: 0,2 ug/mL, 0,4 ug/mL, 1,0 uyg/mL, 2,0 ug/mL e 4,0 pyg/mL.

Preparo das laminas e solugdes

e Agarose normal 1,5% (preparo das laminas)
1,5 g de agarose normal foram misturados a 100 mL de PBS diluido (10 x).
Essa solucao foi levada ao forno de microondas por mais ou menos 1 minuto,
até ficar translicida e em seguida colocada no banho-maria a 60°C para
estabilizar a temperatura. Entéo, as laminas foram mergulhadas na solugao
de agarose e secas ao ar livre.

e Agarose LMP 0,5% (baixo ponto de fus&o)
500 mg de agarose LMP foram dissolvidos em 100 mL de PBS diluido (10 x)
usando aquecimento em forno de microondas. Foram aliquotados 10 mL
dessa solugdo em tubos cénicos (tubo falcon) e armazenadas na geladeira.
No momento do uso, a solugdo de agarose foi derretida em microondas e
colocada em banho-maria a 37°C até estabilizar a temperatura.

e Solucéao de lise (estoque)
146,1 g de NaCl 2,5 M, 37,2 g de EDTA 100 mM e 1,2 g de Tris 10 mM foram
dissolvidos em 1000 mL de agua destilada. Usando agitador magnético e
NaOH o pH foi ajustado para 10. Essa solugédo foi conservada na geladeira
por 1 més.

e Solugédo de lise (uso)
Essa solucao foi preparada no momento do ensaio. 4 mL de Triton X-100 e
40 mL de DMSO foram dissolvidos em 356 mL de solucido de lise estoque.

Foram preparados 400 mL desta solucao diretamente no coppling.

Elisa Raquel Anastéacio Ferraz



Material e Métodos 38

e Solugdo de EDTA 200 mmol/L (solugéo A)
14,89 g de EDTA foram misturados em 200 mL de agua destilada e o pH
ajustado para 10 utilizando NaOH 10N. Essa solugao foi conservada em
geladeira por 2 semanas.

e Solugédo de NaOH 10 mol/L (solugao B)
Em banho de gelo, foram colocados 200 g de NaOH em 500 mL de agua
destilada. Essa solugao foi preparada na capela de exaustao e conservada na
geladeira ao abrigo da luz por 2 semanas.

e Solucéao de eletroforese (pH > 13)
Essa solugao foi preparada no momento do uso. 10 mL da solugéo A (EDTA)
e 60 mL da solugdo B (NaOH) foram dissolvidos em 1930 mL de agua
destilada gelada.

e Solugédo tampao de neutralizagao (pH 7,5)
48,5 g de Tris foram dissolvidos em 1000 mL de agua destilada. O pH foi
ajustado para 7,5 utilizando HCI. Essa solugao foi conservada na geladeira
por 2 semanas.

e Solucgao de coloragao - brometo de etideo (20 ug/mL)
1 mL da solugéo de brometo de etideo 0,2 mg/mL foram diluidos em 9 mL de
agua destilada. Essa solugdo foi conservada a temperatura ambiente ao

abrigo da luz.

3.2.3.1 Cultivo das células HepG2
e Preparo do Meio de Cultura
9,61g de Minimum Essential Medium (MEM- Gibco) foram dissolvidos em 500
mL de agua destilada. 2,2 g de bicarbonato de sddio (NaHCO3), foram
acrescentados a 10 mL da solug&o de antibiotico-antimicotico (Gibco) e 10 mL
de piruvato de sddio (Gibco) sendo completado o volume para 1 L com agua
destilada. O meio foi mantido sob agitagdo por 10 minutos para a completa
dissolucdo e o pH corrigido para 7,2 com hidréxido de sodio ou acido
cloridrico a usualmente 0,1 M. A esterilizagao foi realizada por filtracdo em
membrana 0,22 ym. O meio foi entdo armazenado em frasco esterilizado na

geladeira.
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¢ Meio de cultivo: solugao de uso
Como os meios de cultivo ndo contém substancias mitogénicas, € necessaria
a adicdao de estimulantes de divisdo, tais como o fator de crescimento
presente no soro bovino fetal (SBF). Por esse motivo, antes de se iniciar o
uso na cultura de células HepG2, foi adicionado SBF ao meio de cultivo numa
proporgao de 10%. Foi acrescentada também a mistura de antibiético (0,1%),
e 1% de piruvato de sddio.

e PBS
Em baldo volumétrico, foram dissolvidos 0,2 g de cloreto de potassio (KCl),
0,2 g de fosfato monobasico de potassio (KH2PO,), 8,0 g de cloreto de sddio
(NaCl) e 1,15 g de fosfato dibasico de sodio anidro (Na,HPO4) em agua
destilada q.s.p. 1000 mL, sendo agitados até a completa solubilizagdo. O pH
foi corrigido para 7,4 com hidroxido de sédio ou acido cloridrico a usualmente
0,1 M. E a esterilizacao foi realizada por autoclave a 120 °C por 30 minutos.

e Tripsina 0,1%
Foram misturados, na capela de fluxo, 10 mL de tripsina e 90 mL de PBS

estéril, em frasco estéril. Essa solugao foi armazenada no congelador.

3.2.3.2 Cultivo e manutencéo da cultura das células HepG2
3.2.3.2.1 Descongelamento de células HepG2

Primeiramente, as células foram removidas do nitrogénio liquido e
descongeladas. Entdo, as mesmas foram transferidas para um tubo cénico estéril,
no qual foram adicionados 9,0 mL de meio de cultivo (meio completo). Em seguida,
as células foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 minutos a 212 g (1500 rpm),
o sobrenadante foi desprezado e o pellet de células ressuspendido com 1 mL de
meio de cultivo. As células foram transferidas para o frasco de cultura de 75 cm?
contendo 14 mL de meio de cultivo e encaminhadas para a estufa a 37°C com 5%
de CO..

3.2.3.2.2 Repique e Manutencédo das células HepG2
O meio de cultivo foi descartado e as células lavadas uma vez com 10 mL de
PBS (quando eram usados frascos de cultura de 150 cm? colocavam-se 15 mL de

PBS e em frascos de 25 cm?, colocavam-se 5,0 mL de PBS). Foram adicionados 5,0
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mL de tripsina nos frascos de 75 cm? (em frascos de cultura de 25 cm? eram
colocados 3,0 mL de tripsina, e em frascos de cultura de 150 cm2, colocavam-se 10
mL de tripsina). A tripsina ficou em contato com as células na estufa a 37°C por 3
minutos e entao esta foi inativada com 5,0 mL de meio de cultivo completo em cada
frasco de 75 cm? (para frascos de cultura de 25 cm? colocavam-se 3,0 mL de meio
completo e em frascos de cultura de 150 cm? colocavam-se 10 mL de meio
completo). Em seguida, toda essa solugao foi transferida para um tubo cdnico estéril
e centrifugada a 212 g (1500 rpm) por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet ressuspendido com 1,0 mL de meio completo. Em seguida, 0,5 mL da
suspensdo de células foram colocados em dois frascos de cultura de 75 cm?
contendo 14,0 mL de meio completo em cada um. Os frascos foram colocados na
estufa a 37°C com 5 % de CO..

3.2.3.2.3 Congelamento das células HepG2

O procedimento utilizado foi o mesmo do repique. Entretanto, o pellet foi
ressuspendido com 3 mL de solugdo DMSO + soro bovino fetal (10 mL de DMSO +
90 mL de SBF). O conteudo do tubo foi dividido para 3 tubos criogénicos (1 mL em
cada) e deixados 15 minutos no gelo. Os tubos criogénicos foram deixados overnight

a -80°C ou no freezer -70°C e entdo congelados em nitrogénio.

3.2.3.2.4 Contagem das células para ensaios

As células foram tripsinizadas e o pellet ressuspendido com meio de cultivo.
Apés homogeneizagéo, a camara de Newbauer foi preenchida e foi feita a contagem
de células, com o objetivo de estimar a quantidade de suspensao celular apropriada

para ser distribuida em cada frasco de cultura.

3.2.3.3 Procedimento de ensaio

O teste do cometa foi realizado para os corantes originais e seus produtos de
degradagdo. Os mesmos foram avaliados nas concentragdes citadas, seguindo o
protocolo estabelecido por Tice et al., (2000) com modificagdes.

2,0 x 10° células HepG2 foram colocadas em cada pogo da placa para cultura

24 pogos TPP® e incubadas 24 horas a 37°C e 5% CO,. Em seguida as células
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foram tratadas com as solugdes teste por 4 horas. PBS foi utilizado como controle
negativo e benzo(a)pireno 12,5 ug/mL como controle positivo.

Apoés o periodo de incubagao, as células foram tripsinizadas (0,1%, 4 min),
suspensas e homogeneizadas em 1 mL de meio de cultura MEM . Entdo foram
centrifugadas por 5 minutos a 212 g. O sobrenadante foi descartado e a suspenséao
de células colocada em contato com agarose de baixo ponto de fusdo (10 uL da
suspensao para 100 yL de agarose).

Na sequéncia, esta suspensao foi transferida para laminas recobertas com
agarose de alto ponto de fusdo. As laminas foram recobertas por laminulas e
colocadas na geladeira por 10 minutos. Entdo, as laminulas foram removidas e as
ldaminas colocadas na solucgéo de lise por 24 horas.

ApOs esse tempo, as laminas foram colocadas na solugao de eletroforese por
20 minutos e dai realizou-se a eletroforese (300mA, 25V, 20 minutos).

Em seguida, as laminas foram colocadas na solugdo de neutralizagao por 20
minutos e em etanol absoluto por 5 minutos.

ApOs a secagem, as mesmas foram coradas com brometo de etidio (10
Mg/mL) e examinadas em microscopio de fluorescéncia. O comprimento da cauda de
migracdo do DNA foi medido em 50 células por lamina. Sendo que para cada
tratamento foram contadas 2 laminas (100 células). Os ensaios foram repetidos 3
vezes para maior confiabilidade dos dados gerados.

A analise dos resultados foi feita utilizando visual score. Para isso, as células
foram classificadas de acordo com o dano genético em grau 0, 1, 2, 3 e 4, conforme
a Figura 10 (TICE et al., 2000). Além disso, foi determinado o indice de dano (ID) de
acordo com Collins, Ai-Guo e Duthie (1995).

ID =n1+2n2 + 3n3 + 4n4,

Onde n1 representa o numero de células com numero 1 de dano; n2 o
numero de células com numero 2 de dano; n3 o numero de células com numero 3 de
dano e n4 o numero de células com numero 4 de dano.

A Figura 10 mostra nucleos de células HepG2 com diferentes niveis de dano
no DNA. Quanto maior a porcentagem de DNA na cauda, maior o dano genético
(TICE et al, 2000).
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FIGURA 10. Fotomicroscopia de fluorescéncia tirada desse trabalho mostrando as
células HepG2 com diferentes graus de danos no DNA: grau 0, grau 1, grau 2 grau 3
e grau 4 (aumento: 40x, coloragdo: brometo de etidio).

Uma vez que danos no DNA estdo associados com morte celular,
paralelamente ao ensaio do cometa foram feitos ensaios de citotoxicidade usando o
método de exclusdo por Trypan blue a fim de assegurar a viabilidade das células
(TICE et al., 2000). Este € o método mais comum para avaliar a viabilidade das
células e se baseia no fato de que as células mortas, devido ao aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica, permitem a entrada do Trypan se corando
de azul e as viaveis permanecem sem coloragcdo (TENNANT, 1964).

Foram utilizadas para os testes células que apresentavam pelo menos 80%

de viabilidade.

3.2.3.3.1 Método de exclusao por Trypan Blue
Foi feita uma diluicdo 1:1 da suspensao de células tratadas e uma solugao de
Trypan Blue a 0,25% em PBS. Tal solugao foi homogeneizada e foi retirada uma

aliquota para preencher a camara de Newbauer a fim de se fazer a contagem das
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células viaveis e nao viaveis. Foram avaliadas 100 células de cada concentragdo em

microscopico optico e a porcentagem de células viaveis foi determinada.

3.2.4 Ensaio de mutagenicidade com Salmonella

Para o ensaio de mutagenicidade com Samonella, as concentragdes dos
corantes tratados foram escolhidas baseando-se nos experimentos realizados com
os corantes originais. Os corantes tratados foram avaliados pelas linhagens TA98 e
YG1041, visto que estas foram as linhagens que apresentaram resposta positiva
para os trés corantes originais. Além disso, para efeito de comparagdo foram
testadas as mesmas concentragdes utilizadas para os corantes originais, variando
entre 0,05 pg/placa a 1000 pg/placa para o corante Disperse Orange 1, 0,01
Mg/placa a 100 ug/placa para o corante Disperse Red 1 e 0,1 ug/placa a 400
Mg/placa para o corante Disperse Red 13. Os testes foram feitos em triplicata,

usando dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente.

3.2.4.1 Meios de cultura e solucdes

e Meio de Vogel Bonner (50 x):
Composto por 10 g de sulfato de magnésio (MgS04.7H,0), 91,43 g de acido
citrico (CsHsO7), 500 g de fosfato de potassio dibasico (K;HPO.), 175 g de
fosfato de sédio e aménio (NaNH4sHPO4.4H,0) e 1L de agua destilada morna.
Apos esterilizacdo em autoclave o meio foi estabilizado a 55°C em banho-
maria e estocado em refrigerador.

e Solugao de glicose 10%:
20 g de glicose foram dissolvidos em 200 mL de agua destilada. Apds
esterilizacdo o meio foi estabilizado a 55°C em banho-maria.

e Solugdo de Agar:
15 g de agar foram dissolvidos em 780 mL de agua destilada. Apos
esterilizacdo o meio foi estabilizado a 55°C em banho-maria.

¢ Solucdo de biotina e histidina 0,5 mM:
0,012 g de D-biotina (MM = 244,3 mol/L) e 0,0078 g de L-histidina (MM = 155
mol/L) foram dissolvidos a quente em 100 mL de agua destilada. Apds

esterilizagdo em autoclave, a solugao foi estocada em refrigerador.
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Agar minimo:

Este meio de cultura é composto por 200 mL de solugéo de glicose 10%, 780
mL de solugéo de agar, 20 mL de meio Vogel Bonner (50x) e 12 mL de
solugcao de biotina e histidina 0,5 mM. Volumes de 20 mL foram distribuidos
em placas de Petri previamente esterilizadas.

Agar minimo enriquecido

As provas genéticas foram realizadas a fim de confirmar as caracteristicas
genéticas das linhagens. Para tanto, foram usados o agar minimo
suplementado com biotina e o agar minimo suplementado com biotina e
excesso de histidina, preparados como se segue:

Agar minimo + biotina:

6 mL da solugdo de biotina 0,5 mM foram acrescentados em 1L de agar
minimo em substituicdo a solugao de biotina e histidina 0,5 mM.

Agar minimo + biotina + excesso de histidina:

6 mL da solugao de biotina 0,5 mM e 10 mL de solugado de histidina 26 mM
foram acrescentados em 1L de agar minimo em substituicdo a solugédo de
biotina e histidina 0,5 mM.

Solugao de biotina 0,5 mM:

0,012 g de D-biotina (MM = 244,3 mol/L) foram dissolvidos a quente em 100
mL de agua destilada. Apds esterilizagdo em autoclave, a solugdo foi
estocada em refrigerador.

Solucgao de histidina 26 mM:

0,403 g de L-histidina (MM = 155 mol/L) foram dissolvidos em 100 mL de
agua destilada. Em seguida esta solugdo foi autoclavada e estocada em
refrigerador.

Caldo nutriente:

25 g do caldo nutriente foram dissolvidos a frio em 1L de agua destilada.
Volumes de 20 mL foram distribuidos em frascos com tampa de rosca e
submetidos a esterilizagao em autoclave.

Agar de superficie:

6 g de Bacto Agar e 5 g de cloreto de sédio (NaCl) foram dissolvidos em 1L
de agua destilada. Volumes de 250 mL foram distribuidos em frascos com

tampa de rosca e submetidos a esterilizagdo em autoclave.
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e Agar nutriente:
25 g de caldo nutriente e 15 g de agar foram dissolvidos em 1L de agua
destilada. Este meio foi autoclavado, estabilizado em banho maria a 55°C e
em seguida volumes de 20 mL foram distribuidos em placas de Petri
previamente esterilizadas.

e Solucao de ampicilina 8 mg/mL.:
0,08 g de ampicilina foram dissolvidos em 10 mL de agua morna. A
esterilizagcdo desta solugdo foi feita por membrana filtrante de 0,45 pm
(MILLIPORE) e em seguida a mesma foi armazenada em refrigerador em
frasco escuro.

e Solucéo de cristal violeta 0,1%:
0,1 g de cristal violeta foi dissolvido em 100 mL de &gua destilada
previamente esterilizada. Esta solugdo foi armazenada a temperatura
ambiente.

e Mistura S9 — 4% v/v:
Cada 100 mL de mistura S9 é composto por 39,5 mL de agua destilada
estéril, 50 mL de tampéo fosfato 0,2 M, 4 mL de NADP, 0,5 mL de glicose-6-
fosfato 1,0 M, 2 mL da solugao de sais (KCI 1,65 M e MgCl, 0,4 M) e 4 mL de
fracdo S9, preparadas conforme descrito abaixo. Essa solugdo sempre foi
preparada assepticamente, em banho de gelo, seguindo a ordem dada na
adicao dos reagentes. Apos 3 horas a solugéo excedente foi descartada.

Tampéo fosfato 0,2 M pH=7,4:

Solucédo A
2,84 g de fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,4) foram dissolvidos em 100 mL
de agua destilada.
Solucdo B
2,76 g de fosfato de sédio monobasico monohidratado (NaH,PO4.H,0) foram
dissolvidos em 100 mL de agua destilada.
Volumes de 88 mL da solugdo A e 12 mL da solugdo B foram misturados e o
pH foi ajustado para 7,4 com a solugéo A ou B. Apds esterilizagdo o tampao

foi estocado em frasco escuro na temperatura ambiente.
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Solugdo de NADP 0,1 M:
0,7654 g de NADP (B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) foram
dissolvidos em 10 mL de agua destilada estéril. Esta solug&o foi esterilizada
por membrana filtrante de 0,22 ym (MILLIPORE) e armazenada a -20°C.

Solugéo de glicose-6-fosfato 1 M:
2,821 g de glicose-6-fosfato foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada
estéril. Esta solugdo foi esterilizada por membrana filtrante de 0,22 pm
(MILLIPORE) e armazenada a -20°C.

Solugédo de sais (cloreto de magnésio (MgCl,) 0,4 M; cloreto de potassio

(KCI) 1,65 M):
8,13 g de cloreto de magnésio (MgCl,) e 12,3 g de cloreto de potassio (KClI)
foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada. Apds esterilizagdo em
autoclave esta solugao foi mantida em refrigerador.

Fracéo S9:
Este reagente é adquirido liofilizado, armazenado a -20°C e ressuspendido
com 2,1 mL de agua destilada estérii no momento do uso. A fragdo S9 é
preparada a partir de microssomas de células de figado de rato, tratado com
o indutor enzimatico Aroclor 1254 e separado por centrifugagcédo a 9000g.
Agua de diluicéo
Solucéo A (g/L):

34 g de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) foram dissolvidos em 1L

de agua destilada.
Solucédo B (g/L):

81,1 g de cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0) foram dissolvidos em 1L de agua

destilada.

Solucao Final (v/v):

1,25 mL da solugéo A foram acrescentados a 5,0 mL da solugdo B e o volume
completado para 1L com agua destilada. 90 mL desta solugao foram distribuidos
em frascos de vidro com tampa de rosca e esterilizados em autoclave.

Para os controles positivos usados no teste (4-nitroquinolina-1-6xido, 4-nitro-o-
fenilene-diamina, 2-nitrofluoreno, 2-aminoantraceno) foram preparadas
solugdes-mae de 1 mg/mL em DMSO e as mesmas foram diluidas para as

concentragcbes adequadas.
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3.2.4.2 Preparo das culturas de uso rotineiro

As linhagens de Salmonella typhimurium foram  armazenadas
permanentemente em freezer a -70°C, em ampolas com 0,9 mL de cultura e 0,1 mL
de DMSO como agente crioprotetor. As culturas de uso rotineiro também foram
mantidas em freezer a -70 C° em ampolas com 180 L de cultura e 20 yL de DMSO.

As culturas de uso rotineiro foram preparadas a cada 6 meses e as
caracteristicas genéticas das linhagens foram previamente avaliadas como descrito:
100 pL de cultura permanente foram inoculados em 20 mL de caldo nutriente com 25
pMg/mL de antibidtico (ampicilina para a linhagem TA98 e ampicilina e canamicina
para a YG1041) e, apos 16 horas de incubagao a 37°C e sob agitagao de 150 a 170
rpm, a cultura foi estriada em placas de agar nutriente para isolamento das coldnias.
Apds incubagao por 24 horas a 37°C, foram escolhidas ao acaso 5 col6nias isoladas
de cada linhagem, e estas, inoculadas em 5 mL de caldo nutriente, uma a uma.
Apods incubagdao por 16 horas a 37°C e agitacdo de 150 a 170 rpm, foram
aliquotados 180 uL da cultura e 20 yL de DMSO em ampolas para o uso rotineiro e
0,9 mL da cultura e 0,1 mL de DMSO para cultura permanente. As mesmas foram
estocadas em freezer a -70°C. Cada cultura crescida nos 5 mL de caldo nutriente foi
também inoculada, utilizando zaragatoas esterilizados, em placas de agar minimo
com biotina, agar minimo com biotina e histidina, e agar nutriente para avaliagdo das
caracteristicas genéticas. As caracteristicas genéticas avaliadas estdo descritas a

sequir.

3.2.4.3 Avaliacdo das caracteristicas genéticas das linhagens

Conforme mostrado na Tabela 1, as linhagens de Salmonella typhimurium
utilizadas neste estudo possuem caracteristicas genéticas especificas. Para que os
resultados dos testes sejam confiaveis, € necessario que estas caracteristicas sejam
confirmadas. Para tanto, foram realizados os testes descritos abaixo, conforme
recomendado por Mortelmans e Zeiger (2000).

1) Dependéncia de histidina

A cultura crescida em caldo nutriente foi inoculada em placa de agar minimo
com biotina e, a seguir, em placa de agar minimo com biotina e excesso de histidina.

A dependéncia de histidina é confirmada pelo crescimento das linhagens em placa
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de agar minimo com biotina e excesso de histidina e auséncia de crescimento na
placa com agar minimo com biotina.

2) Mutacgao rfa

Discos de papel de filtro de 5 mm de didametro embebidos em 10 pL de
solugdo cristal violeta 1% foram colocados no centro da placa de agar nutriente
inoculada. Apds incubagdo por 24 horas a 37°C, as linhagens contendo esta
mutacg&o apresentavam um halo de inibigdo de no minimo 14 mm ao redor do disco.

3) Plasmideo pKM101

Com auxilio de uma alga de inoculacdo foram aplicadas cinco linhas de
solugcao de ampicilina 8 mg/mL (uma linha para cada col6nia a ser testada) em placa
de agar nutriente. A seguir as culturas crescidas nos 5 mL de caldo nutriente foram
inoculadas sobre as linhas do antibiético. Apds incubagao de 24 horas a 37°C, as
linhagens contendo esta mutagdo apresentavam crescimento sobre a linha de
antibidtico.

4) Plasmideo pYG233

O procedimento € o mesmo descrito para o plasmideo pKM101, porém com
utilizagcao de 8 mg/mL de sulfato de canamicina como antibiético.

5) Delegao uvrB

Foram feitas cinco estrias (uma de cada colbnia) numa placa de agar
nutriente. A seguir metade da placa foi coberta com gaze e irradiada com lampada
germicida (ultravioleta 245 nm) de 15 watts a uma distdncia de 33 cm por 15
segundos. Apos incubagao por 24 horas a 37°C as linhagens que apresentavam
esta mutagéo cresciam apenas no lado nao irradiado (coberto) da placa.

e Taxa de reversao espontanea

A taxa de reversdo espontanea foi avaliada inoculando-se 100 puL de cada
cultura em 2,0 mL de agar de superficie mantido em banho seco a 47°C, e vertendo-
se a mistura, apés homogeneizagéo, sobre uma placa de agar minimo. Cada cultura
foi inoculada em triplicata.

A taxa de reversao espontanea foi avaliada apés 66 horas de incubacao a

37°C e deveria estar dentro da faixa esperada para cada linhagem (Tabela 2).
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Tabela 2. Taxa de reversao espontanea em revertentes por placa esperada para as
linhagens de Salmonella typhimurium usadas neste trabalho.

Linhagens Taxa de reversdo esperada Referéncias
TA98 25-75 (Umbuzeiro, Vargas, 2003)
YG1041 60— 120 RECH (2007)"

Importante salientar que a taxa de reversao espontanea pode variar de
laboratério para laboratério (MORTELMANS, ZEIGER, 2000).

Das 5 colbnias analisadas de cada linhagem foram escolhidas 2 com
caracteristicas genéticas adequadas, e delas, foram preparadas culturas
permanentes. As culturas de uso rotineiro correspondentes foram usadas como

in6cuo durante os ensaios pelo periodo de 6 meses.

3.2.4.4 Procedimento de ensaio
Para o teste de mutagenicidade com Salmonella foram utilizadas as linhagens
TA98 e YG1041 cedidas pela Dra. Gisela de Aragao Umbuzeiro. Foi utilizado o

protocolo da pré-incubagao desenvolvido por Maron e Ames (1983).

3.2.4.4.1 Protocolo de pré-incubacéao

100 uL das culturas provenientes de ampolas de uso rotineiro foram
inoculadas em 20 mL de caldo nutriente e crescidas por 16 horas a 37°C sob
agitacdo de 150 a 170 rpm. ApoOs crescimento as culturas foram mantidas sob
refrigeragao até o momento do teste.

Em tubos previamente esterilizados foram colocados 100 uL de cultura da
linhagem (10° células/mL), 100 pL da solucdo dos corantes em diferentes
concentragdes e 500 pyL de tampéao fosfato 0,2 M para o ensaio na auséncia de
ativacao metabdlica ou o0 mesmo volume da mistura S9 para o ensaio na presenca
de ativacao metabdlica.

Os tubos foram homogeneizados e incubados a 37°C por 30 minutos. Apds
esse tempo foram adicionados 2,0 mL de agar de superficie, a mistura foi entédo
homogeneizada e vertida em placa de Petri com 20 mL de agar minimo. As placas
foram incubadas invertidas, por 66 horas em temperatura de 37°C (£0,5). O teste foi

feito em triplicata.
1 Informacéao fornecida por Rech (2007)
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DMSO foi empregado como controle negativo e o controle positivo no teste
sem S9 foi 4-nitroquinolina-1-6xido (0,5 pg/placa para TA98), 4-nitro-o-fenileno-
diamina (10,0 pg/placa para a linhagem YG1041). Ja para o teste na presenga de S9
o controle positivo foi 2-aminoantraceno (2,5 ug/placa para TA98 e 0625 ug/placa
para a linhagem YG1041).

O numero de revertentes por placa foi entdo avaliado utilizando-se um
contador de coldnias Phoenix CP600 Plus. Os testes foram feitos acompanhados da

avaliacdo da viabilidade e da taxa de reversado espontanea das linhagens.

3.2.4.4.1.1 Avaliagao da viabilidade

Foram transferidos 100 pL da cultura crescida em caldo para um frasco
contendo 90 mL de agua de diluicdo (diluicdo -3). Esta mistura foi homogeneizada
30 vezes em angulo de 45°. A seguir 100 uL desta solugao foram adicionados em
outro frasco com 90 mL de agua de diluicdo (diluicdo -6) e 0 mesmo procedimento
foi tomado. 100 pL desse ultimo frasco foram adicionados em uma placa de agar
nutriente e espalhados através de uma Alga Drigalski fazendo movimentos circulares
(diluicdo -7). Este ensaio foi feito em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C

por 24 horas e a viabilidade deveria estar na faixa de 1,0 — 2,0 x 10° células/mL.

3.2.4.5 Esterilizacéo

Todos os meios de cultura, solugdes, vidrarias e placas de Petri utilizados
neste trabalho foram esterilizados em autoclave a 121°C (1 atm) por 20 minutos a
nao ser quando especificado. As pipetas utilizadas neste trabalho eram descartaveis

e esterilizadas por radiagao y-cobalto.

3.2.4.6 Lavagem de vidraria

Todos os materiais utilizados foram descontaminados em autoclave a 121°C
por 40 minutos e mantidos em solu¢cado de Extran neutro 5% por 8 horas. Apds esse
periodo o material foi enxaguado de 8 a 10 vezes com agua corrente e

posteriormente lavado uma vez com agua destilada.
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3.2.5 Ensaio de citotoxicidade com anexina V

O ensaio com anexina V se baseia no fato de que, nos estagios iniciais da
apoptose a fosfatidilserina, um fosfolipideo carregado negativamente, é translocada
da parte interna da membrana plasmatica para a superficie externa da célula.
Anexina V, uma proteina Ca** dependente, tem alta afinidade por este fosfolipidio, o
que a torna um marcador sensivel de morte celular por apoptose. Entretanto, essa
exposicao da fosfatidilserina também ocorre na necrose, o que diferencia as duas
vias de morte € que na apoptose a célula permanece com a membrana intacta.
Sendo assim, € necessario executar o ensaio em conjunto com um teste de
exclusao de corante (como ensaio de exclusdo do Trypan blue) a fim de determinar
a integridade da membrana. As células apoptodticas excluem todos os corantes que
estdo em uso nos ensaios de viabilidade, como o iodeto de propideo (Pl), o que n&o
ocorre com as células necréticas, nas quais esse corante se liga as bases
nitrogenadas do DNA (VERMES et al., 1995).

Para o ensaio de citotoxicidade com anexina V as concentragdes foram
escolhidas baseando no ensaio de mutagenicidade com Salmonella para os
corantes originais com a linhagem YG1041 na auséncia de S9, condicdo em que se
observou a maior resposta mutagénica. Assim, foram testadas as concentragdes:
2,5 yg/mL, 5,0 pg/mL, e 10,0 pyg/mL para os corantes originais e tratados dissolvidos
em PBS. Esta parte do trabalho foi desenvolvida em parceria com o professor Dr.
Carlos Curti, do laboratério de Bioquimica da FCFRP/USP.

Para essa metodologia foram utilizados kits da BD Pharmingen™, San Diego,
compostos por um tampéo, preparado a 10% e solugdes concentradas de anexina e
iodeto de propideo. A anexina utilizada nos ensaios foi preparada a 1% e o iodeto de
propideo a 10%, ambos diluidos no tampao do kit.

Em cada poco da placa foram colocadas 1 x 10° células HepG2 e meio MEM
completo resultando num volume final de 3 mL. As placas foram incubadas a 37°C e
5% CO, por 24 horas.

Apods a incubacgao, o meio completo dos pocos foi retirado e foram colocados
3 mL das amostras dos corantes nas concentragdes citadas em duplicata. Incubou-
se novamente a 37°C e 5% CO; por 4, 24, 48 e 72 horas. O meio DMEN completo
foi utilizado como controle negativo e tertbutil hidroperéxido (tBOOH) 100 yuM como

controle positivo.
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O meio dos pogos de cada duplicata foi transferido para tubos coOnicos
marcados. 1 mL de PBS foi adicionado em cada po¢o, homogeneizado e transferido
para os respectivos tubos. 1 mL de tripsina 0,1% foi adicionado em cada pocgo e
entdo as placas foram incubadas por 3 minutos a 37°C. A tripsina foi
homogeneizada nos pogos utilizando pipeta Pasteur e em seguida transferida para
seu respectivo tubo. Essa solugdo de tripsina continha as células que se soltaram
dos pocgos. Por ultimo os pocos foram lavados com meio completo e este transferido
para os respectivos tubos.

Os tubos cénicos foram centrifugados a 1000gs e 10°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os tubos colocados em banho de gelo. 1 mL de PBS
gelado foi adicionado em cada tubo, homogeneizado e centrifugado novamente a
1000gs e 10°C por 10 minutos. O PSB de cada tubo foi descartado e os tubos foram
mantidos em banho de gelo. O conteudo de cada tubo foi transferido para tubos
proprios para analise em citdmetro de fluxo e entdo foram adicionados 100 pL de
uma solugdo tampé&o contendo anexina V em cada tubo. Os tubos foram incubados
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 15 minutos. A anexina V foi utilizada
para detectar a externalizacdo da fosfatidilserina na superficie da membrana
plasmatica durante o processo de apoptose.

Por ultimo foram adicionados 100 uL de uma solugdo tampao contendo iodeto
de propideo (Pl) em cada tubo e estes foram colocados no citdmetro de fluxo para
analise. O iodeto de propideo, em principio, ndo penetra a membrana citoplasmatica
de uma célula viva, o que reflete a integridade da membrana. Entretanto, uma vez
que a ceélula entrou em processo de necrose, este fluorocromo se liga a bases
nitrogenadas do DNA, corando intensamente o nucleo da célula. Assim, a anexina
foi usada para detectar morte celular por apoptose e o Pl para detectar morte por

necrose.

3.2.6 Ensaio de ecotoxicidade utilizando Daphnia similis
Esses experimentos foram realizados na CETESB (Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo) em Ribeirdo Preto com a colaboragdo do senhor Eduardo

Angelino Savazzi e Maristela Rodini Luiz Ferraz.
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3.2.6.1 Solugdes
o Agua de cultivo e de diluigao
Solucéo A (g/L):
1,5 g de sulfato de calcio (CaS04.2H,0) foram dissolvidos em 1L de agua

processada (agua com condutividade menor que 10 uyS/cm, apés tratamento
por destilagdo, desionizag&o ou ultrapurificagéo).

Solucéo B (g/L):

0,2 g de cloreto de potassio (KCl), 4,8 g de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e
6,1 g de sulfato de magnésio (MgSQO4.7H,0) foram dissolvidos em 1L de agua

processada.

Para o preparo da agua de cultivo e diluigdo foram adicionados 20 mL da
solucdo A e 10 mL da solugédo B em 970 mL de agua processada. Essa
solugéo deveria apresentar pH entre 7,0 e 7,6 e dureza total entre 40 mg de
CaCOs/L e 48 mg CaCOs/L. Caso a dureza fosse inferior a 40 mg de
CaCOg4/L, adicionava-se 0,5 mL da solucdo A e 0,25 mL da solucdo B para
cada miligrama de dureza a ser aumentado. Se a dureza fosse superior a 48
mg de CaCOs/L , adicionava-se agua processada. O ajuste de pH foi feito
com acido cloridrico (HCI) e hidroxido de sodio (NaOH). Além disso, a

concentragédo de oxigénio deveria estar acima de 80% de saturagéo.

3.2.6.2 Culturas das Daphnias

Daphnia similis foram obtidas do Laboratorio de Ecotoxicologia da CETESB
em Ribeirdo Preto. Esses organismos (20 organismos/L) foram mantidos a 20 + 2°C,
com intensidade de luz de 1.000 lux, sob 16:08 h (luz / escuro) e alimentados
diariamente com algas 3,2 x 10° células de Selenastrum capricornutum por Daphnia
similis por dia e 0,02 mL de solugdo de ragédo (Tetramin) por Daphnia similis/dia
(BURATINI, BERTOLETTI, ZAGATTO, 2004). Duas vezes por semana, antes do
fornecimento de agua as culturas, os organismos foram transferidos para um
recipiente limpo contendo agua de manutencdo nova (a diferenca entre a
temperatura da agua das culturas e da agua de manutengdo n&o poderia ser
superior a 2 °C). A cada troca de agua foi anotado o numero de adultas vivas e se a
sobrevivéncia das mesmas fosse inferior a 80% no intervalo de uma semana

precedente ao teste de toxicidade, os jovens provenientes desta cultura ndo eram
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utilizados nos ensaios. Na segunda renovacéo semanal, a cultura mais antiga, com
idade entre 26 e 30 dias foi descartada, iniciando-se uma nova com 20 organismos
jovens. Para iniciar a cultura foram utilizados organismos jovens entre 6 e 24 horas

de idade, obtidos a partir de fémea com idade entre 7 e 28 dias.

3.2.6.3 Carta-controle de sensibilidade

Mensalmente a sensibilidade do organismo-teste foi avaliada por meio de um
ensaio utilizando cloreto de potassio (KCl) nas concentragbes de 250 mg/L, 500
mg/L, 1000 mg/L e 2000 mg/L como composto de referéncia. Se o valor de EC50
obtido no ensaio nao estivesse compreendido num intervalo de + 2 desvios-padrao
em relacdo aos valores médios anteriormente obtidos, os organismos eram

descartados.

3.2.6.4 Procedimento de ensaio

Para os ensaios de ecotoxicidade, Daphnia similis e Microtox®, as
concentragbes foram escolhidas baseando em ensaios preliminares (dados né&o
mostrados). Sendo assim, foram testadas as concentragdes: 0,001 mg/L, 0,01 mg/L,
0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L, usando agua destilada como solvente.

Para cada concentracéo foram realizadas 4 repeti¢cdes e, em cada uma foram
utilizados cinco organismos jovens (6-24 h de idade) expostos ao corante por 48 h
em um tubo de vidro de 10 mL. Apds o periodo de exposicdo de 48 h, as Daphnias
imobilizadas foram contadas. O teste era considerado valido se a taxa de

imobilizagéo fosse inferior a 10% no grupo controle negativo (OECD, 2004).

3.2.7 Ensaio de ecotoxicidade Microtox®
3.2.7.1 Solugdes
e Solucgao de sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7H,0)
0,01 g de sulfato de zinco foram dissolvidos em 100 mL de cloreto de sédio
(NaCl) a 2%. Essa solugao foi mantida em refrigerador (2 a 8 °C) por até 4
meses.
¢ Diluente Microtox
20 g de cloreto de sodio foram dissolvidos em 1000 mL de agua destilada.

Essa solugéo foi mantida em refrigerador (2 a 8 °C) por até 1 ano.
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e Solugao de ajuste osmoético (SAO)
22 g de cloreto de sodio foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada.
Essa solugao foi mantida em refrigerador (2 a 8 °C) por até 1 ano.

e Reagente Microtox
Cultura liofilizada de Vibrio fischeri, contendo 108 células por ampola, mantido
estocado entre -20°C e -25°C.

e Solucdo de reconstituicdo
Solugao utilizada para reconstituicdo do reagente Microtox, fornecida pela
Azur Environmental com o certificado de qualidade.

e Reconstituicao do reagente Microtox
A ampola contendo a bactéria luminescente foi retirada do freezer e entao foi
adicionado 1 mL da solucédo de reconstituicdo contida na cubeta do pogo de
pré-resfriamento. A solugdo foi homogeneizada utilizando um micropipetador
e vertida na cubeta do pogo de pré-resfriamento, ficando viavel para uso até 3

horas.

3.2.7.2 Procedimento de ensaio

Os testes de toxicidade aguda foram realizados utilizando o procedimento
Microtox com o analisador Microbics modelo 500 (AZUR Ambiental, Carlsbab, CA) e
os procedimentos descritos no manual de usuario Microtox usando o protocolo
"81,9% de Teste Basico", recomendado para amostras com baixa toxicidade (Azur
Environmental, 1998).

Uma série de nove solugdes diluidas dos corantes, osmoticamente ajustadas
com cloreto de sodio (NaCl) a 22% foram adicionadas a suspensdes bacterianas de
Vibrio fischeri (10° células) e a emissdo de luz foi medida antes da adigdo da
amostra e apos 5 e 15 minutos de contato a uma temperatura constante de 15°C. Os
dados apresentados neste trabalho foram obtidos apds quinze minutos de reacéao.
Uma solugao de NaCl 2% foi utilizada como controle negativo e sulfato de zinco
heptahidratado (ZnS0O4.7H20) 100 mg/L, como controle positivo. Visto que a cor e o
pH sao interferentes do ensaio, antes da realizagdo do mesmo, foram medidos os
valores de absorbancia e pH das amostras (dados ndo mostrados) e nenhum

desses parametros interferiram nos resultados .
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3.2.8 Ensaios de citotoxicidade utilizando condrécitos da articulagcdo bovina
cultivados em monocamadas e em 3D

Os ensaios para a avaliagdo da citotoxicidade dos azo corantes originais
Disperse Orange, 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 em células HepG2 e
condrdcitos da articulacdo bovina em monocamadas e 3D foram realizados na
Universidade de Oxford e na empresa Zyoxel LTDA em Oxford, Inglaterra, durante a
realizacdo do meu doutorado sanduiche. Para estes experimentos, as
concentragdes dos corantes originais foram escolhidas de acordo com a solubilidade
dos mesmos, variando de 0,3 pg/mL a 20 ug/mL para o corante Disperse Orange 1,
0,5 ug/mL a 30 ug/mL para o corante Disperse Red 1 e 0,4 ug/mL a 40 pg/mL para o

corante Disperse Red 13 dissolvidos em PBS.

3.2.8.1 Solucdes

¢ Meio de cultura incompleto
Para uma garrafa de 500 mL de meio incompleto fornecido pela ATCC®, foram
adicionados 5 mL de uma solugao de antibiético/antimicotico 100x e 5 mL de
uma solucéo 0,5 M NaCl + 0,2 M KCI.

e Meio de cultura completo
Composto pelo meio incompleto e 10% de soro bovino fetal.

e Solugdo 5 M NaCl + 0,2 M KCI
Em 250 mL de agua destilada foram adicionados 73,05 g de NaCl e 3,73 g de
KCI. A solucao foi esterilizada em autoclave (121°C por 20 minutos) e
estocada a temperatura ambiente.

e Colagenase 0,55 mg/mL
25 mg de colagenase foram dissolvidos em 45 mL de meio incompleto.
Solugao preparada no momento do uso.

e Solugao de alginato 1,2%
1,6 g de alginato foram vagarosamente adicionados a 100 mL de NaCl 0,9%
sob agitacdo (2 a 5 minutos). Apos esse periodo a solugdo foi vedada com
parafiime e colocada sob agitacdo por 1 — 2 horas a temperatura de 30°C. A
solucgao foi esterilizada por filtragdo a vacuo utilizando uma membrana 0,22 ym

e estocada a temperatura ambiente.
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NaCl 0,9% (154 mM)

4.5 g de NaCl foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada. A solugao foi

esterilizada em autoclave (121°C por 20 minutos) e estocada a temperatura

ambiente.

e CaCl;102 mM
25,5 mL de uma solucao estoque 1M de CaCl, foram adicionados a 224,5 mL
de agua destilada. A solucao foi esterilizada em autoclave (121°C por 20
minutos) e estocada a temperatura ambiente.

e Tampéao citrato 55 mM pH 7,4
Em 400 mL de agua destilada foram adicionados 8,08 g de citrato de sodio (55
mM), 9,3 g de EDTA (50 mM) e 4,4 g de NaCl (0,15 M). O volume foi
completado com agua destilada para 500 mL, a solugao foi esterilizada por
filtracdo a vacuo utilizando uma membrana 0,22 um e estocada a temperatura
ambiente.

e Solugao MTT (5 mg/mL)

50 mg do sal MTT foram dissolvidos em 10 mL de PBS. A solugao foi filtrada e

estocada no freezer.

3.2.8.2 Isolamento dos condrocitos — procedimento de ensaio

Patas de boi vindas de um abatedouro foram dissecadas e a cartilagem do
joelho exposta. Com um bisturi a cartilagem do joelho de cada pata foi coletada,
colocada em um tubo cénico com 45 mL de meio incompleto e 25 mg de colagenase
e incubada por 20 horas a 37°C sob agitacdo. Apds esse periodo, a solugao foi
filtrada utilizando filtros de aluminio estéreis, o volume filtrado foi completado para 50
mL com meio incompleto e entdo a solugao foi centrifugada duas vezes a 2000 rpm
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com meio
completo para 20 mL.

A contagem das células foi feita utilizando uma camara de Newbauer e coloragao
por Trypan Blue a fim de avaliar a viabilidade das mesmas. O volume de suspensao foi
dividido para cultivo em monocamadas e cultivo em 3D. Para o primeiro, foram
colocadas 0,25 x 10° células em frascos de cultura de 25 cm? e 5 mL de meio completo.

O volume de suspensao celular restante foi usado para o cultivo em 3D em

esferas de alginato. Para cada mL de alginato foram usados 4 x 10° células. Assim,
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foram feitos os calculos e entdo a suspensao celular foi centrifugada (2000 rpm por 5
minutos), o sobrenadante descartado e o volume adequado da solugéo de alginato
1,2% foi adicionado a suspensdo celular. A solugdo células + alginato foi
homogeneizada com uma pipeta e colocada em uma seringa com uma agulha de
21G. Esta solugao foi gotejada para dentro de um béquer contendo 25 mL de CaCl,
102 mM, formando assim as esferas de alginato. E importante ressaltar que a
solugédo deve ser gotejada vagarosamente (aproximadamente 1 gota por segundo).
Estas foram retiradas da solugcdo usando uma pipeta Pasteur plastica e lavadas 3
vezes com PBS e 2 vezes com meio completo. Em uma placa de 6 pocos foram
colocadas 25 esferas/pogo e 2,5 mL de meio completo.

As placas contendo as esferas de alginato e os frascos de cultura em
monocamadas foram incubados a 37°C e 5% de CO, por 7 dias, periodo no qual os
condrécitos atingem 80% de confluéncia e estdo prontos para a execugdo de

ensaios. O meio foi trocado uma vez a cada 3 dias.

3.2.8.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando MTT em condrocitos em
monocamadas e em 3D

O ensaio de MTT é um teste colorimétrico baseado na capacidade de
enzimas mitocondriais de células vivas converterem o (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazdlio) (MTT) em um cristal insoluvel. O nivel de
viabilidade detectada é um indicador da atividade mitocondrial e, portanto, do estado
fisiolégico das células. A quantidade de cristal formada pode ser quantificada em um
espectrofotbmetro e usada como uma medida do numero celular e/ou nivel de
ativacao (ORIVE et al., 2003).

Para os ensaios em monocamadas, os condrocitos foram plaqueados na
densidade de 1x10° células/pogo em uma placa de 96 pocos e incubadas a 37°C e
5% CO, por 24 horas. Apos esse periodo diferentes concentragdes dos corantes e
um controle negativo (somente meio) foram colocados em contato com as células
por 24, 48 e 72 horas. Entdo, o meio foi substituido pelo meio incompleto e as
células foram incubadas com MTT (concentragéo final de 0,5 mg/mL) a 37°C e 5%
CO; por 3 horas. O meio foi entdo descartado e foram adicionados 100 yL de DMSO
para dissolver os cristais. A absorbancia foi medida a 570 nm usando um leitor de

placas de ELISA (microenzyme-linked immunosorbent assay). A viabilidade celular
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foi expressa como porcentagem das células nao tratadas, as quais serviram como
controle negativo e designadas como 100% de atividade mitocondrial. Os valores do
branco, correspondentes a absorbancia da solugdo de MTT foram subtraidos de
todas as amostras.

Para o ensaio em 3D o mesmo procedimento foi realizado, entretanto foram

adicionadas 3 esferas de alginato por pogo (aproximadamente 1,2 x 10° células).

3.2.8.4 Ensaio do lactato em condrécitos em monocamadas e em 3D

O ensaio foi executado de acordo recomendagdes do kit Trinity biotech
procedure n° 735.

Acido latico é um produto de metabolizagéo de carboidratos e é convertido a
piruvato e perdxido de hidrogénio (H20) pela enzima lactato oxidase. Durante o
ensaio é utilizado um precursor cromogeno que, na presenga do H,O, formado, é
catalisado por uma peroxidase e produz um corante com um maximo de absorg¢ao a
540 nm. Assim, a intensidade da coloragao € proporcional a quantidade de lactato
produzido pelas células.

O ensaio foi executado com o meio contendo diferentes concentracbes dos
corantes utilizados pelas células durante o ensaio do MTT em periodos de 24, 48 e
72 horas de incubagédo. Sendo assim, as células foram utilizadas para o ensaio do
MTT e o meio para o ensaio do lactato. E importante ressaltar que a interferéncia da
coloragao dos corantes foi retirada diminuindo o valor da absorbancia obtida no
ensaio pelo valor da absorbancia do meio com cada concentragdo dos corantes.

Os valores de lactato produzido pelos condrdcitos foram obtidos por uma
curva de calibracdo utilizando o padrao lactato nas concentragées: 0 mM, 1 mM, 2
mM, e 3 mM.

3.2.9 Caracterizagéo das células HepG2 em monocamadas e em 3D
3.2.9.1 Solucdes
¢ Meio de cultura incompleto
e Para uma garrafa de 500 mL de meio incompleto fornecido pela ATCC®, foram
adicionados 5 mL de uma solugdo de antibidtico/antimicético 100x, 5 mL de
glutamina, 12,5 mL de HEPES 25 mM e 2,5 ml de CaCl,.

¢ Meio de cultura completo
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Composto pelo meio incompleto e 10% de soro bovino fetal.
E as seguintes solugdes citadas previamente:

e Solugao de alginato, porém na concentracao final de 1,8%

¢ NaCl 0,9% (154 mM)

e CaCl,102 mM

e Tampéao citrato 55 mM pH 7,4

e Biorreatores Tissueflex®

3.2.9.2 Formacao das esferas de alginato contendo células HepG2

Apds atingir 80% de confluéncia, as células HepG2 foram tripsinizadas e a
suspensao celular foi misturada com a solugéo de alginato na densidade de 2 x 10°
células/mL. Apds homogeneizagdo, a solugédo células + alginato foi colocada em
uma seringa, acoplada a uma bomba e adicionada a solugéo de CaCl, 102mM num
fluxo de 10000 pL/hora (Figura 11), formando assim as esferas de alginato com
tamanho aproximado de 400 um, as quais foram lavadas duas vezes com NaCl
0,9% e uma vez com meio completo. Apds esse procedimento, as esferas foram
colocadas em placas de 6 pocos e em bioreatores de 10 pocos para realizagdo dos

ensaios. E importante ressaltar que a viabilidade das células foi avaliada antes de

mistura-las com o alginato, na suspensao de alginato e dentro das esferas.
(a)

FIGURA 11. (a) Gerador de esferas de alginato utilizado nos ensaios. (b) Enfoque
na parte do equipamento por onde saem as gotas da solugéo alginato + células. (1)
seringa onde é colocada a solugao de alginato + células, (2) mangueira que conduz
a solucdo até a agulha, (3) bomba responsavel pelo fluxo de 10000 pL/hora (4)
agulha na qual sdo formadas as esferas, (5) local onde é colocado o frasco com a
solucdo de CaCl, 102 mM.
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3.2.9.3 Ensaios realizados para caracterizagcdo das células HepG2

Para caracterizacao das células HepG2 em monocamadas foram plaqueadas
1 x 10° células/poco em placas de 24 pogos. Para os ensaios em 3D a mesma
quantidade de células (cerca de 60 mg/pogo de esferas de alginato) foram
plagueadas em placas de 24 pogos (cultura estatica) e em biorreatores Tissueflex®
(cultura em perfusdo). Apos 1, 4, 7, 11 e 14 dias em cultura, foram feitos ensaios de

viabilidade e morfologia das células cultivadas nas diferentes condigdes.

3.2.9.3.1 Viabilidade
As esferas de alginato foram dissolvidas em tampéao citrato 55 mM e a

viabilidade foi feita pelo método de excluséo por Trypan Blue.

3.2.9.3.2 Morfologia — filamentos de F-actina
Os filamentos de F-actina foram corados utilizando faloidina Texas Red —X e

o nucleo foi corado pelo meio Vectashield com DAPI.

3.2.10 Ensaios de citotoxicidade utilizando HepG2 em monocamadas e em 3D
3.2.10.1 Solugdes

Foram utilizadas as mesmas solu¢gdes do ensaio de caracterizacdo das
células HepG2 (item 3.2.9)

3.2.10.2 Ensaio de citotoxicidade utilizando MTT em células HepG2

O mesmo procedimento utilizado em condrécitos foi repetido aqui, entretanto,
com uma ressalva: apos testar os corantes utilizando o ensaio MTT em condrécitos
foi percebido que os mesmos nao atravessavam a capsula de alginato, o que
inviabilizou o teste em 3D, visto que os condrécitos ndo formam esferoides, outra
forma de ensaio em 3D no qual as células sado cultivadas em capsulas de alginato,
formam esferoides e estes sdo liberados através da dissolucido da capsula de
alginato, conforme explicado na introdugao (item 1.5.1). Uma vez que as células
HepG2 tém a capacidade de formarem esferoides, todos os ensaios de
citotoxicidade aqui reportados foram feitos utilizando esferoides de células HepG2

previamente cultivadas em esferas de alginato.
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O ensaio MTT foi realizado para testar os azo corantes originais Disperse
Orange 1 e Disperse Red 1 em monocamadas e 3D em cultura estatica (esferoides
plagueados) e Disperse Red 13 em monocamadas, 3D em cultura estatica e 3D em
perfusdo em periodos de 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Para isso, foram
plaqueadas 1 x 10° células/pogo em placas de 24 pocos para cultura em
monocamadas € a mesma quantidade de células, porém agregadas em esferoides

(formados de acordo com o item 3.2.710.2.1) para os ensaios em 3D.

3.2.10.2.1 Formacao dos esferoides

Foram feitas esferas de alginato contendo células HepG2 como citado no item
3.2.9.2. ApOs lava-las com meio completo, as mesmas foram colocadas em placas
de 6 pogos e incubadas a 37°C e 5% CO, por 5 dias com meio completo, formando
esferoides com tamanho de 34,1+7,7 ym. Entdo as esferas foram colocas em um
tubo graduado, misturadas com tampé&o citrato 55 mM na proporgao 1:1 e incubadas
a 37°C e 5% CO, por 15 minutos. Apdés completa dissolucdo das esferas, os

esferoides foram liberados.

3.2.10.2.2 Cultura em perfuséao

Apos plaqueamento dos esferoides em biorreatores, os mesmos foram
colocados em uma incubadora a 37°C e ligados a uma bomba com seringas
contendo meio completo e o corante Disperse Red 13 em diferentes concentracoes
como ilustra a Figura 7a. Meio completo foi utilizado como controle negativo e o

branco foi feito s6 com o meio. A perfusao foi realizada num fluxo de 25 pL/hora.

3.2.10.3 Ensaio de citotoxicidade utilizando CCK-8 em células HepG2

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) é um ensaio colorimétrico que usa o sal tetrazélio
altamente soluvel em agua WST-8 (Water soluble Tetrazolium salts), ([2-(2-metoxi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-tetrazolio)]), para determinagdo do
numero de células viaveis em ensaios de proliferacao celular e citotoxicidade. WST-
8 € reduzido pelas desidrogenases nas células originando um produto amarelo
(formazan) que é soluvel no meio utilizado na cultura celular. A quantidade do
produto amarelo gerado pela atividade das desidrogenases €& diretamente

proporcional ao numero de células vivas (DOJINDO, 2010). Resumidamente, apds

Elisa Raquel Anastéacio Ferraz



Material e Métodos 63

expor as células aos corantes nos tempos de exposi¢cao de 24, 48 e 72 horas, 10 puL
da solugdo de CCK-8, contendo o WST-8, foram adicionados em cada pogo das
placas, as quais foram incubadas por 3 horas a 37°C e 5% CO,. A absorbancia foi
medida a 450 nm usando um leitor de placas de ELISA.

O controle negativo foi designado como 100% de atividade de desidrogenase,
e a viabilidade celular foi expressa como porcentagem das células nao tratadas. Os
valores do branco, correspondentes a absorbancia da solugdo de CCK-8 foram

subtraidos de todas as amostras.

3.2.11 Analise estatistica

Para o ensaio do cometa, da anexina V, MTT, lactato e CCK-8 os resultados
foram estatisticamente avaliados usando one way ANOVA com o Dunnett’s post hoc
test. Significancia foi encontrada quando p < 0,05.

Para o ensaio da caracterizagdo das células HepG2, os dados foram
analisados usando one way ANOVA com o Bonferroni's Multiple Comparison Test.
Significancia foi encontrada quando p < 0,05.

Os resultados gerados pelo ensaio Salmonella/microssoma foram expressos
através da inclinagao da reta no grafico e usando o software Salanal, um programa
estatistico desenvolvido pelo Integrated Laboratory Systems, Research Triangle
Park, N.C. USA, usando o modelo de Bernstein, o qual utiliza ANOVA e regressao
linear (BERNSTEIN et al., 1982, UMBUZEIRO, VARGAS, 2003).

Para o ensaio com Daphnia similis, os resultados foram analisados
estatisticamente utilizando o método de Spearman Trimmed (HAMILTON, RUSSO,
THURSTON, 1977) e estédo expressos como valores de EC50.

Todos os dados gerados no ensaio Microtox® foram analisados por um
software on-line, Microtox Omni e uma vez que € um ensaio mais restritivo, os

resultados estao expressos como EC20.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da genotoxicidade dos corantes originais e tratados utilizando o
teste do cometa

Disperse Orange 1

Conforme foi dito na introdugao, os resultados gerados no teste do cometa
foram expressos como indice de dano (ID) numa relagdo diretamente proporcional,
ou seja, quanto maior o ID mais genotdxico sera o composto testado.

O corante Disperse Orange 1 exibiu genotoxicidade nas concentragdes
testadas tanto na sua forma original quanto clorada, sendo que apdés a cloragao a
genotoxicidade persistiu somente nas maiores concentra¢cdes e com o ID menor do
que na forma original, o que mostra que a cloragdo diminuiu a poténcia genotoxica
desse corante. Apds o tratamento por fotoeletrocatalise esse corante deixou de

exibir a genotoxicidade observada, como mostra a Tabela 3.
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TABELA 3. Resultados do ensaio do cometa apds exposi¢cado por 4 horas de células
HepG2 ao corante Disperse Orange 1 original, clorado e fotoeletrocatalisado.

Resultados expressos como média de trés repeticoes.

o
Corante Concentragéo c':a'llucljaes Distribuicdo dos cometas ID (média + SD)
(ug/mL) com
CO'E'J/‘:;aS 0(%) 1(%) 2(%) 3(%) 4(%)
Cont. neg. 0 34,67 65,33 29,00 2,67 1,33 1,67 45,00 + 12,49
BzO 12,5 83,00 17,00 15,00 19,67 12,33 36,00 253,33 £ 85,45
0,05 35,00 65,00 29,00 2,33 2,33 1,33 46,00 + 2,65
Orange 1 0,1 49,67 50,33 35,33 9,33 2,67 2,33 71,33+7,57
original 0,2 75,00 32,67 34,67 16,67 9,33 6,67 119,00 £12,53**
0,4 76,00 28,00 36,00 17,67 12,67 5,67 126,67 + 14,57**
1,0 71,00 27,67 26,00 16,67 13,00 16,67 136,33+ 11,50**
2,0 73,00 25,33 25,67 16,33 15,00 17,67 161,33+ 17,50**
4,0 78,00 27,67 28,67 19,00 12,33 12,33 136,00 + 24,98**
Cont. neg. 0 25,00 75,00 18,33 5,00 0,33 1,33 34,67 + 6,03
12,5 78,00 22,00 29,00 10,00 19,33 19,67 185,67 + 4,62
BzZO 0,2 34,67 65,33 30,33 2,33 1,33 0,67 41,67 + 8,08
Orange 1 0,4 35,00 65,67 28,00 4,33 1,33 0,67 43,33 + 10,02
clorado 1,0 31,00 65,67 23,00 6,67 2,67 2,00 52,33 + 13,20
2,0 42,00 58,00 22,67 12,67 4,67 2,00 70,00 + 11,53*
4,0 43,33 56,67 24,00 11,00 5,00 3,33 74,33 + 17,56
Cont. neg. 0 31,00 69,00 21,67 5,67 3,00 0,67 44,67 + 15,18
BzO 12,5 78,00 22,00 29,00 10,00 19,33 19,67 185,67 + 4,62
Orange 1 0,2 36,00 64,00 24,00 9,67 2,33 0,00 50,33 £ 8,96
fot. 0,4 34,00 65,33 20,00 8,33 4,67 1,67 57,33 £ 5,03
1,0 33,67 66,33 25,00 4,67 2,00 2,00 48,33 +7,37
2,0 38,00 62,00 24,67 9,00 2,33 2,00 57,67 + 13,80
4,0 37,33 62,67 24,67 8,00 2,67 2,00 56,67 + 18,90

ID: indice de dano; SD: desvio padrao; BZO: benzo[a]pireno

*p<0,05;*p<0,01
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Disperse Red 1

Este corante, assim como o Disperse Orange 1, apresentou genotoxicidade
no seu estado original e clorado. O tratamento por cloragdo também diminuiu a
genotoxicidade apresentada por esse corante na sua forma original, com a
genotoxicidade persistindo somente nas maiores concentragdes. A fotoeletrocatalise
removeu a genotoxicidade apresentada por esse corante antes do tratamento, como

mostra a Tabela 4.
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TABELA 4. Resultados do ensaio do cometa apds exposicédo por 4 horas de células
HepG2 ao corante Disperse Red 1 original, clorado e fotoeletrocatalisado.
Resultados expressos como média de trés repeticoes.

°
Corante Concentragéo cNéIu(Ijaes Distribuicdo dos cometas ID (média + SD)
(pg/mL) com
Ol 0 1% 2(%) 3(%)  4(%)

Cont. neg. 0 34,67 65,33 29,00 2,67 1,33 167 45,00 + 12,49
BZO 12,5 83,00 17,00 1500 19,67 12,33 36,00 253,33 + 8545
Red 1 0,05 35,33 64,67 26,33 4,00 333 167 51,00 + 4,58

original 0,1 55,67 4433 40,00 9,67 3,33 267 80,00 £ 11,14
0,2 66,33 3367 39,33 11,33 933 567 112,67 +12,06*
0,4 68,00 32,00 4233 900 933 7,33 117,67 £22,48*
1,0 64,33 3567 36,67 933 7,33 11,00 121,33 +36,12**
2,0 63,33 36,67 37,33 533 12,00 867 118,67 +9,50**
4,0 64,67 3533 4533 967 567 400 97,67 £13,50*

Cont. neg. 0 25,00 7500 1833 500 033 1,33 34,67 + 6,03
BZO 12,5 78,00 22,00 29,00 10,00 19,33 19,67 185,67 +4,62
Red 1 0,2 18,67 81,33 9,33 500 367 067 33,00 + 8,66

clorado 0,4 23,00 76,67 16,33 2,67 3,00 1,33 36,00 4,58
1,0 32,00 68,00 2100 6,67 200 233 49,67 + 13,32
2,0 54,33 4567 39,33 867 3,33 3,00 78,67 +16,65*
4,0 51,00 49,00 36,33 867 300 3,00 74,67 +896*

Cont. neg. 0 31,00 69,00 2167 567 3,00 0,67 44,67 + 15,18
BZO 12,5 78,00 22,00 29,00 10,00 19,33 19,67 185,67 +4,62

Red 1 fot. 0,2 29,33 70,67 1967 7,00 200 0,67 42,33 £ 9,50

0,4 25,00 7500 16,67 467 167 2,00 39,00 + 10,82
1,0 32,67 67,33 2233 533 333 167 49,67 + 15,82
2,0 31,67 68,33 18,33 833 267 233 52,33 + 11,93
4,0 35,67 64,33 2367 533 400 267 57,00 + 17,69

ID: indice de dano; SD: desvio padrao; BZO: benzo[a]pireno
*p<0,05;**p<0,01
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Disperse Red 13

Assim como os dois corantes anteriores, o Disperse Red 13 original e clorado

também induziu genotoxicidade nas células HepG2, o que ndo aconteceu apos o
seu tratamento por fotoeletrocatalise, como mostra a Tabela 5. Além disso, observa-
se que apos tratamento por cloracdo, embora o ID tenha diminuido, o efeito
genotoxico permanece em todas as concentragbes testadas, o que pode ser

atribuido ao atomo de cloro na estrutura quimica desse corante.
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TABELA 5. Resultados do ensaio do cometa apds exposi¢cédo por 4 horas de células
HepG2 ao corante Disperse Red 13 original, clorado e fotoeletrocatalisado.
Resultados expressos como média de trés repeticoes.

Corante Concentragao c':a'llu(ljaes Distribuicdo dos cometas ID (média £ SD)
(ng/mL) com
CO'EE/‘:)taS 0(%) 1(%) 2(%) 3(%) 4(%)
Cont. neg. 0 25,00 7500 1833 500 033 133 34,67 + 6,03
BZO 12,5 83,00 17,00 15,00 19,67 12,33 36,00 253,33 +8545
Red 13 0,05 36,67 63,33 29,00 4,00 2,00 167 49,67 +7,09
original 0,1 45,33 54,67 3267 667 3,00 3,00 67,00 + 10,44
0,2 61,33 38,67 39,67 12,00 4,00 533 97,00+ 31,95
0,4 60,67 39,33 40,00 9,00 7,33 433 97,33 +2574*
1,0 63,00 36,00 39,33 10,67 7,00 7,00 109,67+ 36,02**
2,0 71,67 28,33 33,67 1500 11,33 11,67  144,33+40,02**
4,0 70,00 30,00 26,33 2067 10,67 12,33  149,00+18,33**
Cont. neg. 0 25,00 7500 18,33 500 0,33 1,33 34,67 £ 6,03
BZO 12,5 78,00 22,00 29,00 10,00 19,33 19,67 185,67 +4,62
Red 13 0,2 57,67 4567 44,33 533 300 167 7067+ 10,02*
clorado 0,4 51,00 48,33 40,33 567 333 233 71,00+ 18,68
1,0 47,33 52,67 3367 800 3,67 2,00 68,67+ 14,74*
2,0 49,33 50,67 34,67 667 433 367 75,67 + 8,50**
4,0 60,67 39,33 4433 833 367 433  8933%10,69*
Cont. neg. 0 31,00 69,00 2167 567 3,00 067 44,67 + 1518
BZO 12,5 78,00 22,00 29,00 10,00 19,33 19,67 185,67 £4,62
Red 13 fot. 0,2 32,00 68,00 27,00 367 1,00 033 38,67 + 8,50
0,4 31,00 68,33 23,00 6,00 233 0,00 42,00 + 8,54
1,0 30,33 69,67 2100 6,67 2,67 0,00 42,33 £ 8,02
2,0 35,00 6500 23,33 9,33 233 0,00 49,00 + 6,08
4,0 33,33 66,67 1967 967 267 133 52,33 + 9,07

ID: indice de dano; SD: desvio padrao; BZO: benzo[a]pireno
*p<0,05;** p<0,01
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Conforme dito anteriormente, ensaios com Trypan Blue foram realizados
paralelamente ao ensaio do cometa a fim de analisar a viabilidade celular. Para
todos os ensaios a viabilidade estava acima de 90%.

A Figura 12 sumariza as Tabelas 3, 4 e 5, mostrando o efeito dos tratamentos
na genotoxicidade apresentada pelos corantes originais. Percebe-se que para os
trés corantes a cloragao diminuiu a genotoxicidade, ao passo que a fotoeletrocatalise
removeu-a completamente.
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FIGURA 12. Efeito do tratamento de cloracéo e fotoeletrocatalise na genotoxicidade
dos azo corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13. (%)
corantes originais, (8-) clorados e (—#&") fotoeletrocatalisados. * p < 0,05; ** p <
0,01
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4.2 Avaliagdo da mutagenicidade dos corantes originais e tratados utilizando o
ensaio Salmonella/microssoma
Disperse Orange 1

Para todos os corantes estudados, os dados brutos gerados nesse ensaio se
encontram no Apéndice A.

Observando a Figura 13, percebe-se que a cloragdo diminuiu em 3 vezes a
poténcia mutagénica desse corante quando testado pela linhagem YG1041 na
auséncia de S9 (Figuras 13 a e b). Na presenca desse reagente, a poténcia foi
reduzida em aproximadamente 5 vezes apds o tratamento por cloracdo. Com a
linhagem TA98, na qual se observa as menores respostas tanto para o corante
original quanto para o tratado, a cloragdo aumentou a poténcia mutagénica em cerca
de 3 vezes tanto na auséncia quanto na presenga de S9 (Figuras 13 a e b). A
fotoeletrocatalise removeu completamente a mutagenicidade apresentada pelo
corante original nas condigdes testadas (Figura 13 c).
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FIGURA 13. Resposta mutagénica do corante Disperse Orange 1 (Ferraz et al.,
2011) original e tratado para as linhagens TA98 e YG1041 na auséncia e presenca
de S9. Os numeros entre parénteses foram gerados como valores da inclinagéo da
reta, de acordo com o modelo de Bernstein et al. (1982) e representa a poténcia do
composto. As linhas que ndo possuem esses numeros entre parénteses
representam amostra negativa.
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Disperse Red 1

Para esse corante, como pode ser observado na Figura 14, a cloragao
diminuiu a mutagenicidade apresentada pelo corante original em aproximadamente
2 vezes com a linhagem YG1041 na auséncia e presenga de S9 (Figuras 14 a e b).
Assim como para o corante Disperse Orange 1, a cloragéo do corante Disperse Red
1 gerou produtos mais mutagénicos para a linhagem TA98, com a poténcia
mutagénica aumentando em 2,5 vezes na auséncia de S9 e 2 vezes na presenga
deste (Figuras 14 a e b). Para esse corante a fotoeletrocatalise também removeu

toda a mutagenicidade apresentada pelo composto original (Figura 14 c).
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FIGURA 14. Resposta mutagénica do corante Disperse Red 1 (Ferraz et al., 2010)
original e tratado para as linhagens TA98 e YG1041 na auséncia e presenca de S9.
Os numeros entre parénteses foram gerados como valores da inclinagao da reta, de
acordo com o modelo de Bernstein et al. (1982) e representa a poténcia do
composto. As linhas que ndo possuem esses numeros entre parénteses
representam amostra negativa.
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Corante Disperse Red 13

Assim como os dois corantes anteriores, a cloragédo reduziu a mutagenicidade
desse composto para a linhagem YG1041, com a poténcia mutagénica reduzida em
aproximadamente 3 vezes na auséncia de S9 e 2,5 vezes na presenca desse
reagente (Figuras 15 a e b). Ao contrario do que foi observado com os corantes
anteriores, a cloragdo gerou produtos que foram menos mutagénicos para a
linhagem TA98, com a poténcia mutagénica sendo reduzida em 2 vezes na auséncia
de S9. Entretanto, a cloragdo originou algum produto que passou apresentar
mutagenicidade na presenca desse reagente, 0 que nao se observou no corante
original, do qual a ativagao metabdlica removeu a mutagenicidade (Figuras 15 a e
b). A fotoeletrocatalise, assim como para os dois corantes anteriores, removeu
completamente a mutagenicidade encontrada no composto original, como pode ser

visto na Figura 15 c.
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FIGURA 15. Resposta mutagénica do corante Disperse Red 13 original (Ferraz et al., 2010)
e tratado para as linhagens TA98 e YG1041 na auséncia e presenca de S9. Os numeros
entre parénteses foram gerados como valores da inclinagdo da reta, de acordo com o
modelo de Bernstein et al (1982) e representa a poténcia do composto. As linhas que nao
possuem esses numeros entre parénteses representam amostra negativa.
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4.3 Avaliacao da citotoxicidade dos corantes originais e tratados utilizando o
ensaio com anexinaV

Disperse Orange 1
Este corante foi o unico dos trés testados que, quando original induziu

apoptose nas células HepG2 usando o ensaio com anexina V, ap6s 72 horas de

incubacdo. A Figura 16 mostra este efeito nas células com 24, 48 e 72 horas de

incubacao.
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FIGURA 16. Efeito do corante Disperse Orange 1 original nas viabilidade das células
HepG2 com 24 (a), 48 (b) e 72 (c) horas de incubacdo. tBOOH: tertbutil

hidroperéxido. * p<0,001; **p<0,05; ***p<0,01

Entretanto, apdés o tratamento, tanto por cloragdo quanto por
fotoeletrocatalise, esse corante ndo mais induziu citotoxicidade em células HepG2.
Uma vez que esse efeito so foi observado apds 72 horas de incubagao, essa mesma
condigao foi usada para os corantes tratados. As Figuras 17 e 18 mostram o efeito

da cloracdo e fotoeletrocatalise na remogao da citotoxicidade apresentada pelo

corante original.
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FIGURA 17. Comparacgao do efeito citotoxico em células HepG2 do corante Disperse
Orange 1 original e clorado com 72 horas de incubagdo. tBOOH: tertbutil
hidroperéxido. *p<0,001; **p<0,05; ***p<0,01
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FIGURA 18. Comparacgao do efeito citotoxico em células HepG2 do corante Disperse
Orange 1 original e fotoeletrocatalisado com 72 horas de incubagéo. tBOOH: tertbutil
hidroperéxido. *p<0,001; **p<0,05; ***p<0,01
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Disperse Red 1

Diferentemente do corante Disperse Orange 1, esse corante nao induziu

apoptose nas concentragdes testadas em nenhum dos tempos de incubacido. A

Figura 19 mostra esse efeito com 24, 48 e 72 horas de incubagao.
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FIGURA 19. Efeito do corante Disperse Red 1 original na viabilidade das células
HepG2 com 24 (a), 48 (b) e 72 (c) horas de incubagdo. tBOOH: tertbutil

hidroperéxido.* p<0,001

Esse comportamento permaneceu apds os tratamentos por cloragcdo e

fotoeletrocatalise, como mostrado nas Figuras 20 e 21.
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FIGURA 20. Comparacao do efeito citotéxico em células HepG2 do corante Disperse
Red 1 original e clorado com 72 horas de incubacgéo. tBOOH: tertbutil hidroperdxido.
*p<0,001.
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FIGURA 21. Comparacgao do efeito citotéxico em células HepG2 do corante Disperse
Red 1 original e fotoeletrocatalisado com 72 horas de incubacao. tBOOH: tertbutil
hidroperéxido. *p<0,001.
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Disperse Red 13
Assim como o corante Disperse Red 1, este corante ndo induziu morte celular

em células HepG2 em nenhum dos tempos de incubacgao testados pelo ensaio de
anexina V. A Figura 22 ilustra esse comportamento com os tempos de 24, 48 e 72

horas de incubacgao.
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FIGURA 22. Efeito do corante Disperse Red 13 original na viabilidade das células
HepG2 com 24 (a), 48 (b) e 72 (c) horas de incubagédo. tBOOH: tertbutil

hidroperdéxido.
* p<0,001

Assim como o corante anterior, o corante Disperse Red 13 manteve a mesma

resposta para o ensaio com anexina V depois de clorado e fotoeletrocatalisado

(Figuras 23 e 24).
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FIGURA 23. Comparacdo do efeito citotoxico em células HepG2 do corante
Disperse Red 13 original e clorado com 72 horas de incubagao. tBOOH: tertbutil

hidroperéxido. *p<0,001
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FIGURA 24. Comparacgao do efeito citotoxico em células HepG2 do corante Disperse
Red 13 original e fotoeletrocatalisado com 72 horas de incubagao. tBOOH: tertbutil

hidroperéxido. *p<0,001.
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4.4 Avaliacao da ecotoxicidade dos corantes originais e tratados utilizando o
ensaio com Daphnia similis

A tabela 6 mostra os valores de EC50 gerados pelo programa Trimmed
Spearman-Karber para os corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse

Red 13 originais e tratados utilizando o ensaio com Daphnia similis.

TABELA 6. Valores de EC50 gerados pelo programa Trimmed Spearman-Karber
para os corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 originais e
tratados utilizando o ensaio com Daphnia similis.

Corante EC50 (mg/L) Intervalo de confianca
Disperse Orange 1
Original - -
Clorado - -
Fotoeletrocatalisado - -
Disperse Red 1

Original 1,12 0,67 — 1,87
Clorado 5,34 2,74 -10,40
Fotoeletrocatalisado 2,82 2,25-3,53
Disperse Red 13

Original 0,78 0,45-1,35
Clorado 2,24 1,55-3,23
Fotoeletrocatalisado 3,98 2,80 — 5,65

-: ndo toéxico
Controle positivo KCI, valor de EC50 na carta de sensibilidade no momento do ensaio: 792.17 mg/L

Disperse Orange 1

Este corante foi o unico entre os corantes testados que nio provocou

significante imobilizagdo das daphnias em nenhuma condic¢ao testada.

Disperse Red 1

Esse corante teve efeito ecotdxico maior no seu estado original (EC50 1,12
mg/L) seguido de seu estado fotoeletrocatalisado, no qual o valor de EC50 foi
aumentado cerca de 2,5 vezes, passando de 1,12 para 2,82 mg/L. A cloragao foi o
tratamento que gerou produtos menos téxicos para Daphnia similis, com o valor de
EC50 aumentado cerca de 4,5 vezes em relagdo ao corante original, passando de

1,12 para 5,34 mg/L, como pode ser observado na Tabela 6.

Disperse Red 13

Assim como o corante Disperse Red 1, esse corante apresentou maior efeito

ecotoxico no seu estado original (EC50 0,78 mg/L). Entretanto, ao contrario do que
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se observou para o Disperse Red 1, apds a cloragdo esse composto tornou-se mais
téxico para Daphnia similis do que quando fotoeletrocatalisado, com o valor de EC50
aumentando aproximadamente 3 vezes, passando de 0,78 para 2,24 mg/L. Ja a
fotoeletrocatalise aumentou o valor de EC50 em 5 vezes em relagdo ao corante

original, passando de 0,78 para 3,98 mg/L, conforme mostra na Tabela 6.

4.5 Avaliagao da ecotoxicidade dos corantes originais e tratados utilizando o
ensaio Microtox®
A Tabela 7 mostra os valores de EC20 gerados no ensaio Microtox® para os

corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 originais e tratados.

TABELA 7. Valores de EC20 gerados pelo programa Microtox Omni para os
corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 originais e tratados
utilizando o ensaio Microtox® .

Corante EC20 (mg/L) Intervalo de confianca
Disperse Orange 1
Original - -
Clorado 5,73 5,18 - 6,35

Fotoeletrocatalisado
Disperse Red 1

Original 1,96 1,02 -3,74
Clorado 2,25 1,46 — 3,49
Fotoeletrocatalisado 7,96 6,23 -10,18
Disperse Red 13

Original - -
Clorado 9,46 4,66 — 19,19
Fotoeletrocatalisado 30,90 9,00 - 106,00

-: ndo téxico
Controle positivo (ZnS0,.7H,0) 100 mg/L: EC50: 3,04 (1,95 — 4,75)

Disperse Orange 1

Assim como para o ensaio com Daphnia similis, esse corante no seu estado
original e apds tratamento por fotoeletrocatalise também nao apresentou toxicidade
para Vibrio fischeri; entretanto, apds tratamento por cloracdo esse composto se

torna toxico para o referido organismo (EC20 5,73 mg/L).

Disperse Red 1

Este corante provocou inibicdo na emissao de luz pelo Vibrio fischeri em

todas as condigdes testadas, sendo que na sua forma original ele foi mais toxico
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(EC20 1,96 mg/L), seguido pela sua forma clorada, que aumentou o valor de EC20
em 1,15 vezes, indo de 1,96 para 2,25 mg/L e fotoeletrocatalisada que provocou um
aumento no valor de EC20 de 4 vezes em relagdo ao corante original, passando de

1,96 para 7,96 mg/L, como ilustra a Tabela 7.

Disperse Red 13
Este corante sO apresentou toxicidade para Vibrio fischeri apds os

tratamentos, sendo que apds a cloracao seu efeito ecotdxico foi maior, com valor de
EC20 3 vezes menor (9,46 mg/L) do que apds a fotoeletrocatalise (EC20 30,9 mg/L)

como mostra a Tabela 7.

4.6 Avaliacao da citotoxicidade dos corantes originais

4.6.1 Ensaio de MTT e lactato em condrécitos bovinos

4.6.1.1 Ensaio de MTT

Conforme dito anteriormente os corantes ndo atravessaram as esferas de
alginato, o que inviabilizou os ensaios em 3D com condrdcitos. Sendo assim, os
resultados aqui apresentados foram gerados em cultivo em monocamadas.

Pela Figura 25 pode-se observar que o corante Disperse Red 13 (Figura 25 c)
foi 0 que causou maior toxicidade aos condrdcitos, reduzindo a atividade
mitocondrial na maior concentracao testada (40 ug/mL) para 60%, 42% e 43% apos
24, 48 e 72 horas respectivamente. Ja o corante Disperse Orange 1 (Figura 25 a)
teve uma menor influéncia na atividade mitocondrial dos condrécitos, reduzindo-a
para 86% apos 72 horas de exposi¢ao. Ao contrario dos dois corantes anteriores, o
corante Disperse Red 1 ndao causou nenhum efeito significativo na atividade

mitocondrial dos condrécitos (Figura 25 b).
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FIGURA 25. Efeito dos corantes Disperse Orange 1 (a), Disperse Red 1 (b) e
Disperse Red 13 (c) na atividade mitocondrial de condrocitos cultivados em
monocamadas apoés 24( 1), 48 (=) e 72 horas ( ™= ) de exposigao. * p< 0.05.

4.6.1.2 Ensaio do lactato

A Figura 26 mostra a curva de calibragdo do padrao lactato (Figura 26 a) e a
influéncia dos corantes na produgdo desse produto de metabolismo de glicose
(Figuras 26 b, c e d). Pelos graficos pode-se notar que somente o corante Disperse
Red 13 diminuiu significativamente a produgao de lactato pelos condrdcitos (Figura
26 d). Tal efeito ocorreu apds 24, 48 e 72 horas, com a produgao de lactato reduzida
em 3,5, 3,3 e 5,5 vezes, respectivamente, com a maior concentracéo testada (40

Mg/mL).
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FIGURA 26. Curva de calibracdo do padrdo lactato (a) e efeito dos corantes
Disperse Orange 1 (b), Disperse Red 1 (c) e Disperse Red 13 (d) na producéo de
lactato pelos condrdcitos cultivados em monocamadas apos 24(-—+ ), 48 (B-) e 72
horas (%) de exposigao.

* p< 0.05.

4.7 Caracterizacdo das células HepG2 cultivadas em monocamadas, 3D em

cultura estatica e 3D em perfuséo

4.7.1 Viabilidade

Pela Figura 27a pode-se observar que a viabilidade da cultura em
monocamadas foi maior do que os outros dois tipos de cultura até o 11° dia de
cultivo, com cerca de 90% de células viaveis, reduzindo para 12% no 14° dia de

cultura. A cultura estatica em 3D veio logo depois, com 80% de viabilidade que se
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manteve constante até o 7° dia. A partir dai a houve um aumento na viabilidade
celular, que chegou a aproximadamente 98% no 14° dia de cultura. Na cultura em
perfusdo a viabilidade reduziu de 81%, no 1° dia de cultura, para 62% no 4° dia e a
partir dai a porcentagem de células viaveis voltou a subir, atingindo 94% no 14° dia
de cultura. Ao contrario do que se observou na cultura em 3D, no 14° dia de cultura
o cultivo em monocamadas apresentou uma queda significativa na viabilidade,
chegando a 12% de células viaveis. Tal comportamento pode ser explicado pela
Figura 27b, que mostra o numero total de células nos trés tipos de cultura durante os
14 dias de estudo.

No 14° dia em cultura o numero de células em monocamadas (12,85 x 10°
células/pogo) foi aproximadamente 3 vezes maior do que o numero de células em
3D (4,02 x 10° células/poco em cultura estatica e 5,07 x 10° células/pogo na
perfusdo). Assim, a deplecdo de nutrientes no meio pode explicar a queda na
viabilidade celular apresentada.

A Figura 27b mostra que a proliferagdo celular em monocamadas foi
consideravelmente maior do quem em 3D, com o numero de células aumentando
em aproximadamente 3 vezes a cada 3 dias até o 11° dia em cultura. Segundo Lan,
Mroczka e Starly (2010), tal fato pode ser atribuido a falta de adesao entre as células
HepG2 e a estrutura de alginato. Os autores afirmam que embora o alginato seja
altamente poroso, provavelmente as células se aglomeram dentro da matriz, ndo
aderindo as cadeias de alginato. Uma vez que essas células sado “acoragem
dependente”, a adesao inicial a estrutura da matriz € um estagio critico, visto que
precede a proliferacao e distribuicdo das células.

Na cultura estatica em 3D o numero de células aumentou até o 7° dia e a
partir dai permaneceu constante, com cerca de 4 x 10° células/pogo. A cultura em
perfusao apresentou numero de células semelhante a cultura estatica até o 4° dia de
cultivo, a partir dai o numero de células em perfuséo ficou menor do que em cultura
estatica, voltando a crescer apos o 11° dia, sendo que no 14° dia o numero de
células em perfusdo tinha dobrado em relacdo ao 11° dia. Os dois tipos de cultura

tinha numero celular bastante semelhante no 14° dia em cultura.

Elisa Raquel Anastacio Ferraz



1

Hi%
7|

il

Resultados 87
— 1 monocamadas

(@)
1004 %, | | L'—_{
= *
80- ¥ B 3D estatica

*
Ea
B 3D perfuséo
60+
40+
*
20+ ’_h
0
/\

Y ™

% viabilidade das células HepG2

%
{7

Dias em cultura

S ® L]

| 1800- *

= 1 monocamadas
(3 1500~ . B 3D estatica
o ]

o * T E 3D perfusio
T 1200+

(%))

o

= 900+

N -

o | —

g 600+ * —

© —

§ 300+ |J[‘

o

e

\g Y ™ A '\'\’ Nb‘

Dias em cultura

FIGURA 27. Viabilidade (a) e numero total de células HepG2 (b) apés 1, 4,7, 11 e
14 dias de cultura em monocamadas, 3D em cultura estatica e 3D em perfusao. * p <
0,05.

4.7.2 Morfologia —actina filamentosa (F-actina)

F-actina, forma filamentosa da proteina actina, compde o citoesqueleto,
auxiliando na manutencao da forma celular e da arquitetura do tecido (STRICKER,
FALZONE, GARDEL, 2010, CHATURVEDI, SREEDHAR, 2010).

A Figura 28 mostra F-actina (em vermelho) e o nucleo (em azul) das células
HepG2 no 7° dia de cultivo em monocamadas (a) e em 3D (b). Pecebe-se a
diferenca na morfologia da cultura em monocamadas, na qual os filamentos de F-

actina se espalharam e aderiram ao fundo do frasco, e da cultura em 3D, onde os
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filamentos dessa proteina se encontram entre as células, arranjadas numa forma
esférica. Essas imagens confirmam que, quando cultivadas em 3D, as células

reproduzem de maneira mais fidedigna a arquitetura do tecido in vivo.

(a) (b)

FIGURA 28. Micrografia dos filamentos de F-actina formados no 7° dia de cultura
das células HepG2 cultivadas em monocamadas (x10) (a) e em 3D (x20) (b).

4.8 Avaliagcdo da citotoxicidade dos corantes originais utilizando os ensaios

MTT e CCK-8 em células HepG2 cultivadas em monocamadas e em 3D

4.8.1 Ensaio MTT

Na cultura em monocamadas os corantes Disperse Orange 1 e Disperse Red
1 diminuiu a atividade mitocondrial para 74% e 72%, respectivamente apos 72 horas
de exposigdo nas mais altas concentragdes testadas (20 ug/mL para o Disperse
Orange 1 e 30 pg/mL para o Disperse Red 1) (Figura 29a e 29c). Entretanto, na
cultura em 3D, somente o corante Disperse Red 1 mostrou o mesmo
comportamento, diminuindo a atividade mitocondrial para cerca de 78% (Figura
29d). Nas mesmas condicbes o corante Disperse Orange 1 nao exerceu efeito
significativo na atividade mitocondrial das células HepG2 (Figura 29b). Por outro
lado, o corante Disperse Red 13 afetou a atividade mitocondrial de maneira mais
pronunciada, reduzindo-a para 68%, 43% e 34% apds 24, 48 e 72 horas de
exposigcao, respectivamente, nas células cultivadas em monocamadas na maior
concentracao testada (40 pg/mL) (Figura 29e); na cultura em 3D os resultados foram

bastante semelhantes, com a atividade mitocondrial reduzida para 77%, 64% e 36%
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apds 24, 48 e 72 horas de exposigcao, respectivamente, na maior concentragao
testada (40 pug/mL) (Figura 29f). O efeito do corante Disperse Red 13 na atividade
mitocondrial das células HepG2 também foi avaliado em cultura em 3D em perfusao
(Figura 29g), entretanto, como pode ser observado, os dados n&o estdo
consistentes, visto que além de desvios altos, ha uma reducdo na atividade
mitocondrial apds 24 horas e um aumento apos 48 horas. Esse resultado ndo pode
ser repetido porque a disponibilidade de bombas para a perfuséo era limitada. Por
esse mesmo motivo somente um corante pode ser testado em perfusdo, e a escolha
do Disperse Red 13 se deu devido aos ensaios anteriores utilizando condrdcitos, nos

quais esse corante se mostrou o mais téxico dentre os estudados.
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FIGURA 29. Efeito dos corantes Disperse Orange 1 (a e b), Disperse Red 1 (ce d) e
Disperse Red 13 (e, f e g) na atividade mitocondrial de células HepG2 cultivadas em
monocamadas (a, ¢ e e) em 3D em cultura estatica (b, d e f) e em 3D em perfusao
(g) apds 24(2), 48 (=) e 72 horas ( ™ ) de exposigao. * p< 0,05.

4.8.2 Ensaio CCK-8

Os corantes Disperse Orange 1 e Disperse Red 1 ndo reduziram a atividade
de desidrogenase das células HepG2 em nenhuma das condi¢des testadas (Figuras
30a, 30b e 30c, 30d). Ao contrario dos dois corantes anteriores, o corante Disperse
Red 13 diminuiu a atividade de desidrogenase para 64% e 67% apos 72 horas de
exposicdo em monocamadas e em 3D, respectivamente, na maior concentracao
testada (40 ug/mL) (Figuras 30e e 30f).
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5. DISCUSSAO

5.1 Genotoxicidade, mutagenicidade, citotoxicidade e ecotoxicidade dos
corantes originais Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13

Como mostram as Tabelas 3, 4 e 5 a maioria dos danos provocados pelos
corantes originais foram de grau 1. Esse fato mostra que os corantes estudados
quebram o DNA, porém nao de forma muito drastica. Esse resultado confirma os
dados obtidos no ensaio de mutagenicidade com Salmonella ja realizado pelo grupo.
Nossos resultados mostraram que os corantes sdo mutagénicos e que 0 mecanismo
principal € o deslocamento do quadro de leitura (FERRAZ et al., 2010, FERRAZ et
al., 2011). Provavelmente ocorre a delegcédo de pares de base do DNA, e estas bases
sdo detectadas no ensaio do cometa. Ainda, os corantes foram considerados como
sendo de mutagenicidade fraca a moderada (FERRAZ et al., 2010), de acordo com a
classificagao de Claxton et al. (1991).

Varios autores publicaram resultados positivos para azo corantes usando o
ensaio do cometa. Tsuda et al. (2000) avaliaram 24 azo corantes em 8 dérgéos de
rato. Dos 24, 17 foram genotdxicos para pelo menos um o6rgao; 14 e 12 azo
compostos induziram dano no DNA do cdlon e figado respectivamente. Em 2007 An.
et al. observaram que o azo corante Sudan | induz efeitos genotdoxicos em células
HepG2 (AN et al., 2007). Tsuboy et al. (2007) detectaram atividade genotdxica do
azo corante Disperse Blue 291 em células HepG2.

Pelos resultados apresentados neste trabalho observa-se uma redugdo no
indice de dano nas maiores concentragdes para os corantes Disperse Orange 1 e
Disperse Red 1 e para o clorado Disperse Red 1. De fato, nessas concentragoes,
apesar de nao se observar diminuigdo na viabilidade pelo Trypan Blue, as laminas
apresentavam células destruidas, provavelmente devido a algum efeito citotdxico
apresentado por esses compostos. O mesmo aconteceu no trabalho de Chequer et
al. (2009). Os autores avaliaram esses mesmos corantes usando o0 ensaio de
micronucleos em células HepG2 e linfocitos, e para ambas as células o numero de
micronucleos diminuiu embora o cytokinesis block proliferation index (CBPI), indice
que avalia a citotoxicidade, ndo tenha sofrido alteragdes. Porém, os autores relatam
a dificuldade de contagem de células durante a analise das laminas referentes aos

tratamentos nas maiores concentracdes.
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Pelos resultados apresentados no ensaio de citotoxicidade com anexina V,
percebe-se que nas condi¢cbes testadas somente o corante Disperse Orange 1
induziu apoptose, e mesmo assim apdés 72 horas de incubagdo. Nenhum dos
corantes estudados induziu necrose utilizando esse mesmo ensaio. O fato desse
corante ter induzido apoptose, aparentemente o torna menos prejudicial, pois
conforme dito anteriormente, a apoptose impede a fixagdo da mutagao.

Um fato intrigante € que no ensaio do cometa, no qual os corantes foram
tratados por 4 horas, os corantes Disperse Orange 1 e Disperse Red 1
apresentaram células visualmente destruidas nas concentracbes maiores ao se
analisar as laminas, o que diminuiu o indice de dano (Tabelas 3 e 4), uma vez que
0s nucledides totalmente destruidos ndo sdo contabilizados. Para maior
confiabilidade, o ensaio de citotoxicidade com anexina V foi repetido para esses
corantes com 4 horas de incubacgao, que foi o tempo de exposic¢ao utilizado no teste
do cometa, e também nao foi observada citotoxicidade (dados nao mostrados). Pode
ser que a morte celular observada nas laminas se deva a outro mecanismo de morte
celular, como a autofagia e n&o apoptose ou necrose.

A autofagia é um processo no qual as células reciclam suas organelas e
proteinas. O processo tem inicio com a formacdo de vacuolos autofagicos de
membranas duplas que contém enzimas lisossémicas responsaveis pela digestdo do
material sequestrado. Esse processo pode simplesmente reciclar as organelas e
proteinas ou continuar digerindo o conteudo citoplasmatico até a morte celular ou
ainda, estimular a apoptose. Além de manter a homeostasia citoplasmatica, a
autofagia pode ser estimulada em resposta a diferentes situagbes de sfress como
inanicdo, mudanga no volume celular, stress oxidativo, sinalizagdo hormonal,
irradiacéo e tratamento com xenobidtico (MEIJER, CODOGNO, 2004, KRYSKO et
al., 2008).

Sendo assim, sugerimos que a morte celular observada nas laminas das
concentragdes mais altas no ensaio do cometa se deva a autofagia. Outro fato que
nos da suporte a fazer tal sugestao € que o ensaio de micronucleos com os mesmos
corantes e as mesmas células, realizado no nosso laboratério, apresentava células

com vacuolos nas maiores concentragdes (dados ndo mostrados).
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Uma vez que s6 o corante Disperse Orange 1 induziu apoptose, € provavel
que o anel aromatico presente neste corante e ausente nos demais tenha alguma
influéncia na citotoxicidade encontrada.

Pelos resultados obtidos no ensaio de ecotoxicidade com Daphnia similis
(Tabela 6), pode-se observar que entre os trés corantes estudados, no seu estado
original, o Disperse Red 13 foi o mais téxico seguido pelo Disperse Red 1. Ja o
corante Disperse Orange 1 ndo apresentou toxicidade para Daphnia similis nem no
seu estado original nem apds tratamento. Analisando os resultados gerados pelo
ensaio Microtox® (Tabela 7), nota-se que no seu estado original somente o corante
Disperse Red 1 foi toéxico para Vibrio fischeri nas condigdes testadas.

Analisando os dados de citotoxicidade desses corantes em condrocitos
através dos ensaios de MTT e lactato, pode-se observar pela Figura 25 que o
corante Disperse Red 13 foi o que mais interferiu na atividade mitocondrial dessas
células, seguido pelo corante Disperse Orange 1, que teve um efeito
consideravelmente menor. Ja o corante Disperse Red 1 ndo alterou a atividade
mitocondrial dos condrdcitos. A produgao de lactato, principal metabdlito produzido
pelos condrécitos (BOUBRIAK, URBAN, CUI, 2006), foi afetada de maneira bastante
semelhante a atividade mitocondrial (Figura 26), com o corante Disperse Red 13
reduzindo a producido desse metabdlito a partir de 24 horas de exposicdo na maior
concentracdo testada. Além disso, o corante Disperse Red 1, que nao interferiu na
atividade mitocondrial dos condrécitos, também ndo alterou a producédo de lactato
por essas células. O corante Disperse Orange 1, por sua vez, reduziu a atividade
mitocondrial dos condrdcitos, mas nao interferiu na producdo de lactato apos 72
horas de exposigdo. Possivelmente a produgdo de lactato n&o foi afetada
significativamente porque este corante ndo teve um efeito tdo pronunciado na
viabilidade celular (esta foi reduzida para 86%). Mesmo assim, a Figura 26b mostra
que apos 72 horas de exposicdo, houve uma tendéncia para reduzir a producido de
lactato por esse corante.

Observando a Figura 26 percebe-se que a produgcdo de lactato pelos
condrécitos nao expostos aos corantes (controle negativo) foi de aproximadamente
0,6 mM apds 24 horas e 1,9 mM apdos 48 horas, o que reflete um aumento de 3
vezes na producgdo de lactato num intervalo de 24 horas. Entretanto, apos 72 horas

de cultura a produgdo desse metabdlito permaneceu constante (1,8 mM). Tal fato
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pode ser explicado pela expansdo dos condrécitos em monocamadas.
Provavelmente até as primeiras 48 horas de cultura houve uma acentuada
proliferagdo celular, que atingiu um platé apoés 72 horas, mantendo os niveis de
lactato constantes.

Os condrécitos produzem ATP principalmente por glicolise, o que gera altos
niveis de acido latico (LEE, URBAN, 1997). Sendo assim, as concentragdes de acido
latico € uma indicac&o rapida e direta da taxa de metabolismo celular (BOUBRIAK,
URBAN, CUI, 2006). Partindo desse principio e tendo em vista os resultados
gerados nesse trabalho, pode-se dizer que o corante Disperse Red 13 interferiu na
funcdo e metabolismo dos condrdcitos por reduzir a atividade mitocondrial e os
niveis de lactato, respectivamente, enquanto o corante Disperse Orange 1 interferiu
somente na funcdo dessas células e o corante Disperse Red 1 ndo apresentou
nenhum efeito nos endpoints analisados .

Ao comparar os resultados do ensaio de MTT em condrdcitos e células
HepG2 em monocamadas (Figuras 25 e 29), percebe-se que os corantes analisados
interferiram de maneira mais intensa nas células HepG2. Tal fato pode ser explicado
pelo numero de mitocOndrias nos condrdcitos articulares. Conforme dito
anteriormente, os condrécitos obtém energia principalmente por glicélise, uma via
que néo utiliza oxigénio, o que permite a essas células sobreviverem muitos dias sob
anoxia. Sendo assim, os condrécitos consomem menos oxigénio do que outros tipos
de células, o que justifica o reduzido numero de mitocdndrias encontrado nesse tipo
de célula in vivo (BOUBRIAK, BROOKS, URBAN, 2009). Embora o numero de
mitocdndrias aumente nos condrécitos cultivados em monocamadas (BOUBRIAK,
BROOKS, URBAN, 2009), provavelmente esse numero ndo atinja o mesmo
conteudo enzimatico das mitocéndrias das células HepG2, visto que os hepatdcitos
séo ceélulas ricas em mitocondrias.

O corante Disperse Red 13 foi o mais toxico para células hepaticas,
semelhantemente aos condroécitos. Ao contrario dos outros corantes estudados,
esse corante reduziu a atividade mitocondrial das células HepG2 cultivadas em
monocamadas e em 3D a partir de 24 horas de exposi¢ao (Figuras 29e, 29f). Essa
reducdo aumentou com o tempo de exposi¢éo, atingindo cerca de 30% dos valores
do controle apds 72 horas de exposicdo ao corante. Adicionalmente, esse corante,

ao contrario dos outros testados, também reduziu a atividade de desidrogenases das
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células HepG2 (Figuras 30e, 30f) tanto em monocamadas quanto em 3D; entretanto,
a atividade mitocondrial foi mais afetada por esse corante do que a atividade de
desidrogenases. Também foi avaliada a influéncia desse corante na atividade
mitocondrial de células HepG2 cultivadas em 3D em perfusdo. Entretanto, como foi
exposto (Figura 29g) os dados gerados estdo conflitantes. Possivelmente o
plagueamento de esferoides no bioreator utilizado e posterior perfusdo nao tenha
sido um bom modelo para o ensaio, visto que os esferoides, ao contrario das
capsulas de alginato, podem se desprender e serem desprezados junto com o fluxo
da perfusdo. Outra causa a qual se pode atribuir o insucesso dessa técnica é a
dificuldade de transferir os esferoides para uma placa no momento de colocar o sal
de MTT. Nao é aconselhavel colocar o MTT no bioreactor porque esse corante pode
ser absorvido pelo PDMS, material usado na fabricacdo do bioreator. Sendo assim,
uma terceira causa para o problema encontrado pode ter sido a absorcdo dos
préprios corantes pelo PDMS.

Assim como o Disperse Red 13 os corantes Disperse Orange 1 e Disperse
Red 1 também reduziram a atividade mitocondrial das células HepG2 para cerca de
70% quando cultivadas em monocamadas (Figuras 29a, 29c), mas nao exerceram
efeito significativo na atividade de desidrogenases dessas mesmas células (Figuras
30a,b; 30c,d).

Além disso, embora o corante Disperse Orange 1 tenha reduzido a atividade
mitocondrial das células HepG2 cultivadas em monocamadas, nao foi observado
efeito significativo quando esse corante foi testado em células HepG2 cultivadas em
3D, ao contrario dos corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 . Tal fato pode ser
atribuido ao ambiente em cultura tridimensional. Estudos tém demonstrado que
células crescendo em esferoides sdo mais resistentes aos agentes citotdéxicos do
que aquelas em monocamadas (HOFFMAN, 1991, DHIMAN et al., 2005, SUN et al.,
2006). Uma vez que os esferoides podem estabelecer uma geometria em 3D precisa
e reproduzir a arquitetura do tecido in vivo (PAMPALONI et al., 2009), é possivel que
o corante Disperse Orange 1 néo tenha atingido as células no centro dos esferoides
e interagiram somente com as células HepG2 da superficie. Além disso, tendo em
vista que os hepatdcitos adquirem fungdes especificas do figado quando agregados
em esferoides, (PAMPALONI et al.,, 2009), possivelmente esse corante foi

metabolizado por enzimas hepaticas produzidas pelos esferoides gerando produtos
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que nao afetaram a atividade mitocondrial das células HepG2. Assim, os resultados
mostram que € importante testar toxicantes usando cultura de células em 3D, uma
vez que esse tipo de cultura reproduz a arquitetura e bioquimica do tecido in vivo de
maneira mais fidedigna, e assim fornece resultados mais precisos (HEWITT et al.,
2007, PAMPALONI et al., 2009). Entretanto, deve ser ressaltado que apesar de
varios ensaios toxicoldgicos baseados em modelos de cultura em 3D terem sido
desenvolvidos e serem promissores devido a sua capacidade de mimetizar resposta
especifica de certos 6rgdos a agao de toxicantes, a validagdo desses ensaios é um
longo processo (PAMPALONI et al., 2009).

5.2 Genotoxicidade, mutagenicidade, citotoxicidade e ecotoxicidade dos
corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red 13 apés
tratamento por cloracao e fotoeletrocatélise

De uma maneira geral, pode-se observar que a cloragado diminuiu a poténcia
genotdxica de todos os corantes originais. Entretanto, esse tratamento manteve o
efeito genotdxico apresentado pelo corante Disperse Red 13 em todas as
concentragdes testadas, embora com um indice de dano menor (Tabelas 3, 4 e 5).
Esse fato pode ser explicado pela presenga de um atomo de cloro na molécula do
corante original, que sera discutido posteriormente. Ja o0s corantes
fotoeletrocatalisados n&o apresentaram efeito genotoxico.

Considerando os resultados obtidos no ensaio de mutagenicidade com
Salmonella, observa-se que assim como os corantes originais, os corantes clorados
induziram maior atividade mutagénica com a linhagem YG1041 do que com a TA98.
Tal fato pode ser explicado pela acdo das enzimas nitroredutase e O-
acetiltransferase que sédo produzidas em grande quantidade pela linhagem YG1041
e parecem desempenharem um importante papel na mutagenicidade desses
corantes. O sistema de metabolizagdo S9 reduziu a mutagenicidade apresentada
tanto pelos corantes originais quanto pelos clorados. Possivelmente os produtos
gerados apds metabolizagdo via citocromo P-450 tém menor potencial de causar
danos ao DNA.

Analisando os resultados gerados por esse ensaio, observa-se que a cloragéo
aumentou a mutagenicidade apresentada pelos corantes Disperse Orange 1 e

Disperse Red 1 com a linhagem TA98 tanto na auséncia quanto na presenca de S9.
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Com a linhagem YG1041, observa-se o oposto (Figuras 13 e 14). Essa diferenca
pode ser explicada tomando como base as enzimas que sao produzidas em grande
quantidade pela linhagem YG1041, conforme dito anteriormente. Aparentemente as
enzimas O-acetiltransferase e nitroredutase agem nos corantes clorados gerando
produtos que sdo menos mutagénicos do que aqueles derivados da acédo dessas
enzimas nos corantes originais.

O corante Disperse Red 13 apresentou um comportamento diferente. A
cloragcédo reduziu a mutagenicidade apresentada por esse corante com ambas as
linhagens, TA98 e YG1041 (Figura 15). O corante original ndo apresentou
mutagenicidade quando testado com a linhagem TA98 na presengca de S9.
Entretanto, apos a cloragdo (Figura 15b) esse corante passa a apresentar atividade
mutagénica para a linhagem TA98 na presenga de S9, com poténcia mutagénica de
0,10 rev/ug. Provavelmente a cloragéo desse corante gerou produtos que requerem
metabolizagdo via citocromo P-450 para exercerem mutagenicidade. Tal fato pode
ser explicado pela presenca de um atomo de cloro na estrutura desse corante.
Segundo Chung e Cerniglia (1992) a inser¢cado de dois atomos de cloro na posi¢cao
para um ao outro em dois anéis aromaticos ligados entre si tende a aumentar a
mutagenicidade do composto. Possivelmente a cloragdo do corante Disperse Red 13
tenha inserido um cloro nessa posicdo em relagdo ao outro atomo de cloro ja
presente na estrutura (Figura 9). Para a linhagem YG1041 a cloragdo reduziu a
poténcia mutagénica tanto na auséncia quanto na presenca de S9. As enzimas
produzidas em grande quantidade por essa linhagem podem ter agido no corante
clorado gerando produtos que sdo menos mutagénicos do que aqueles gerados no
metabolismo do corante original.

Para os corantes Disperse Orange 1 e Disperse Red 1, o ensaio do cometa
nao mostrou o mesmo padrao de resposta apresentado pelo ensaio com Salmonella
utiizando a linhagem TA98 (aumento do dano genético apds cloragdo). Tal
comportamento pode ser explicado tomando como base o tipo de dano causado por
esses corantes. Conforme dito anteriormente, esses compostos atuam no DNA,
causando deslocamento do quadro de leitura. Esse tipo de mutacdo pode ocorrer
por adigdo ou delegao de bases nitrogenadas. Possivelmente a delegdo de pequeno
numero de bases nao péde ser detectada pelo ensaio do cometa. Além disso, pode-

se inferir que apods cloracdo esses corantes ndo causam quebras cromossémicas.
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Assim, a cloracao dos corantes Disperse Orange 1, Disperse Red 1 e Disperse Red
13 gerou compostos que causaram principalmente quebras no DNA e/ou mutagdes
de ponto.

Baseando nos resultados com a linhagem YG1041, para a qual se obteve as
maiores respostas, o corante Disperse Orange 1 foi o que mais teve a sua
mutagenicidade reduzida apds a cloragao (3 vezes na auséncia de S9 e 5 vezes na
presenca deste), seguido pelo Disperse Red 13 (3 vezes na auséncia de S9 e 2,5
vezes na presencga deste) e por ultimo o Disperse Red 1 (2 vezes tanto na auséncia
quanto na presenga de S9). Ja& a fotoeletrocatalise removeu completamente a
mutagenicidade apresentada por todos os corantes estudados nesse trabalho.

Conforme dito anteriormente, somente o corante Disperse Orange 1 induziu
apoptose nas células HepG2. Apds o tratamento tanto por cloracdo quanto por
fotoeletrocatalise, este corante perdeu esse efeito toxico. Adicionalmente, os
tratamentos n&o interferiram no comportamento dos outros corantes estudados,
mantendo-os nao toxicos nas condi¢des testadas.

Conforme mostrado previamente, somente os corantes Disperse Red 1 e
Disperse Red 13 foram toxicos para Daphnia similis. Os tratamentos por cloracao e
fotoeletrocatalise dimunuiram a ecotoxicidade apresentada pelo corante Disperse
Red 1, sendo que a cloragdo se mostrou mais eficiente. O mesmo aconteceu com o
corante Disperse Red 13, entretanto, para esse corante a fotoeletrocatalise foi mais
eficaz. Os produtos gerados pelo corante Disperse Orange 1 apos os tratamentos,
assim como esse corante no seu estado original, ndo foram toxicos para Daphnia
similis.

Ainda considerando a ecotoxicidade, somente o corante Disperse Red 1 foi
téxico para Vibrio fischeri no seu estado original. Apds os tratamentos a
fotoeletrocatalise foi mais eficiente do que a cloragcdo na remocgao da toxicidade
apresentada. Curiosamente, os corantes Disperse Red 13 e Disperse Orange 1
passaram a ser toxicos para Vibrio apds tratamento por cloragdo. Tal fato pode estar
relacionado a alguma mudanga na estrutura quimica desses corantes, pois conforme
dito por Chung e Cerniglia (1992) e Hashimoto et al. (1977) e citado anteriormente,
pequenas variagdes nas estruturas quimicas dos corantes podem mudar suas
propriedades téxicas. Além disso, o corante Disperse Red 13 também passou a ser

toxico apos tratamento por fotoeletrocatalise, o que foi muito curioso, uma vez que
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esse método de tratamento se mostrou muito eficiente na remocdo da
mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade apresentada por esses corantes
nos ensaios utilizando Salmonella, cometa e anexina V respectivamente. Assim,
uma atengdo maior deve ser dada na avaliagdo e utilizacdo desse método de
tratamento.

De acordo com o Globally Harmonization System of Classification and
Labeling of Chemicals (GHS), sistema que visa padronizar e harmonizar a
classificagdo de produtos quimicos, o corante Disperse Red 13 é o que no seu
estado original apresenta maior toxicidade aguda para a vida aquatica, se
enquadrando na categoria 1 do GHS, considerado muito téxico (L(E)C50 < 1 mg/L,
onde L(E)C50 corresponde a LC50 para peixes apos 96 horas de exposigdo ou
EC50 ou LC50 apds 48 horas de exposi¢cao em crustaceos ou EC50 apés 72 ou 96
horas de exposicdo em algas ou outras plantas aquaticas). Apds os tratamentos,
tanto a cloracdo quanto a fotoeletrocatalise, esse corante passa a pertencer a
categoria 2 do GHS (L(E)C50 > 1 mg/L < 10 mg/L), sendo condiserado téxico para a
vida aquatica. Ja o corante Disperse Red 1 tanto no estado original quanto tratado
pertence a categoria 2 do GHS, sendo considerado téxico para a vida aquatica. Tal
fato mostra que os tratamentos n&o foram eficientes na destoxificagcdo dos corantes,
0 que enfatiza novamente a necessidade de aprimoramento das técnicas de
tratamento dos efluentes industriais. O corante Disperse Orange 1 ndo pdde ser
classificado pelo GHS porque ndo se mostrou toxico para Daphnia similis, um dos
organismos (crustaceos) usados nesta classificacdo (GLOBALLY HARMONIZATION
SYSTEM OF CLASSIFICATION AND LABELING OF CHEMICALS [GHS], 2005).

Ao comparar os dados gerados pelos ensaios com Daphnia similis e Vibrio
fischeri, percebe-se que os resultados foram diferentes. Por exemplo, o corante
Disperse Orange 1 nao foi téxico para Daphnia similis em nenhuma condigao
testada, entretanto esse corante mostrou toxicidade para Vibrio fischeri apds o
tratamento por cloragdo. O corante Disperse Red 1 foi téxico para os dois
organismos em todas as condi¢des testadas, entretanto os produtos gerados apés a
fotoeletrocatalise foram mais toxicos para Daphnia similis do que os produtos
clorados, comportamento oposto ao observado para o Vibrio fischeri. Por ultimo,
pode-se notar que o corante Disperse Red 13 s6 apresentou toxicidade para o Vibrio

fischeri apos os tratamentos enquanto para Daphnia similis esse composto foi toxico
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em todas as codi¢des testadas. Tal fato pode ser explicado pela diferenga na
estrutura dos dois organismos. Sendo Vibrio fischeri uma bactéria, ele € um
organismo unicelular, procarionte, com estrutura e mecanismo celulares bem mais
simples do que a Daphnia similis, um microcrustaceo pluricelular, eucarionte, de
organizagao e funcionamento celulares mais complexos. Além disso, os endpoints
analisados sao diferentes, para Daphnia similis a avaliagao da toxicidade se baseia
na inibicdo da capacidade natatoria, ja para Vibrio fischeri a toxicidade se manifesta

através da inibicdo da luminescéncia da bactéria, conforme dito anteriormente.

5.3 Cloragéao x fotoeletrocatélise

Varios trabalhos tém mostrado a ineficiéncia da cloragdo no tratamento de
efluentes e agua.

Pizzolato et al. (2002) estudaram a eficiéncia do tratamento de um efluente
téxtil por oxidacdo com hipoclorito de sédio (NaClO). Eles fizeram a caracterizacao
quimica do efluente e avaliaram os seus produtos de degradag&o. Os autores
observaram que a remoc¢ao da cor foi obtida em poucos minutos usando 1,3 mL/L de
NaClO e pH 7,0. Entretanto, os corantes organicos nao foram completamente
oxidados pelo NaClO e muitos compostos degradados foram encontrados no
efluente tratado, incluindo organoclorados.

A fim de investigar a mutagenicidade encontrada no Ribeirdo de Cristais,
regido metropolitana de Sao Paulo, Oliveira et al. (2006) avaliaram solugdes puras e
cloradas do corante preto denominado pelos autores de black dye commercial
product (BDCP), encontrado nesse corpo d’agua. Esse corante é constituido pelos
corantes C.I. Disperse Blue 373, C.l. Disperse Orange 37 e C.l. Disperse Violet 93.
Os autores observaram que todas as solugdes, tanto dos corantes originais quanto
dos clorados, mostraram atividade mutagénica para o teste Salmonella/microssoma.
Os resultados do ensaio de mutagenicidade desses compostos sugerem que eles
sejam pelo menos em parte, responsaveis pela mutagenicidade encontrada nas
amostras de agua para consumo vindas do Ribeirdo de Cristais, 0 que mostra a
ineficiéncia da cloragdo na remogao da mutagenicidade desses corantes (OLIVEIRA
et al., 20006).

Segundo Barros et al. (2006), a cloragao de efluentes contendo corantes é um

processo simples e barato mas gera produtos que mesmo em baixas concentragdes
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apresentam um grande risco a populagdo devido as propriedades genotdxicas
apresentadas por grande parte desses compostos.

Além disso, a cloracdo ndo € um tratamento adequado para degradar
corantes do grupo dos dispersivos (ROBINSON et al., 2001). Szpyrkowicz, Juzzolino
e Kaul (2001) fizeram um estudo comparativo da oxidagdo de corantes dispersivos
por processos eletroquimicos, ozénio, hipoclorito e reagente de Fenton. Com base
nos resultados, a cloragao foi o pior tratamento empregado em termos de remogao
de cor e demanda quimica de oxigénio (COD). Para doses pequenas de hipoclorito
de sédio (até 1g/dm?) o tempo de contato devia ser pelo menos 30 minutos e mesmo
assim a eficiéncia era baixa (15 — 20%). Para doses maiores a eficiéncia da remogao
nao dependia do tempo de contato (aumentando o tempo de contato para 150
minutos a remogado do corante aumentava somente de 4 a 5%). Melhorando as
condigdes, 0 maximo que os autores conseguiram foi uma remocgao de 30% apenas.
Assim, eles concluem que mesmo aumentando a dose de hipoclorito e o tempo de
contato, o tratamento por cloracdo ndo atinge altos niveis de remogao da cor dos
corantes dispersivos (SZPYRKOWICZ, JUZZOLINO, KAUL, 2001).

Sarasa et al. (1998) estudaram o efluente de uma industria que produz azo
corantes e emprega a cloragdo como método de tratamento. Por meio de analises
por CG/MS e CG/FID os autores identificaram alguns compostos organoclorados
resultantes desse tratamento, entre eles: cloroanilinas, cloronitrobenzenos e
clorofendis, substancias que oferecem risco a saude humana (SARASA et al., 1998).
Além disso, segundo Hao, Kim e Chiang (2000) pode ser que esses compostos nao
sejam degradados por declorinagdo ou outras técnicas de tratamento.

Alaton, Tureli e Hanci (2009) citam o uso da cloragdo no tratamento de
efluentes contendo corantes, mas ressaltam a desvantagem desse método em gerar
compostos organicos halogenados.

Conforme dito anteriormente, o tratamento por cloragdo também é utilizado
nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs) e assim como para os efluentes, esse
método também nao tem se mostrado eficaz na purificagdo da agua bruta contendo
corantes, como mostrado por Oliveira et al., (2006) no mesmo trabalho citado
anteriormente relativo ao Ribeirdo dos Cristais.

Além disso, € reconhecida a formacédo de produtos genotdxicos apos a

cloracdo de aguas brutas, ainda que estas ndo possuam corantes como
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contaminantes. Sabe-se que a cloragdo de agua rica em material organico produz
uma complexa mistura de compostos organoclorados, os desinfection by products.
Alguns desses compostos tém apresentado propriedades mutagénicas e
cancerigenas (KOIVUSALDO, et al. 1997). A fim de avaliar a relagdo entre o consumo
de agua tratada e carcinogenicidade, foi realizado um extenso estudo com 621.431
pessoas morando em 56 cidades da Finlandia. Através de varios calculos os autores
concluiram que mulheres que consumiram agua mutagénica por mais de 27 anos
apresentavam um alto risco de cancer no reto e bexiga (KOIVUSALO, et al. 1997).

Marabini et al. (2007) avaliaram o potencial genotdxico e citotoxico da agua
para consumo de duas cidades italianas. Eles encontraram compostos organicos e
nitrato nas amostras das duas cidades, sendo que em uma delas, embora nao se
observaram efeitos citotoxicos, foram observados efeitos genotdxicos em linfocitos.
Na outra cidade analisada, a agua para consumo induziu efeitos citotéxicos e
genotodxicos em linfécitos e células HepG2.

Banerjee et al., (2008) investigaram genotoxicidade em amostras de agua
para consumo coletadas de torneiras na india. Através do ensaio do cometa eles
observaram uma grande indugédo de dano ao DNA (p<0,001). Os autores concluem
que a mistura cloro, aluminio e coagulantes poliméricos (CatflocT) usados no
tratamento da agua para consumo, tem um potente efeito genotoxico cumulativo em
células eucariotas, o que oferece riscos potenciais para a saude humana depois de
exposigao prolongada.

Bolognesi et al. (2004) estudaram a influéncia de desinfetantes clorados na
formagdo de mutagenos na agua para consumo humano. Os resultados dos testes
de micronucleo e cometa mostram que a exposigdo a agua desinfetada induz
claramente a interacao entre o DNA e os produtos clorados.

Park et al., (2000) estudaram a genotoxicidade da agua para consumo de trés
cidades coreanas. Utilizando o ensaio de Salmonella/microssoma eles encontraram
que as amostras de agua tratada das trés cidades foram mutagénicas para as
linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium na auséncia e presencga de S9,
o que foi confirmado no teste de micronucleos em medula 6ssea de rato. Como nao
foram encontrados efeitos genotoxicos na agua bruta antes da cloragdo, os autores
apontam o processo como um possivel responsavel pela genotoxicidade presente

na agua tratada.
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Zani et al.,, (2005) investigaram a influéncia de diferentes etapas do
tratamento na mutagenicidade encontrada na agua tratada. Para isso, quatro
amostras foram coletadas: agua sem qualquer tipo de tratamento, apos a
desinfeccdo com diéxido de cloro, apods filtragdo com carbono ativo e agua de
torneira. As amostras foram submetidas ao teste Microtox para avaliar a toxicidade e
a diferentes testes de genotoxicidade: usando linhagens de Salmonella typhimurium,
Saccharomyces cerevisiae, o SOS cromoteste com Escherichia coli e o teste
Mutatox com Vibrio fischeri. O teste Microtox revelou alta toxicidade nas amostras de
agua tratada apos a etapa de cloragdo. O que foi confirmado pelo teste Mutatox.
Além disso, o teste com Salmonella mostrou toxicidade nas doses mais altas, o que
inviabilizou a avaliagdo da mutagenicidade. O SOS cromoteste foi positivo para
todas as amostras de agua tratada, sem ativagdo metabdlica. No teste com S.
cerevisiae tanto a toxicidade quanto a genotoxicidade aumentaram durante as
etapas de tratamento, especialmente em células sem indug¢ao do citocromo P450.

Wang et al. (2007) avaliaram a toxicidade da agua bruta durante o processo
de desinfec¢do com cloro. Eles observaram que a toxicidade das amostras de agua
foi correlacionada positivamente com a dosagem de cloro e concentragédo de
carbdnico organico dissolvido e negativamente com a concentragcdo de amoénia
nitrogénio (NHsz — H).

Umbuzeiro, Warren e Claxton (2006) investigaram amostras de agua de duas
Estacbes de Tratamento de Agua em S3o Paulo. As duas amostras deram respostas
similares para a combinacdo de linhagens TA7000 (TA7001, TA7002, TA7003,
TA7004, TA7005 e TA7006) de Salmonella typhimurium, e causaram principalmente
transversées CG — AT no DNA. Os autores sugerem que os desinfection by products
halogenados gerados durante a cloragdo da agua sejam os responsaveis pelos
efeitos observados nas linhagens TA7000.

Como pode ser visto na literatura, varios sdo os relatos que mostram a
ineficiéncia do tratamento de efluentes e agua pelo método de cloragéo.

Assim, técnicas alternativas de tratamento de sistemas aquosos como a
fotoeletrocatalise tém sido melhoradas visando a mineralizagdo de compostos
organicos toxicos. Osugi et al., (2009) otimizando as condi¢gdes da técnica para os
trés corantes estudados neste trabalho obtiveram remogdo completa da

mutagenicidade apds 1 hora de tratamento por fotoeletrocatalise.
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Zanoni, Sene e Anderson (2003) usaram a fotoeletrocatalise para degradar o
corante reativo Remazol Brilliant Orange 3R. Eles observaram que com 3 horas de
tratamento o corante ja estava praticamente mineralizado (70% de redugdo do
carbono orgénico total - TOC).

Osugi et al. (2006) investigaram a capacidade da oxidagao fotoeletrocatalitica
degradar o corante Remazol Turquoise Blue 15. Apds 3 horas de tratamento, os
autores observaram uma remocao de 100% da absorbancia e reducéo de 79, 6% do
TOC.

Carneiro et al. (2004) avaliaram a remogao da cor e degradagao do corante
reativo Orange 16. Os autores observaram que a remogao da cor ocorreu apos 20
minutos de tratamento. Além disso, apds 180 minutos de fotoeletrocatalise ja se
observava uma reducao de 62% de TOC.

Carneiro et al. (2005) avaliaram a degradagdo do corante reativo Reactive
Blue 4. A oxidacao fotoeletroquimica desse corante no eletrodo de Ti/SnO,/SbOx
(3% mol)/RuOz (1% mol) conduziu a 100% de descolorizagdo e 60% de remogéo do
TOC.

Fraga et al. (2009) avaliaram a produgdo de cloro na oxidagao
fotoeletrocatalitica de compostos clorados. Os autores perceberam que em
condicbes otimizadas o método pode produzir cloro ativo em concentracdes
compativeis com processos de desinfecgdo de agua que usam esse reagente. Além
disso, eles afirmam que o método foi aplicado com sucesso para tratar aguas
superficiais coletadas de um rio brasileiro, sendo que apdés 150 minutos de
tratamento eles obtiveram reducdo de 90% de TOC, 100% de remocéao da turbidez,
93% da diminuicdo da cor e remogao de 96% da demanda quimica de oxigénio
(COD). Esse método também foi utilizado no tratamento de 250 mL de uma solugao
contendo 0,05 mol/L de NaCl e 50 ug/L de Microcystin aeruginosa. A bactéria foi
completamente removida apos 5 minutos de fotoeletrocatalise, o que sugere que
este método pode ser considerado uma alternativa promissora aos desinfetantes
baseados em cloro.

Li et al. (2007) analisaram a eficiéncia de trés processos de degradagao
(fotocatalise, oxidagao eletroquimica e fotoeletrocatalise) no tratamento de amostras
de agua originadas de um campo petrolifero. Os autores observaram que a

fotoeletrocatalise exibiu a maior capacidade de reduzir genotoxicidade da amostra,
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enquanto a fotocatalise foi o método menos efetivo no tratamento. Por fim eles
concluem que a fotoeletrocatalise foi a tecnologia mais eficiente para degradar
efluentes de campos petroliferos.

Macedo et al. (2007) estudaram a eficiéncia da fotoeletrocatalise na
degradagdo de um corante utilizado para tingir couro. Os resultados deste estudo
indicaram que o corante pode ser totalmente degradado e mineralizado em produtos
inorganicos como ions NH,". Além disso, os autores observaram que durante um
periodo de 480 minutos de tratamento, a taxa de descolorizagao foi maior que 90%.

Considerando o exposto, a fotoeletrocatalise € uma alternativa promissora no
tratamento de efluentes e agua em substituicdo a cloragao convencional, entretanto
devem-se considerar alguns aprimoramentos na técnica, uma vez que esse
tratamento, embora tenha removido a genotoxicidade, mutagenicidade e
citotoxicidade dos corantes aqui estudados, ndo foi eficaz na remocido da
ecotoxicidade dos mesmos.

Os dados sobre mutagenicidade e genotoxicidade dos corantes originais
comparados com os clorados foram publicados no periédico Mutation Research,
enquanto os dados de genotoxicidade, citotoxicidade e ecotoxicidade do corante
Disperse Orange 1 foram agrupados e publicados no periédico Journal of Hazardous
Materials. Além disso, fomos convidados para escrever um capitulo sobre aminas
aromaticas para a revista Frontiers in Bioscience, o qual ja foi aceito e o livro
encontra-se em fase de finalizagdo, com publicagao prevista para 2012. Os dados
gerados durante o doutorado sanduiche foram enviados para publicagcdo no

periodico Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A.
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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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APENDICE A - Dados brutos gerados no ensaio Salmonella/microssoma

Corantes Clorados

TABELA 1. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Orange 1,
empregando a linhagem TA98, na auséncia e presencga de ativagdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa DP'
Dose Média
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
33 28
0 37 31,00
33 24 5,05
5 34 37 22 31,00 7,94
10 46 31 37 38,00 7,55
50 70 84 83 79,00 7,81**
100 105 78 118 100,33 20,40™*
500 395 295 374 354,67 523,73**

Controle positivo  4NQO (0,5 yg/placa) 560 530 545,00 21,21**

Com S9
39 30
0 24 29,80 5,97
25 31

50 35 32 34 33,67 1,53
100 30 37 33 33,33 3,51
500 102 74 77 86,00 18,25*
1000 161 192 204 185,67 22,19*

Controle positivo ~ 2AA (2,5 pglplaca) 1070 1130 1100 42,42

' D.P. = desvio padrdo
* significante a 5%
** significante a 1%



TABELA 2. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Orange 1,
empregando a linhagem YG1041, na auséncia e presenca de ativagdo metabdlica
(S9).

Numero de colbnias por placa

Dose Média DP'
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
61 51
0 51,40
59 42 44 8,56
0,05 49 55 44 49,33 5,51
0,10 51 53 53 52,33 1,15
0,50 61 87 72 73,33 13,05
1,00 93 89 84 88,67 4,51**
5,00 224 235 203 220,67 16,26**
Controle
o 4NOP (10 ug/placa) 600 730 665,00
positivo 91 92**
Com S9
52 56
0 57,8
58 60 63 415
0,05 58 52 50 53,33 4,16
0,10 61 59 59 59,67 1,15
0,50 61 66 63 63,33 2,52
5,00 70 77 93 80,00 11,79
10,00 119 100 126 115,00 13,45**
Controle 2AA (0,0625
positivo Hg/placa) 210 220 215 7,07

' D.P. = desvio padrdo
** significante a 1%



TABELA 3. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 1, empregando a

linhagem TA98, na auséncia e presenga de ativagdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa DP'
Dose Média
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
33 28
0 37 31,00
33 24 5,05
0,10 31 26 33 30,00 3,61
0,50 47 41 44 44,00 3,00*
1,00 69 56 68 64,33 7,23**
5,00 210 190 199 199,67 10,02**
10,00 367 336 346 349,67 15,82**
50,00 992 854 1156 1000,67  151,19**
Controle positivo ~ 4NQO (0,5 pg/placa) 560 530 545,00 21,21**
Com S9
39 30
0 24 29,80 5,97
25 31
1 20 27 - 23,50 4,95
5 54 57 - 55,50 2,12**
10 80 83 - 81,50 2,12**
50 329 290 356 325,00 33,18**
100 711 738 843 764,00 69,74**
2AA (2,5 uglplaca) 10701130 1100 42,42™

Controle positivo

' D.P. = desvio padrao

* significante a 5%
** significante a 1%



TABELA 4. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 1, empregando a
linhagem YG1041, na auséncia e presencga de ativagao metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa

Dose Média DP'
(ug/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
61 51
0 51,40
59 42 44 8,56
0,01 47 50 50 49,00 1,73
0,05 71 73 52 65,33 11,59
0,10 80 93 78 83,67 8,14*
0,50 152 232 223 202,33 43,82
Controle 4NOP (10 ug/placa) 600 730 665,00 -
positivo Hg/P ) 91,92
Com S9
52 56
0 57,80
58 60 63 4,15
0,05 52 71 65 62,67 9,71
0,10 59 66 67 64,00 4,36
0,50 117 113 . 115,00 2,83*
1,00 167 156 143 155,33 12,01%
Controle A A (0,0625 pgiplaca) 210 220 215
positivo 0e0 HOP 7.07**

" D.P. = desvio padrdo
* significante a 5%
** significante a 1%



TABELA 5. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 13, empregando
a linhagem TA98, na auséncia e presenga de ativagcdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa DP'
Dose Média
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
33 28
0 37 31,00
33 24 5,05
5 32 28 35 31,67 3,51
10 42 28 46 38,67 9,45
50 34 37 42 37,67 4,04
100 58 49 57 54,67 4,93*
200 62 71 92 75,00 15,39**

Controle positivo  4NQO (0,5 yg/placa) 560 530 545,00 21,21**

Com S9
39 30
0 24 29,80 5,97
25 31
0,50 44 23 33 33,33 10,50
5,00 55 33 39 42,33 11,37
50,00 39 43 41 41,00 2,00
100,00 59 44 77 60,00 16,52
400,00 52 82 87 73,67 18,93*
Controle positivo 2AA (2,5 ug/placa) 1070 1130 1100 42,42**

' D.P. = desvio padrao
* significante a 5%
** significante a 1%



TABELA 6. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 13, empregando
a linhagem YG1041, na auséncia e presenga de ativacdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa

Dose Média DP'
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
61 51
0 51,40
59 42 44 8,56
0,50 72 63 58 64,33 7,09
1,00 64 73 85 74,00 10,54
5,00 130 117 123 123,33 6,51*
10,00 217 171 170 186,00 26,85**
Controle 4NOP (10 ug/placa) 600 730 665,00 -
positivo H/P , 91,92
Com S9
52 56
0 57,8
58 60 63 4,15
0,10 48 49 55 50,67 3,79
0,50 50 52 58 53,33 4,16
5,00 65 67 63 65,00 2,00
50,00 70 72 70 70,67 1,15*
100,00 82 88 86 85,33 3,06**
Controle A (0,0625 pglplaca) 210 220 215
positivo ’ Ho’p 7,07

' D.P. = desvio padrao
* significante a 5%,
** significante a 1%



Corantes Fotoeletrocatalisados

TABELA 1. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Orange 1,
empregando a linhagem TA98, na auséncia e presenga de ativagdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa DP'
Dose Média
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
16 17
0 16 16,80
19 16 1,30
5 19 20 22 20,33 1,53
10 31 21 20 24,00 6,08
50 22 22 -- 22,00 0,00
100 22 28 21 23,67 3,79
500 27 21 20 22,67 3,79

Controle positivo  4NQO (0,5 pg/placa) 400 380 390,00 14,14**

Com S9
27 24
0 35 29,00 6,12
23 36
50 29 30 25 28,00 2,65
100 29 31 27 29,00 2,00
500 25 36 25 28,67 6,35
1000 35 31 28 31,33 3,51
Controle positivo 2AA (2,5 yg/placa) 910 1160 1035 176,78

' D.P. = desvio padrao
** significante a 1%



TABELA 2. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Orange 1,
empregando a linhagem YG1041, na auséncia e presenca de ativagdo metabdlica
(S9).

Numero de colbnias por placa

Dose Média DP'
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
45 43
0 43.60
50 41 39 4,22
0.05 44 53 42 46,33 586
0.10 39 48 45 44,00 4,58
0,50 49 46 43 46,00 3.00
1,00 49 38 45 44,00 557
5.00 50 36 45 43,67 7.09
Controle 4NOP (10 ug/placa) 950 970 960,00 -
- ositivo ug/p , 1414
Com S9
50 48
0 51,80
52 49 60 4,82
0.05 49 60 53 54,00 557
0.10 59 49 60 56,00 6.08
0,50 53 56 52 53,67 2.08
5.00 54 51 - 52,50 212
10,00 53 56 45 51,00 557
Controle 2AA (0,0625 pg/placa) 390 310 350
positivo POS0 HYP 56,57**

' D.P. = desvio padrdo
** significante a 1%



TABELA 3. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 1, empregando a
linhagem TA98, na auséncia e presenga de ativagdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa DP'

Dose Média

(Hg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
16 17

0 16 16,80
19 16 1,30
0,10 19 18 19 18,67 0,58
0,50 18 17 -- 17,50 0,71
1,00 19 18 -- 18,50 0,71
5,00 19 19 21 19,67 1,15
10,00 18 21 19 19,33 1,53
50,00 19 22 -- 20,50 2,12

Controle positivo ~ 4NQO (0,5 pg/placa) 400 380 390,00 14,14**

Com S9
27 24
0 35 29,00 6,12
23 36

1 33 26 28 29,00 3,61

5 30 27 24 27,00 3,00
10 39 26 22 29,00 8,89
50 35 26 28 29,67 4,73
100 24 34 24 27,33 5,77

Controle positivo 2AA (2,5 yg/placa) 910 1160 1035 176,78

' D.P. = desvio padrdo
** significante a 1%



TABELA 4. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 1, empregando a
linhagem YG1041, na auséncia e presencga de ativagao metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa

Dose Média DP’
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
45 43
0 43,60
50 41 39 4,22
0,01 42 34 38 38,00 4,00
0,05 46 42 30 39,33 8,33
0,10 37 38 46 40,33 4,93
0,50 44 47 38 43,00 4,58
Controle 4NOP (10 uglplaca) 950 970 960,00 -
ositivo ug/p , 14,14
Com S9
50 48
0 51,80
52 49 60 4,82
0,05 46 59 48 51,00 7,00
0,10 53 49 57 53,00 4,00
0,50 48 45 59 50,67 7,37
1,00 42 59 51 50,67 8,50
Controle 5 A (0,0625 pglplaca) 390 310 350
positivo 00 HOP 56,57**

" D.P. = desvio padrdo
** significante a 1%



TABELA 5. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 13, empregando
a linhagem TA98, na auséncia e presenga de ativagcdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa DP'
Dose Média
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
16 17
0 16 16,80
19 16 1,30
5 16 21 19 18,67 2,52
10 20 24 19 21,00 2,65
50 17 21 20 19,33 2,08
100 16 22 -- 19,00 4,24
200 19 22 18 19,67 2,08

Controle positivo  4NQO (0,5 pg/placa) 400 380 390,00 14,14**

Com S9
27 24
0 35 29,00 6,12
23 36

0,50 30 42 37 36,33 6,03

5,00 24 31 21 25,33 5,13

50,00 29 29 29 29,00 0,00
100,00 23 29 28 26,67 3,21
400,00 28 28 36 30,67 4,62

Controle positivo 2AA (2,5 yg/placa) 910 1160 1035 176,78**

' D.P. = desvio padrao
** significante a 1%



TABELA 6. Avaliagdo da mutagenicidade do corante Disperse Red 13, empregando
a linhagem YG1041, na auséncia e presenga de ativacdo metabdlica (S9).

Numero de colbnias por placa

Dose Média DP’
(Mg/placa) Placa 1 Placa 2 Placa 3
Sem S9
45 43
0 43,60
50 41 39 4,22
0,50 33 49 35 39,00 8,72
1,00 32 48 36 38,67 8,33
5,00 47 39 42 42,67 4,04
10,00 54 42 39 45,00 7,94
Controle 4NOP (10 uglplaca) 950 970 960,00 -
ositivo ug/p , 14,14
Com S9
50 48
0 51,80
52 49 60 4,82
0,10 51 48 54 51,00 3,00
0,50 42 47 52 47,00 5,00
5,00 60 50 56 55,33 5,03
50,00 58 43 50 50,33 7,51
100,00 48 39 46 44,33 4,73
Controle ) A (0.0625 pg/placa) 390 310 350 56,57+
positivo

" D.P. = desvio padrdo
** significante a 1%



