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1. RESUMO

Os azocorantes sdo substancias quimicas extremamente utilizadas em industrias téxteis
que podem induzir mudancas no material genético de organismos expostos, mesmo que essas
alteracbes no DNA ndo se expressem de imediato. Foram avaliadas as citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de diferentes concentracGes (1, 10, 100 e 1000 pg/L — na
auséncia dos microorganismos — e 50 e 200 pg/L — na presenga dos microorganismos) do
azocorante Black Dye Commercial Product (BDCP), antes e ap0s tratamentos de
biodegradagdo por diversos microrganismos (1. “Pool” de bactérias heterotroficas
provenientes de uma estacdo de tratamento biologico de efluentes, 2. Levedura Candida
viswanathii, e 3. Fungo Basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium), por meio de
diferentes técnicas citogenéticas (coloragcdo convencional, bandamento C, bandamento RON,
bandamento por fluorocromos base-especificos CMA/DAPI e hibridacdo in situ fluorescente
— FISH) aplicadas sobre o organismo teste Allium cepa. Pela técnica citogenética de coloracdo
convencional, foi possivel verificar que o corante, com e sem ac¢do microbiana, induziu
apoptose, necrose, células micronucleadas, aberracbes cromossémicas e alteragdes nucleares.
As aberragBes cromossdmicas e alteragdes nucleares foram visualizadas em todos 0s estagios
do ciclo celular: na intérfase foram observados brotos nucleares e células poliploides; na
préfase, perdas de material genético; na metéfase, aderéncias cromossémicas, perdas
cromossdmicas, C-metafases e poliploidias; na anafase e tel6fase, multipolaridades, pontes e
perdas cromossdmicas. Os brotos nucleares apareceram com maior fregiiéncia nas células

submetidas aos testes do azocorante tratado com microorganismos, sendo que esse tipo de
1
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alteracdo deve estar associado a presenca dos metabolitos do corante. As frequéncias de
micronlcleos e quebras cromossdmicas, tipos de alteragdes consideradas ““endpoints” de
mutagenicidade, foram registradas para todos os tratamentos realizados com o corante, sendo
sempre superiores as encontradas no teste controle negativo. Importante destacar a alta
frequéncia de células em processo de morte, especialmente do tipo apoptdtica, observada nos
testes realizados com o BDCP tratado com leveduras e fungos, que deve estar associada a
acdo dos metabdlitos gerados por esses microorganismos. Por meio dos bandamentos
cromossdmicos e da técnica de FISH, foi observado que o azocorante induziu alteracoes
celulares e nucleolares, cujo efeito parece ocorrer em porcdes especificas dos cromossomos,
sugerindo uma maior sensibilidade destas regides ao BDCP. Pelas anormalidades celulares
observadas, foi possivel inferir tanto acdo aneugénica como clastogénica para o quimico
estudado sem biodegradacdo, com certa predominancia para a aneugenicidade. Os testes
estatisticos mostraram uma relacdo diretamente proporcional entre a concentracéo e os efeitos
toxicos deste corante, onde a maior concentracdo induziu uma maior acdo deletéria sobre as
células de Allium cepa. Verificou-se que os metabolitos do azocorante, resultantes da
biodegradagdo pelos microrganismos, induziram mais danos genotoxicos que o proprio
corante. A reducdo na frequéncia total de células alteradas, apos tratamentos de recuperacao,
especialmente para o periodo de 72 horas, indica que o Allium cepa apresenta a possibilidade
de se recuperar dos danos induzidos pelo azocorante e pelos metabdlitos derivados dos
tratamentos microbianos, apdés a normalizacdo das condi¢bes de exposicdo. No entanto, a
maior concentracao do corante, antes e pos biodegradacao, induziu frequéncias significativas
de alteracbes celulares, mostrando que o azocorante e 0s seus metabdlitos podem ser
altamente toxicos nesta concentracdo, provavelmente por apresentar um potencial
acumulativo sobre as células expostas. Pelos resultados do presente estudo, pode-se afirmar
que o corante BDCP e seus metabolitos podem ser considerados contaminantes ambientais

potencialmente perigosos para 0 ambiente e para toda a biota associada.

Palavras-chave: Corante téxtil, Allium cepa, aberracbes cromossdmicas, micronucleos,

degradacdo microbioldgica, mutagénese.
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2. ABSTRACT

Azo dyes are chemical substances extremely used by textile industries that may induce
changes in the genetic material of exposed organisms, even if these changes in the DNA do
not express themselves immediately. Cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity evaluations
of the different azo dye (BDCP) concentrations were performed (1, 10, 100 e 1000 pg/L -
without microorganisms — and 50 and 200 pg/L — with microorganisms), before and after
biodegradation tests, using different microorganisms (1. Heterotrofic bacteria “pool”
proceeding from an effluent biological treatment station, 2. Candida viswanathii - Yeast, and
3. Phanerochaete chrysosporium - Basidiomicet Fungi), by means the different cytogenetical
assays (conventional staining, C-banding, RON-banding, CMA/DAPI banding and
fluorescent in situ fluorescent hybridization), using Allium cepa as test organism. By the
conventional staining cytogenetic assay, it was possible to verify that the azo dye induced
apoptosis, necrosis, micronuclei, chromosome aberrations and nuclear alterations. The
chromosome aberrations and nuclear alterations were visualized in all phases of the cell cycle:
in the interphase were observed nuclear buds and polyploidizated cells; in the prophase were
observed genetic material losses; in the metaphase were observed chromosome adherences,
chromosome losses, C-metaphases and polyploid cells; and in the anaphase and telophase
were observed multipolar cells, chromosome bridges and chromosome losses. The
frequencies of nuclear buds were the higher when the cells had been submitted to the azodye
treated with microorganisms, suggesting that this kind of alteration must be associated to the

presence of the azodye metabolites. The micronuclei and chromosome breaks frequencies,
3
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considered mutagenicity endpoints, were verified for all treatmentes performed with the
azodye, being always higher than the negative control. Important to highlight the high
frequency of cells in death process, especially apoptosis, that was observed in the tests
performed with the BDCP treated with yeast and fungi, that must be associated to the action
of the metabolites originated by that microorganisms. By the chromosome bandings and by
the FISH technique it was observed that the azo dye induced cellular and nucleolar alterations,
whose effect occurs in specific chromosome regions, suggesting a higher sensitivity of these
regions to the BDCP. By the cellular abnormalities observed, it was possible to infer both
aneugenic and clastogenic actions for the chemical studied, with certain predominance for the
aneugenicity. The statistical tests showed a directly proportional relationship between the
concentration and the toxic effects of this azo dye, where the highest concentration induced a
higher deleterious action on the Allium cepa meristematic cells. We verified that the azodye
metabolites, resulting from the bacterial, yeast and fungi biodegradation, induced more
genotoxic damage than the azodye. The reduction in the total frequency of altered cells, after
recovery treatments, especially for the period of 72 hours, indicates that the Allium cepa
presents the possibility to recuperate itself from the damages induced by the azo dye and its
metabolites resulted by the microbial treatments, after the normalization of the exposition
conditionals. Although, some azo dye dosages, before and after biodegradation process,
induced significant frequencies of cell alterations, showing that the azo dye and its
metabolites could be highly toxic in this concentration, probably because presents cumulative
potential on the exposed cells. By the results observed in this study, we can affirm that the
BDCP dye and its metabolites may be considered environmental contaminants potentially

dangerous for the environment and for all the associated biota.

Keywords: Textile dye, Allium cepa, chromosome aberrations, micronuclei, microbial

degradation, mutagenesis.
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3. INTRODUCAO GERAL

Durante as ultimas décadas, tem aumentado o interesse dos pesquisadores em se
detectar, conhecer e controlar os agentes ambientais responsaveis por danos a saide humana e
a sustentabilidade dos ecossistemas. Este interesse tem se intensificado pelos aumentos
assustadores dos relatos de acdo antropogénica sobre o meio ambiente. O crescimento da
populacdo humana e das atividades associadas com a industrializacdo, agricultura e
urbanizacdo tem contribuido para o prejuizo da biodiversidade e variabilidade genética, tendo
como conseqliéncia o comprometimento de muitas espécies, inclusive o da espécie humana
(SILVA; FONSECA, 2003).

A emissdo de efluentes de industrias téxteis tem sido uma das maiores preocupacoes
do mundo moderno, pela grande poluicdo que promove nos recursos hidricos, fato este que
pode causar sérios riscos aos ecossistemas aquaticos. Dentre os corantes lancados nos
efluentes das industrias téxteis, 0s azocorantes constituem uma das classes mais detrimentais
por serem altamente persistentes no meio aquéatico, em decorréncia das suas composi¢des
quimicas, que envolvem aneis aromaticos, ligacdes azoicas e grupos aminas. Além disso,
estes compostos e seus residuos apresentam um potencial toxico capaz de provocar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos, somado também ao seu alto potencial bioacumulativo nas
cadeias alimentares, o que pode levar a uma bioconcentracdo nos niveis troficos mais altos da
cadeia (JESUS, 2005).

A poluicdo do ambiente por produtos genotdxicos e mutagénicos afeta tanto os
organismos diretamente expostos como também as suas geracfes futuras. Os efeitos

5
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genotdxico e mutagénico podem ser observados em plantas, animais e microorganismos,
sendo, desta forma, importante o desenvolvimento de estudos detalhados que avaliem o modo
de acdo e os meios de prevencdo do incremento de mutacdes, devido a causas antropicas.
Segundo Ribeiro et al. (2003), estudos sobre o comprometimento ambiental, decorrente de
contaminagdo por agentes genotdxicos, merecem uma atencdo bastante especial por parte da
comunidade cientifica, pois podem servir de alerta para os perigos que as populacGes possam
estar expostas.

A interacdo entre diferentes métodos de avaliacdo de potencial citotoxico, genotoxico
e mutagénico fornece uma visdo mais abrangente sobre o efeito de um determinado agente
quimico. Estudos que avaliam a toxicidade dos azocorantes e de metabdlitos relacionados
com a sua degradacdo sdo importantes para o estabelecimento de estratégias de reducdo dos
efeitos perigosos destes quimicos (ANGELIS et al., 1982; MOAWAD et al., 2003;
OLIVEIRA, 2005). Os estudos de biodegradacdo destes corantes e a descoberta de
microorganismos capazes de degrada-los de maneira eficiente, também contribuem na
minimizacdo dos danos que esses compostos quimicos possam proporcionar aos organismos e
ao meio ambiente (DE ANGELIS et al., 1982; KUNZ et al., 2002).

A espécie Allium cepa tem sido indicada como um eficiente organismo-teste para
estudos de citotoxicidade e genotoxicidade (MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al.,
2007; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008; LEME et
al., 2008), devido as caracteristicas que possui na sua cinética de proliferacdo, pelo
crescimento rapido de suas raizes, pelo grande ndmero de células em divisdo, pela sua alta
tolerancia a diferentes condic6es de cultivo, pela sua disponibilidade durante o ano todo, pelo
seu facil manuseio e por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande
tamanho (QUINZANI-JORDAO, 1978; GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et
al., 2006). Os ensaios de aberracdes cromossdmicas, 0s bandamentos cromossdmicos, e a
hibridacdo in situ sdo importantes ferramentas que auxiliam na deteccdo de mutacfes em
sistemas expostos a substancias quimicas (MALUSZYNSKA; HESLAP-HARRISON, 1993;
RANK et al., 2002; KIM et al., 2002).

Ha poucos relatos na literatura sobre os efeitos adversos do corante comercial BDCP
e, portanto, pesquisas adicionais sdo necessarias para avaliar os efeitos toxicos desse produto.
O uso de diferentes organismos-testes pode aumentar as informac6es sobre o referido corante.
Dessa maneira, esse estudo se caracteriza como inovador, uma vez que avaliou a

6
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citotoxicidade, a genotoxicidade e a mutagenicidade do corante comercial BDCP (Black Dye
Commercial Product, no organismo-teste A. cepa, antes e ap0s processos de biorremediagéo,
com 3 diferentes microorganismos (bactéria, levedura e fungo).

O BDCP e composto por trés corantes pertencentes ao grupo dos nitro-
aminoazobenzenos: C.I. Disperse Blue 373 (Cy;H»1BrNgOg; CAS n° 51868-46-3), C.I.
Disperse Violet 93 (CigH19BrNgOs; CAS n° 268221-71-2) e C.I. Disperse Orange 37
(C17H15CIoNsO,; CAS n° 13301-61-6) (UMBUZEIRO et al., 2005), e sua estrutura molecular

é mostrada na Figura abaixo:
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Para melhor apresentacdo desta tese, os materiais utilizados, as metodologias, 0s

resultados e as discussdes de cada tema especifico abordado, foram organizados em 4 artigos
cientificos. Apds a apresentacdo dos referidos artigos, foram realizadas, ainda, as
consideracdes finais de todos os dados apresentados, a fim de correlaciona-los, fornecendo,
assim, uma visdo mais holistica dos efeitos do corante comercial BDCP (Black Dye

Commercial Product) sobre o organismo-teste A. cepa.

4. OBJETIVOS

Pelo amplo uso dos azocorantes nas industrias téxteis, o presente trabalho teve como
objetivo verificar a citotoxicidade, a genotoxicidade e a mutagenicidade do corante comercial
BDCP (Black Dye Commercial Product), antes e ap0s tratamento microbiano, usando A. cepa

como organismo-teste.
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4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- avaliar o potencial citotoxico do BDCP, pela analise de alteragdes nos indices
mitoticos e pela presenca de processos de morte, das células meristematicas de A. cepa, apos
exposicdo das radiculas em diferentes concentragdes do BDCP, antes e apds periodos de
recuperacao e tratamentos de biodegradacao;

- avaliar os potenciais genotoxico e mutagénico do BDCP, por meio de ensaios de
aberracGes cromossdmicas, em células meristeméaticas de A. cepa expostas a diferentes
concentracdes do corante comercial BDCP, antes e apds periodos de recuperacdo e
tratamentos de biodegradacéo;

- verificar e analisar, detalhadamente, determinadas alteracbes celulares e sitios
cromossdmicos mais susceptiveis das células meristematicas de A. cepa a acdo do BDCP, por
meio dos ensaios de bandamentos cromossémicos (bandamento C, bandamento RON e
bandamento por fluorocromos base-especificos CMA3/DAPI) e pela técnica de FISH
(Hibridagéo in situ fluorescente);

- analisar a variacdo do numero de nucléolos das células meristematicas de A. cepa
expostas a diferentes concentracdes do BDCP, pelo bandamento RON, antes e apds periodos
de recuperacdo e tratamentos de biodegradacao;

- analisar a frequéncia de micronucleos em células F; (regido ndo meristematica) de
raizes de A. cepa, expostas a diferentes concentracGes do corante comercial BDCP, antes e
apos periodos de recuperacdo e tratamentos de biodegradacao;

- identificar, analisar e quantificar os diferentes tipos de aberracGes cromossdmicas
induzidas pelo BDCP, sob o sistema-teste de A. cepa, antes e apds tratamentos de
biodegradacao;

- inferir os possiveis mecanismos de acdo do BDCP sob células de meristemas
radiculares de A. cepa,;

- verificar e comparar as vantagens e desvantagens do uso de trés diferentes espécies
de microorganismos — bactérias (“pool” de bactérias heterotréficas provenientes de uma
estacdo de tratamento bioldgico de efluentes), leveduras (Candida viswanathii) e fungos
(Phanerochaete chrysosporium) — para degradar o corante comercial BDCP, usando

diferentes técnicas citogenéticas sobre o organismo teste A. cepa,
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- contribuir com informacgdes sobre os potenciais efeitos danosos do azocorante
comercial BDCP sobre o meio ambiente e sobre organismos vegetais a eles expostos;
- oferecer importantes informacgdes sobre a indicacdo de uso de processos de

biorremediagéo no tratamento de aguas contaminadas com azocorantes.
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5. REVISAO DA LITERATURA

A utilizacdo de corantes é uma pratica bastante antiga, devido a sua importancia na
coloracdo de diferentes substratos, como tecido, papel, couro, entre outros (KAMMRADT,
2004; OLIVEIRA, 2005). Antes da metade do século XIX, os corantes eram extraidos de
fontes naturais, principalmente de animais ou vegetais. No entanto, os corantes naturais foram
quase que completamente trocados pelos sintéticos no inicio do século XX. Hoje,
praticamente, todos os corantes e pigmentos comerciais disponiveis sao substancias sintéticas,
com excecdo de alguns pigmentos inorganicos importantes. Todos os anos, centenas de novos
compostos coloridos sdo lancados no mercado e indicados para uma série de diferentes
aplicacdes (MAJCEN-LE MARECHAL et al., 1997).

Os corantes e 0s varios compostos organicos usados para tingimento sdo substancias
quimicas ja incorporadas pela tecnologia do nosso cotidiano. O consumo mundial de corantes
e pigmentos é de, aproximadamente, 7x10° toneladas/ano, sendo que, s6 na indistria téxtil,
consome-se cerca de dois tercos de toda a producdo mundial (NIGAM et al., 1996). No Brasil,
sdo consumidas 26.500 toneladas de corantes todos o0s anos, que corresponde a 3,8% de todo
corante produzido no mundo (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Durante o processo téxtil, ineficiéncias da coloragdo geram uma grande quantidade de
residuos de corantes, que sdo diretamente lancados nos corpos d’dgua e que,
conseqlientemente, contaminam o meio ambiente. Nos processos de tingimento, industrias
despejam quantidades enormes de poluentes nos corpos aquaticos, decorrentes das impurezas
da remocgdo da matéria bruta e dos reagentes quimicos residuais usados em tais processos
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(CORREIA et al., 1994). Os residuos dos corantes sdo descarregados em aguas que passam
pelos sistemas de tratamento das empresas ou sdo langados, diretamente, no ambiente,
causando uma contaminacdo severa dos corpos d’agua, fato principalmente observado
proximo as areas com alta concentracdo de industrias téxteis (CHUDGAR, 1985; STOLZ,
2001; KUNZ et al. 2002).

Dentre os residuos de corantes que poluem o ambiente, estdo 0s azocorantes que sdo
lancados em grandes quantidades, diretamente nos corpos d’agua, caracterizando uma
importante via de contaminagdo ambiental (O’NEILL et al.; 1999; MCMULLAN et al., 2001;
PEARCE et al., 2003). Segundo Nam e Renganathan (2000) e Jarosz-Wilkolazka et al.
(2002), cerca de 10 a 15% do total de corante utilizado pelas ndustrias é perdido durante o
processo de tingimento e, assim, liberado para o ambiente. De acordo com O’Neill et al.
(1999), esses valores podem ser ainda mais altos, com variagdo de 2 a 50%. Contudo, dados
exatos da quantidade de corantes liberados no meio ambiente ainda ndo sdo totalmente
conhecidos (EKICI et al., 2001). No Brasil, a industria téxtil é responsavel pela geracéo de
grandes volumes de residuos, com elevada carga organica e forte coloracdo, 0 que representa
um grande problema ambiental gerado pelo setor téxtil.

Segundo Kirk-Othmer (1979), os corantes podem ser classificados em:

- corantes acidos: corantes anionicos, sollveis em agua, com um ou mais grupos acidos
sulfonicos ou carboxilicos em suas moléculas e, quimicamente constituidos de compostos
azo, antraquinonas e triarilmetanos, iminocetona, nitro, nitroso e quinolina, com aplicacdo em
nylon, seda, acrilicos modificados, 13, papel, alimentos e cosméticos;

- corantes basicos: corantes catidnicos, sollveis em agua, produtores de compostos catiénicos
coloridos em solugdo e quimicamente constituidos de compostos azo, antraquinona,
triarilmetano, metano, tiazina, oxazina, acridina e quinolina, com aplicacdo em acrilicos
modificados, nylons modificados, poliésteres modificados e papéis, aléem de alguns deles
terem atividade bioldgica e serem usados na medicina como anti-sépticos;

- corantes diretos: compostos aniénicos, sollveis em &gua, quando na presenca de eletrolitos
(sais que aumentam sua afinidade pela fibra). Quimicamente, sdo constituidos de compostos
azo, com tiazdis, ftalocianinas e oxazinas, com aplicacdo no tingimento de algod&o e celulose
regenerada, papel, couro e nylon;

- corantes fluorescentes (grupo dos xantenos): compostos sem cor, que absorvem luz
ultravioleta incidente e reemitem na regido visivel (azul) do espectro. Na verdade, ndo séo
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corantes, mas devido a sua ampla aplicacdo em tecidos e outros materiais, 0 Colour Index fez
sua classificacdo dentro deste grupo de quimicos;

- corantes reativos: compostos de estrutura quimica muito simples, com espectro de absorcéo
apresentando estreita faixa de captacdo e tingimento possuindo caracteristicas brilhantes.
Quimicamente, sdo constituidos de compostos azo, antraquinona e ftalocianinas, com grande
propriedade de fixacdo por métodos simples de tingimento, fazendo ponte covalente com a
fibra (algodéo, 1a ou nylon), por meio do grupo compativel hidroxila da celulose;

- corantes sulfurosos: grupo pequeno de corantes, contudo, com baixo custo e boas
propriedades de fixacdo. Sdo aplicados em algoddo, ap6s banho de reducdo alcalina, com
sulfito de sddio como agente redutor;

- corantes vat: compostos insolUveis em &gua e aplicados, principalmente, em fibras
celulésicas, como sais leuco-sollveis, apds reducdo em banho alcalino, normalmente com
hidrossulfito de sddio. Apds a exaustdo da fibra, sdo re-oxidados para a forma ceto-insolavel
e, apds tratamento, normalmente por soda, desenvolve estrutura cristalina. Quimicamente, séo
as antraquinonas e os indigos;

- precursores de corantes: corantes obtidos de materiais crus. Este grupo tem caracteristica
quimica simples, tais como benzeno e naftaleno, cuja cor é dada por uma variedade de reacdes
qguimicas. Normalmente sdo compostos aromaticos ciclicos e derivados, principalmente, de
petréleo e carvéo.

De acordo com Guaratini e Zanoni (2000), ainda existem os corantes dispersivos, que
sdo produtos insolUveis em agua, aplicados em fibras de celulose e outras fibras hidrofdbicas,
por meio de suspensdo. Durante o processo de tintura, o corante sofre hidrolise e a formacéo
originalmente insolivel é lentamente precipitada na forma dispersa sobre o acetato de
celulose. Usualmente, o processo ocorre na presenca de agentes dispersantes de cadeias
longas, que estabilizam a suspensao do corante, facilitando o contato com a fibra hidrofobica.
Esta classe de corantes é constituida, principalmente, por azocorantes e tem sido utilizada para
tingimento de fibras sintéticas, tais como acetato de celulose, nylon, poliéster e poliamida.

Atualmente, ha mais de 3000 diferentes corantes disponiveis no mercado, sendo que
metade deles pertence a classe de compostos azocorantes (MAJCEN-LE MARECHAL et al.,
1997). Estes corantes sdo utilizados nas industrias téxteis, para a coloracdo de poliéster, nylon,
diacetato e triacetato de celulose e de fibras acrilicas (CHUNG; STEVENS, 1993;
KROSCHWITZ; HOWE, 1993; KUNZ et al., 2002; RAFII et al., 1997), sendo também
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utilizados como aditivos de produtos derivados de petréleo e no tingimento de couros, tintas,
plasticos, papéis, madeira, 6leos, cosméticos, medicamentos, metais e alimentos (GORDON;
GREGORY, 1983; ZOLLINGER, 1987; USEPA, 1994; RAFII et al., 1997; EDWARDS,
2000; STOLZ, 2001). Além de sua versatilidade, pela diversidade de suas aplicacGes, ha
muitas outras vantagens da utilizacdo de azocorantes nas inddstrias. Esses compostos
quimicos sdo facilmente sintetizados, possuem excelentes propriedades de fixacdo e
permanéncia, e apresentam uma grande variedade nas cores, quando comparados aos corantes
naturais (GRIFFITHS, 1984; USEPA, 1994).

Os azocorantes sdo compostos caracterizados pela presenca de um ou mais grupos azo
(-N=N-), geralmente em nimero de um a quatro, ligando radicais fenil e naftil, que s&o,
usualmente, substituidos com algumas combinaces de grupos funcionais incluindo: amino
(-NH,), cloro (-ClI), hidroxi (-OH), metil (-CHs), nitro (-NO,), acido sulfonico e sais de sddio
(-SO3Na) (SHAUL et al.,, 1986). Os azocorantes, sintetizados a partir de compostos
aromaticos, ndo sdo basicos em solucdo aquosa (devido a presenca da ligacdo N=N, que reduz
a disponibilidade de pares desemparelhados de elétrons nos &tomos de nitrogénio), sdo
prontamente reduzidos a hidrazinas e a aminas primarias, funcionando como bons agentes
oxidantes (USEPA, 2008).

Se por um lado 0 numeroso grupo dos azocorantes atende as necessidades do homem,
por outro, acarreta mudancas ecoldgicas e sanitarias nos recursos hidricos, no solo e na
atmosfera (ANGELIS, 1982). A presenca de corantes nos corpos aquaticos leva a um
problema estético e pode ter um impacto negativo a saude publica (CHUNG, 1983,
ACHWAL, 1997). Porém, muitos efluentes liquidos e solidos das indUstrias téxteis séo
tratados antes de serem liberados ao meio ambiente, o que reduz o impacto por estes agentes
sobre 0 ambiente aquatico.

Apesar da dificuldade do tratamento dos residuos gerados e das indicagdes contrarias
ao seu uso, o0s corantes, especialmente os sulfurosos, sdo muito utilizados para o tingimento
de fibras. Isto se deve, principalmente, ao seu custo acessivel e as suas boas caracteristicas de
fixacdo (BURKINSHAW, 1996).

Muitos paises adotaram legislacdo ambiental e requerimentos restringindo o uso de
quimicos perigosos na producdo de téxteis e vestuario, sendo que uma das leis mais
conhecidas nesse assunto € a Segunda Emenda ao Ato de Protecdo do Consumidor, elaborada
pelo governo alemdo em 1994, proibindo a utilizacdo de azocorantes. De acordo com a
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legislagdo alemd, alguns azocorantes sdo considerados alergénicos (Disperse Yellow 1/3;
Disperse Orange 3/37/76; Disperse Red 1; Disperse Blue 1/35/106/124) e alguns sao
considerados cancerigenos (Acid Red 26, Basic Red 9, Basic Violet 14, Direct Black 38,
Direct Red 28, Direct Blue 6, Disperse Yellow 3, Disperse Orange 11, Disperse Blue 1)
(POLICY RESEARCH CENTER FOR ENVIRONMENT AND ECONOMY, 1999). Além
disso, outros paises europeus, tais como a Suécia, a Franca e a Dinamarca, formularam
legislacdo prépria para o0s azocorantes (POLICY RESEARCH CENTER FOR
ENVIRONMENT AND ECONOMY, 1999). O governo portugués, por exemplo, publicou o
Decreto-Lei n° 208/2003 (DIARIO DA REPUBLICA PORTUGUESA, DE 15 DE
SETEMBRO DE 2003), que reza: Azocorantes que, por clivagem redutora de um ou mais
grupos azoicos, possam liberar uma ou mais aminas aromaticas em concentracdes detectaveis,
isto é, superiores a 30 ppm, ndo podem ser utilizados em artigos téxteis e de couro
susceptiveis a entrarem em contato direto e prolongado com a pele humana ou com a cavidade
oral.

Considerando-se que os azocorantes, apos clivagem, apresentam capacidade de liberar
aminas aromaticas consideradas carcinogénicas, a Unido Européia, por meio da Diretriz
2002/61/EC, reformulada pela Diretriz 2004/21/CE, baniu o uso desses corantes utilizados na
producdo de artigos téxteis que entrem em contato com a pele ou com a boca. Essas Diretrizes
estabelecem, ainda, que os referidos artigos téxteis ndo podem conter as 22 aminas listadas na
legislacdo, numa concentracdo acima dos 30 ppm e, se os artigos forem feitos de fibras
recicladas, ndo podem conter mais do que 70 ppm (POLICY RESEARCH CENTER FOR
ENVIRONMENT AND ECONOMY, 1999; ETAD, 2007).

De acordo com Umbuzeiro et al. (2005), o corante comercial preto (BDCP - Black
Dye Commercial Product), muito utilizado na industria de tingimento, é composto por 3
corantes pertencentes ao grupo dos nitro-aminoazobenzenos: C.l. Disperse Blue 373, C.I.
Disperse Violet 93 e C.I. Disperse Orange 37. De acordo com Guaratini e Zanoni (2000),
Oliveira (2005) e USEPA (1996), o BDCP € um composto organico pertencente a classe dos
corantes dispersivos com funcdo azoica, que possui, no minimo, uma ligacdo azo, além de
apresentar insolubilidade em agua e boa fixagéo a fibras naturais e sintéticas. Ainda segundo
Guaratini e Zanoni (2000), no processo de tingimento de fibras com azocorantes, ha
impregnacdo da fibra com um composto sollvel em &gua (agente de acoplamento), que
apresenta alta afinidade por celulose. A adicdo de um sal de diaz6nio (RN,") provoca uma
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reacdo com o agente de acoplamento ja fixado a fibra, produzindo um corante insolivel em
agua. Dessa maneira, o corante é formado diretamente sobre a fibra, permitindo que este
processo fornega bons resultados, como alto padrdo de fixacdo e alta resisténcia a luz e a
umidade. Pelo fato destes compostos serem insolUveis em &gua, agentes dispersantes sao
adicionados ao corante, produzindo particulas finamente divididas. Essa mistura resulta em

uma dispersdo estavel no banho de tintura.

1. TRATAMENTOS DE EFLUENTES TEXTEIS

Os ambientes aquaticos sdo de extrema importancia para a populacdo mundial, pois
sdo usados como fonte de obtengdo de &gua, para o cultivo agricola e para a producdo animal,
além de estarem também associados as atividades recreativas. Rios, lagos e oceanos acabam
sendo o destino final de uma enorme quantidade de poluentes, derivados de atividades
industriais, agricolas e domésticas, o que coloca em risco toda a populacdo associada aos
recursos hidricos (OHE et al., 2004).

As indlstrias de corantes e as indUstrias téxteis sdo, respectivamente, as maiores
produtoras e usuarias de azocorantes, produzindo toneladas de residuos, que acabam sendo
lancados no meio ambiente e causando sérios problemas, devido a sua estabilidade quimica e
fotolitica, o que decorre em sua alta persisténcia nos ambientes naturais (TRINDADE et al.,
1986; HOLME, 1984; HAO et al., 2000). A instalacdo de tratamento de efluentes eficientes
nas industrias téxteis que fazem uso de azocorantes € uma preocupacao crescente, devido ao
visivel impacto estético causado pelo lancamento de residuos que atinge os corpos d’agua,
bem como os possiveis efeitos tOxicos que estes compostos possam promover sobre a biota
associada a estes recursos hidricos. A medida que a legislacdo ambiental se torna mais
exigente, a efetividade e a reducdo do custo dos processos de tratamento se tornam mais
importantes (KAMMRADT, 2004).

A contaminacdo ambiental decorrente da emissdo de efluentes de industrias de
tingimento ¢ um problema mundial (KUNZ et al., 2002), por isso diferentes métodos de
tratamento de efluentes tém sido utilizados na tentativa de minimizar os problemas
decorrentes dessa contaminacdo (OLIVEIRA, 2005). De acordo com Robinson et al. (2001),
0s corantes téxteis podem ser removidos, fisicamente, pelos processos de floculagéo,
adsorcdo, carvdo ativado, cavacos de madeira, silica gel, filtracdo por membranas, troca
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ibnica, radiacdo UV, coagulacéo eletrocinética e filtracdo, ou quimicamente por processos de
oxidacdo, por peroxidacdo de sais de ferro Il (reacdo Fenton), pela 0zonizagao, por processos
fotoquimicos de destruicéo eletroquimica, pelo sistema UV-peroxido, pelo cucurbituril e por
meio do hipoclorito de sdédio. No entanto, a maioria desses métodos, que simplesmente
acumula ou concentra os corantes (ROBINSON et al., 2001), apresenta alto custo e origina
uma poluicdo secundaria, causada pelo uso excessivo de substancias quimicas (JADHAV et
al.,, 2007). Em contrapartida, a biorremediacdo, ou seja, a degradacdo bioldgica desses
corantes tem merecido destaque, por ndo apresentar tais problemas. Porém, para que a
biorremediacdo constitua um tratamento eficiente, é necessario levar em consideracdo quais
sd0 as enzimas aptas em degradar determinados azocorantes (BANAT et al., 1996; OZTURK;
ABDULLAH, 2006; JADHAV et al., 2007), pois estes sdo compostos sintéticos,
relativamente resistentes aos processos de degradacdo bioldgica, devido a sua complexa
estrutura quimica (HOLME, 1984; KIM; SHODA, 1999). Também devem ser realizados
testes que avaliem os efeitos toxicos ou inibitorios desses poluentes, sob a populacédo
microbiana (JEWORSKI; HEINZLE, 2000). Pelo fato da maioria dos corantes sintéticos ser
recalcitrante a degradagdo microbiana, os efluentes das industrias téxteis sdo, normalmente,
resistentes ao tratamento biol6gico, tanto com microorganismos como com plantas
(FERREIRA, 1998; MARTINS et al., 2001, 2002, 2003).

Mcmullan et al. (2001) afirmam que a habilidade dos microorganismos descolorirem e
metabolizarem corantes €, ha muito tempo, conhecida e o uso de tecnologias baseadas em
biorremediacdo, para o tratamento de efluente téxtil, tem despertado grande interesse.
Pesquisas realizadas na ultima década aumentaram 0 numero de microorganismos
reconhecidamente habeis em descolorir e degradar corantes artificiais (KEHARIA;
MADAMWAR, 2003).

Os azocorantes sdo compostos organicos dificilmente biodegradaveis, devido a sua
alta estabilidade a luz e a sua resisténcia ao ataque microbiano. Estes corantes sdo resistentes
a biodegradacdo convencional (PAGGA; BROWN, 1986; SHAUL et al., 1991), mas, sob
condicOes anaerdbicas, tém sido associados a geracdo de metabodlitos. No estagio inicial da
degradacdo anaerdbica dos azocorantes, uma clivagem redutiva de ligacbes azo comeca a
ocorrer, originando aminas aromaticas, que sdo recalcitrantes para as bactérias anaerdbicas
(ZAOYAN et al., 1992; WEBER; ADAMS, 1995), com exce¢do das poucas aminas
aromaticas substituidas por grupos hidroxil e carbo-hidroxil, as quais sdo degradadas sob
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condi¢cbes metanogénicas (RAZO-FLORES et al., 1996). Por outro lado, as aminas
aromaticas sdo prontamente degradadas, aerobicamente (BROWN; LABOUREUR, 1983;
LOIDL et al., 1990).

Embora os azocorantes representem uma classe potencialmente importante de
poluentes organicos, pouco se sabe sobre o seu destino (CHIVUKULA; RENGANATHANM
1995). Ha cerca de 30 anos, muitos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de utilizar
microorganismos como agentes de biorremediacdo no tratamento de corpos aquéaticos
contendo corantes téxteis (PARK; SHORE, 1984). Os métodos bioldgicos utilizados nos
tratamentos de efluentes que contém corantes utilizam diferentes organismos (OLIVEIRA,
2005), sendo que alguns microrganismos tém recebido grande atencdo, quanto a sua
capacidade e habilidade no processo de descoloracdo de efluentes de indUstrias téxteis
(BANAT et al., 1996). A descoloracdo de corantes por microorganismos é comumente
realizada com bactérias ou fungos Basidiomicetos. No entanto, existem outros organismos
capazes de degradar azocorantes, tais como algumas algas do género Chlorella (JINKI;
HOUTIAN, 1992; ACUNER; DILEK, 2004), Oscillatoria (JINKI; HOUTIAN, 1992) e
Spirogyra (MOHAN et al., 2002) e algumas plantas, como Rheum rabarbarum (AUBERT;
SCHWITZGUEBEL, 2004) e plantas tipicas de ambientes alagados (MBULIGWE, 2005).

Em funcdo da diversidade, concentracdo e composicdo dos corantes presentes nos
efluentes, existe uma grande motivacdo dos pesquisadores em estudar a biodegradacédo de
compostos perigosos e também em descobrir microorganismos capazes de degradar, de
maneira eficiente, um grande nimero de poluentes a um baixo custo operacional (KUNZ et
al., 2002).

1.1. Biodegradacdo de azocorantes por bactérias

O grupo das bactérias tem sido utilizado na degradacdo de corantes, sendo
consideradas, particularmente, Uteis para a degradacdo de azocorantes, pois possuem a
capacidade de realizar a clivagem redutiva das ligacdes azo, presentes neste tipo de composto
(KUNZ et al., 2002).

A metabolizacdo de azocorantes por bactérias, sob condi¢es anaerobicas, pode
ocorrer por diferentes maneiras: 1. clivagem da ligagdo azo, catalisada por azoredutases
(enzimas citoplasmaéticas com baixa especificidade ao substrato) (ROBINSON et al., 2001;
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STOLZ, 2001); 2. por reducdo ndo especifica por transportadores de elétrons (reagdes redox),
a partir de vias metabolicas celulares (ex: liberagdo de flavinas, quinonas, hidroquinonas)
(KECK et al., 1997; PINHEIRO et al., 2004; YOO, 2002); 3. agdo de compostos inorganicos

reduzidos, como o Fe2+, que sdo formados como produto final de certas reacfes metabolicas
de bactérias estritamente anaerdbicas (STOLZ, 2001; VAN DER ZEE et al., 2001; YOO,
2002; VAN DER ZEE et al., 2003); 4. reducdo quimica por radicais sulfil, gerados na
reducéo de sais de sulfato (PINHEIRO et al., 2004; YOO, 2002).

Segundo Brown e Hamburger (1987), a mineralizacdo total das aminas aromaticas ndo
coloridas, formadas a partir da degradacdo bacteriana de azocorantes, ndo € possivel sob
condicBes anaerdbicas e, dessa maneira, estas aminas se acumulam no meio ambiente,
podendo ter acBes toxicas, mutagénicas e, possivelmente, carcinogénicas para animais
expostos (KAMMRADT, 2004). E importante considerar que o tratamento bacteriano, em
condi¢bes aerodbicas, geralmente é eficiente para mineralizar, totalmente, essas aminas
aromaticas (ANDREAS et al., 1997; ISIK; SPONZA, 2003).

No Estado de S&o Paulo, a maioria das industrias de processamento de corantes utiliza,
principalmente, sistemas de lodo ativado para o tratamento de seus efluentes. Porém, alguns
estudos demonstraram que os sistemas de lodo ativado ndo sdo eficientes para a remogéo de
todos 0s corantes e aminas aromaticas presentes em efluentes industriais. Pelos estudos de
Van Der Zee et al. (2001), foi observado que a aplicacdo de lodo ativado em camara de fluxo
laminar ascendente, em condi¢Bes anaerdbias, de 20 tipos de azocorantes, causou redugdes
significativas da coloracdo em apenas 8 deles. Shal et al. (1991), estudando 18 tipos de
azocorantes, observaram que 11 deles ndo foram alterados pelo tratamento de lodo ativado, 4
(Acid Blue 113, Acid Red 151, Direct Violet 9 e Direct Violet 28) foram adsorvidos ao lodo
ativado (composto com diferentes espécies de bactérias) e apenas 3 (Acid Orange 7, Acid
Orange 8 e Acid Red 88) foram biodegradados. Estudos realizados pela USEPA (1989)
demonstraram que 20% do corante C.l. Disperse Blue 79 permaneceu no efluente final, apos
tratamento com lodos ativados. A deteccdo e a quantificacdo dos componentes do corante
comercial preto (BDCP - Black Dye Commercial Product), presentes nas amostras de
efluentes brutos e tratados do Ribeirdo dos Cristais, mostraram que esse produto comercial é
recalcitrante, até mesmo ao tratamento aerobico (OLIVEIRA et al., 2007).

A habilidade bacteriana para biodegradar azocorantes tem sido relatada para muitas

especies, como: Aeromonas sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., Shigella sp.,
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Klebsiella sp., Proteus mirabilis; Pseudomonas luteola e Mycobacterium avium (HU, 1998;
CHEN et al., 1999; ORANUSI; OGUGBUE, 2001; JONES et al., 2003). Estudos realizados
por Wong e Yuen (1996) mostraram que a bactéria Klebsiella pneumoniae foi eficiente na
degradacédo de um azocorante, o methyl red, inferindo que ela poderia ser usada no tratamento
de efluentes industriais contendo outros azocorantes. Zissi e Lyberatos (2000) demonstraram
que a bactéria Bacillus subtilis foi capaz de degradar azocorantes presentes em efluentes de
indUstrias téxteis. Estudos realizados por Paszczynski et al. (1991), Zhou e Zimmerman
(1993), Cao et al. (1993), McMullan et al. (2001), Bhaskar et al. (2003) mostraram que certas
bactérias do género Streptomyces, conhecidas por produzir peroxidases extracelulares que
atuam na degradacdo de lignina, foram eficazes na degradacdo de corantes. Porém, em
condicdes de aerobiose, 0s azocorantes mostram-se mais resistentes ao ataque bacteriano
(HU, 1998).

1.2. Biodegradacao de azocorantes por leveduras

De acordo com Kwasniewska (1985) e Kakuta et al. (1998), algumas leveduras séo
capazes de degradar corantes sintéticos. Estudos realizados por Martins et al. (1999) e
Ramalho et al. (2002, 2004 e 2005) mostraram que algumas espécies de leveduras, como
Candida zeylanoides, Saccharomyces cerevisiae e Issatchenkia occidentalis, possuem
habilidade para clivar a ligacdo azo de azocorantes, originando aminas aromaéticas, por
mecanismos de reducdo, semelhantes aos de muitas bactérias. Vitor (2005) demonstrou que a
levedura Candida albicans possui habilidade de degradar um azocorantes, o “Direct Violet
51”7, comprovando que os sitios mais vulneraveis de rompimento desse composto sdo as
ligagBes de nitrogénio nas aminas secundarias. Segundo Meehan et al. (2000), a remocéo da
cor do Remazol Black-B pela levedura Kluyveromyces marxianus ocorreu devido a adsorcéo
quimica desse azocorante pela biomassa celular e ndo devido a quaisquer atividades quimicas
enzimaticas. Estudos realizados por Jadhav et al. (2007) demonstraram que a levedura
Saccharomyces cerevisae degradou, eficientemente, o azocorante methyl red, considerado
toxico, podendo ser usada nos processos de biodegradacdo de corantes presentes no meio
ambiente.

De acordo com Ramalho (2005), leveduras, principalmente a Saccharomyces
cerevisae, sdo bons agentes de biorremediacéo de azocorantes, uma vez que Seu crescimento e
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sua viabilidade ndo sdo afetados pela presenca de corantes e de seus metabolitos
(potencialmente carcinogénicos e mutagénicos), além de serem organismos capazes de
realizar a completa mineralizagdo de compostos azo. Segundo Jadhav e Govindwar (2006), a
levedura Saccharomyces cerevisae representa, além de um material biolégico de baixo custo,
um organismo promissor para a remog¢do de um azocorante toxico, o methyl red, encontrado
em efluentes procedentes de industrias de tingimento, ja que foi capaz de degradar rapido e

totalmente o referido corante.

1.3. Biodegradacao de azocorantes por fungos

Kunz (1999) confirma que estudos envolvendo a biodegradacdo de efluentes toxicos
tém aumentado nos Gltimos anos, sendo que ha um grande destaque para a classe de fungos
Basidiomicetos. Estes fungos séo utilizados na industria alimenticia, na producdo de enzimas,
no tratamento de efluentes e em outras atividades.

Os processos de degradacgéo de corantes por fungos Basidiomicetos, principalmente os
fungos da podriddo branca, que sdo 0s microorganismos com grande habilidade de
biodegradacdo de corantes, estdo ligados a acdo de exoenzimas que agem na lignina (polimero
estrutural encontrado na parede celular de plantas), como as lacases, as lignina peroxidases
(LiP), as peroxidases dependentes de manganés (MnP) (CHIVUKULA et al., 1995; FU;
VIRARAGHAVAN, 2001; HEINFLING et al., 1998; KIM; SHODA, 1999; SCHLIEPHAKE
et al., 2000), bem como enzimas produtoras de H,O, (GOLD et al., 1988; KIRBY et al., 2000;
KUNZ et al., 2002; ROBINSON et al., 2001), que tém habilidade para degradar muitos
poluentes recalcitrantes, inclusive corantes sintéticos (SWAMY; RAMSAY, 1999; SELVAM
et al., 2003).

Entre os fungos da podriddo branca que tém a capacidade de degradar dioxinas,
bifenilas policloradas (PCBs), outros compostos organicos clorados e azocorantes, capacidade
esta relacionada, diretamente, com a natureza dos grupos substituintes dos anéis aromaticos,
podemos citar o Phanerochaete chrysosporium (KIRBY et al., 2000; CRIPPS et al., 1990;
GOSZCZYNSKI et al., 1994; SPADARO et al., 1992; WESENBERG et al., 2003, GLENN;
GOLD, 1983, BUMPUS; BROCK, 1988, PASTI-GRIGSBY et al., 1992; CHAO; LEE, 1994;
CONNEELY et al., 1999; CHAGAS; DURRANT, 2001; KUNZ et al., 2001; MARTINS et
al., 2002; MIELGO et al., 2002), o Trametes versicolor (FIELD et al., 1992; BORCHERT;
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LIBRA, 2001; TEKERE et al.,, 2001), o Coriolus versicolor (KAPDAN et al., 2000,
KAPDAN; KARGI, 2002) e o Bjerkandera adusta (FIELD et al., 1992; HEINFLING-
WEIDTMANN et al., 2001). Outros grupos de fungos que também tém se mostrado eficientes
na descoloracdo de corantes, sdo: Aspergillus niger (ABD EL-RAHIM; MOAWAD, 2003),
Geotrichum candidum (KIM et al.,, 1995; KIM; SHODA, 1999), Pleurotus ostreatus
(MARTINS et al., 2003; PALMIERI et al., 2005; ZHAO et al., 2006) e Cunninghamella
elegans (CHA et al., 2001; AMBROSIO; CAMPOS-TAKAKI, 2004), entre outros (FU;
VIRARAGHAVAN, 2001).

Martins et al. (2001, 2002 e 2003) realizaram varios ensaios sobre a biodegradacdo
dos azocorantes de aplicacdo téxtil pelo fungo filamentoso Phanerochaete chrysosporium, de
modo a estudar até que ponto eles seriam recalcitrantes, e verificaram que as concentracdes de
nutrientes e dos azocorantes, bem como as estruturas dos corantes, interferem nos processos
de biodegradacdo dos mesmos. Estudos realizados por Zhao et al. (2006) mostraram que 0s
fungos da podriddo branca degradam o azocorante Disperse Orange 3, originando aminas
aromaticas, por um mecanismo oxidativo, que € diferente da via anaerdbica bacteriana. Kirby
et al. (2000) demonstraram que o fungo Phlebia tremellosa foi capaz de degradar 8 corantes
téxteis sintéticos presentes em efluentes artificiais, na concentracdo de 200 mg/L, reduzindo
cerca de 96% de sua cor. Estudos realizados por Jesus (2005) mostraram a fragmentacao de
diferentes azocorantes, pela acdo do fungo Neurospora crassa, originando, pelo menos, dois
compostos amino, além de produzir anilina em grandes quantidades, o que explica 0 aumento
da toxicidade dos azocorantes, ap0s a degradacdo. Por estes estudos, 0s corantes “Procion Red
MX-5B” e “Acid Red 151" foram considerados 0os mais toxicos e os corantes “Direct Red 23"

e “Erythrosine B”, 0s menos toxicos.

2. TOXICIDADE DE AZOCORANTES

Uma grande variedade de substancias derivadas de corantes tem sido testada, em
animais de laboratério, para determinar os reais efeitos toxicos destes compostos sobre 0s
organismos vivos (HOLME, 1984). Estudos que avaliam a toxicidade dos azocorantes e de
metabolitos relacionados com a sua degradacdo sdo importantes para o estabelecimento de
estratégias de reducdo dos efeitos perigosos destes quimicos (MOAWAD et al., 2003;
OLIVEIRA, 2005).
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A avaliacdo da toxicidade de corantes téxteis € muito importante, principalmente,
pelos diferentes efeitos que causa ao meio ambiente e aos organismos a eles expostos. As
atividades biologicas também diferem bastante entre os corantes e, apesar das similaridades
das estruturas, as propriedades toxicoldgicas ndo podem ser generalizadas pela referéncia de
somente um grupo quimico (MAJCEN-LE MARCEBHAL et al., 1997).

O despejo descontrolado de azocorantes nos corpos d’agua causa Sérios problemas
ambientais, tais como: a reducdo da absorcdo de luz pelos organismos que habitam os
ambientes aquéaticos e a producdo de diferentes aminas sob condi¢cGes de anaerobiose
(CHUNG; STEVENS, 1993; BANAT et al., 1996; SLOKAR; LEMARECHAL, 1998).

A toxicidade aguda dos azocorantes, medida pelos critérios da Unido Européia para a
classificacdo de substancias perigosas, é baixa, sendo os valores de LDs, de 250-2000 mg/Kg
de peso corpdreo (CLARKE; ANLIKER, 1980). Alguns corantes azobasicos, &cidos e diretos
foram classificados como sendo muito tdxicos ou toxicos para peixes, crustaceos, algas e
bactérias, enquanto que 0s azocorantes reativos sdo toxicos apenas em concentracdes muito
elevadas (niveis de Concentracdo Efetiva >100 mg/L), ndo sendo, assim, considerados toxicos
para organismos aquaticos (NOVOTNY et al., 2006).

Estudos revelaram a presenca de alguns azocorantes em certas algas e plantas
(SRIVASTAVA; PRAKASH, 1991) e tém mostrado efeitos adversos para populagdes
microbianas aquéticas expostas a efluentes contendo corantes (MICHAELS; LEWIS, 1985).

Estudos tém revelado, ainda, a presenca de azocorantes em diferentes amostras de
agua e sedimentos. Trabalhos realizados por Umbuzeiro et al. (2004), por meio do teste de
Salmonella/Microsoma, mostraram uma atividade mutagénica baixa a moderada no Ribeirdo
dos Cristais (Cajamar/SP), devido & presenca de azocorantes, compostos nitroaromaticos e
aminas aromaticas. Outro estudo realizado por Umbuzeiro et al. (2005) detectou a presenca de
corantes em todas as amostras coletadas (efluente da industria de tingimento, agua bruta e
lodo da estacdo de tratamento de &gua), e associaram a mutagenicidade dessas amostras,
principalmente da agua bruta, a presenca de corantes e de compostos policiclicos
nitroaromaticos incolores, possivelmente gerados durante o tratamento do efluente. Oliveira
(2005) demonstrou, ainda, a presenca dos componentes do corante comercial preto (BDCP) e
de aminas aromaticas nos efluentes bruto e tratado, lancados por uma industria de tingimento,
indicando que o tratamento industrial ndo foi eficiente para a remocdo destes compostos,
corroborando alguns estudos realizados por Chung e Stevens (1993), Ekici et al. (2001) e Lise
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(2002), que mostraram que sistemas de lodo ativado ndo s&o eficientes na remocdo de
azocorantes presentes em efluentes industrias.

Maguire e Tkacz (1991) detectaram 15 corantes diferentes em amostras de agua,
solidos em suspenséo e sedimentos de um rio do Canada, sendo 3 dos corantes identificados
como: C.I. Disperse Blue 79, C.I. Disperse Blue 26 e C.I. Disperse Red 60. Oliveira (2005)
indicaram a presenca de cerca de 1 pg de C.I. Disperse Blue 373 e 10 ug C.I. Disperse
Orange 37, para cada 1 g de sedimento de duas amostras ambientais distintas (uma
proveniente de um ponto localizado imediatamente abaixo da descarga do efluente de uma
industria téxtil e a outra proveniente de um ponto de coleta situado na entrada da estacdo de
tratamento de &gua destinada ao abastecimento publico), o que caracteriza altas taxas de
atividade mutagénica para essas duas amostras. Esses mesmos corantes foram detectados em
amostras de 4gua da mesma area analisada por Umbuzeiro et al. (2005).

Muitos estudos indicam que a maioria dos azocorantes e seus subprodutos sao toxicos
(HOLME, 1984) e/ou carcinogénicos (AMES et al., 1975; ANLIKER, 1979; CLARKE;
ANLIKER, 1980; CHUNG et al., 1981) e podem causar diferentes danos aos organismos
expostos (ANLIKER et al., 1988).

Alguns azocorantes apenas exibem atividade mutagénica quando a ligacdo azo é
reduzida. As aminas aromaticas formadas podem ser mais ou menos carcinogénicas e/ou
mutagénicas, em relacdo ao composto original, dependendo da sua estrutura quimica
(UMBUZEIRO et al., 2005). De acordo com Plumb et al. (2001) e Yoo et al. (2001), essas
aminas aromaticas sdo sempre mais perigosas que 0s compostos originais, podendo apresentar
acOes toxicas (IDAKA et al., 1987; WONG; YUEN, 1996), mutagénicas e carcinogénicas
(BELL et al., 2000). A reducdo desses azocorantes pode gerar adutos de DNA (LEVINE,
1991; STIBOROVA, 1992), o que pode levar a efeitos toxico, até mesmo para 0sS
microorganismos que atuam na descoloracdo de azocorantes (AKSU, 2005; BANAT et al.,
1996; CHUNG, 1983; COMBES; HAVELAND-SMITH, 1982; ZIMMERMANN et al.,
1982).

A exposicdo oral de humanos a azocorantes pode levar a formacdo de aminas
aromaticas, tanto por meio da microflora intestinal, como por azoredutases do figado, sendo
que algumas dessas aminas tém apresentado propriedades carcinogénicas (LIN; WU, 1973).

A toxicidade aguda de azocorantes, definida pelos critérios da Unido Européia para a
classificacdo de substancias perigosas, € muito baixa (OLLGAARD et al., 1998; VAN DER
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ZEE, 2002), sendo apenas poucos deles com valores de LDsy abaixo de 250 mg/kg da massa
corporea (VAN DER ZEE, 2002). No entanto, a sensibilidade ocupacional a azocorantes tem
sido mostrada nas industrias téxteis, desde 1930 (FOUSSEREAU et al., 1982), como, por
exemplo, para alguns corantes dispersos (monoazo ou antraquinona) que Se mostraram
envolvidos com reaces alérgicas (HATCH; MAIBACH, 1995).

Vérios azocorantes apresentam atividade genotdxica e mutagénica em testes com
microorganimos e células de mamiferos (VENTURINI; TAMARO, 1979; PRIVAL;
MITCHELL, 1982; CLONFERO et al., 1990; FREEMAN et al., 1990; GARG et al., 2002). O
3-metoxi-4-aminobenzeno, por exemplo, é mutagénico para bactérias e carcinogénico para
ratos, enquanto o 2-metoxi-4-aminobenzeno € fracamente mutagénico para bactérias e ndo
carcinogénico para ratos (HASHIMOTO et al., 1977). Assim, a genotoxicidade e a
mutagenicidade dos corantes esta intimamente relacionada com a natureza e posi¢do dos
substituintes ligados ao grupo azo (UMBUZEIRO et al., 2005).

A exposicdo a alguns azocorantes tem sido relacionada ao desenvolvimento de cancer
de bexiga, sarcomas esplénicos, hepatocarcinomas, anomalias celulares e aberracOes
cromossdmicas (NONY et al., 1980; PATTERSON; BUTLER, 1982; PERCY et al., 1989;
RAFII et al., 1997). Esses efeitos podem ser derivados da acdo direta dos corantes sobre as
células ou, principalmente, da formacdo de produtos do metabolismo, decorrentes da reducao
da ligacdo azo (CHUNG; STEVENS, 1993), que sdo capazes de reagir com a molécula de
DNA, danificando-a (ARLT et al., 2002; BARTSCH, 1981; UMBUZEIRO et al., 2005).

Estudos realizados por Alves de Lima et al. (2007), por meio do teste de criptas
aberrantes, mostraram que uma amostra de determinado efluente contendo compostos azo6icos
(C.I. Disperse Blue 373, C.I. Disperse Violet 93 e C.I. Disperse Orange 37) do corante
comercial preto (BDCP — Black Dye Commercial Product), induziu um aumento de lesGes
pré-neoplasicas no célon de ratos expostos as concentracfes de 1% e 10% desse efluente.

De acordo com Biswas e Khuda-Bukhsh (2005), o azocorante p-
dimethylaminobenzene (p-DAB) causou efeitos citotoxicos e genotoxicos, quando testado
pela andlise de aberragBes cromossdmicas, micronucleos e indices mitdticos em celulas de
medula dssea e em espermatozoides de ratos. A alimentacdo cronica dos ratos com p-DAB
resultou em um aumento no numero de aberracdes cromossdmicas e anormalidades nucleares

em células germinativas, quando comparado com o grupo controle.
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Al-Sabti (2000) observou efeitos mutagénicos para um azocorante téxtil, o
“chlorotriazine reactive azo red 1207, pela inducdo de microndcleos em eritrocitos de peixes.
Wollin e Gorlitz (2004) e Rajaguru et al.(1999) concluiram, pelos estudos realizados com
celulas de mamiferos, que alguns corantes téxteis induzem a formacao de micronucleos, por
mecanismos de clastogenicidade.

Tsuboy et al. (2007) mostraram a genotoxicidade e a mutagenicidade do corante C.I.
Disperse Blue 291, pela inducdo de fragmentacdo no DNA, formacéo de células portadoras de
microntcleos e pelo aumento no indice de apoptose em células de mamiferos (HepG2).

O trabalho de Carita e Marin-Morales (2008), usando o0 organismo-teste A. cepa,
mostraram a mutagenicidade de determinadas concentracbes de efluentes industriais
contaminados por azocorantes e outros compostos quimicos, por induzir a formacdo de
células portadoras de micronucleos e de aberragdes cromossémicas.

Matsuoka et al. (2001) demonstraram que os compostos PBTAL1 e PBTA2 e seus
respectivos azocorantes precursores sao citotdxicos para células de hamster CHL e V79-MZ,
induzindo a formacdo de células micronucleadas, nucleos multilobulados e intensamente
condensados, e células binucleadas. O azocorante precursor do PBTAL também induziu a
endoreduplicacdo nas células V79-MZ de hamster. Provavelmente, estes compostos nédo
afetam somente o DNA, mas também as proteinas estruturais e regulatérias envolvidas nos

processos de divisao celular.

3. SISTEMA-TESTE VEGETAL

Vegetais superiores apresentam caracteristicas que os tornam excelentes modelos
genéticos para avaliacdo de poluentes ambientais e sdo, atualmente, reconhecidos como
indicadores de efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos de ambientes com presenca de
substancias quimicas. Além de sua sensibilidade para deteccdo de mutagenos em diferentes
ambientes, a possibilidade da utilizagdo de suas diferentes células e &rgdos como
biomarcadores genéticos, com capacidade de detectar desde mutagGes pontuais até as
aberragdes cromossdmicas, tornam-nos organismos que se destacam para estudos de
monitoramento ambiental (GRANT, 1994; YI; MENG, 2003).

De acordo com Ma et al. (1995), o uso de vegetais como organismos-teste tem sido
indicado e validado por diversas agéncias ambientais, como o Programa Ambiental das
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Nacdes Unidas (UNEP - United Nations Environmental Program), a Organizagdo Mundial de
Saude (WHO - World Health Organization) e a Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA — U.S. Environmental Protection Agency).

De acordo com Yi e Meng (2003), sistemas-testes de plantas podem detectar a
genotoxicidade mais rapida e eficientemente do que ensaios animais, sendo mais simples e
econbmicos, podendo ser usados tanto para o controle da clastogenicidade como para
monitoramento ambiental em geral. Meristemas radiculares de plantas constituem eficientes
materiais testes para a deteccédo de clastogenicidade de poluentes ambientais, especialmente
para 0 monitoramento, in situ, de contaminantes de agua (MA et al., 1995).

Algumas espécies de vegetais superiores tém sido amplamente empregadas para
avaliacdo da genotoxicidade de agentes quimicos, devido as boas caracteristicas de seus
Cromossomos, que permitem, além da investigacdo do potencial genotoxico, a avaliagdo dos
mecanismos de acdes dos agentes testados. Dentre 0s vegetais superiores, a espécie Allium
cepa constitui um dos organismos testes pioneiros nos estudos de inducdo de aberracfes
cromossémicas causadas pela acdo de agentes fisicos e quimicos. O primeiro autor a utilizar
essa espécie como sistema-teste foi Levan (1938) e, desde entdo, A. cepa tem sido indicada
como um eficiente organismo-teste de citotoxicidade e genotoxicidade, devido as
caracteristicas que possui na sua cinética de proliferacdo, pelo crescimento rapido de suas
raizes, pelo grande numero de células em divisdo, pela sua alta tolerdncia a diferentes
condi¢des de cultivo, pela sua disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e
por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (QUINZANI-
JORDAO, 1978; GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et al., 2006).

Para Grant (1982) e Chauhan (1999), A. cepa é um dos melhores sistemas-teste
vegetais ja estabelecidos, sendo rotineiramente utilizado para avaliar o potencial mutagénico
de substancias quimicas presentes no ambiente, devido a sua alta sensibilidade e boa
correlacdo com outros sistemas-teste, principalmente com os mamiferos. Segundo Grant
(1982), de 148 quimicos, avaliados pelo teste de Allium, 76% apresentaram respostas
positivas, 0 que levou o autor a sugerir a inclusdo deste teste como rotineiro na triagem para
determinacdo de danos cromossémicos induzidos por quimicos. Fiskesjo (1985) relatou que a
sensibilidade do teste de A. cepa foi muito semelhante a observada para os sistemas-teste de
algas e de linfécitos humanos. Posteriormente, Rank e Nielsen (1994) mostraram uma
correlagéo de 82% do teste de A. cepa em relacéo ao teste de carcinogenicidade em roedores.
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Estes mesmos autores mostraram ainda que o teste de A. cepa também foi mais sensivel que
os testes de Ames e de Microscreen. Muitos trabalhos de comparacdo entre sistemas-teste
vegetais vém sendo realizados por diversos autores (MATSUMOTO; MARIN-MORALES,
2004: MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008; LEME et al., 2008, LEME; MARIN-
MORALES, 2009), e a maioria tem mostrado uma maior sensibilidade de A. cepa, em relacéo
a outras plantas superiores utilizadas como organismos-teste, como, por exemplo, a espécie
Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID et al., 2007).

A espécie A. cepa tem sido utilizada, com sucesso, na avaliacdo de quimicos, puros ou
em misturas complexas, como é o caso de grande parte das amostras ambientais (FISKESJO,
1985; RANK et al., 1993; MA et al., 1995). O teste em A. cepa tem sido eficiente na
avaliacdo de inseticidas (BIANCHI, 2008; PEDRO, 2008), herbicidas (VENTURA, 2004,
FERNANDES, 2005; FERNANDES et al., 2007), metais pesados (MATSUMOTO et al.,
2006), derivados de petroleo (LEME; MARIN-MORALES, 2008; LEME et al., 2008),
corantes (CARITA; MARIN-MORALES, 2008), aditivos alimentares (TURKOGLU, 2007) e
outros agentes contaminantes de recursos hidricos (CHRISTOFOLETTI et al., 2007). Leme e
Marin-Morales (2008) e Hoshina (2005) demonstraram a importancia do A. cepa na avaliacéo
do grau de contaminacdo de aguas impactadas com derivados de petréleo; e Matsumoto e
Marin-Morales (2004) e Carita e Marin-Morales (2008), na investigacdo do potencial
genotoxico e mutagénico de &guas de rios que recebem efluentes industriais contaminados

com cromo e azocorantes, respectivamente.

4. TESTES DE CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Vogel (1982) afirma que diferentes substancias quimicas podem causar mudancas
prejudiciais herdaveis no material genético, sem que estas alteracdes sejam expressas de
imediato.

A preocupagdo com a proliferagdo de agentes quimicos introduzidos no ambiente, que
levam a possiveis alteracfes genéticas nos organismos, foi um dos principais motivos que
levou ao desenvolvimento de metodologias que avaliam a genotoxidade de substancias
quimicas (BRUSICK, 1987). Agentes genotoxicos sdo capazes de induzir instabilidade
cromossOmica, como, por exemplo, aberragdes cromossdémicas ndo causais, principalmente
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delecdes, translocagdes, ganho e perda de cromossomos inteiros, que podem contribuir para o
desenvolvimento de processos celulares malignos (TSUTSUI et al., 1983, ROWLEY, 1984).

Testes bioldgicos de toxicidade e genotoxicidade sdo, segundo Moraes (2000),
indispensaveis para a avaliacdo das reagfes dos organismos vivos a polui¢cdo ambiental, como
também para a identificacdo dos efeitos sinergisticos potenciais de varios poluentes. A
maioria dos testes para detectar substancias mutagénicas baseia-se na andlise de inducdo de
danos cromossdmicos como alteracBes estruturais, formacdo de micronucleos, trocas entre
cromatides-irmds, avaliacdo de genes mutantes ou de danos no DNA, utilizando diferentes
organismos como bactérias, insetos, plantas e vertebrados, tanto em teste in vitro como in vivo
(PENA, 1996).

Segundo Thiriot-Quiévreux (2002), a citogenética é uma area de conhecimento que
possibilita a realizacdo de inUmeros estudos. Os cromossomos podem ser estudados como
uma manifestacdo morfoldgica do genoma, sendo possivel a visualizacdo microscopica de
seus tamanhos, formas, nimeros e comportamentos, durante a mitose e a meiose. Testes
citogenéticos sdo adequados para identificar os efeitos perigosos de substancias em suas
diversas concentracdes e em diferentes tempos de exposicdo, além de serem eficientes na
avaliacdo da influéncia destas substancias sobre os organismos (MORAES, 2000).

De acordo com Combes e Haveland-Smith (1982), alguns azocorantes tém induzido
efeitos genotoxicos e carcinogénicos, identificados por meio de testes laboratoriais de curto e
longo prazos.

4.1. Ensaio de Aberracdes Cromossdmicas

O ensaio de aberragfes cromossomicas, um dos testes mais antigos e mais utilizados,
tem sido considerado como um dos poucos métodos capazes de detectar mutacGes em
sistemas expostos a substancias quimicas (RANK et al., 2002). Nos ultimos 30 anos, o teste
de Aberragdes Cromossdmicas (AC) tem sido largamente utilizado para 0 monitoramento
ocupacional e ambiental, atuando como um biomarcador de efeitos genotoxicos induzidos por
carcindgenos (HAGMAR et al., 2004). Desta maneira, este teste tem apresentado posicédo de
destaque entre a bateria de testes recomendados por lei para avaliagdo de agentes genotdxicos
(MATEUCA et al., 2006).
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4.2. Bandamentos Cromossdémicos

Com o surgimento de técnicas diversificadas de coloragdo cromossémica foi possivel
aumentar as informacdes sobre a composicdo e a disposicdo de DNA de diferentes
constituicbes ao longo dos cromossomos. Técnicas de bandeamentos cromossémicos, por
exemplo, possibilitam uma andlise mais detalhada da organizacgdo estrutural dos cromossomos
do que as técnicas convencionais de coloracdo (ROWLAND, 1981; BERNINI, 1997; KIM et
al., 2002; MUKAI et al., 1992; JIANG et al., 1993; TUNA et al., 2004).

4.2.1. Bandamento C

De acordo com Brown (1996), existem dois tipos de heterocromatina: 1. constitutiva,
que possui DNA altamente repetitivo, com poucos genes, permanecendo condensada durante
todo o ciclo celular, com replicacdo mais lenta, em relacdo ao restante da cromatina, e
presente em porcGes homologas do par cromossdmico, como centrdmero e telémeros; 2.
facultativa, formada pela heterocromatizacdo de regides eucromaticas, que esta presente em
apenas um dos homologos e exibe estagios de condensacdo de acordo com o tipo celular,
sendo geralmente distribuida ao longo de todo o comprimento cromossémico.

O bandamento C é uma técnica que permite localizar a heterocromatina, possibilitando
a caracterizacdo de cromossomos pela avaliagdo da quantidade e distribuicdo de bandas
heterocromaéticas dentro das eucromaticas (MARKS; SCHWEIZER, 1974).

Na técnica de Banda C, os cromossomos sdo expostos a uma solugdo basica
(geralmente de hidréxido de bario) e, em seguida, a uma solugdo salina a temperatura elevada.
Durante esse procedimento, o DNA é fragmentado e, progressivamente, eliminado do
cromossomo. Aparentemente, a associacdo do DNA com as proteinas na heterocromatina €
diferente e mais resistente as condi¢es da técnica de bandeamento C do que a associacdo
DNA-proteina de eucromatina. Assim, quando € aplicada a técnica de bandeamento C, ha
uma maior extragcdo de DNA na eucromatina, levando a uma coloragdo menos evidente deste
material, enquanto que a heterocromatina se caracteriza por porc¢des constituidas de blocos de
coloragdo mais intensa, denominados de bandas C (GUERRA, 1988).

Hsu (1975) atribui a heterocromatina uma funcdo de protecdo as porgdes
eucromaticas. Para Yunis e Yasmineh (1971), Hatch et al. (1976), Bush et al. (1977) e Pathak
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e Wurster-Hill (1977), a heterocromatina seria um material genético que facilitaria os eventos
de especiacdo. Porém, para Hilliker e Appels (1980), as principais funcfes da heterocromatina
s8o a caracterizagédo da estrutura tridimensional do nucleo interfasico e o possivel efeito direto
ou indireto sobre a expressao génica.

Anélises de alteragfes naturais ou induzidas em células, primordialmente diploides,
também contribuem, amplamente, para o acervo das informac6es citogenéticas (THIRIOT-
QUIEVREUX, 2002). Estudos realizados por Kihiman (1966), Bourgeois (1974), Pathak et
al. (1975), Reeves et al. (1974), Kaina (1977) e Gupta e Sharma (1981) mostraram, em
diferentes organismos, uma localizacao preferencial de quebras cromossémicas induzidas por
agentes alquilantes associadas a heterocromatina e a bandas definidas nos cromossomos. O
mesmo foi citado para Allium cepa, onde a maioria das quebras ocorre em regides
teloméricas, que sdo heterocromaticas (NUTI RONCHI, 1986). A alta especificidade das
quebras pode estar relacionada a uma maior afinidade de algumas zonas com agentes
mutagénicos, seja pela presenca de sitios frageis ou pela composicdo de seqliéncias
especificas do DNA, possivelmente, conectadas a matriz nuclear (NATARAJAN; RAPOSA,
1975).

4.2.2. Bandamento RON

Outra técnica que fornece subsidios ao estudo citogenético € a que localiza as regides
especificas de dominio nuclear, relacionadas ao nucléolo. A coloracdo pela prata € utilizada
para visualizar, em microscopia de luz, as atividades do sitio de DNAr, visto que somente as
Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs), funcionalmente ativas no ciclo celular anterior,
séo coradas pela prata (MILLER, 1976).

O nitrato de prata (AgNOs3) tem afinidade por proteinas nucleoares presentes nos
nucleolos e por constri¢cbes secundarias de cromossomos que possuem genes de DNAr e que
podem estar envolvidos na formagdo da regido organizadora do nucléolo (RON). Com a
utilizagdo do nitrato de prata para o bandamento cromossémico, formam-se bandas em locais
onde se encontram as proteinas nucleolares. As marcac¢des podem ser vistas na profase ou até
em cromossomos metafasicos, indicando uma transcricdo dessas proteinas no ultimo ciclo
celular (GOODPASTURE; BLOOM, 1975). Desta forma, a coloragédo com o nitrato de prata
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vem sendo utilizada para identificar o nimero de nucléolos e possiveis sitios ativos da RON
em diferentes espécies (MURRAY et al., 1992; CARVALHO; GUERRA, 2002).

A posicdo das RONs auxilia na melhor compreensdo dos eventos de alteragdes
cromossomicas que se estabeleceram em cada cariétipo. De acordo com descri¢do de Guerra
(1988), a técnica de bandeamento RON possibilita a observagdo detalhada das transformagdes
que ocorrem em grupos de espécies proximas, com caridtipos muito semelhantes. Assim, em
casos de inducdo de alteracbes cromossdémicas por agentes genotoxicos, em regibes
relacionadas aos sitios de DNAr, essa técnica podera oferecer uma sensibilidade pontual,
diagnosticando, facilmente, tais alteracdes. Com esta técnica também se pode avaliar a
composicdo dos nucleos extranumerarios, quanto a presenca ou ndo de Cromossomos
portadores das RONSs.

As RONSs podem ser perdidas ou inativadas por fatores como: delec¢do ou translocacao;
supressdo da regido organizadora de nucléolo por competicdo funcional, devido a um balanco
nucleolar causado pela interacdo de novas combinacdes génicas estabelecidas em hibridos,

processo este conhecido como anfiplastia (CERMENO et al. 1984).

4.2.3. Bandamento por fluorocromos base-especificos

A introducdo de técnicas que utilizam corantes fluorescentes fornece subsidios para o
estudo da organizacéo e estrutura molecular da heterocromatina, por permitir o conhecimento
da constituicdo dos pares de bases do material genético. Alguns fluorocromos tém afinidade
por pares de bases especificas (AT ou CG), produzindo bandas fluorescentes de baixa ou de
forte intensidade de regifes heterocromaticas, de acordo com a composicdo cromatidica
dessas regides e da reacdo das mesmas com o fluorocromo (VOSA, 1984; BERNINI, 1997).
O 4’-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) é um fluorocromo AT-especifico que interage com,
pelo menos, 4 pares AT in tandem. A cromomicina Az (CMA3) é um fluorocromo CG-
especifico, que forma dimero em solucGes aquosas que contenham ions de magnésio (KIM et
al., 2002).

A técnica de coloracdo por CMAg, que aparentemente cora heterocromatina conectada
as regides ativa e inativa das RONs, pode facilitar muito o estudo do nimero e localizacao das
RONs (AMEMYA; GOLD, 1986; PENDAS et al., 1993).
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4.3. Hibridacéo in situ

Além das técnicas comumente usadas para se caracterizar a constitui¢do cariotipica de
especies vegetais e animais, tais como metodologia de citogenética convencional, de
bandamento C e de impregnacdo com nitrato de prata, a hibridagéo in situ vem se tornando
importante ferramenta em estudos de caracterizagdo cromossémica, uma vez que permite a
localizacdo de sequéncias especificas do DNA em cromossomos metafasicos e no nicleo
interfasico (MALUSZYNSKA; HESLAP-HARRISON, 1993).

A técnica de hibridacdo do DNA, usando imunofluorescéncia (FISH), foi,
primeiramente, aplicada por Pinkel et al. (1986), para visualizar sequéncias de DNA em
células metafésicas e nucleos interfasicos humanos. Esta técnica tem sido, principalmente,
usada no estudo de aberragbes cromossémicas que ndo sdo detectadas pela coloracéo
convencional, em estudos de citogenética do cancer e em mutagénese (HESLOP-
HARRISON; SCHWARZACHER, 1996).

Dentre as diferentes seqliéncias de DNA repetitivo, usadas na técnica de hibridacéo in
situ, a sequéncia DNAr 45S (18S-5.8S-28S) é uma das mais empregadas, seguidas das DNAr
5S, microssatélites e das sequéncias teloméricas (GARNATJE et al., 2004).

5. O USO DO SISTEMA-TESTE DE Allium cepa EM BANDAMENTOS
CROMOSSOMICOS

A distribuicdo da heterocromatina na espécie A. cepa € amplamente conhecida. Esta
espécie apresenta porcdes heterocromaéticas dispostas quase que somente nas regifes
teloméricas de seus cromossomos. Essa posicdo bem definida da heterocromatina em A. cepa
e 0 conhecimento de suas regides organizadoras nucleolares caracterizam a espécie como um
eficiente organismo-teste na avaliacdo de possiveis alteragdes induzidas por agentes
genotoxicos e mutagénicos, decorrentes da polui¢do ambiental. Assim, 0 emprego de técnicas
de bandeamento cromossdmico pode constituir uma metodologia adicional em analises de
mutagenicidade, por permitir a deteccdo de por¢des cromossdmicas que estdo relacionadas
com os eventos de quebras e perdas, bem como a potencialidade de se avaliar a existéncia de
sitios de maior fragilidade e, conseqlientemente, de maior susceptibilidade as alteracGes
cromossémicas (NUTI RONCHI, 1986). Thiriot-Quiévreux (2002) afirma, ainda, que 0s
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estudos de bandeamento revelam detalhes sutis da morfologia cromossémica, da composicao
quimica e da atividade génica de regides especificas dos cromossomos.

Devido as caracteristicas de discriminacdo linear que as técnicas de bandeamentos
cromossémicos proporcionam, elas podem constituir um eficiente instrumento na deteccédo de
danos no material genético, causados por efeitos decorrentes da poluigdo ambiental e, em

especial, dos azocorantes.
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“UTILIZACAO DE TECNICAS CITOGENETICAS PARA A IDENTIFICACAO DOS
MECANISMOS DE ACAO DO AZOCORANTE BDCP EM CELULAS
MERISTEMATICAS DE Allium cepa”

RESUMO

O presente estudo avaliou a acdo citotoxica, genotoxica e mutagénica de diferentes
concentracdes (1, 10, 100 e 1000 pg/L) de um azocorante (BDCP-Black Dye Commercial
Product), usado em industrias téxteis, por meio de diferentes técnicas citogenéticas (coloracdo
convencional, bandamento C, bandamento RON, bandamento por fluorocromos base-
especificos e hibridacdo in situ fluorescente - FISH) aplicadas sobre o organismo teste Allium
cepa. Pela técnica citogenética de coloracdo convencional, foi possivel verificar que o
azocorante induziu morte celular, aberracdes cromossOmicas, alteracbes nucleares e
micronucleos. Por meio dos bandamentos cromossdémicos e da técnica de FISH, foi possivel
observar que o BDCP induziu alteracdes celulares e nucleolares, cujo efeito parece acontecer
em regides especificas dos cromossomos, sugerindo uma sensibilidade maior destas regides
ao corante. Pelas anormalidades celulares observadas, foi possivel inferir tanto acéo
aneugénica como clastogénica para o corante estudado. Mesmo apés tratamentos de
recuperacdo das raizes de A. cepa em Aagua, os efeitos do BDCP ndo foram totalmente
eliminados, mostrando um potencial acumulativo para o referido corante. Pela acéo registrada
neste trabalho, o azocorante BDCP pode ser considerado um contaminante potencialmente

perigoso para o ambiente e, conseqiientemente, para 0s organismos a ele expostos.

Palavras-chave: Azocorante, células meristematicas, aberracbes cromossomicas,

bandamentos cromossdmicos, FISH.
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INTRODUCAO

As indUstrias téxteis consomem aproximadamente 7x10° toneladas/ano de corantes e
pigmentos em todo 0 mundo (NIGAM et al., 1996), sendo 26.500 toneladas (3,8%) utilizadas
somente no Brasil (GUARATINI; ZANONI, 2000). Os azocorantes, compostos
caracterizados pela presenca de um ou mais grupos azo (-N=N-), constituem a mais
importante classe de corantes da indUstria téxtil, correspondendo de 50 a 65% das
formulacBes comerciais usadas para fins de coloracdo (CHUNG; STEVENS, 1993; KUNZ et
al., 2002). Mais de dois mil produtos desta classe sdo usados na coloracédo de poliéster, nylon,
diacetato e triacetato de celulose, fibras acrilicas, além de serem usados também no
tingimento de couro, plasticos, tintas, papéis, madeira, 6leos, cosméticos, medicamentos,
metais e alimentos (GORDON; GREGORY, 1983; ZOLLINGER, 1987; USEPA, 1994,
RAFFI et al., 1997; EDWARDS, 2000; STOLZ, 2001). Estes corantes sdo os mais facilmente
sintetizados e apresentam excelentes propriedades de fixacdo e permanéncia, bem como uma
grande variedade de cores, quando comparados aos corantes naturais (GRIFFITHS, 1984;
USEPA, 1994). No entanto, durante o processo téxtil, ineficiéncias da coloracdo resultam em
uma grande quantidade de residuos, que sdo diretamente lancados nos corpos d’agua e que,
conseqlientemente, contaminam o meio ambiente (O’NEILL et al., 1999; MCMULLAN et al..
2001; PEARCE et al., 2003), causando sérios impactos ambientais (HAO et al., 2000).

Muitos estudos tém revelado a presencga de corantes no ambiente, onde muitos deles
estdo envolvidos com contaminacGes por azocorantes. Segundo varios autores, testes com
microorganimos e células de mamiferos apontam o0s azocorantes como compostos de
atividades toéxicas (CLARKE; ANLIKER, 1980; HOLME, 1984; MICHAELS; LEWIS,
1985), genotdxicas e mutagénicas (AMES et al., 1975; VENTURINI; TAMARO, 1979;
CHUNG et al., 1981; PRIVAL; MITCHELL, 1982; CLONFERO et al., 1990; FREEMAN et
al., 1990; GARG et al., 2002; UMBUZEIRO et al., 2005; CARITA; MARIN-MORALES,
2008), sendo muitos deles relacionados com o desenvolvimento de cancer de bexiga,
sarcomas esplénicos e hepatocarcinomas, em diferentes organismos (NONY et al., 1980;
RAFII et al., 1997).

Trabalhos realizados por Umbuzeiro et al. (1994, 2005) e Oliveira (2005) indicaram a
presenca dos componentes de um azocorante téxtil (BDCP —Black Dye Commercial Product)
nos efluentes bruto e tratado de uma industria de tingimento de poliéster, o0 que comprometeu
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a qualidade da agua e do sedimento do recurso hidrico receptor do referido efluente. Os
autores registraram, por meio do Teste de Salmonella, uma atividade mutagénica para o
azocorante. Alves de Lima et al. (2007) demonstraram, por meio do teste de criptas
aberrantes, que houve um aumento de lesdes pré-neoplésicas no colon de ratos expostos as
concentracdes de 1% e 10% deste mesmo efluente que continha o corante BDCP. Estudos de
aberracdes cromossdmicas realizados por Caritd e Marin-Morales (2008), usando o sistema
teste A. cepa, mostraram mutagenicidade para um efluente industrial contaminado pelo
azocorante BDCP, em vérias concentragdes testadas do efluente. Matsuoka et al. (2001)
demonstraram que os compostos PBTAL1 e PBTA2 e seus respectivos corantes azo foram
citotoxicos para células de hamster CHL e V79-M, pois induziram a formacdo de células
micronucleadas, nucleos multilobulados e intensamente condensados, além de células
binucleadas. Os autores também afirmaram que o azocorante precursor do PBTAL induziu a
endoreduplicacdo nas células V79-MZ de hamster. De acordo com Biswas e Khuda-Bukhsh
(2005), o azocorante p-dimethylaminobenzene (p-DAB) causou efeitos citotoxicos e
genotoxicos em células de medula 6ssea e em espermatozoides de ratos. Todos esses efeitos
toxicos podem ser devido a acdo direta dos corantes sobre as células ou, principalmente, da
formacdo de metabdlitos, decorrentes da reducdo da ligacdo azo (CHUNG; STEVENS, 1993),
que sdo capazes de reagirem com a molécula de DNA, comprometendo a sua estrutura e
funcdo (BARTSCH, 1981; ARLT et al., 2002; UMBUZEIRO et al., 2005).

Devido ao expressivo aumento de compostos quimicos introduzidos no ambiente,
muitos bioensaios tém sido realizados para identificar e avaliar os efeitos danosos de varios
agentes sobre diversos organismos, em suas diferentes concentracdes e tempos de exposicdo
(DE-SERRES, 1992).

Vegetais superiores constituem um importante material para teste das alteragdes
geneéticas induzidas por poluentes ambientais e sdo, atualmente, reconhecidos como
excelentes bioindicadores de efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos de ambientes
impactados com substancias toxicas (GRANT, 1994; YI; MENG, 2003). O uso de vegetais
como organismo-teste tem sido indicado e validado por diversas agéncias ambientais, como 0
Programa Ambiental das Nac6es Unidas (UNEP - United Nations Environmental Program), a
Organizacdo Mundial de Sadde (WHO - World Health Organization) e a Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA — U.S. Environmental Protection Agency) (MA et al.,
1995). A espécie Allium cepa tem sido usada como um eficiente organismo padréo para testes
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genéticos de toxidade, principalmente em testes citogenéticos e de aberra¢cGes cromossémicas
(GRANT, 1982, 1994, 1999; FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1994; MATSUMOTO;
MARIN-MORALES, 2004; MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; LEME;
MARIN-MORALES, 2008; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME et al., 2008). Este
organismo teste também apresenta caracteristicas cromossdmicas importantes, como
cromossomos grandes e em pequena quantidade (2n=16), o que facilita a avaliacdo de danos
cromossdmicos e distirbios no ciclo de divisdo celular (GRANT, 1982; FISKESJO, 1985).

Os ensaios de aberragdes cromossomicas tém sido considerados uns dos poucos
métodos capazes de detectar mutacdes em sistemas expostos a substancias quimicas (RANK
et al., 2002) e tem sido amplamente utilizado para 0 monitoramento ocupacional e ambiental,
atuando como um biomarcador de efeitos genotdxicos induzidos por carcindégenos
(HAGMAR et al., 2004). Dessa maneira, esse teste tem apresentado posic¢ao de destaque entre
a bateria de testes recomendada para a avaliacdo de agentes genotdxicos, em testes in situ, in
vivo e in vitro (CIMINO, 2006; MATEUCA et al., 2006; WITTE et al., 2007).

O surgimento de novas técnicas de coloracdo cromossémica aumentou a quantidade de
informacdes sobre a composicédo e a disposicdo do DNA de diferentes constitui¢cbes ao longo
dos cromossomos, 0 que possibilita uma analise mais detalhada da organizacéo estrutural dos
cromossomos do que as técnicas convencionais de coloragdo (ROWLAND, 1981; KIM et al.,
2002). Muitas destas técnicas sdo comumente usadas para caracterizar a constituicdo
cariotipica de espécies vegetais e animais. Dentre elas, o bandamento C, o bandamento
AgRON e o bandamento por fluorocromos base-especificos podem ser utilizados como
ferramentas eficientes e auxiliares na determinacdo dos mecanismos de acdo de quimicos,
sobre diferentes organismos.

Estudos realizados por Kihlman (1966), Bourgeois (1974), Pathak et al. (1975),
Reeves et al. (1974), Kaina (1977) e Gupta e Sharma (1981) mostraram uma localizacdo
preferencial de quebras cromossoémicas induzidas por agentes alquilantes associadas a
heterocromatina e as bandas definidas nos cromossomos, que puderam ser evidenciadas pela
técnica de bandamento C. A alta especificidade das quebras pode estar relacionada a uma
maior afinidade de por¢6es de DNA com 0s agentes mutagénicos, seja pela presenca de sitios
frageis ou pela composicao de sequiéncias especificas do DNA, possivelmente, conectadas a
matriz nuclear (NATARAJAN; RAPOSA, 1975).
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Como descrito acima, 0s azocorantes e seus metabdlitos tém uma potencialidade
reconhecida de causar sérios danos ao DNA, havendo, contudo uma eminente necessidade de
se avaliar melhor os modos de agdo desses corantes sobre 0s materiais bioldgicos. O corante
comercial BDCP (Black Dye Commercial Product), amplamente usado em industrias de
processamento téxtil e presente em efluentes industriais lancados no Ribeirdo dos Cristais —
SP/Brasil, foi estudado neste trabalho em testes de aberracBes cromossdmicas e de
micronlcleos em A. cepa. Neste estudo, foram usadas diferentes técnicas citogenéticas
(coloracdo convencional: teste de aberragdes cromossdmicas e nucleares; bandamentos
cromossdmicos: bandamento C, bandamento RON, bandamento por fluorocromos base-
especificos CMAG/DAPI; Hibridacdo in situ fluorescente - FISH), sobre células
meristematicas de A. cepa, com 0 objetivo de analisar os potenciais citotdxico, genotoxico e
mutagénico do BDCP, bem como avaliar os possiveis associacdes deste corante com o

material genético e, assim, evidenciar a sua acdo sobre as células dos organismos expostos.

MATERIAL E METODOS

Foi avaliado neste trabalho, o azocorante comercial BDCP (Black Dye Commercial
Product), que é composto por trés corantes pertencentes ao grupo dos nitro-
aminoazobenzenos: C.l. Disperse Blue 373 (Cx1H21BrNgOg; CAS n° 51868-46-3); C.I.
Disperse Violet 93 (CigH19BrNgOs; CAS n° 268221-71-2) e C.l. Disperse Orange 37
(C17H15CIoNsO,; CAS n° 13301-61-6), cujas estruturas moleculares (UMBUZEIRO et al.,
2005), podem ser visualizadas na Figura 1.

Para a realizacdo do estudo, foram usadas as concentracfes de 1000 pg/L, 100 pg/L,
10 pg/L e 1 pg/L do corante comercial, preparadas imediatamente antes da realizagdo dos
experimentos. A maior concentracao utilizada foi determinada por meio de testes-piloto e as
outras concentracdes foram obtidas a partir de sucessivas diluicbes da maior concentracdo do
corante em &gua ultrapura. As concentragdes foram obtidas para se equipararem o0s estudos
com a realidade das contaminagdes observadas em um rio comprometido com este mesmo
corante, onde foram detectadas concentracGes para dois dos trés corantes constituintes do
produto comercial: 57,9 pg/L de C.I. Disperse Blue 373 e 316 pg/L de C.I. Disperse Orange
37, nas amostras de efluente bruto; e concentragdes de 67 pg/L de C.1. Disperse Blue 373 e
126 pg/L de C.I. Disperse Orange 37, nas de efluente tratado (OLIVEIRA et al., 2007).
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A espeécie Allium cepa foi usada para avaliagdo dos mecanismos de a¢do do quimico
testado. Nesse estudo, sementes de A. cepa (2n=16) de uma unica variedade (Baia Periforme)
foram utilizadas como organismo-teste, por serem genetica e fisiologicamente homogéneas, e
por estarem disponiveis durante o ano inteiro, seguindo indicagdes descritas em Carita e
Marin-Morales (2008). Segundo estes autores, essas caracteristicas evitam diferentes
respostas nos varios ensaios realizados, assegurando resultados confiaveis.

Sementes de A. cepa foram germinadas, a temperatura ambiente (21 + 4 °C), em placas
de Petri cobertas com papel de filtro embebido em &gua ultrapura. Quando as raizes atingiram
aproximadamente 1,5 cm de comprimento, elas foram transferidas para placas de Petri
cobertas com papel de filtro embebido com as diferentes concentragdes do corante comercial
(1000 pg/L, 100 pg/L, 10 pg/L e 1 pg/L), sendo uma placa para cada concentracéo,
permanecendo nessas placas por um periodo de 20 horas. O controle negativo foi realizado
com &gua ultrapura e o controle positivo com a concentragdo de 9 x 10° M de
metilmetanosulfonato (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3). Decorrido este tempo, algumas
raizes foram coletadas de cada placa e o restante delas foi transferido para placas contendo
apenas agua ultrapura, por um periodo de 48 horas (tratamento de recuperacdo), sendo, apds
este periodo, realizadas novas coletas de raizes. Novas coletas foram realizadas ap6s 24 horas,
para estudo de um tratamento de recuperacao por 72 horas.

As raizes coletadas foram fixadas em solugio de Carnoy (Alcool-Acido Acético 3:1 —
v/Vv), por 18 horas, em temperatura ambiente. A confeccéo de ldminas foi feita pela técnica de
coloracdo convencional (ensaio de aberracdes cromossdmicas e nucleares), de bandamentos
cromossdmicos (bandamento C, bandamento RON, bandamento por fluorocromos base-
especificos CMA3/DAPI) e de Hibridag&o in situ fluorescente (FISH).

Para o0 ensaio de coloracdo convencional, as raizes fixadas foram coradas pela reagdo
de Feulgen, como descrito por Feulgen e Rossenbeck, apud Mello e Vidal (1978), com
algumas modificacdes. As raizes foram hidrolisadas em HCI 1M, a 60°C, por 8 minutos. Apds
trés banhos de 5 minutos em agua destilada, as raizes foram transferidas para frascos com
reativo de Schiff, por 2 horas, em local escuro. Apds a coloracdo, as regides meristematicas
das raizes foram esmagadas, cuidadosamente, em uma gota de solugdo de carmim acético a
2%. A montagem das laminas foi feita em resina sintética (Mounting Media, Permount®,

Fisher Scientific), para serem analisadas em microscépio de luz.
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Para as analises de aberragdes cromossémicas e nucleares, varios tipos de aberraces
foram considerados: perda de material genético, aderéncia cromossdmica, C-metafase, ponte
cromossdmica, multipolaridade, poliploidia e broto nuclear. Para melhor interpretagdo dos
resultados, as aberracfes cromossomicas e nucleares (ACN) foram classificadas em uma
Unica categoria, considerada como um endpoint de genotoxicidade. A presenca de
micronucleos e quebras cromossdémicas (MN/Q) nas células meristematicas de A. cepa foi
considerada como um endpoint de mutagenicidade, avaliado separadamente das ACN.
Células em processos de morte celular, tanto apoptéticas como necréticas, (AP/NE) foram
analisadas a parte e consideradas como um endpoint de citotoxicidade. O indice Mitético —
IM (relacdo do numero de células em divisdo sobre o total de células analisadas) foi outra
categoria analisada, também indicativa de citotoxicidade. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata e foi contabilizado um total de 10.000 células por concentracdo
testada e por tratamento (20 horas, e recuperacdo de 48 e 72 horas), sendo 500 células por
lamina, compreendendo um total de 20 laminas (10 laminas para cada bateria de
experimentos). A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (VIEIRA,
2004), aceitando a probabilidade de 0,05 para indicar um efeito significativo.

Para o preparo das laminas de Bandamentos C, RON, CMA3/DAPI e Hibridacdo in
situ fluorescente (FISH), os meristemas radiculares foram pré-tratados com solucéo
enzimética de celulase/pectinase (2:20 — v/v), por 60 minutos, seguido por um banho de 2
minutos em &gua destilada. Os meristemas foram suavemente esmagados em uma gota de
solucdo de acido acético a 45%. As laminas foram deixadas para envelhecer, por 6-7, 8-15 e
25-32 dias para os experimentos de Bandamentos C, CMA3/DAPI, e FISH, respectivamente.
Os experimentos de bandamento RON foram realizados sem envelhecimento prévio das
laminas.

O Bandamento C foi desenvolvido de acordo como o protocolo da técnica descrito por
Schwarzacher et al. (1980), como segue: as laminas foram incubadas, por 10 minutos, em
solucdo de &cido acético a 45%, a temperatura ambiente, seguida de uma lavagem rapida em
agua destilada. Apds incubacdo em solugdo saturada de hidroxido de béario (Ba (OH), 5%),
por 10 minutos, a temperatura ambiente, e uma rapida lavagem em HCI 0,2M a 60° C, as
laminas foram lavadas em agua destilada, e incubadas em 2xSSC a 60° C, por 90 minutos e,
novamente, lavadas em agua destilada. A coloracdo das laminas foi realizada com solugdo de
Giemsa a 4%, durante 20 minutos. As laminas foram montadas em resina sintética (Mounting
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Media, Permount®, Fisher Scientific), para serem analisadas em microscopio de luz. Os
mesmos tipos de alteragdes celulares considerados no ensaio citogenético de coloragédo
convencional foram qualitativamente analisados nas laminas de bandamento C. Todos 0s
experimentos foram realizados em duplicata, sendo confeccionadas, no total, 10 laminas por
concentragdo testada e por tratamento (20 horas, recuperacgéo de 48 e 72 horas).

Os experimentos de Bandamento AgRON foram realizados de acordo com o protocolo
descrito por Hizume et al. (1980). Uma gota de solucéo coloidal (gelatina a 1%) e duas gotas
de AgNO;3 a 50% foram adicionadas as laminas pré-preparadas. Posteriormente, as laminas
foram incubadas em banho-maria a 60° C, por 5 a 6 minutos ou até que o material da lamina
apresentasse uma cor marrom-dourado. Em seguida, as ldaminas foram montadas em resina
sintética (Mounting Media, Permount®, Fisher Scientific), para serem analisadas em
microscopio de luz.

As laminas do Bandamento RON foram avaliadas quanto a presenca de possiveis
alteracdes nas células e nucleos interfasicos, bem como pela quantificacdo da variacdo do
namero de nucléolos nas células, comparando as diferentes concentracfes e tratamentos.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata e foi contabilizado um total de 5.000
células por concentracdo testada e por tratamento (20 horas, recuperacdo de 48 e 72 horas),
sendo 500 células por lamina, compreendendo um total de 10 laminas (5 laminas para cada
bateria de experimentos). A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis ou
teste H (VIEIRA, 2004), com nivel de significancia de 0,05.

Os experimentos de Bandamento por fluorocromos base-especificos (CMA3/DAPI)
seguiram a metodologia proposta por Deumling e Greilhuber (1982). Ap6s o preparo das
laminas, como descrito na técnica anterior, foi adicionada sobre o material uma gota de
cromomicina (CMA3 a 0,5 mg/mL). As laminas foram coberta por laminulas, onde 0 CMA;
agiu por 1 hora. Posteriormente, as laminulas foram removidas com jatos de agua destilada e
deixadas para secar em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se em cada lamina o
fluorocromo 4’-6-diamidina-2-fenilindol (DAPI a 2 pg/mL), sendo as laminas cobertas por
laminulas por um periodo de 30 minutos. Apos este tempo, as laminulas foram removidas
com jatos de agua destilada e secas a temperatura ambiente. A montagem das laminas foi feita
com meio de montagem (solucédo de glicerol para fluorescéncia + tampéo Mcllvaine pH 7,0 +
MgCl, 1M). As laminas foram observadas e analisadas em fotomicroscéopio de fluorescéncia
(filtros 450-490 nm para 0 CMA; e 320-380 nm para o DAPI), no minimo, 15 dias ap0s a sua

41



(Outige 7

confeccdo. Todos os ensaios realizados com os corantes fluorescentes foram desenvolvidos
em ambiente escuro. As laminas resultantes do Bandamento CMA3/DAPI foram
qualitativamente analisadas, considerando possiveis alteracdes celulares, como aquelas
evidenciadas pela técnica citogenética de coloracdo convencional. Todos 0s experimentos
foram realizados em duplicata, sendo confeccionadas, no total, 10 laminas por concentracdo
testada e por tratamento (20 horas, recuperacao de 48 e 72 horas).

A hibridacéo in situ fluorescente (FISH) seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al.
(1986), com modificagdes descritas em Martins e Galetti (1999). Foi usada a sonda de DNAr
45S, produzida a partir do genoma de Passiflora. As laminas com as preparacdes citologicas
foram incubadas em uma solucdo de RNAse (40 pg/ml), por 90 minutos, em estufa a 37°C;
lavadas duas vezes em 2xSSC, por 10 minutos; desidratadas em etanol (série de 70-100%), a -
20°C, por 10 minutos; mergulhadas em formamida a 70%, por 5 minutos; desidratadas em
uma série de etanol e deixadas para secar ao ar livre. A marcagdo da sonda de DNAr 45S de
Passiflora foi realizada por meio da incubacdo da mistura de 18 pL de &gua ultrapura
autoclavada, 3 pL de sonda, 3 pL de dNTP mix e 3 puL de mix de enzima 10x, por 40 min, a
16°C, em termociclador. Posteriormente, foi realizada a precipitacdo da sonda com a adicéo
de 1 pL de tampdo de bloqueio, 3 pL de acetato de sddio 3M e 60 pL de etanol absoluto
gelado, em freezer, a -80°C, por 1 hora. Apds a centrifugacdo do material a 15.000 rpm, por
10 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi descartado, sendo adicionado etanol 70% gelado, para a
lavagem do material. Apds nova centrifugacdo do material, o sobrenadante foi descartado e o
material restante foi seco em estufa a 37°C. A solucéo de hibridacédo (30 pL de formamida +
12 pL de sulfato de dextrano 50% + 6 uL de 20xSSC) foi desnaturada a 95°C, por 10 minutos
e, imediatamente, resfriada em gelo, por mais 10 minutos. Foram aplicados em cada lamina
20 pL de solucdo de hibridacdo, a 37°C, em camara umida "overnight”. As laminas foram
lavadas em 2xSSC, a temperatura ambiente, e em formamida 50%, por 15 minutos, a 37 °C.
Foram realizadas mais duas lavagens das laminas com 2xSSC, por 15 minutos (37°C e a
temperatura ambiente). Em seguida, fez-se uma lavagem com 4xSSC, por 15 minutos, a
temperatura ambiente. A deteccdo da sonda foi realizada com uma solugdo de avidina-FITC
0,07% (em tampéo C), em estufa, a 37°C, por 1 hora. Foram realizadas trés lavagens, de 5
minutos cada, em tampdo de bloqueio (11,34g de NaHCO3; 0,162g de citrato de sédio; 69,42
uL de Triton 100; 900 mL de agua destilada e 9g de leite em p6 Molico® desnatado), a 42°C,
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em banho Maria. Sobre as Iaminas, foram colocados 80 pL de anticorpo anti-avidina biotina
conjugada, por 30 minutos, a 37°C, em camara Umida. Novas lavagens com tampdo de
bloqueio foram realizadas, seguidas da repeti¢do dos passos FITC-anticorpo, por duas vezes, a
fim de aumentar o sinal de hibridacdo. As laminas foram lavadas duas vezes em 4xSSC e
Triton 2%, a temperatura ambiente. As preparagdes foram montadas em 20 pL de
“antifading” (Vectashield antifade vector) e a contra-coloragdo dos cromossomos foi realizada
com iodeto de propidio a 50 pg/mL. As laminas foram observadas e analisadas,
qualitativamente, em fotomicroscopio de fluorescéncia (filtro 450-490 nm), de modo que as

melhores laminas com altera¢6es celulares foram fotodocumentadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Ensaio de Coloracdo Convencional

A taxa de citotoxicidade de um composto quimico pode ser determinada com base no
aumento ou diminuicdo dos seus 1.M., sendo que esses valores podem ser usados como um
parametro de citotoxicidade em estudos de toxicologia ambiental (SMAKA-KINCL et al.,
1997; FERNANDES et al, 2007). Os resultados dos .M. das células meristematicas de A.
cepa expostas as quatro concentracdes do corante BDCP (1 ug/L, 10 pg/L, 100 pg/L e 1000
Hg/L), & agua ultrapura (controle negativo - CN) e a0 MMS (9 x 10 M - CP), obtidos a partir
do ensaio de coloracdo convencional, ndo apresentaram diferencas significativas entre si,
como pode ser visto na Tabela 1.

Resultados ndo significativos de citotoxidade também foram registrados por Carité e
Marin-Morales (2008), quando os autores estudaram diluicdes de um efluente contaminado
pelo mesmo corante BDCP. Como as diferencas registradas para os I.M. dos ensaios
realizados neste estudo com o corante BDCP e nos estudos desenvolvidos por Carita e Marin-
Morales (2008) com efluente contaminado com o corante BDCP nao foram significativos, em
relacdo aos resultados do CN, este parametro parece ndo se caracterizar em um bom indicador
da citotoxicidade das concentragdes testadas do referido corante.

As frequéncias de ACN, MN/Q e AP/NE, observadas para celulas meristematicas de
A. cepa expostas ao azocorante BDCP, para os tratamentos de 20 horas e para os tratamentos

de recuperacdo por 48 e 72 horas, mostraram que apenas as trés maiores concentraces do
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corante (10, 100 e 1000 pg/L), no tratamento de 20 horas, apresentaram, na somatoria de
efeitos, valores significativos em relagcdo aos resultados do testes controle negativo (Tabelas 2
a 4.

No presente estudo, as ACN foram consideradas endpoints de genotoxicidade, por se
tratarem de danos no material genético das células que podem néo ser fixados no organismo,
por serem passiveis de reparo ou ainda por levar a uma total inviabilidade da célula, o que ndo
torna o efeito transmissivel as células descendentes, ndo se caracterizando, assim, em uma
mutacé&o.

As ACN (endpoints de genotoxicidade), observadas no presente estudo, foram
visualizadas em todos os estagios do ciclo celular: intérfase, profase, metafase, anafase e
teléfase. Dentre as ACN, foram observados: na intérfase, brotos nucleares e células
poliploides; na profase, perdas de material genético; na metafase, aderéncias cromossdémicas,
perdas cromossémicas, C-metéfases e poliploidias; na anafase e teléfase, multipolaridades,
pontes e perdas cromossdmicas (Figura 2).

As frequéncias de ACN, em todos os tratamentos realizados com o corante, foram
sempre superiores as encontradas nos testes controle negativo, sendo a maioria delas
estatisticamente significativas, com excecdo da concentracdo de 100 pg/L (tratamento de
recuperacdo de 48 horas) e da concentracdo de 1 pg/L (tratamento de recuperacdo de 72
horas). A reducéo das frequiéncias de ACN, para a concentracdo de 1 pg/L, foi significativa
somente apo6s o tratamento de recuperacdo de 72 horas. Observou-se, ainda, que apenas a
concentracdo de 1.000 pg/L exibiu um decréscimo significativo nas frequéncias de ACN,
apos os tratamentos de recuperacédo de 48 e72 horas.

Pelas altas e significativas freqiéncias de ACN registradas para 0S meristemas
radiculares de A. cepa expostos as diferentes concentra¢cdes do azocorante (Tabelas 2 a 4),
podemos inferir que este corante apresenta acdo genotoxica, 0 que corrobora os dados
apresentados por Carita e Marin-Morales (2008), que descrevem a presenca de aberracdes
cromossdmicas em células meristematicas de A. cepa expostas a efluentes contaminados com
este mesmo azocorante (BDCP). E importante considerar que a significativa reducio das
freqiiéncias de ACN para a maior concentracdo testada do azocorante (1000 pg/L), ap0s 0s
tratamentos de recuperacdo de 48 e 72 horas, pode ser decorrente de uma possivel
recuperacdo das células de A. cepa, apo6s normalizacdo das condigdes ambientais, o que indica
um efeito ndo acumulativo do referido corante sobre as células expostas.
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Também foram realizadas analises estatisticas de todos os tipos de ACN, em separado,
pois cada tipo de ACN pode ser induzido por mecanismos especificos, possibilitando uma
melhor avaliacdo do modo de a¢do dos componentes do corante BDCP sobre os organismos
eXpostos.

As perdas cromossdmicas, resultantes de falha na formacdo do fuso mitdtico, sdo,
segundo Marcano et al. (2004), potenciais causadoras de células aneupldides. No presente
estudo, a freqiiéncia significativa de perdas de material genético registradas nas préfases dos
meristemas submetidos a concentracdo mais alta do BDCP, juntamente com os valores
significativos de perdas cromossomicas em metafase, anafase e teléfase, decorrente da acéo
das trés maiores concentracGes (para o tratamento de 20h) (Tabela 2), evidenciam um
mecanismo de a¢ao aneugénica para o azocorante BDCP.

Embora tenham sido encontradas metafases com aderéncias cromossémicas em todos
os tratamentos realizados com o corante BDCP, resultados significativos em relacdo ao
controle negativo s6 foram registrados para as quatro concentracdes testadas nos tratamentos
de 20 horas, para duas concentra¢es do tratamento de 48 horas (10 e 100 pg/L) e para a
concentragdo de 10 pg/L do tratamento de 72 horas (Tabelas 2 a 4; Figura 2). Estes dados
mostraram que o BDCP promoveu aderéncias cromossémicas em células de A. cepa, mas que
este efeito ndo persistiu apds o tratamento de recuperacao (simulacédo da volta das condicdes
normais do ambiente) de 72 horas, 0 que sugere que o corante ndo teve efeito acumulativo
sobre estas células, com excecdo da concentracdo de 10 pg/L do azocorante, que induziu um
aumento de células com aderéncias cromossémicas.

A presenca de aderéncias cromossomicas, segundo Marcano e Del Campo (1995),
Turkoglu (2007) e Leme et al. (2008), pode sinalizar um efeito genotdxico do agente indutor
do dano, cuja conseqliéncia da acdo pode levar a comprometimentos irreversiveis a célula,
inclusive a sua morte, efeito este também observado neste estudo. A presenca de aderéncias
cromossomicas reforca as evidéncias da acdo aneugénica do BDCP, ja descritas para as
perdas cromossémicas citadas anteriormente. A inativagdo do fuso mitdtico, decorrente do
efeito aneugénico do BDCP, leva a um impedimento da migracdo dos cromossomos para 0s
polos das células, bloqueando a divisdo celular em metéafase. Os cromossomos, ndo migrando,
permanecem em processo de condensacao, tornando-se tambem cada vez mais proximos entre
si, caracterizando as referidas aderéncias cromossomicas. Sabe-se que a aderéncia
cromossdmica € um fendbmeno citogenético amplamente descrito em plantas. Embora sua
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primeira descri¢do tenha sido feita por Kdernicke, no inicio do século XX, o termo stickiness
foi empregado pela primeira vez em 1932, por Beadle, para descrever o aspecto pegajoso de
cromossomos de milho, em células que haviam sofrido uma mutagdo recessiva (apud
GIACOMELLLI, 1999).

As C-metéfases podem ser originadas pela agdo de agentes aneugénicos sobre as
células, cujos compostos promovem uma completa inativacdo do fuso mitético da célula
(FISKESJO, 1985 e 1993; FERNANDES et al., 2007). Estas alteracdes podem gerar outros
tipos de anormalidades celulares, tais como células polipldides (ODEIGAH et al., 1997;
FERNANDES et al., 2007), células multinucleadas e portadoras de micronucleos (KRISCH-
VOLDERS et al., 2002; FERNANDES et al., 2007). Estudos realizados por Caritd e Marin-
Morales (2008) mostraram a presenca de células portadoras de C-metafases e de
microndcleos, ap6s exposicdo a efluentes contaminados com azocorantes BDCP. Nossas
analises indicaram a presenca de baixas freqiéncias de C-metafases nas células
meristematicas de A. cepa expostas aos testes com o azocorante BDCP, com excecdo dos
valores estatisticamente significativos apresentados pelos meristemas submetidos a
concentracdo de 1 pg/L, apos tratamento de recuperacao de 48 horas (Tabela 3), o que j& nos
sugere uma possivel acdo aneugénica deste corante sobre as células de A. cepa. Porém, os
dados discrepantes observados entre os resultados aqui apresentados e os de Caritd e Marin-
Morales (2008) podem estar relacionados com um efeito sinergistico, possivelmente, do
corante com outros componentes do efluente estudado por aqueles autores.

Pontes cromossdmicas devem ser decorrentes de terminagGes cromossémicas coesivas
ou rearranjos estruturais (FISKESJO, 1993) ou ainda de aderéncias cromossomicas
(GIACOMELLI, 1999; MARCANO et al., 2004) que, neste ultimo caso, segundo os ultimos
autores citados, podem ser maltiplas e persistirem até a telofase. No presente estudo, foram
observadas freqiiéncias de pontes cromossomicas sempre superiores as observadas nos testes
controle negativo, porém freqliéncias significativas desta alteracdo em anafase e telofase
foram registradas para células expostas aos tratamentos de 20 (concentracdo de 10 pg/L) e 48
horas (concentracdes de 10 ug/L, 100 pg/L e 1000 pg/L) (Tabelas 2 a 3), o que reforca a acéo
aneugénica deste quimico, sugerida anteriormente para aderéncia e perdas cromossémicas.

De acordo com Rank e Nielsen (1998), anafases multipolares resultam de uma
disfuncdo do fuso mitdtico, que leva a um desbalanco na distribuicdo de cromossomos,
organizando-o0s em mais que dois pdlos dentro da célula, evento contrério ao que ocorre no
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ciclo de divisdo celular normal. Segundo Fernandes et al. (2009), anafases multipolares
podem ser decorrentes de agdo aneugénica, onde os cromossomos duplicados ndo migram
para polos opostos, mas 0s centros organizadores de microtibulos sim. Em um novo evento
de divisdo, os cromossomos novamente duplicados migram para mais de dois polos
estabelecidos na célula, que foram originados da somatoria dos eventos de divisdo de centro
organizadores de microtubulos anteriormente estabelecidos com os da divisdo atual. As
anafases multipolares com pontes cromossémicas também podem levar a formacao de nucleos
lobulados, uma vez que a presenca de multipolaridade e as pontes parecem nédo evitarem a
reorganizacdo do envoltério nuclear. Neste caso, a membrana envolveria o material genético
que esta desorganizado dentro da célula, resultando na formacdo de nucleos lobulados
(FERNANDES et al. 2009). A poliploidia, evento que origina células com varias copias do
conjunto cromossdmico, pode ser induzida pela auséncia do fuso mitético funcional e uma
consequente falha na migracdo das cromatides para os polos (ELHAJOUJI et al., 1998). Em
nossos experimentos, foram observados valores ndo significativos de células multipolares, nos
estagios de anéafase e tel6fase, de nucleos lobulados e de células polipl6ides na intérfase e na
metafase, para as células de A. cepa expostas as diferentes concentracdes e tratamentos do
azocorante (Tabelas 2 a 4).

Pela andlise conjunta das ACN consideradas neste trabalho como endpoints de
genotoxicidade (perdas, aderéncias, brotos, C-metafases, poliploidias, pontes e células
multipolares), foi observado que existe uma diferenca estatisticamente significativa entre as
células de A. cepa expostas ao corante, em relacdo aos resultados do controle negativo
(Tabelas 2 a 4). Coincidentemente, todas as alteracdes consideradas sdo decorrentes de
mecanismos de a¢do aneugeénica, o que confirma mais uma vez, a acdo aneugénica do corante
BDCP.

Micronucleos e quebras cromossémicas sdo excelentes endpoints relacionados a
mutagenicidade, pois sdo alteracGes no material genético, seja nos cromossomos ou no DNA,
que ndo podem mais ser reparadas pelas células e que podem ser repassadas para as novas
geracOes celulares, sendo, portanto, facilmente fixadas nos organismos (VENTURA et al.,
2008). As frequéncias de MN/Q, registradas para todos os tratamentos realizados com o
corante, foram sempre superiores e estatisticamente significativas as encontradas no teste
controle negativo, com excegdo das duas menores concentragdes testadas no tratamento de
recuperacdo por 48 horas (1 e 10 pg/L) e nos tratamentos de recuperagcdo por 72 horas
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(Tabelas 2 a 4). Estes resultados mostram que o corante BDCP é mutagénico nas referidas
concentragdes. O decréscimo significativo nas freqiiéncias de microndcleos e quebras
cromossdmicas, verificado apds o tratamento de recuperacdo de 72 horas em agua ultrapura
(Tabela 4), indica que 0 azocorante provoca efeitos mutagénicos em A. cepa, enquanto houver
exposicao a ele, mas que néo parece agir de forma cumulativa nestas células.

Pelas frequiéncias significativas de microndcleos observadas para 3 concentracdes
testadas do corante (tratamento de 20 horas) e para as 2 maiores concentracoes (tratamento de
48 horas) (Tabelas 2 e 3), pode-se afirmar que o azocorante BDCP apresenta uma acgao
mutagénica. Estes dados confirmam a atividade mutagénica deste azocorante, conforme
descrito por Umbuzeiro et al. (2005), obtido em teste com Salmonella, e por Caritd e Marin-
Morales, em testes com A. cepa, ap6s avaliarem os efeitos de efluentes contaminados com
este mesmo quimico.

Os MN presentes nas células meristematicas de A. cepa, ap0s exposi¢cdo ao azocorante
BDCP, nao foram homogéneos, pois exibiram diferentes tamanhos (Figura 3). De acordo com
Leme et al. (2008), o tamanho de MN de células de A. cepa é um dos parametros que pode
determinar se um agente € clastogénico ou aneugénico, pois esta espécie possui cromossomos
de tamanho grande e homogéneo (FISKESJO, 1993), o que da certa fidelidade ao diagnostico.
Segundo Yamamoto e Kikuchi (1980), microndcleos derivados de agentes clastogénicos séo,
geralmente, menores que os microndcleos derivados de acdo aneugénica. A presenca de
micronucleos de tamanhos variados, observados neste estudo, também é um forte indicativo
de que o azocorante BDCP apresenta tanto uma acdo aneugénica como clastogénica,
reforcando as sugestBes anteriormente apresentadas. No entanto, o uso de metodologias
adicionais, como técnicas de bandamentos cromossémicos e hibridacdo in situ fluorescente,
pode ser Gtil na determinacédo das vias exatas da formacao de micronucleos.

Fragmentos cromossomicos podem ser derivados de quebras nas pontes
cromossOmicas, as quais podem ser originadas de translocacbes ou de terminacGes
cromossomicas coesivas (FISKESJO, 1993). Foram observadas freqgiiéncias significativas de
quebras cromossdmicas nas fases de metafase, anafase e tel6fase (Figura 3), para as 2 maiores
concentragdes testadas do azocorante BDCP (tratamento de 20 horas), bem como para a
menor concentracdo do tratamento de 48 horas, evidenciando uma acdo direta do azocorante
sobre a molécula de DNA das células de A. cepa, reforcando assim o seu potencial
mutagénico e sua agdo clatogénica.

48



Segundo Kaioumova et al. (2001), a agdo de agentes quimicos sobre células pode levar
a uma seqiéncia complexa de eventos, que podem resultar em morte celular. Altas
freqiiéncias de células em processo de morte podem ser, portanto, consideradas endpoints
relacionados a citotoxicidade, pois séo alteragcdes que interferem, diretamente, na viabilidade
celular, comprometendo, conseqiientemente, diferentes processos fisioldgicos dos
organismos. O presente estudo mostrou freqléncias significativas de células em processo de
morte celular (apoptética e necrética) nos meristemas de A.cepa expostos as quatro
concentracdes testadas do azocorante no tratamento de 20 horas, a maior concentracdo no
tratamento de 48 horas e as duas maiores concentra¢fes no tratamento de 72 horas (Tabelas 2
a 4, Figura 4). Estes resultados mostram que o azocorante BDCP foi citotoxico para as
referidas concentragdes. A reducdo significativa nas freqiéncias de morte celular (apoptose
ou necrose), verificada apds os tratamentos de recuperacdo em agua ultrapura, indica que, em
relacdo aos danos citotdxicos, o efeito do corante pode ser minimizado com a volta das
condi¢cBes normais, € que 0 azocorante ndao apresenta efeitos cumulativos sobre as células
meristematicas do sistema-teste A. cepa.

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas quando se consideraram
apenas as frequéncias de necrose, que, segundo Zakeri e Lockshin (2002), é um fendmeno que
envolve, simultaneamente, muitas células e que é resultado de injdrias sofridas pelas células,
levando-as a um comprometimento metabdlico e, por fim, & morte celular. Esses mesmos
autores afirmam que ha varios tipos de morte celular observadas em plantas, tais como: morte
espontanea, como, por exemplo, a queda das flores; mortes ativadas por mecanismos
oxidativos ou de estresse; mortes induzidas por agentes infecciosos ou por componentes
quimicos toxicos, aparentemente funcionando como um mecanismo de defesa do organismo;
e mortes induzidas por hipersensibilidade desse mecanismo de defesa. Durante a necrose, as
ceélulas primeiramente incham, a membrana plasmatica se rompe, promovendo uma rapida lise
das células (MAJNO; JORIS, 1995).

Diferentemente da necrose, 0 termo apoptose pode ser atribuido ao processo de
eliminagdo celular sem um rompimento aparente da membrana plasmatica
(PROSKURYAKOV et al., 2003). Morfologicamente, as células, primeiramente, reduzem-se
e 0s seus nucleos condensam-se, desintegrando-se, formando estruturas denominadas de
corpos apoptoticos (MAJNO; JORIS, 1995). Em relacdo as frequéncias de células
apoptaticas, verificou-se diferenca significativa, em relacdo ao teste controle negativo,
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somente para a concentracdo mais alta (1000 pg/L) no tratamento de 20 horas com o corante.
Apos a realizagdo dos tratamentos de recuperacdo, para a concentracdo de 1000 pg/L,
observou-se uma nitida reducéo das freqiiéncias de células apoptdticas, as quais mostraram
diferencas estatisticamente significativas, daquelas verificadas no tratamento de 20 horas
(Tabelas 2 a 4), indicando que os meristemas podem se recuperar da agdo citotoxica do
corante, apds a normalizacdo das condicGes de exposicao.

Os dados referentes a todas as anormalidades celulares (ACN, MN/Q e AP/NE),
observadas para o tratamento de 20 horas (Tabela 2), indicaram que quanto maior a
concentracdo do azocorante testado, maior a freqiiéncia de células danificadas, caracterizada
por uma relacdo dose-resposta positiva para o0 organismo-teste de A. cepa. Estes dados
comprovam uma acao citotoxica, genotdxica e mutagénica para o corante comercial BDCP
aqui estudado. Como a concentragdo mais alta induziu freqiiéncias significativas de
anormalidades celulares (ACN+MN/Q+AP/NE), ela foi considerada a de maior potencial
toxico ao organismo-teste utilizado nos nossos ensaios. Além disso, a reducdo gradativa na
freqUéncia total de células alteradas, apds os tratamentos de recuperacdo de 48 e 72 horas
(Tabelas 3 e 4), indica que, para A. cepa, 0 azocorante BDCP néo apresenta efeito cumulativo,
comprovado pelo tratamento de recuperacdo de 72 horas, que apresentou frequéncias de
ACN+MN/Q+AP/NE significativamente mais baixas que as observadas para o tratamento de
20 horas.

Por todo o exposto, pode-se inferir, ainda, que o principal mecanismo de acdo do
corante comercial BDCP é o de carater aneugénico. Anthony e Hussey (1999) e Fernandes et
al. (2007, 2009) demonstraram que o herbicida trifluralina tem uma acdo aneugénica
atribuida, principalmente, a presencga de um grupo NO,, que se liga as moléculas de tubulina,
evitando sua polimerizagdo e, conseqlentemente, a formagdo de microtdbulos. De acordo
com Tsuboy et al. (2007), o potencial mutagénico dos azocorantes esta diretamente
relacionado ao tipo e posicdo dos substituintes, tais como o anel aromatico e o atomo de
nitrogénio na porgdo amino. Sabendo-se que o corante comercial BDCP possui 3 diferentes
componentes — 0 azul (C.1. Disperse Blue 373), o violeta (C.I. Disperse Violet 93) e o laranja
(C.1. Disperse Orange 37) — que apresentam os grupos NO, (UMBUZEIRO et al., 2005),
sugere-se que eles atuem de maneira semelhante ao herbicida citado, ligando-se as moléculas
de tubulina, causando disturbios na formagdo do fuso mitético durante o ciclo celular e
contribuindo com a formagdo de ACN, como as perdas cromossdmicas, aderéncias
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cromossdmicas, C-metafases, pontes cromossdmicas, poliploidias e multipolaridades, além da

formac&o de micronucleos.

B. Bandamento C

A aplicacdo da técnica de Bandamento C é indicada para a localizacdo de regides
heterocromaticas dos cromossomos. Os testes controle negativo, desenvolvidos neste estudo,
mostraram blocos de heterocromatina espalhados pelo ndcleo das células interfasicas e
marcacdes C-positivas nas regides teloméricas das células mitoticas da espécie A. cepa, como
pode ser observado na Figura 5, confirmando os estudos realizados por Kim et al. (2002), que
verificaram essa mesma localizagdo C-positivas na regido telomérica de cromossomos desta
espécie.

Dentre as alteracOes celulares analisadas pela metodologia de coloragdo convencional,
resultantes da acdo das diferentes concentracdes e tratamentos com o corante comercial
BDCP, algumas mostraram maiores detalhes ap6s aplicacdo da metodologia de bandamento
C, como as quebras cromossémicas, pontes cromossdmicas, micronicleos e células em
processo de morte.

As quebras cromossdmicas podem estar relacionadas com uma maior afinidade de
algumas regifes do DNA com agentes mutagénicos, seja pela presenca de sitios de maior
fragilidade ou pela composi¢do de sequéncias especificas do DNA, possivelmente conectadas
a matriz nuclear (NATARAJAN; RAPOSA, 1975). Estudos realizados por Kihlman (1966),
Bourgeois (1974), Pathak et al. (1975), Reeves et al. (1974), Kaina (1977) e Gupta e Sharma
(1981) mostraram uma localizagdo preferencial de quebras cromossomicas induzidas por
agentes alquilantes, freqlientemente associadas a heterocromatina e a bandas definidas dos
cromossomos. Foram observados neste trabalho pequenos fragmentos cromossdmicos com
marcacgdes C-positivas (Figura 5) nas células meristematicas de A.cepa expostas as duas
maiores concentracfes do azocorante no tratamento de 20 horas, 0os quais indicam ser
derivados de quebras nas regides terminais de cromossomos, concordando com estudos
realizados por Nuti Ronchi et al. (1986), que afirmam que a maioria das quebras
cromossdmicas em A. cepa ocorre em regides teloméricas constituidas de heterocromatina.
Também foram observados fragmentos cromossdmicos maiores nas células expostas a maior
concentragdo do azocorante, que mostraram ser compostos, basicamente, de eucromatina,
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sugerindo que a quebra deve ter ocorrido em uma regido mais intercalarmente disposta no
cromossomo. A perda de por¢des cromossdmicas, mesmo que sejam constituidas de material
sem expressao génica direta, pode decorrer em inviabilidade celular e, até mesmo, em um
comprometimento da espécie em futuros eventos de especiacdo (HATCH et al., 1976).

A auséncia de marcagdes C-positivas (Figura 5) na regido mediana da grande maioria
das pontes cromossdmicas indica que essas alteracbes podem ser derivadas de quebras
ocorridas nas regides teloméricas dos cromossomos, decorrendo em terminacdes coesivas,
que se juntaram, ligando as cromatides entre si. Este resultado pode confirmar as afirmaces
de Fiskesjo (1993), onde o autor cita que pontes cromossdmicas podem ser originadas por
translocagOes ou simplesmente por terminagdes coesivas.

Entre as células portadoras de micronucleos, foi possivel observar que algumas
apresentaram microntcleos com marcagdes C-positivas, enquanto outras ndo (Figura 5). A
variacdo do grau de condensacdo da cromatina dos micronicleos (Figura 5),
independentemente da concentracdo do corante e do tratamento aplicado aos meristemas de A.
cepa, indica uma possivel influéncia deste quimico sobre a expressao génica das células de A.
cepa. A presenca de MN sem marcagdes C-positivas, pode indicar ainda um efeito mais
severo do corante sobre as células expostas, pois se 0s MN ndo apresentam heterocromatina
em sua constituicdo é porque ndo apresentam por¢oes teloméricas dos cromossomos, sendo
entdo decorrentes de duplas quebras no cromossomo. Adicionalmente, foram observados
nacleos com cromatina totalmente condensada (Figura 5) nas células meristeméticas expostas
a maior concentracdo testada do azocorante, para todos os tratamentos, o que pode ser
considerado um forte indicio de inducdo de morte celular, que confirma a acdo citotdxica para

0 azocorante estudado neste trabalho.

C. Bandamento RON

O nitrato de prata tem afinidade por proteinas nucleolares, sendo utilizado para o
bandamento de regides organizadoras de nucléolos (RONs) ativas no ultimo ciclo celular.
Morielle (2004) afirma que a localizacdo dos componentes nucleolares, durante a mitose, €
variavel, sendo que cada componente retorna ao seu local de origem para a formagdo do
nucléolo no proximo ciclo celular. A partir das analises das laminas de bandamento RON, foi
observada uma localizagdo variavel das proteinas nucleolares acidicas durante a diviséo
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celular, as quais foram visualizadas, tanto préximas da periferia dos cromossomos, como
distribuidas no citoplasma durante a profase e a teléfase (Figura 6), corroborando estudos
realizados por Medina et al. (1995) com células de raizes de A. cepa.

Apo0s a exposicdo das células meristematicas a todas as concentragdes e tratamentos
com o azocorante BDCP, verificou-se que a maioria dos MN apresentou regido organizadora
de nucléolo (Figura 6). A presenca de RONs nos MN mostra que 0 azocorante pode agir
diretamente em regides relacionadas a sitios de DNAr, que sdo imprescindiveis em processos
de transcricdo e traducdo protéica. Estudos realizados por Cermefio et al. (1984) mostraram
que a perda ou inativacdo de RONs podem estar relacionadas a fatores como dele¢cdo ou
translocacdo. Por outro lado, a presenca de células portadoras de MN sem RONSs, neste
estudo, indica que o azocorante ndo influencia apenas regides associadas a sitios de DNAr,
sugerindo que existam outros sitios ndo especificos de acdo desse quimico.

Verificou-se, adicionalmente, uma grande variacdo no numero de nucléolos das
células meristematicas de A. cepa, bem como uma variacdo no tamanho desses nucléolos
dentro de uma mesma célula e entre as células (Tabelas 5 a 7; Figura 6). De acordo com
Arkhipchuk et al. (2000), a variagdo no nimero de nucléolos em plantas € decorrente da agdo
de agentes genotdxicos. O presente estudo mostrou uma grande variacdo na quantidade de
nucléolos das células meristematicas de A. cepa, ap0s exposicdo as concentracdes do
azocorante, e demonstrou que somente os testes controle positivo e com 0 azocorante foram
capazes de induzir a formacédo de células com mais de 6 nucléolos, apesar de ndo ter havido
uma relacéo proporcional de dose-resposta do corante. Dessa maneira, pode-se considerar que
a variacdo do numero e do tamanho dos nucléolos (Tabelas 5 a 7; Figura 6) pode estar
associada com a acdo genotoxica do azocorante BDCP. Os tratamentos de recupera¢do nao
parecem ter sido eficientes para minimizar os danos promovidos nos dominios nucleolares por
este corante, uma vez que, ap0s os periodos de 48 e 72 horas, ainda foram observadas
freqiiéncias de células com muitos nucléolos, mostrando um efeito, provavelmente, decorrente

de processos de poliploidizagéo celular.

D. Bandamento CMA3/DAPI

Por meio das andlises das laminas resultantes do bandamento cromossémico
CMAG/DAPI, verificou-se que as regides terminais dos cromossomos de A. cepa apresentaram
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marcagdo CMA; positiva, ou seja, ricas em C-G (Figura 7), corroborando resultados de outros
estudos citogenéticos ja realizados para essa mesma espécie (KIM et al., 2002).

Pela analise das laminas submetidas a metodologia de bandamento CMA3/DAPI, foi
possivel observar células portadoras de MN tanto com marcacdo CMA; positiva como sem a
referida marcacéo (Figura 7). A presenca de marcagdes CMA; positivas nos MNs de células
meristematicas de A. cepa indica que estes MNs sdo derivados de material genético que
apresentam porgdes terminais dos cromossomos, regifes estas ricas em DNA satélite
constituido de repeticdes C-G. Ja os MNs que ndo apresentaram marcagdes CMA; devem ser
resultantes de quebras ocorridas em duas regides dos cromossomos, pois séo portadores de
regides mais intercalares dos cromossomos. Estes dados reforcam a afirmacdo de que este
azocorante BDCP apresenta, tanto acdo aneugénica com acgdo clastogénica sobre as células de
A. cepa.

As pontes cromossomicas, observadas por meio das andlises das laminas de
bandamento CMA3/DAPI, confirmam que a maioria destas pontes ndo apresenta regides
teloméricas, ja& que ndo se mostraram reativas ao fluorocromo CMA; (Figura 7). Este
resultado mostra que as pontes cromossdmicas podem ser decorrentes de terminacgdes
cromossdmicas coesivas ou rearranjos estruturais, conforme citado por Fiskesjo (1993) ou de
aderéncias cromossémicas (GIACOMELLI, 1999) em fases anteriores, corroborando 0s
resultados dos ensaios de bandamento C anteriormente apresentados. Estes dados comprovam
ainda mais a acdo genotdxica (aneugénica) e mutagénica (clastogénica) para o azocorante
BDCP, corroborando as citagdes de Umbuzeiro et al. (2005) e Carita e Marin-Morales (2008)

para este quimico.

E. Hibridacdo in situ fluorescente (FISH)

A hibridacéo in situ fluorescente (FISH) é uma técnica que permite a localizacdo de
sequéncias especificas do DNA em cromossomos metafasicos e no nuacleo interfasico
(MALUSZYNSKA; HESLAP-HARRISON, 1993). Dentre as diferentes sequiéncias de DNA
repetitivo, usadas na técnica de hibridacdo in situ, a seqiéncia DNAr 45S € uma das mais
empregadas, por ser altamente conservada entre os organismos (GARNATJE et al., 2004).

Pela andlise das laminas submetidas a metodologia de FISH, para todos os testes e
tratamentos realizados, foi observada a presenca de nucleos interfasicos com varias marcacdes
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espalhadas pelo nucleo (Figura 8). Nas anafases e tel6fases dos testes controle negativo,
realizados neste trabalho com a espécie A. cepa, foi observada a presenca de uma mesma
quantidade de sinais para os diferentes polos das células mitoticas.

Dentre as alteracbes celulares registradas para a metodologia de coloracéo
convencional e de bandamentos cromossomicos, resultantes da acdo das diferentes
concentracdes e tratamentos com o corante comercial BDCP, algumas delas puderam ser
melhor avaliadas, ap6s a aplicacdo da metodologia de FISH usando a sonda de DNAr 45S,
como 0s MNs, as perdas cromossdmicas e as tel6fases com distribuicdo cromossémica
desbalanceada. Dentre os MNs, pode-se observar que houve uma variagdo na sua constituicao,
onde alguns apresentaram varios sinais pequenos, enquanto outros, nao apresentaram nenhum
sinal (Figura 8). A deteccdo de varios sinais pequenos em alguns MNs mostra que o
azocorante pode agir diretamente em regides altamente conservadas do material genético, por
hibridarem com as sondas de DNAr 45S usadas no presente estudo. Os referidos sinais
visualizados nesses microndcleos podem ser associados as porcdes terminais dos
Cromossomos, uma vez que alguns estudos mostraram, por FISH, que sequéncias de DNAr
em A. cepa se localizam exatamente nessas regidoes cromossomicas (SCHUBERT; WOBUS,
1985; PICH et al., 1996). No entanto, este composto quimico também induziu a formacao de
micronucleos sem sinais de hibridacdo, 0 que sugere que os sitios-alvos de acdo do azocorante
podem ser variados e inespecificos.

Foram observadas perdas cromossdmicas na metafase, sendo que algumas delas
tinham fortes sinais e outras ndo. A auséncia ou presenca de seqiiéncias de DNAr 45S em
cromossomos perdidos na metafase pode levar a uma instabilidade fisiologica das células de
A. cepa, levando-as, até mesmo, & morte.

Entre as tel6fases analisadas pela técnica de FISH, foi possivel verificar que algumas
delas apresentavam-se anormais, por terem sinais nos cromossomos de um Unico pélo da
célula (Figura 8). A presenca de sinais de hibridacdo nos cromossomos de apenas um dos
polos da célula telofasica demonstrou um desbalango na distribui¢cdo dos cromossomos, que
pode culminar em alteragbes numéricas, como inducdo de células polipldides e/ou
aneuploides (Figura 8), corroborando estudos realizados por Osuji et al. (1998), Tel-zur et al.
(2004) e Vaio et al. (2005), que indicaram a possivel associa¢do do nimero de sitios de DNAr

45S com o nivel de ploidia em algumas espécies de plantas.
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Estudos adicionais, usando outras sondas de DNA em A. cepa, poderéo ser realizados
para que mais detalhes possam ser esclarecidos sobre os mecanismos de agéo do azocorante
BDCP.

CONCLUSOES

Considerando todos os tipos de alteracfes celulares abordados neste estudo, pode-se
concluir que todas as concentracdes testadas do corante comercial BDCP foram citotdxicas,
genotodxicas e mutagénicas para o organismo-teste de A. cepa. Os mecanismos de acdo do
azocorante, ora aneugénico ora clastogénico, mostraram-se intimamente associados aos tipos
de anormalidades celulares por ele induzidas.

As diferentes técnicas citogenéticas utilizadas neste estudo mostraram uma eficiente
complementaridade no fornecimento de informagBes com relacdo aos diferentes mecanismos
de acdo do azocorante BDCP. As técnicas de bandamentos cromossémicos e de hibridacéo in
situ fluorescente trouxeram informacg6es adicionais sobre o modo de acdo do corante,
observado pelas variacbes no nimero de nucléolos, além de permitirem também a deteccdo de
sitios cromossdmicos relacionados com eventos de quebras e perdas, mostrando a importancia
da sua associacdo com a técnica de citogenética convencional (ensaio de aberracfes
cromossdmicas e nucleares). Sendo assim, estas técnicas sdo indicadas como métodos
adicionais para analises de genotoxicidade e mutagenicidade induzidas por contaminantes
ambientais.

Apesar dos tratamentos de recuperacdo terem reduzido as frequéncias de danos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos em quase todos os ensaios realizados, os efeitos
provocados pelo corante ndo foram totalmente eliminados, ap6s a normalizacao das condigdes
de exposi¢do do organismo teste.

Pelos resultados obtidos, podemos concluir que as associacBes de diferentes
metodologias citogenéticas podem fornecer um esclarecimento substancial sobre os modos de
acdo de poluentes ambientais, além de serem Uteis para futuros estudos realizados com outros

corantes téxteis ou até mesmo outros quimicos potencialmente danosos para o ambiente.
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Blue Component of BDCP (C.L Disperse Blue 373)
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Violet Component of BDCF (C.1 Disperse Vielet 93)
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Orange compenent of BDCP (C.L Disperse Orange X7)
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Figura 1. Estruturas quimicas dos componentes do corante comercial preto (UMBUZEIRO
et al., 2005).
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Figura 2. Danos genotdxicos observados nas células meristematicas das raizes de
Allium cepa tratadas com o corante comercial BDCP (Black Dye Commercial
Product).

A. Broto nuclear; B. Nucleo interfasico polipldide; C. Perda de material genético na préfase;
D. Aderéncia cromossdmica; E-G. C-metafases; H-J. Perdas cromossomicas; L. Anafase
multipolar; M. Pontes cromossémicas (seta) e fragmento cromossdmico (ponta de seta);

N. Ponte cromossémica.
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Figura 3. Danos mutagénicos observados nas células meristematicas das raizes de Allium
cepa tratadas com o corante comercial BDCP (Black Dye Commercial Product).

A-B. micronucleos pequenos (provavelmente derivados de efeitos clastogénicos); C.
micronucleo grande (provavelmente derivados de efeitos aneugénicos); D-G. anafases com
fragmentos cromossdmicos em numero e tamanhos variados: D-E. Ceélulas portadoras de
pequenos fragmentos cromossdmicos e F-G. Células com fragmentos cromossémicos grandes.



Figura 4. Danos citotoxicos observados nas células meristematicas das raizes de Allium
cepa tratadas com o corante comercial BDCP (Black Dye Commercial Product).
A-B. células em apoptose; C-D. células em necrose.
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Figura 5. Células meristematicas de Allium cepa tratadas com o corante comercial
BDCP (Black Dye Commercial Product) e submetidas a metodologia de
Bandeamento C.

A. Ndcleos interfasicos com marcacGes C-positivas ; B. Anafase com marcacdes C-
positivas em regides teloméricas (setas); C e D. Anafases com pontes cromossémicas: C.
sem marcacOes C-positivas e D. com marcacdes C-positivas (setas); E. Nucleos
interfasicos com pontes (setas); F. Celula portadora de nicleo com cromatina totalmente
condensada; G e H. Células portadoras de micronucleo: G. sem marcacao C-positiva e
H. com marcacdo C-positiva (seta); I. Fragmento cromossémico com marcacdo C-
positiva (seta); J. Metafase com perda cromossdmica, apresentando marcacdes C-
positivas em regides telomeéricas; L. C-metafase mostrando marcagfes C-positivas em
regides teloméricas; M. Metafase com aderéncia cromossémica, mostrando

marcacdes nas regides teloméricas dos cromossomos.
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Figura 6. Células meristematicas de Allium cepa tratadas com o corante téxtil
comercial BDCP (Black Dye Commercial Product) e submetidas a metodologia de
Bandeamento RON.

A-C. Proteinas acidicas nas células em anafase (A e B) e em telofase (C); D-H.
Micronucleos (D. sem regido organizadora de nucléolo; E. com proteinas acidicas; F. e H.
com regido organizadora de nucléolo; G. com regido organizadora de nucléolo (seta) e
sem regido organizadora de nucléolo (cabeca de seta) ); I-M. Variagcdo no numero de
nucléolos (I. Células com um nucléolo (setas) e com trés nucléolos (cabeca de seta); J.
Células com dois nucléolos (seta) e com quatro nucléolos (cabeca de seta); L. Célula com
seis nucléolos; M. Célula com dez nucléolos.
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Figura 8. Células meristematicas de Allium cepa tratadas com o corante comercial BDCP
(Black Dye Commercial Product) e submetidas a Hibridacdo in situ fluorescente (FISH),
usando sonda de rDNA 45S.
A-B. Micronucleos com varios sinais pequenos de hibridacdo (setas); C. Micronucleos com
sinais (seta) e sem sinal de hibridacdo (cabeca de seta); D. Teléfase com numero diferente de
sinais de hibridacéo por polo.
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“AVALIACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS, GENOTOXICOS E
MUTAGENICOS DO CORANTE COMERCIAL PRETO EM CELULAS DE Allium
cepa (ASPARAGINALES: ALLIACEAE), ANTES E APOS TRATAMENTO DE
BIODEGRADAGCAO BACTERIANA”

RESUMO

Foram realizadas avaliacdes da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de
diferentes concentracbes (50 e 200 ug/L) de um azocorante usado por industrias téxteis
(BDCP - Black Dye Commercial Product), antes e ap0s tratamento de biodegradagédo
bacteriana, por meio da técnica citogenética de coloracdo convencional e de bandamento
RON em células de A. cepa. Foram observadas diferentes aberracdes cromossémicas,
nucleares e alteracdes no nimero de nucléolos das células expostas ao corante, antes e apos 0
tratamento de biodegradacdo. As frequéncias significativas de aberracdes cromossdmicas e
nucleares, observadas nos testes com o azocorante biodegradado pelas bactérias, indicam que
0s metabolitos gerados sdo mais genotoxicos que o proprio azocorante. As perdas de material
genético caracterizaram o tipo de alteracdo associado, principalmente, a acdo do azocorante
original, enquanto aderéncias cromossémicas, brotos nucleares e células binucleadas foram as
aberracOes, preferencialmente, induzidas pela acdo dos metabdlitos do corante, pos
biodegradacdo. A reducdo na frequéncia total de células alteradas, apos tratamentos de
recuperacdo, indicou que o organismo teste A. cepa apresenta a possibilidade de se recuperar
dos danos induzidos pelo azocorante e pelos seus metabolitos, apds normalizacdo das

condicdes de exposicao.

Palavras-chave: Azocorante, Allium cepa, biodegradacdo microbiana, aberragdes

cromossomicas, morte celular.

81



(ltige 2

INTRODUCAO

Os corantes sintéticos tém sido bastante utilizados na industria téxtil, de papel,
alimenticia, cosmética, farmacéutica, entre outras, devido ao baixo custo e facilidade de sua
sintese, bem como sua excelente capacidade de fixacdo e ampla variedade de cores
(GRIFFITHS, 1984; CHEN et al., 1999). Entre as diferentes classes de corantes sintéticos, 0s
azocorantes sdo aqueles que apresentam um ou mais grupos azo (-N=N-) associados a um ou
mais anéis aromaticos em sua constituicdo (SO et al., 1990; WONG; YUEN, 1996). Estes
corantes tém sido amplamente utilizados, particularmente no setor téxtil (VANDEVIVERE et
al., 1998; KUNZ et al., 2002; EDWARDS, 2000).

A poluicdo causada por efluentes que contém azocorantes pode provocar alteracdes
em ciclos biolégicos, e afetar, principalmente, os processos de fotossintese, além de causar
outros sérios impactos ao meio ambiente (HOUK, 1992; HAO et al., 2000). Organismos
expostos aos azocorantes tém apresentado diferentes alteracGes celulares, como aberracdes
cromossdmicas e células micronucleadas, alteragdes estas que comprovam os efeitos
genotoxicos e mutagénicos do produto (NONY et al., 1980; PATTERSON; BUTLER, 1982;
PERCY et al., 1989; RAFII et al., 1997; AL-SABTI, 2000; CARITA; MARIN-MORALES,
2008). Segundo Umbuzeiro et al. (2005), ensaios realizados com o teste de Ames em
Salmonella typhimurium, usando amostras de dguas de um rio que recebe efluente de indUstria
téxtil que utiliza o corante Black Dye Commercial Product (BDCP), apontam para uma agéo
mutagénica do corante. Alves de Lima et al. (2007) mostraram que este corante também foi
carcinogénico para ratos. Estudos realizados por diversos autores (CLARKE; ANLIKER,
1980; CHUNG; STEVENS, 1993; KAMMRADT, 2004; UMBUZEIRO et al., 2005,
CARITA; MARIN-MORALES, 2008), com aguas contaminadas por azocorantes, relatam que
este corante apresenta uma potencialidade toxica, mutagénica e carcinogénica, que pode estar
associada tanto aos efeitos do préoprio corante como aos efeitos de seus metabdlitos.

Segundo Oliveira (2005), tém sido utilizados diferentes métodos para o tratamento de
efluentes que contém azocorantes, na tentativa de minimizar os problemas deste tipo de
contaminacgdo. De acordo com Robinson et al. (2001), muitos métodos fisicos e quimicos sao
usados para a remocao de corantes téxteis, mas a maioria deles acumula ou concentra esses
compostos, podendo, segundo Jadhav et al. (2007) gerar uma poluicdo secundaria, decorrente
do uso excessivo destas substancias quimicas.
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A biodegradacdo é um processo de tratamento que usa material bioldgico para
diminuir ou eliminar as substancias quimicas que estdo envolvidas com a poluicdo ambiental.
O uso de biodegradacédo para tratamento de azocorantes € um processo que tem sido indicado
como de grande potencial de sucesso, porém ha necessidade de estabelecer um tratamento
bioldgico eficiente, considerando quais enzimas sdo aptas a degradar determinados
azocorantes (BANAT et al., 1996; KUNZ et al., 2002; OZTURK; ABDULLAH, 2006;
JADHAV et al., 2007), visto que estes corantes sdo relativamente resistentes aos processos de
degradacéo biolégica (FERREIRA, 1998; MARTINS et al., 2001, 2002, 2003), devido a sua
complexa estrutura quimica e alta estabilidade a luz (HOLME, 1984; PAGGA; BROWN,
1986; SHAUL et al., 1991; KIM; SHODA, 1999). Outro problema a ser vencido com a
biodegradacgdo de azocorantes € que, muitas vezes, estes compostos sdo toxicos ou inibitorios
para 0s organismos usados na biodegradagdo, como, por exemplo, para 0S microorganismos
(JEWORSKI; HEINZLE, 2000).

Entre os microorganismos utilizados na degradacdo de azocorantes, pode-se citar o
grupo das bactérias (KUDLICH et al., 1997; ZISSI et al., 1997; HU, 1998; SAIRNAK;
KANEKAR, 1999; COUGHLIN et al., 1999; RUSS et al., 2000), tais como as do género
Aeromonas, Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodococcus, Shigella, Streptomyces,
Klebsiella, Proteus e Mycobacterium (PASZCZYNSKI et al., 1991; ZHOU; ZIMMERMAN,
1993; CAO et al., 1993; WONG; YUEN, 1996; CHEN et al., 1999; ORANUSI; OGUGBUE,
2001; MCMULLAN et al., 2001; BHASKAR et al., 2003; JONES et al., 2003).

A metabolizacdo dos azocorantes por bactérias, sob condi¢bes anaerdbicas, pode
ocorrer por diferentes maneiras: 1. clivagem da ligacdo azo, catalisada por azoredutases
(enzimas citoplasmaticas com baixa especificidade ao substrato) (ROBINSON, et al., 2001,
STOLZ, 2001); 2. reducdo ndo especifica por transportadores de elétrons (reacbes redox) a
partir de vias metabolicas celulares (ex: liberacdo de flavinas, quinonas, hidroquinonas)
(KECK et al., 1997; YOO, 2002; PINHEIRO et al., 2004); 3. acdo de compostos inorganicos

reduzidos, como o Fe2+, que sdo formados como produto final de certas reacdes metabdlicas
de bactérias estritamente anaerobicas (STOLZ, 2001; VAN DER ZEE et al., 2001, 2003;
YOO, 2002); 4. redugdo quimica por radicais sulfil gerados na reducdo de sais de sulfato
(YOO, 2002; PINHEIRO et al., 2004). No entanto, sob condi¢des anaerdbicas, 0s azocorantes
podem originar aminas aromaticas, que sao recalcitrantes para as bactérias (ZAOYAN et al.,

1992; WEBER; ADAMS, 1995). Estas aminas também se acumulam no meio ambiente e
83



(ltige 2

podem ser tdxicas, mutagénicas e possivelmente carcinogénicas para 0s animais expostos
(KAMMRADT, 2004).

O tratamento bacteriano, em condi¢Ges aerobicas, geralmente, é eficiente para
mineralizar, totalmente, as aminas aromaticas (BROWN; LABOUREUR, 1983; LOIDL et al.,
1990; ANDREAS et al., 1997; ISIK; SPONZA, 2003), apesar de estudos mostrarem que
alguns azocorantes sao mais resistentes ao ataque bacteriano sob condicGes de aerobiose (HU,
1998). Oliveira et al. (2007) demonstraram que o corante comercial preto (BDCP) €
recalcitrante até mesmo ao tratamento aerdébico, uma vez que foram detectados componentes
desse composto em amostras de efluentes tratados, por sistemas de lodo ativado.

Vegetais superiores constituem um importante material para teste das alteracGes
genéticas provocadas por poluentes ambientais, sendo reconhecidos como excelentes
indicadores de efeitos mutagénicos de ambientes com presenca de substancias quimicas
(GRANT, 1994; YI; MENG, 2003). Segundo Ma et al. (1995), o uso de vegetais como
organismo-teste tem sido indicado e validado por diversas agéncias ambientais, como o
Programa Ambiental das Nac¢bes Unidas (UNEP — United Nations Environmental Program), a
Organizacao Mundial de Saiude (WHO — World Health Organization) e a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA — United States Environmental Protection Agency).
A espécie Allium cepa constitui um dos materiais pioneiros nos estudos de aberracdes
cromossdmicas causadas pela acdo de agentes fisicos e quimicos (LEVAN, 1938) e tem sido,
até hoje, usada como um eficiente organismo-teste, por apresentar um padrdo genético
indicado para testes de toxidade e genotoxicidade, como, por exemplo, 0s ensaios de
aberragdes cromossdmicas (CONSTANTIN; OWENS, 1982; GRANT, 1982; SHARMA,
1983; FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; GRANT, 1994; GRANT, 1999;
MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007, 2009; LEME et al., 2008). Alguns
pesquisadores demonstraram uma alta correlacdo entre os testes realizados com a espécie A.
cepa e outros organismos-teste. Rank e Nielsen (1994) mostraram uma correlacdo de 82%
entre os testes com A. cepa e 0s ensaios de carcinogenicidade em roedores, demonstrando,
ainda, que os ensaios com A. cepa foram mais sensiveis que o0s testes de Ames e de
Microscreen. Um estudo realizado por Carita e Marin-Morales (2008), por meio de aplicacéo
de teste de aberracdes cromossdmicas em Allium cepa, mostrou a potencialidade mutagénica
para determinadas concentragcbes de efluentes industriais contaminados pelo azocorante
comercial preto (BDCP) e outros poluentes.
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O surgimento de novas técnicas de coloragdo cromossémica, aplicadas, com sucesso,
em analise cromossdmica de plantas (MUKAI et al., 1992; JIANG et al., 1993; TUNA et al.,
2004), acrescenta informacgdes sobre a composi¢cdo e a disposicdo de DNA de diferentes
constituicbes ao longo dos cromossomos, possibilitando uma anélise mais detalhada da
organizacgéo estrutural dos cromossomos (ROWLAND, 1981; KIM et al., 2002). A coloragdo
com o nitrato de prata vem sendo utilizada para identificar o nimero de nucléolos e possiveis
sitios ativos da RON em diferentes espécies vegetais (MURRAY et al., 1992; CARVALHO;
GUERRA, 2002). A posi¢do das RONs auxilia na melhor compreensdo dos eventos de
alteracdes cromossémicas que se estabeleceram em cada caridtipo. Assim, em casos de
inducdo de alteragdes cromossdmicas por agentes genotdxicos, essa técnica podera oferecer
uma sensibilidade pontual, diagnosticando, facilmente, os provaveis sitios de acao e quais as
alteragdes associadas a estes agentes.

Considerando que, de maneira geral, 0s azocorantes e seus produtos relacionados tém
potencialidade de causar sérios danos no material genético dos organismos a eles expostos e
que seus mecanismos de acdo sobre 0 DNA necessitam ser melhor investigados, o objetivo do
presente estudo foi analisar o potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico do corante
comercial preto (BDCP), antes e ap6s o tratamento de biodegradacdo por um “pool” de
bactérias heterotroficas provenientes de uma estacdo de tratamento bioldgico de efluentes,
usando a técnica citogenética de coloracdo convencional (teste de aberragcdes cromossdémicas
e nucleares) e de bandamento AgRON, em células das raizes de A. cepa. Este trabalho
também procurou buscar informac6es sobre a efetividade do processo de biorremediacdo por

bactérias no tratamento de 4guas contaminadas com este azocorante.

MATERIAL E METODOS

Foi estudado neste trabalho o corante comercial preto (BDCP - Black Dye
Commercial Product), que é um azocorante composto por 3 corantes, pertencentes ao grupo
dos nitro-aminoazobenzenos (Umbuzeiro et al.,, 2005): C.I. Disperse Blue 373
(C21H21BrNgOg; CAS n° 51868-46-3), C.I. Disperse Violet 93 (C1gH19BrNgOs; CAS n°
268221-71-2) e C.I. Disperse Orange 37 (C17H15CI2NsO,; CAS n° 13301-61-6).

As concentragOes utilizadas do azocorante (200 pg/L e 50 pg/L) foram determinadas
por meio de testes-piloto, a partir de sucessivas diluicbes de uma solucdo de 100 mg/L do
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corante comercial preto em agua ultrapura, a fim de possibilitar um desenvolvimento viavel
das técnicas citogenéticas utilizadas (coloragdo convencional e bandamento RON), antes e
apos tratamento de biodegradacédo bacteriana.

As concentracdes testadas nesse estudo abrangem uma faixa das concentragdes dos
componentes do corante comercial preto encontradas em amostras ambientais derivadas de
efluentes téxteis, estudados por Oliveira et al. (2007), onde foram detectadas concentracdes
para dois dos trés corantes constituintes do produto comercial: 57,9 pg/L de C.I. Disperse
Blue 373 e 316 pg/L de C.I. Disperse Orange 37, nas amostras de efluente bruto; e
concentracdes de 67 pg/L de C.1. Disperse Blue 373 e 126 pg/L de C.I. Disperse Orange 37,
nas de efluente tratado.

Os ensaios foram realizados com sementes de A. cepa (Asparaginales: Alliaceae) de
uma Unica variedade, para se evitar o uso de material genético diferente durante o
desenvolvimento do estudo, o que seria dificil se fossem utilizados bulbos, devido as
diferencas de variedades disponiveis no mercado ao longo do ano.

Os experimentos de biodegradacdo do corante comercial preto foram realizados com
um “pool” de bactérias heterotroficas, provenientes de tratamento bioldgico de um sistema de
tratamento de efluentes, adicionado ao meio de cultura liquido Sabouraud (2,0 g de peptona;
8,0 g de glicose; 4,0 g de extrato de malte e 200 mL de agua destilada). Os microorganismos
foram previamente incubados em estufa a 35°C, por 3 dias. Em seguida, foram realizados os
testes em tubos de ensaios esterilizados, onde o volume final foi de 10 mL para cada tubo,
COMO segue:

- Testes Branco: Branco 1: 8,0 mL de meio de cultura + 2,0 mL de &gua destilada; Branco 2:
8,0 mL de meio de cultura + suspenséo bacteriana + 2,0 ml de agua destilada.

- Testes com o corante comercial preto: Concentracdo de 50 pg/L: 8,0 mL de meio de cultura
+ suspensao bacteriana + 1,5 mL de &gua destilada + 0,5 mL do da solucdo estoque de 100
mg/L do azocorante; Concentracdo de 200 pg/L: 8,0 mL de meio de cultura + suspenséo
bacteriana + 2,0 mL da solugéo estoque de 100 mg/L do azocorante.

Os microorganismos foram novamente incubados, por mais quatro dias (periodo em
que 0s microorganismos atingiram um crescimento 6timo), tendo permanecido em estufa, a
uma temperatura 6tima de 35 °C. Posteriormente, todos os tubos foram levados a autoclave a
1 atm, por 10 minutos. Apds a autoclavagem, foram realizados os ensaios de germinacao das
sementes de A. cepa, sempre em duplicata, para uma maior confiabilidade dos resultados.
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Sementes de A. cepa foram germinadas, a temperatura ambiente (21 + 4 °C), em placas
de Petri cobertas com papel de filtro embebido em agua ultrapura. Quando as raizes
atingiram, aproximadamente, 1,5 cm de comprimento, elas foram transferidas para placas de
Petri cobertas com papel de filtro embebido com as concentracdes de 50 pg/L e 200 pg/L do
corante comercial preto. Foram realizados testes com e sem o tratamento bacteriano. As raizes
dos testes controle negativo (4gua ultrapura, branco 1 e branco 2) e positivo (9 x 10> M de
metilmetanosulfonato) (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3), assim como dos ensaios com 0
corante, permaneceram nessas placas por um periodo de 20 horas. Decorrido este tempo,
foram coletadas algumas raizes de cada placa de Petri e o restante delas foi transferido para
placas cobertas com papel de filtro embebido em &gua ultrapura, para um tratamento de
recuperacao por um periodo de 48 horas. Apos este periodo, foram realizadas novas coletas de
algumas das raizes. As raizes remanescentes permaneceram nas placas de Petri por mais 24
horas, para um tratamento de recuperacdo de 72 horas, sendo, apds este periodo, todas
coletadas.

Todas as raizes coletadas (controles, tratamento de 20 horas e de recuperacdo de 48 e
72 horas) foram fixadas em solucio de Carnoy (Alcool-Acido Acético 3:1 — v/v) por 18 horas,
em T.A. Apés a fixacdo, as raizes foram transferidas para uma nova solucdo de Carnoy, onde
foram conservadas em refrigerador, até sua utilizacdo na confeccdo de laminas de coloracdo
convencional e de bandamento RON.

Para o ensaio de coloragdo convencional (ensaio de aberragdes cromossémicas e
nucleares), as raizes fixadas foram coradas pela reacdo de Feulgen, como descrito por Feulgen
e Rossenbeck, apud Mello e Vidal (1978). Apos a coloracdo, as regides meristematicas das
raizes foram cobertas com laminula e, cuidadosamente, esmagadas em uma gota de solugdo
de carmim acético a 2%. As laminulas foram removidas com nitrogénio liquido e as laminas,
montadas em resina sintética (Mounting Media, Permount®, Fisher Scientific), e analisadas
em microscoépio de luz.

Pela andlise das laminas, foram consideradas algumas anormalidades celulares, como
aberracGes cromossdmicas e nucleares (ACN). Foram considerados varios tipos de aberracfes
no ciclo celular, tais como: perda de material genético, aderéncia cromossdmica, c-metafase,
ponte cromossdmica, multipolaridade, poliploidia, broto nuclear e células binucleadas. Estas
ACN foram classificadas como endpoint de genotoxicidade. A presenca de microndcleos e de
quebras cromossdmicas (MN/Q) nas células meristematicas de A. cepa foi considerada como
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endpoint de mutagenicidade, separadamente das ACN. Células apoptdticas e necréticas
(AP/NE), ou seja, em processos de morte celular, foram consideradas como endpoint de
citotoxicidade. O indice Mitético (IM), isto €, a relagdo do nimero de células em divisdo
sobre o total de células analisadas, foi outra categoria analisada, indicativa de citotoxicidade.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata e foi contabilizado um total de 10.000
células por concentracdo testada e por tratamento (20, 48 e 72 horas), sendo 500 células por
lamina, compreendendo um total de 20 l&minas avaliadas (10 laminas para cada bateria de
experimentos). A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (VIEIRA,
2004), aceitando a probabilidade de 0,05 para indicar um efeito significativo.

Também foram confeccionadas l1aminas das regiGes ndo meristematicas (células F1)
das raizes de A. cepa, por meio do protocolo descrito por Ma et al. (1995), para que fossem
verificadas as frequiéncias de MN destas células. Para o preparo da lamina com a regido F, foi
seccionada uma porcdo do tecido situado acima da regido meristematica (cerca de 1 mm
acima), que corresponde, exatamente, a regido F; da raiz. A coloracdo deste material seguiu o
mesmo protocolo descrito para a regido meristematica, ja descrito anteriormente. Esses
experimentos também foram realizados em duplicata e foi contabilizado um total de 2.000
células por concentracdo testada e por tratamento (20, 48 e 72 horas), sendo 200 células por
lamina, compreendendo um total de 10 ladminas (5 laminas para cada bateria de
experimentos). A analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis (VIEIRA,
2004), aceitando a probabilidade de 0,05 para indicar um efeito significativo.

Para o preparo das laminas de Bandamento RON, foi realizado um tratamento prévio
dos meristemas radiculares em solucdo enzimatica de celulase/pectinase (2:20 — v/v), por 60
minutos. Apds um banho de 2 minutos em &gua destilada, os meristemas foram seccionados e
dispostos em laminas, cobertos com laminula e suavemente esmagados em uma gota de
solucéo de acido acético a 45%. Em seguida, as laminulas foram removidas das laminas, apds
congelamento em nitrogénio liquido. Para a coloracdo das laminas, foi seguido o protocolo
proposto por Hizume et al. (1980), como segue: adi¢cdo sobre o material disposto em lamina
de uma 1 gota de solucdo coloidal (gelatina a 1%) e duas gotas de AgNO;3; a 50%.
Posteriormente, as laminas foram acondicionadas em camara Umida, para serem incubadas em
banho-Maria a 60° C, por, aproximadamente, 5 a 6 minutos ou até que o material da lamina
apresentasse uma cor marrom-dourada. As laminas foram montadas em resina sintética
(Mounting Media, Permount®, Fisher Scientific), para serem analisadas em microscépio de
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luz. A avaliacdo das laminas foi feita pela observagdo das possiveis alteracdes presentes nas
células, bem como pela quantificacdo da variacdo do numero de nucléolos nas células
interfasicas, comparando os diferentes testes e tratamentos. Todos 0s experimentos foram
realizados em duplicata e foi contabilizado um total de 10.000 células por concentracéo
testada e por tratamento (20, 48 e 72 horas), sendo 500 células por lamina, compreendendo
um total de 20 Iaminas (10 laminas para cada bateria de experimentos). A anélise estatistica
foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis ou teste H (VIEIRA, 2004), com nivel de

significancia de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Ensaio de Coloracdo Convencional

Os resultados dos 1.M. das células meristematicas de A. cepa, submetidas aos testes
com o corante comercial preto nas concentracdes de 50 pg/L e 200 pg/L (com e sem o
tratamento bacteriano), aos testes controle negativo (dgua ultrapura, branco 1 e branco 2) e
positivo (9 x 10° M de MMS), obtidos a partir do ensaio de coloracdo convencional, s&o
mostrados na Tabela 1. No presente estudo, a analise dos .M. das células meristematicas de
A. cepa ndo foi conclusiva nem totalmente eficiente para a avaliacdo da citotoxicidade deste
azocorante, uma vez que foram encontrados 1.M. significativamente menores tanto nos testes
com o corante como nos testes controle negativo com o meio de cultura (branco 1) e com
meio de cultura associado ao “pool de bactérias” (branco 2), em relagdo ao controle negativo
(&4gua ultra pura). De acordo com Caritad e Marin-Morales (2008), I.M. inferiores ao controle
negativo podem indicar a potencialidade de comprometimento nas taxas de crescimento e de
desenvolvimento de organismos expostos a acdo de quimicos. Desta forma, todos os testes,
com excecdo do controle negativo com agua milli-Q, apontaram para uma potencialidade de
alteracdo nos indices de crescimento da planta usada como organismo teste. Apds 0s
tratamentos de recuperacdo, foram observados |.M. ainda menores para 0s testes com o
azocorante sem biodegradacdo bacteriana, o0 que pode indicar a persisténcia deste quimico nas
celulas, sugerindo que ocorra uma acgdo continua desse composto no organismo-teste, mesmo

apos o estabelecimento da normalizacéo das condi¢des de exposicao.
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Apesar dos I.M. dos testes com o0 azocorante biodegradado mostrarem valores
ligeiramente mais altos que os ndo biodegradados, portanto, mais préximos do controle
negativo, é possivel atribuir uma acéo citotoxica aos metabolitos do corante, formados pela
biodegradacdo bacteriana, pelos indices de morte celular registrados para os tratamentos com
o referido corante (Tabela 2). As freqliéncias significativas de necrose, observadas em todos
0s testes com o0 azocorante no tratamento de 20 horas (Tabela 2), indubitavelmente,
confirmam a nossa sugestdo de que o azocorante e, principalmente, seus metabdlitos, sdo
altamente citotoxicos as células meristematicas de A. cepa. Segundo Kaioumova et al. (2001),
a perturbacdo de células por agentes quimicos pode levar a uma seqliéncia complexa de
eventos que podem resultar em morte celular. No entanto, a redugdo significativa nas
frequéncias de morte celular, verificada ap6s os tratamentos de recuperacdo em agua ultrapura
(Tabelas 3 e 4), indica que os meristemas de A. cepa podem se recuperar dos danos
citotoxicos decorrentes tanto da acdo do azocorante como dos produtos da degradacao
bacteriana.

As ACN verificadas no presente estudo foram relacionadas a eventos de
genotoxicidade, por se tratarem de danos que interferem no material genético das células, mas
sem comprovacao efetiva de fixa¢do no organismo, quer seja por poderem ser, eventualmente,
reparados ou por caracterizarem injarias que possam levar a célula a morte, ndo se fixando
nas geracOes celulares posteriores ao estabelecimento do dano. As altas e significativas
freqiiéncias de ACN (Tabelas 2 a 4), observadas nas raizes expostas aos diferentes testes e
tratamentos com 0 azocorante, sem e com agdo microbiana, demonstraram a acdo genotoxica
deste quimico, corroborando dados apresentados por Caritd e Marin-Morales (2008), que
observaram algumas aberracBes cromossdmicas em células meristematicas de A. cepa,
decorrentes da acdo de efluentes contendo este azocorante. Além disso, as maiores e
significativas freqiéncias de ACN, observadas nos testes com o azocorante tratado com
bactérias, indicam que os metabolitos gerados pela biodegradacdo do corante sdo mais
genotoxicos que o proprio azocorante comercial. De acordo com Chung e Stevens (1993), a
formagéo de produtos do metabolismo, decorrentes da reducéo da ligagcéo azo dos azocorantes
pela acdo microbiana, esta associada a eventos genotoxicos, devido a capacidade desses
metabolitos reagirem com a molécula de DNA, danificando-a de diferentes maneiras (ARLT
et al., 2002; BARTSCH, 1981; UMBUZEIRO et al.,, 2005). Segundo Levine (1991) e
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Stiborova (1992), a redugdo de azocorantes pode interferir no material genético dos
organismos pela formacéo de adutos de DNA.

Ap0s os tratamentos de recuperacdo, houve uma evidéncia de reducdo das freqiiéncias
de ACN, conforme observado para todos os testes com o azocorante (Tabelas 3 e 4), o que
indica uma possivel capacidade das células de A. cepa reverterem 0s danos genotoxicos
proporcionados pelo referido corante. Considerando cada tipo de ACN separadamente, ficou
evidente também, pelo tratamento de 20 horas (Tabela 2), que quanto maior a concentracao
do azocorante testada, maior é a inducdo de ACN em niveis significativos. Além das
frequéncias significativas de perdas cromossdémicas, aderéncias cromossdmicas, C-metafases
e metafases polipldides, registradas para os testes realizados com o corante, foi verificada,
ainda, uma maior inducdo de alterac@es do tipo brotos nucleares e células binucleadas para 0s
ensaios realizados ap6s a biodegradacdo da maior concentracdo do corante pelas bactérias, o
que confirma uma acdo genotdxica mais pronunciada para esta concentracdo. Enquanto os
valores significativos de perdas de material genético na profase parecem ter sido o tipo de
ACN mais associado a acdo do azocorante original, as aderéncias cromossémicas, brotos
nucleares e células binucleadas foram as alteracdes celulares mais evidentes nos testes com o
azocorante biodegradado, o que indica que, neste ultimo caso, as ACN foram,
preferencialmente, originadas pelos metabdlitos do corante. Além disso, a persisténcia dos
altos e significativos valores de aderéncias cromossdmicas no teste com a maior concentracao
do azocorante, apds biodegradacdo e recuperacao, reforca a evidéncia de que os metabolitos
desse quimico promovem, nas células meristematicas de A. cepa, mais dano genotoxico do
que o corante ndo biorremediado com esses microorganismos.

Segundo Marcano e Del Campo (1995), Turkoglu (2007) e Leme et al. (2007), as
aderéncias cromossdmicas sdo sinais comuns da acao toxica de um quimico sobre o material
genético. Os efeitos deste tipo de alteracdo podem ser irreversiveis para as células, podendo,
inclusive, decorrer em morte celular. Conforme pode ser visto nas tabelas 2 a 4, estas
alteracbes (morte) também foram registradas nas nossas andlises. Este efeito pode ter sido
induzido pelo préprio azocorante ou por seus metabolitos, que promovem o impedimento da
migracao cromossémica para os polos, devido a acdo aneugénica que possuem. Esta acdo leva
a um estacionamento da divisdo celular em metafase e, posteriormente, as aderéncias
cromossOmicas. Para Marcano et al. (2004), estas alteragdes originam pontes e,
conseqiientemente, quebras cromossomicas, afirmacdo esta corroborada por Giacomelli
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(1999), que acrescenta ainda que as pontes cromossdmicas podem ser multiplas e persistirem
até a telofase. As pontes cromossdmicas também podem ser resultantes de terminacdes
cromossOmicas coesivas ou rearranjos estruturais (FISKESJO, 1993). Além disso, aderéncias
cromossdmicas também podem originar perdas cromossomicas (MARCANO et al., 2004), as
quais sdo consideradas, ainda, potenciais causadoras de células aneupldides e polipldides. A
presenca significativa de perdas de material genético na profase, nos testes com as duas
concentracdes do azocorante ndo biodegradado, e de perdas cromossémicas na metéafase,
anafase e teldfase, para a maior concentracdo do azocorante, na presenca e na auséncia de
biodegradacdo por bactérias (tratamento de 20 horas) (Tabela 2) sugerem, mais uma vez, uma
acao aneugeénica tanto do azocorante como de seus metabolitos.

As c-metafases podem ser originadas por agentes aneugénicos, que promovem a
completa inativagdo do fuso mitético da célula (FISKESJO, 1985 e 1993), gerando outros
tipos de alteracOes, tais como células binucleadas, portadoras de micronucleos (KRISCH-
VOLDERS et al., 2002; FERNANDES et al., 2007) e poliploides (ODEIGAH et al., 1997;
FERNANDES et al.,, 2009). No presente estudo, foram observadas c-metafases em
freqiiéncias significativas para a maior concentracdo do azocorante sem biodegradacdo
bacteriana, no tratamento de 20 horas (Tabela 2), e com biodegradacdo bacteriana, nos
tratamentos de 20 e 72 horas (Tabelas 2 e 4), corroborando os estudos de Caritd e Marin-
Morales (2008), que mostraram a presenca de c-metéfases e de células com micronucleos,
apos exposicdo de sementes de A. cepa a efluentes contaminados com azocorantes. Esses
resultados indicam que tanto o corante comercial preto BDCP como os seus metabdlitos
decorrentes da degradacdo bacteriana podem interferir na formacdo do fuso mitdtico,
inibindo, primeiramente, a organizacdo da placa equatorial e, conseqlientemente, a divisao dos
centromeros, comprovando, assim, as suas a¢des aneugénicas. E importante considerar, ainda,
que as c-metafases induzidas pelos testes com 0 azocorante tratado com microorganismos
mostraram cromossomos bem mais empacotados e curtos que aquelas originadas pelos testes
sem biodegradacdo bacteriana (Figura 1). A presenca dessa anormalidade pode estar
relacionada com as significativas freqliéncias de células binucleadas e polipléides nas raizes
expostas aos testes com o azocorante tratado com bactérias (Tabelas 2 e 3).

Os brotos nucleares podem estar associados a presenca de c-metafases, alteracfes estas
que podem levar as células a poliploidizacéo e, conseqlientemente, a presenca de frequéncias
significativas de micronucleos, conforme citagcdes de Fernandes et al. (2007). Segundo esses
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autores, as células expostas a agentes aneugénicos, especificamente aqueles que interferem na
polimerizacdo dos fusos mitéticos, podem se poliploidizar (amplificacdo do material
genetico). Alguns autores, baseados em analises em linfécitos humanos (SHIMIZU et al.,
1998), e em A. cepa (FERNANDES et al., 2007), sugerem que o0 DNA amplificado de célula
poliploidizadas, eventualmente forma broto, originando micronucleos que podem ser expulsos
sob a forma de “mini células”. Em nossos experimentos, foram observados valores
estatisticamente significativos de brotos nos nucleos interfasicos, apos exposicdo das raizes de
A. cepa as duas concentragdes do azocorante biodegradado por bactérias, o que ratifica a
intensificacdo do efeito aneugénico do azocorante, apds processo de biodegradacdo
bacteriana, devido a acdo mais drastica dos metabolitos deste corante sobre as células
expostas (Tabelas 2 a 4; Figura 1).

A mutagenicidade do azocorante foi estimada pelos registros de inducdo de MN/Q em
células meristematicas de A. cepa, ap0s exposicdo aos diferentes testes com 0 azocorante
(Tabelas 2 a 4). Essas alteracdes estdo intimamente associadas a eventos de mutagenicidade,
por se tratarem de alteragfes nos cromossomos ou no DNA, que podem ser repassadas para as
novas geracdes celulares, e assim serem fixadas nos organismos (VENTURA et al., 2008). O
presente estudo mostrou freqiiéncias significativas de MN/Q nas células meristematicas
expostas ao azocorante, antes do processo de biodegradacdo por bactérias, no tratamento de
20 horas (Tabela 2), bem como na maior concentragdo do azocorante ndo tratado com esses
microorganismos, no tratamento de 48 horas (Tabela 3), mostrando que o corante comercial
preto é mutagénico nas referidas concentracbes e tratamentos. Como as quebras
cromossdmicas nao foram alteracdes significativas, a atribuicdo do efeito mutagénico do
corante é dado pela alta e significativa freqliéncia de células micronucleadas, corroborando
estudos realizados por Caritd e Marin-Morales (2008), que mostraram a presenca desta
alteracdo em raizes de A. cepa expostas a efluentes industriais contaminados pelo BDCP.
Oliveira (2005) associou os altos valores de atividade mutagénica em Salmonella a presenca
do corante comercial preto em amostras ambientais do Ribeirdo dos Cristais. Estudos
realizados por Rajaguru et al. (1999), Al-Sabti (2000), Matsuoka et al. (2001), Wollin e
Gorlitz (2004), Biswas e Khuda-Bukhsh (2005) e Tsuboy et al. (2007) associaram as altas
frequéncias de MN, induzidos por azocorantes em células de animais, a acdo mutagénica
destes corantes. Nossos dados mostraram um decréscimo nas frequéncias de MN/Q, ap6s 0s
tratamentos de recuperacdo (Tabelas 3 e 4), significativo apenas para a menor concentragéo
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do azocorante no tratamento de 72 horas (Tabela 4), o que indica que a agdo mutagénica da
maior concentracdo desse quimico ndo é completamente cessada, mesmo apos a interrupcao
da exposicdo do organismo-teste a essa dosagem do azocorante.

A auséncia de valores significativos de celulas meristematicas portadoras de MN/Q,
verificada nos testes com o azocorante biodegradado por bactérias (Tabelas 2 a 4), sugere que
0s metabolitos desse quimico estdo mais associados com a inducdo de alteracdes genotoxicas
do que mutagénicas nestas células. Porém, pelas altas frequéncias de MN registradas para as
células F; expostas aos testes com o azocorante biodegradado por bactérias, nos tratamentos
de 20 e 48 horas (Tabela 5, Figura 1), podemos inferir que os metabdlitos deste azocorante
promovem alteracdes genotoxicas nas células meristematicas que se fixam em forma de
células portadoras de MN na geracdo Fi, confirmando, assim, o efeito mutagénico destes
metabdlitos sobre células de A.cepa. A reducdo nas freqliéncias destas alteracdes, apds o
tratamento de recuperacdo de 72 horas (Tabela 5), sugere que os metab6litos do BDCP podem
ndo ser cumulativos, apds a normalizacdo das condicBes de exposicdo das raizes em agua
ultrapura. Segundo Ribeiro (2003), MN observados em células F; podem ser resultantes de
danos ndo reparados ou reparados de maneira incompleta pelas células parentais (neste caso,
as meristematicas). O presente estudo também péde confirmar uma acdo mutagénica do
azocorante ao revelar altas freqiéncias de MN em células F; submetidas aos testes com as
concentragdes do azocorante, sem biodegradacao pelos microorganismos, no tratamento de 20
horas (Tabela 5). A persisténcia de freqliéncias significativas e ainda maiores de MN nas
células obtidas da regido ndo meristematica de A. cepa, observada ap0s 0s tratamentos de
recuperacdo para o teste com a concentracdo mais alta do corante (Tabela 5), indica um
potencial perigo do corante para 0 ambiente, devido a persisténcia da agdo mutagénica dessa
dosagem, que provavelmente seja a disponivel em ecossistemas aquaticos, uma vez que se
encontra proxima dos valores encontrados em amostras ambientais dos efluentes industriais
estudados por Oliveira et al. (2007).

De maneira geral, pelos resultados das anormalidades celulares (ACN, MN/Q e
AP/NE), obtidos no tratamento de 20 horas (Tabela 2; Figura 2) com o azocorante, antes e
apos biodegradacdo, foi possivel observar um maior potencial toxico do corante poés
biodegradacdo por bactérias, 0 que reforca uma acdo mais drastica dos metabolitos deste
azocorante (entre eles, provavelmente as aminas aromaticas, originadas pela reducdo das
ligagBes azo) do que o prdprio corante, apesar de ambos estarem envolvidos com a indugéo

94



das alteracOes celulares anteriormente descritas. O presente estudo confirma as citages de
Bell et al. (2000) e Kammradt (2004), que afirmaram que a alta periculosidade de compostos
secundarios, originados pela degradacdo microbiana, deve-se as suas maiores potencialidades
toxicas, mutagénicas e carcinogénicas, quando comparado ao composto original. Além disso,
os dados referentes a todas as anormalidades celulares (ACN, MN/Q e AP/NE), observadas
para o tratamento de 20 horas (Tabela 2; Figura 2), mostraram que, quanto maior a
concentracdo do azocorante testado, maiores sdo as frequiéncias de células alteradas, havendo,
portanto, uma relacdo dose-resposta positiva da toxicidade do produto. A reducdo na
frequéncia total de células alteradas, apds os tratamentos de recuperacdo (Tabelas 3 e 4;
Figura 2), indica que os meristemas de A. cepa tém a possibilidade de se recuperar dos danos

induzidos pelo azocorante e seus metabdlitos.

B. Bandamento AgRON

Apos a exposicdo das células meristematicas de A. cepa aos testes com o azocorante,
antes e apds biodegradacdo por bactérias, verificou-se que a maioria dos micronucleos
apresentou regido organizadora de nucléolo (Figura 3). Estudos realizados por Cermefio et al.
(1984) mostraram que a perda ou inativacdo de RONs podem estar relacionadas a fatores
como delecdo ou translocacdo. A presenca e a auséncia de RONs nos micronlcleos das
células meristematicas de A. cepa indica que o azocorante e seus metabolitos podem agir
aleatoriamente sobre os cromossomos, podendo estar, desta maneira, algumas vezes
diretamente envolvidos com as regifes relacionadas a sitios de DNAr, que sao
imprescindiveis em processos de transcricdo e traducdo protéica. Pelos valores significativos
de morte celular e de presenca de micronucleos portadores de RONSs, observados nos testes
aqui realizados com o corante, antes e apds biodegradacdo por bactérias, podemos inferir que
a perda e, conseqlientemente, a falta de cromossomos portadores de RONs no nucleo principal
pode levar a uma inviabilizacdo das atividades fisiologicas da célula, levando-as, desta
maneira, & morte.

Segundo Arkhipchuk et al. (2000), a variacdo do namero de nucléolos em plantas é
decorrente da acdo de agentes genotoxicos. No presente estudo, as analises da quantidade de
nucléolos das células meristematicas de A. cepa, submetidas aos testes com o corante
comercial preto nas concentragbes de 50 pg/L e 200 pg/L, com e sem biodegradacdo por

95



bactérias (Tabelas 6 a 8), mostraram-se eficientes para a avaliacdo da genotoxicidade do
BDCP. Pelos resultados obtidos com os testes do azocorante, foi verificado um alto e
significativo nimero de nucléolos por célula nos teste com o composto quimico, quando
comparados ao teste controle negativo com agua milli-Q. O teste com a concentracdo de 200
Mg/L do azocorante, ndo biorremediado, e o0s testes com o azocorante biorremediado com as
bactérias mostraram freqiiéncias significativas de células com 6 nucléolos, no tratamento de
20 horas. Além disso, o teste com a concentracdo de 50 pg/L biorremediado com bactérias
exibiu valores significativos de células com 7 nucléolos. Esses dados sugerem que a
quantidade de nucléolos observada seja resultante de uma acdo do azocorante e dos produtos
da biodegradacdo bacteriana deste quimico sobre as células, confirmando a acdo genotoxica
do BDCP e de seus metabolitos, ja descritos para 0s outros testes realizados. Os tratamentos
de recuperacdo minimizaram os efeitos genotdxicos causados por estes compostos as células,
pois, apo6s os periodos de recuperacdo, observou-se um decréscimo significativo de células
com 6 nucléolos (teste com a concentracdo de 200 pg/L biorremediada) e 7 nucléolos (teste

com a concentracao de 50 pg/L biorremediada com bactérias) (Tabelas 6 a 8).

CONCLUSOES

Este estudo fornece dados referentes a toxicidade do corante comercial preto BDCP
(Black Dye Commercial Product) e dos produtos gerados pela biodegradacdo do corante por
bactérias heterotroficas, provenientes de uma estacao de tratamento biolégico de efluentes. A
partir das diferentes analises realizadas, pdde-se constatar que, quando o azocorante foi
tratado com bactérias, ele teve sua potencialidade toxica aumentada, provavelmente, devido a
formacdo de aminas aromaéticas decorrentes da clivagem das liga¢des azo.

Apesar dos tratamentos de recuperacdo terem reduzido as freqiiéncias de danos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos, em quase todos 0s ensaios realizados, os efeitos
provocados pelo corante e seus metabdlitos ndo foram totalmente eliminados. Esses
resultados sdo preocupantes, principalmente pelos altos indices de morte celular promovidos
pelo corante e seus metabolitos, bem como pela comprovada fixacdo dos danos causados nas
células.

A técnica de citogenética convencional (ensaio de aberragcbes cromossdmicas e
nucleares) mostrou-se bastante Util para fornecer informagdes com relagdo aos diferentes
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mecanismos de acdo do corante comercial preto e dos produtos da sua degradacéo bacteriana.
A técnica de bandamento AgRON forneceu algumas informagdes adicionais importantes
sobre a acdo genotdxica do corante e seus metabolitos, por demonstrar uma variagdo no
numero de nucléolos maior para os tratamentos com o azocorante, quando comparados com 0
controle negativo, podendo, assim, ser indicada como uma metodologia complementar em
analises da toxicidade de quimicos ambientais.

O presente estudo fornece um embasamento cientifico importante sobre os riscos
ambientais que os efluentes contaminados por corantes téxteis possam promover em aguas
superficiais receptoras. Nossos dados mostram também a necessidade eminente de se avaliar a
efetividade dos tratamentos bioldgicos dos efluentes industriais, visto que, muitas vezes, 0s
resultados da biodegradagcdo podem ser ainda mais detrimentais para o ambiente, pela alta
toxicidade dos metabdlitos produzidos durante o préprio processo de biodegradacéo.
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Figura 1. Danos observados nas células das raizes de Allium cepa tratadas com um
azocorante téxtil (BDCP - Black Dye Commercial Product).

A.C-metéfase (corante sem biorremediacdo bacteriana); B. C-metafase (com
biorremediacdo bacteriana); C. Brotos nucleares (setas); D. Micronucleo em celula F1
(seta).
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Figura 2. Frequéncia total de células portadoras de alteracbes (ACN+MN/Q+AP/NE),

antes e apc’)s 0s tratamentos de recuperagéo.
& Significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05), de acordo com o teste Kruskal-Wallis.
¢ Significativamente diferente do tratamento de 20 horas (p < 0,05), de acordo com o teste Kruskal-Wallis.




Figura 3. Célula meristemética de Allium cepa tratada com um azocorante
téxtil (BDCP - Black Dye Commercial Product), submetida a metodologia de
Bandeamento RON. Micronlcleo portador da regido organizadora de nucléolo
(seta) e microndcleo sem a regido organizadora de nucléolo (cabeca de seta).
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“INDUCAO DE EFEITOS CITOTOXICOS, GENOTOXICOS E MUTAGENICOS EM
CELULAS DE Allium cepa EXPOSTAS A UM AZOCORANTE TEXTIL (BDCP),
ANTES E APOS BIODEGRADACAO POR  Candida  viswanathii
(SACCHAROMYCETALES: SACCHAROMYCETACEAE)”

RESUMO

O presente estudo avaliou os efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos das
concentragdes de 50 e 200 pug/L de um azocorante (BDCP - Black Dye Commercial Product),
antes e apoOs tratamento de biodegradacdo por leveduras da espécie Candida viswanathii,
usando a técnica citogenética de coloracdo convencional e de bandamento AgRON, em
células de A. cepa. Diferentes aberra¢es cromossémicas e nucleares foram verificadas nas
células expostas ao corante, antes e ap6s o tratamento de biodegradacdo. As significativas
freqliéncias de células em necrose, observadas em todos os testes com 0 azocorante, e a
significativa freqiiéncia de células em apoptose, observada no teste com a maior concentracdo
do azocorante biodegradada por leveduras, demonstraram a alta citotoxicidade do corante e de
seus metabolitos para as células meristematicas de A. cepa. Os metabdlitos do azocorante
induziram mais danos genotoxicos que o proprio azocorante. A reducdo significativa na
freqliéncia total de células alteradas, apds os tratamentos de recuperacao, especialmente, o de
72 horas, indica que os meristemas de A. cepa tém a possibilidade de se recuperar dos danos
tanto induzidos pelo azocorante como pelos seus metabdlitos.

Palavras-chave Aberracdes cromossomicas, morte celular, bandamento AgRON, corante

téxtil, biodegradacéo por leveduras.
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INTRODUCAO

Muitos corantes sintéticos tém causado sérios problemas ambientais, impactando,
principalmente, ecossistemas aquaticos que recebem efluentes industriais tratados
indevidamente ou ndo tratados (AL-SABTI et al., 1994). A classe dos azocorantes, que
apresenta um ou mais grupos azo (-N=N-) em sua composicdo (SO et al., 1990; WONG;
YUEN, 1996), é a mais extensivamente utilizada pelas indUstrias téxteis (KUNZ et al., 2002),
devido a sua variedade de cores e suas excelentes caracteristicas de fixacdo as fibras téxteis
(GRIFFITHS, 1984; CHEN et al., 1999). A liberacdo de grandes quantidades de residuos de
azocorantes nos corpos aquaticos tem sido, segundo Houk (1992) e O’Neill et al. (1999), uma
das maiores responsaveis pela contaminacdo aquéatica mundial. Alguns estudos mostraram que
muitos azocorantes e subprodutos destes corantes sdo toxicos, mutagénicos e carcinogénicos,
causando alteracdes celulares e genéticas aos organismos expostos (CLARKE; ANLIKER,
1980; NONY et al., 1980; CHUNG; STEVENS, 1993; RAFII et al., 1997; KAMMRADT,
2004; UMBUZEIRO et al., 2005, OLIVEIRA et al., 2007).

Estudos realizados com o azocorante comercial preto (Black Dye Commercial Product
- BDCP) comprovaram, pelos testes com Salmonella (UMBUZEIRO et al., 2005), um
potencial mutagénico para este corante. O corante também foi carcinogénico para ratos, como
descrevem Alves de Lima et al. (2007). Muitos métodos quimicos e fisicos tém sido sugeridos
e usados para o tratamento de efluentes contendo azocorantes, mas estes métodos ndo tém se
mostrado eficientes, por acumular ainda mais os corantes no ambiente, além de gerar uma
poluicdo secundaria, pelo uso excessivo de substancias quimicas no processo de tratamento
(JADHAV et al., 2007). Por outro lado, os metodos biolégicos ndo apresentam estes
problemas, mas, devido as complexas estruturas quimicas dos azocorantes (HOLME, 1984;
KIM; SHODA, 1999) e os efeitos toxicos que podem causar na microbiota ambiental
(JEWORSKI; HEINZLE, 2000), € necessario discriminar 0s microorganismos resistentes dos
eficientes na degradacdo e remocdo destes quimicos de ambientes contaminados (MARTINS
etal., 2001; KUNZ et al., 2002; JADHAV et al., 2007).

Pesquisas de biodegradacdo de azocorantes por microorganismos tém sido,
principalmente, realizada com bactérias e fungos. No entanto, estudos realizados por
Kwasnhiewska (1985) e Kakuta et al. (1998) mostraram que algumas leveduras também s&o
capazes de degradar estes corantes sintéticos. De acordo com Ramalho (2005), as leveduras
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sdo bons agentes de biorremediagéo para azocorantes, uma vez que Seu crescimento e sua
viabilidade geralmente ndo sdo afetados pela presenca de corantes ou de seus metabolitos, os
quais sdo potencialmente carcinogénicos e mutagénicos, além de serem organismos capazes
de realizar a completa mineralizagdo de azocorantes. Jadhav e Govindwar (2006) indicaram,
ainda, que as leveduras constituem um material bioldgico de baixo custo e bastante promissor
na remocao de azocorantes toxicos. Estudos realizados por Vitor (2005) demonstraram que a
levedura Candida albicans degradam o azocorante Direct Violet 51; Donmez (2002) e Aksu e
Donmez (2003) mostraram que a levedura Candida lipolytica é altamente eficiente para
degradar o azocorante Remazol Blue; Meehan et al. (2000) comprovaram que a remocao da
cor do Remazol Black-B pela levedura Kluyveromyces marxianus ocorreu devido a adsorcao
quimica desse azocorante pela biomassa celular; e Jadhav et al. (2007) demonstraram que a
levedura Saccharomyces cerevisae degradou, eficientemente, o azocorante toxico methyl red.
Porém, de acordo com Martins et al. (1999) e Ramalho et al. (2002, 2004 e 2005), as espécies
Candida zeylanoides, Saccharomyces cerevisiae e Issatchenkia occidentalis clivam a ligacao
azo dos azocorantes, por mecanismos de reducdo, semelhantes aos de muitas bactérias,
originando aminas aromaticas. Estas aminas aromaticas, por exemplo a 1-amino-2-naphthol e
a N,N-dimethyl-p-phenylenediamine, correspondem a produtos semelhantes ou iguais aos
gerados nos conhecidos processos de descoloracdo de corantes por bactérias (RAMALHO et
al., 2002). Ohe (1997) demonstrou, pelo teste de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), que diferentes aminas aromdticas, tais como MelQx (2-amino-3,8-
dimetilimidazol[4,5-f]quinoxalina), Trp-P-1  (3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol),
Trp-P-2 (3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol) e PhPI (2-amino-1-metil-6-
fenilmidazol[4,5-b]piridina), eram as responsaveis pela atividade genotdxica das aguas do rio
Yodo, no Japdo. Um estudo realizado por Kataoka et al. (2000) mostrou, pelo teste de Ames,
que as aminas aromaticas Trp-P-1 (3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol), IQ (2-amino-
3-methylimidazo-[4,5-f]quinoline) e AaC (2-amino-9Hpyrido[2,3-b]indole), juntas,
representaram 26% de atividade mutagénica do rio Dan(bio, na Austria.

Organismos-testes vegetais tém sido empregados e validados por diversas agéncias
ambientais, como o Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP - United Nations
Environmental Program), a Organizacdo Mundial de Saiude (WHO - World Health
Organization) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA — United
States Environmental Protection Agency) (MA et al., 1995), como modelos genéticos para
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avaliacdo de poluentes (FISKESJO, 1985; GRANT, 1994), sendo excelentes indicadores de
efeitos genotdxicos e mutagénicos de substancias quimicas (GRANT, 1994; YI; MENG,
2003). A espeécie Allium cepa constitui um dos materiais pioneiros nos estudos de aberragdes
cromossomicas causadas pela acdo de agentes fisicos e quimicos. Esta espécie foi introduzida
como sistema-teste por Levan (1938) e, desde entdo, tem sido usada como um eficiente
padrdo genético para estudos de toxidade (GRANT, 1982; CONSTANTIN; OWENS, 1982;
SHARMA, 1983; FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; GRANT, 1994; GRANT,
1999; COTELLE et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; LEME
et al.,, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Adicionalmente, esta espécie é de baixo
custo, facil manuseio e apresenta importantes caracteristicas cromossdmicas (2n=16 e
cromossomos de grande tamanho), o que facilita a avaliacdo de danos cromossomicos e
distrbios no ciclo de divisdo celular (GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et
al., 2006).

O ensaio de aberracGes cromossdémicas em A. cepa tem sido considerado um eficiente
teste na avaliacdo dos efeitos de poluentes ambientais (RANK; NIELSEN, 1993; COTELLE
et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2006; LEME; MARIN-MORALES, 2007; CARITA;
MARIN-MORALES, 2008; LEME et al., 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009), e tem se
destacado entre a bateria de testes recomendada para avaliacdo de agentes genotdxicos
(MATEUCA et al., 2006). Usando o ensaio de aberragdes cromossdmicas em A. cepa, Carita
e Marin-Morales (2008) mostraram a mutagenicidade de determinadas concentracdes de
efluentes industriais contaminados pelo corante BDCP, quando associado a outros poluentes
presentes na agua de um rio.

O surgimento de novas técnicas de coloracdo cromossdmica, aplicadas com sucesso
em cromossomos de plantas (MUKAI et al., 1992; JIANG et al., 1993; TUNA et al., 2004),
possibilita uma analise mais detalhada da organizacéo estrutural dos cromossomos do que as
técnicas convencionais de coloracdo (ROWLAND, 1981; KIM et al., 2002). A coloracdo com
0 nitrato de prata vem sendo utilizada para identificar os possiveis sitios ativos da RON, em
diferentes espécies vegetais (MURRAY et al., 1992; CARVALHO; GUERRA, 2002). A
posicdo das RONs auxilia na melhor compreensdo dos eventos de alteracbes cromossomicas
que se estabeleceram em cada caridtipo.

De maneira geral, sabe-se que os azocorantes e os produtos de seu metabolismo tém
potencialidade de causar sérios danos aos organismos a eles expostos. Nesse sentido, o
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presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos
de diferentes concentra¢Ges do azocorante BDCP, antes e apés tratamento de biodegradacéo
pela levedura Candida viswanathii. A avaliagdo dos efeitos celulares foi feita por meio da
técnica citogenética de coloracdo convencional (teste de aberracbes cromossémicas e
nucleares) e por bandamento AgRON, em células de raizes de A. cepa, expostas as diferentes
concentracdes do corante e do produto obtido pela biorremediacdo do corante pela levedura

C. viswanathii.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados ensaios com o corante comercial preto (BDCP), que é um azocorante
composto por 3 corantes (UMBUZEIRO et al., 2005), pertencentes ao grupo dos nitro-
aminoazobenzenos: C.I. Disperse Blue 373 (Cy;H2:BrNgOg; CAS n° 51868-46-3), C.I.
Disperse Violet 93 (CigH19BrNgOs; CAS n° 268221-71-2) e C.I. Disperse Orange 37
(C17H15CI;N50,; CAS n° 13301-61-6).

Para avaliacdo dos efeitos tdxicos, genotdxicos e mutagénicos do corante, foram
utilizadas duas concentracbes do azocorante (200 pg/L e 50 pg/L), preparadas sempre
imediatamente antes da realizacdo dos experimentos. As referidas concentracdes foram
determinadas por meio de testes-piloto, a partir de sucessivas diluicbes de uma solucéo de 100
mg/L do corante comercial BDCP em &gua ultrapura, a fim de possibilitar uma aplicacdo
viavel das técnicas citogenéticas utilizadas nesse estudo (coloracdo convencional e
bandamento AgRON), antes e ap6s tratamento de biodegradacéo por leveduras.

As concentracdes testadas neste estudo estdo proximas das doses dos componentes do
corante comercial preto, encontradas nas amostras ambientais, obtidas em coletas de amostras
de 4gua de um rio que recebe efluente de uma industria de processamento téxtil, estudadas por
Oliveira et al. (2007) (concentracGes de 57,9 ug/L de C.1. Disperse Blue 373 e 316 pg/L de
C.l. Disperse Orange 37 nas amostras de efluente bruto e concentragcdes de 67 pg/L de C.I.
Disperse Blue 373 e 126 pg/L de C.1. Disperse Orange 37 nas de efluente tratado. Os autores
nédo determinaram a concentracdo do C.I. Disperse Violet 93).

Como organismo-teste, foram utilizadas sementes de A. cepa (Asparaginales:
Alliaceae) de uma unica variedade (Baia-Perciforme), constituindo um material biologico
geneticamente e fisiologicamente homogéneo e de facil aquisicdo em todos os periodos do
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ano. Essas caracteristicas evitam diferentes respostas nas vérias fases de execucles
experimentais, assegurando os resultados obtidos nas diversas repeticoes.

Os experimentos de biodegradacdo do corante comercial preto foram realizados com
leveduras da espécie C. wisvanathii, em meio de cultura liquido Sabouraud (2,0 g de peptona;
8,0 g de glicose; 4,0 g de extrato de malte e 200 mL de agua destilada). Os microorganismos
foram previamente incubados em estufa a 28 °C, por 3 dias. Posteriormente, foram realizados
0s testes em tubos de ensaios esterilizados, onde o volume final de cada tubo foi de 10 mL,
COmo segue:

- Testes Branco: Branco 1: 8,0 mL de meio de cultura + 2,0 mL de &gua destilada; Branco 2:
8,0 mL de meio de cultura + suspensao de leveduras + 2,0 ml de agua destilada.

- Testes com o corante comercial preto: Concentracdo de 50 pg/L: 8,0 mL de meio de cultura
+ suspensdo de leveduras + 1,5 mL de &gua destilada + 0,5 mL do da solucdo estoque de 100
mg/L do azocorante; Concentracdo de 200 pg/L: 8,0 mL de meio de cultura + suspensao de
leveduras + 2,0 mL da solucdo estoque de 100 mg/L do azocorante.

Apo6s uma nova incubacdo dos microorganismos em estufa a 28 °C, por mais 4 dias
(periodo em que os microorganismos atingiram um crescimento 6timo), os tubos foram
levados a autoclave a 1 atm, por um periodo de 10 minutos. Imediatamente apds a
autoclavagem, foram realizados os ensaios de germinacdo das sementes de A. cepa. Todos 0s
experimentos foram realizados em duplicata.

Sementes de A. cepa foram germinadas em temperatura ambiente (21 + 4 °C), em
placas de Petri cobertas com papel de filtro embebido em agua ultrapura. Quando as raizes
atingiram, aproximadamente, 1,5 cm de comprimento (aproximadamente 5 dias apds o inicio
dos experimentos de germinacdo), elas foram transferidas para placas de Petri cobertas com
papel de filtro, contendo, separadamente, as concentragdes de 200 pg/L e 50 pg/L do corante
comercial preto e as mesmas concentracbes apds terem passado pelo tratamento de
biodegradacao por leveduras. Os testes controle negativo (dgua ultrapura, branco 1 e branco
2) e positivo (9 x 10° M de metilmetanosulfonato) (MMS, Sigma-Aldrich, CAS 66-27-3)
permaneceram nessas placas por um periodo de 20 horas. Transcorrido este periodo, foram
coletadas algumas raizes de cada placa de Petri, sendo que o restante delas foi transferido para
placas recobertas com papel de filtro embebido em agua ultrapura, para um tratamento de

recuperacdo por um periodo de 48 horas. ApOs novas coletas, as raizes remanescentes
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permaneceram nas placas por mais 24 horas, para um tratamento de recuperacdo de 72 horas,
quando novas coletas de raizes foram realizadas.

As raizes coletadas no tratamento de 20 horas e nos tratamentos de recuperacdo de 48
e 72 horas foram fixadas em solugdo de Carnoy (Alcool-Acido Acético 3:1 — v/v) por 18
horas, em T.A. Em seguida, estas raizes foram transferidas para uma nova solucdo de Carnoy,
onde foram conservadas, em refrigerador, até sua utilizacdo para a confeccdo de laminas de
coloragdo convencional (ensaio de aberragfes cromossomicas e nucleares) e de bandamento
AgRON.

Para o ensaio de coloracdo convencional (ensaio de aberracBes cromossémicas e
nucleares), as raizes fixadas foram coradas pela reacdo de Feulgen, como descrito por Feulgen
e Rossenbeck, apud Mello e Vidal (1978). Depois da coloragdo com o reativo de Schiff, as
regides meristematicas das raizes foram seccionadas e cobertas com laminula e, levemente,
esmagadas em uma gota de solucdo de carmim acético a 2%. A remocdo das laminulas
ocorreu em nitrogénio liquido e a montagem das laminas foi feita em resina sintética
(Mounting Media, Permount®, Fisher Scientific). Todas as laminas foram analisadas em
microscopio de luz, sendo contabilizados os varios tipos de alteracbes nas células
meristematicas de A. cepa. As aberra¢fes cromossdmicas e nucleares (ACN), consideradas
endpoints de genotoxicidade, foram: perdas cromossémicas, aderéncias cromossémicas, C-
metafases, pontes cromossémicas, multipolaridades, poliploidias, brotos nucleares e células
binucleadas. Alteragdes consideradas como endpoints de mutagenicidade foram as células
portadoras de microndcleos e de quebras cromossémicas (MN/Q). Dentro de outra categoria
(endpoint de citotoxicidade), foram consideradas as células em processo de morte celular,
como células apoptoéticas e necréticas (AP/NE). O indice Mitético (IM), ou seja, a relagio do
ndmero de células em divisdo sobre o total de células analisadas, foi mais uma categoria
analisada, também indicativa de citotoxicidade. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata, contabilizando um total de 10.000 células por concentracéo testada e por tratamento
(20, 48 e 72 horas), sendo 500 células por lamina, compreendendo um total de 20 laminas (10
laminas para cada bateria de experimentos). A analise estatistica foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis (VIEIRA, 2004), aceitando a probabilidade de 0,05 para indicar um efeito
significativo.

Foram confeccionadas laminas das regides ndo meristematicas das raizes de A. cepa,
por meio do protocolo descrito por Ma et al. (1995), a fim de que fossem verificadas as
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frequéncias de MN nas células da regido F;. Para o preparo dessas laminas, as raizes foram
coradas como descrito anteriormente (reacdo de Feulgen). As regides ndo meristematicas
foram seccionadas em laminas, cobertas com laminula e, cuidadosamente, esmagadas em uma
gota de solucdo de carmim acético a 2 %. As laminulas foram removidas em nitrogénio
liquido e as laminas montadas em resina sintética, para a posterior analise em microscopio de
luz. Todos estes experimentos foram realizados em duplicata, contabilizando um total de
2.000 células por concentracao testada e por tratamento (20, 48 e 72 horas), sendo 200 células
por lamina, compreendendo um total de 10 laminas (5 laminas para cada bateria de
experimentos). A andlise estatistica também foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis
(VIEIRA, 2004), aceitando a probabilidade de 0,05 para indicar um efeito significativo.

Para a confeccdo das laminas de bandamento AgRON, foi realizado um tratamento
prévio dos meristemas radiculares em solucdo enzimética de celulase/pectinase (2:20 — v/v),
por 60 minutos, seguido por um banho de 2 minutos em &gua destilada. Estes meristemas
foram cobertos com laminula e, suavemente, esmagados em uma gota de solucdo de acido
acético a 45%. As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas deixadas para
secar. Os experimentos de bandamento AgRON foram realizados de acordo com o protocolo
descrito por Hizume et al. (1980). As laminas foram, em seguida, montadas em resina
sintética e analisadas em microscépio de luz. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata, sendo avaliadas qualitativamente as alteracfes presentes nas células interfésicas,
comparando os diferentes testes e tratamentos entre si.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise do indice mitotico (IM), foi possivel observar que o corante BDCP néo
apresentou citotoxicidade no tratamento de 20 h, mas teve os indices alterados apds o0s
periodos de recuperacdo de 48 e 72h. Estes resultados sugerem que o corante deve se
acumular na célula e ter uma agdo toxica tardiamente manifestada, por isso observado com
mais evidéncia apos os periodos de recuperacao (Tabela 1).

Os I.M. das celulas meristematicas de A. cepa, submetidas aos testes com o0 azocorante
comercial BDCP biodegradado pela levedura, mostram uma reducéo significativa dos valores
para o teste de 20 h e para os testes de recuperacdo de 48 e 72 h, em relagéo ao controle
negativo (agua ultrapura) (Tabela 1). Os testes realizados com o meio de cultura (branco 1)
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mostraram reducdo significativa dos IM, o que sugere uma toxicidade do préprio meio, que
pode ser, inclusive, responsavel pelos resultados significativos observados para os testes
realizados com o corante degradado pela levedura e com meio de cultura associado as
leveduras (branco 2), conforme pode ser visto na Tabela 1. Os resultados dos tratamentos de
recuperagdo por 72 h com o corante biodegradado reforcam a indicacdo de uma agéo
citotoxica tardia do corante, ou dos seus metabolitos, sobre as células. Esta afirmacédo baseia-
se no fato da cultura associada a levedura, neste tratamento de 72 h, apresentar seus indices
normalizados, enquanto que os tratamentos com as duas concentragdes do corante
apresentaram valores que diferiram, significativamente, do controle negativo (Tabela 1). Estes
resultados também indicam que as leveduras degradaram os componentes quimicos do meio,
produzindo metabdlitos que podem estar associados com a ac¢do citotoxica do produto sobre o
organismo teste utilizado.

Alteracdes no IM podem interferir no crescimento e no desenvolvimento de
organismos expostos a um agente, sendo um importante pardmetro para estudos de
toxicologia ambiental. Segundo Fernandes et al. (2007), a acdo citotoxica de uma dada
substancia pode ser determinada pela capacidade da mesma aumentar ou diminuir os .M. dos
organismos expostos. Os menores .M. foram observados nos testes com o azocorante sem
biodegradacdo por leveduras, para os tratamentos de recuperacdo, especialmente na
concentracdo de 50 pg/L, demonstrando, como ja citado, que o0 corante continua a agir nas
células, mesmo apds cessar a exposicao a ele.

As significativas freqliéncias de células necroticas, observadas em todos os testes com
0 azocorante, no tratamento de 20 horas, bem como a alta e significativa freqliéncia de células
apoptdticas, observada no teste com a maior concentragdo do azocorante biodegradada por
leveduras (Tabela 2; Figura 1), demonstram que este quimico e seus metaboélitos séo
altamente citotoxicos as celulas meristematicas de A. cepa. Segundo Mello et al. (2001) e
Kaioumova et al. (2001), a perturbacdo de células por agentes quimicos pode levar a uma
sequéncia complexa de eventos que podem resultar em morte celular, dos tipos apoptotica ou
necrotica. De acordo com Majno e Joris (1995) e Huppertz et al. (1999), a caracterizacdo de
células apoptdticas e necréticas podem ser baseadas na morfologia celular. Os referidos
autores afirmam que, durante o processo necrético, as celulas primeiramente incham, a
membrana plasmatica se rompe, e as células sao rapidamente lisadas; enquanto que, durante o
processo apoptotico, as células primeiramente se reduzem e depois seus nucleos se
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condensam, sendo, finalmente, desintegrados em corpos apoptéticos. As diferentes
morfologias celulares verificadas no organismo-teste de A. cepa, que estdo intimamente
associadas a eventos caracteristicos de morte celular, tais como a vacuolizacdo citoplasmatica,
no caso da necrose, e a fragmentacdo nuclear, no caso da apoptose, podem ser visualizadas na
Figura 1. A partir das analises do presente estudo, foi possivel observar varias etapas de
fragmentacdo nuclear, caracterizada desde a formacdo de pequenos brotos nucleares e
microndcleos, até a completa fragmentacdo do material genético da célula afetada. Estes
eventos devem estar intimamente relacionados com a propria acdo do azocorante e de seus
metabolitos sobre o material genético da célula, na inducdo de morte celular do tipo
apoptotica (Figura 2). Segundo Duke et al (1996), um importante papel da morte celular
induzida por agentes quimicos fisicos ou bioldgicos, independentemente de ser apoptética ou
necrdtica, é a eliminacdo de células que se tornaram malignas ou que iriam influenciar
negativamente a manutencdo da normalidade metabdlica do organismo. Porém, esta
eliminacdo celular, sem a devida reposicdo das células afetadas, pode comprometer a
viabilidade do organismo, pelo nimero insuficiente de células para desempenhar cada uma
das funcgdes organicas necessarias para a manutencao do individuo.

A reducdo nas frequéncias de morte celular, verificada apds os tratamentos de
recuperacdo, indica que, apos a eliminacdo das células mortas e a normalizacdo das condigdes
ambientais das células, vai havendo uma tendéncia de diminuicdo dos processos de morte
celular, principalmente observado para os tratamentos de recuperacdo de 72 h realizados com
0 corante biodegradado pela levedura (Tabela 2 a 4). Porém, estes valores, quando
comparados com o controle negativo, ainda apresentam diferencas estatisticamente
significativas, indicando que a acdo destas substancias persiste, enquanto elas estiverem
presentes no interior das celulas ainda vivas. A tendéncia de decréscimo nos valores de morte
pode estar associada a continuidade de divisao celular que ocorre nas células que foram pouco
afetadas, o que, apds alguns ciclos de diviséo, pode levar a uma normalizacdo da viabilidade
celular.

Como exposto, a recuperacdo dos efeitos citotdxicos (morte celular) ndo se mostrou
totalmente eficiente, uma vez que o teste com a menor concentracdo do azocorante
biodegradado pela leveduras, tratamento de 48 horas (Tabela 3), induziu um aumento
significativo de células apoptéticas, demonstrando que o corante BDCP foi persistente e teve
uma acao citotoxica continua nas condi¢des experimentais estabelecidas neste trabalho.
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As células meristematicas de A. cepa, expostas aos diferentes testes e tratamentos com
0 azocorante, sempre exibiram frequéncias de ACN maiores que as encontradas nos testes
controle negativo, embora nem todas as anormalidades registradas tenham exibido indices
significaticamente diferentes (Tabelas 2 a 4). As frequéncias significativas de ACN,
observadas no presente estudo, comprovam a genotoxicidade do corante BDCP, corroborando
estudos realizados por Carita e Marin-Morales (2008), que observaram inducdo de aberracdes
cromossOmicas sobre o organismo-teste A. cepa, proporcionadas pela acdo deste corante e de
outros poluentes presentes em amostras de aguas de um rio que recebe efluentes industriais,
inclusive de uma inddstria téxtil. As maiores e significativas freqiiéncias de ACN, observadas
nos testes com o0 azocorante biodegradado pela levedura (tratamento de 20 horas) (Tabela 2),
indicam que 0s metabdlitos gerados pela biodegradacdo do corante sdo mais genotdxicos que
0 proprio azocorante, além de ter sido também observado que os maiores danos foram
registrados para a maior concentracdo testada (L+A200). Segundo Ramalho et al. (2002),
algumas leveduras do género Candida sdo capazes de reduzirem compostos como 0s
azocorantes, pela clivagem de suas ligagfes azo, tendo como consequéncia a producdo de
aminas aromaticas. Estas aminas apresentam um potencial toxico para as células (CHUNG;
CERNIGLIA, 1992), pela capacidade que possuem em interagir com o material genético,
fragmentando-o, formando adutos e afetando os processos de replicacdo e reparo do DNA
(LEVINE, 1991; STIBOROVA, 1992; ARLT etal., 2002; UMBUZEIRO et al., 2005).

Ap0s os tratamentos de recuperacdo, foi observada uma reducdo nas freqiiéncias de
ACN, para todos os testes realizados com o azocorante (Tabelas 3 e 4), 0 que indica que a
acao genotdxica, principalmente observada para os metabdlitos do corante BDCP, tende a
decrescer, quando as células deixam de ser expostas a estas substancias. Pelos baixos indices
mitéticos (IM) registrados, apds os periodos de recuperagdo, podemos inferir que esta
diminuicdo das freqiiéncias de ACN pode estar relacionada com a diminuicdo dos indices
mitoticos registrados para estes mesmaos ensaios.

Pelas analises realizadas com célula meristematicas submetidas ao tratamento de 20
horas (Tabela 2), ficou evidente que quanto maior a concentracdo do azocorante testada, mais
tipos de ACN apareceram em frequéncias significativas. Além disso, no presente estudo, o
teste realizado com a maior concentracdo do azocorante biodegradado pelas leveduras
proporcionou frequéncias significativas de quase todos os tipos de ACN, tais como perdas
cromossémicas, aderéncias cromossdmicas, brotos nucleares, C-metéafases, poliploidias
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interfasicas, células multipolares e binucleadas, o que indica uma agdo genotoxica mais
evidente para esta concentragdo tratada por estes microorganismos. Enquanto as perdas de
material genético na profase parecem ser um tipo de ACN mais associadas a acdo do
azocorante original (sem biodegradacgéo), as frequéncias significativas de brotos nucleares,
células interfasicas polipléides e ceélulas binucleadas nos testes com o azocorante
biodegradado por leveduras, sugerem que esses tipos de danos genotdxicos sao,
preferencialmente, induzidos pelos metabdlitos do azocorante. Portanto, é importante destacar
que os metabdlitos, resultantes da clivagem do corante pelas leveduras, mostraram uma
potencialidade maior de promover danos genotdxicos na fase de intérfase do ciclo celular.

No tratamento de 20 h, foi observada, nos testes com o azocorante sem biodegradacéo
por leveduras, a presenca de perdas de material genético, em freqliéncias significativas, na
fase de profase. J& nas fases de metafase, anafase e tel6fase, foi observada, em freqliéncias
significativas, a presenca de perdas cromossdmicas para a maior concentracao do azocorante,
tanto na presenca como na auséncia de biodegradacdo por leveduras (Tabela 2). Estes dados
sugerem uma acao aneugénica do azocorante e dos metabdlitos originados pela degradagéo do
BDCP. Essas perdas de material genético podem, ainda, ser responsaveis pela presenca dos
micronucleos registrados para as células interfasicas, que, possivelmente, seriam geracoes
celulares subseqlientes aquelas que sofreram a a¢do genotdxica aneugénica.

Foi observada a presenca de anafases multipolares em freqliéncias significativas nas
células meristematicas de A. cepa expostas ao teste com a maior concentracdo do azocorante
biodegradado por leveduras (tratamentos de 20 e 48 horas) (Tabelas 2 e 3). Estas alteracdes
sdo, segundo Fernandes et al. (2009), resultantes da acdo de substancias aneugénicas, que
impedem a polimerizacdo dos fusos mitéticos, levando a célula a poliploidizagdo. Segundo
estes autores, uma substancia com acdo aneugénica promove a desorganizagdo dos fusos
mitoticos, mas ndo interfere na organizacdo dos centros organizadores de microtdbulos
(COM). Desta forma, as células se poliploidizam e os COM se duplicam. Em uma diviséo
celular subsequente, se houver a normalizagdo das condigdes ambientais, vai haver uma
divisdo cromossémica com formacgdo de mais de 2 polos estabelecidos. Os cromossomos vao
migrar, aleatoriamente, para os varios polos instituidos na célula, caracterizando as anafases
multipolares.

Os brotos celulares foram observados em frequéncias significativas para todos o0s
testes e tratamentos com 0 azocorante na presenca de leveduras (Tabelas 2 a 4), Segundo
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Fernandes et al. (2007), as poliploidias séo consideradas eventos de amplificacdo do material
genético. Este material genético amplificado pode ser eliminado do nucleo, gerando brotos
nucleares no inicio do processo e, posteriormente, micronucleos e micro células. Desta forma,
a presenca de brotos nucleares ¢ uma forte evidéncia de acdo aneugénica do azocorante,
principalmente, dos seus metabolitos, o que corrobora os resultados anteriormente observados
e descritos para esta acdo do produto.

A presenca de C-metéfases em freqliéncias significativas para a maior concentracao do
azocorante na presenca e na auséncia de leveduras, para o tratamento de 20 horas (Tabela 2),
indica que tanto o azocorante como 0s seus metabdlitos podem impedir a formacédo do fuso
mitotico. Estes dados confirmam a acdo aneugénica ja discutida anteriormente. A presenca
dessa anormalidade pode explicar, ainda, as significativas freqiéncias de células metafasicas
polipldides, nas raizes expostas aos testes com o azocorante sem leveduras, e de células
poliploides interfasicas e binucleadas, observadas nas raizes expostas aos testes com o
azocorante tratado com leveduras (Tabela 2), corroborando estudos de Fiskesjo (1985),
Odeigah et al. (1997) e Krisch-Volders et al. (2002), que afirmam que células polipléides e
células binucleadas podem ser originadas de ACN do tipo C-metéfases.

As aderéncias e as perdas cromossdmicas foram verificadas em todos os testes e
tratamentos com 0 azocorante, na presenca e na auséncia da biodegradacdo (Tabelas 2 a 4).
De acordo com Tirkoglu (2007), as aderéncias cromossomicas podem levar a um
comprometimento drastico na célula, muitas vezes de caréater irreversivel, o que pode leva-la a
morte. Giacomelli (1999) e Marcano et al. (2004) afirmam que as aderéncias cromossdmicas
podem originar pontes cromossdmicas, alteracfes essas que foram observadas em nosso
estudo, porém em valores quase sempre ndo significativos (Tabelas 2 a 4). Este resultado,
talvez esteja relacionado com o alto comprometimento celular promovido pelas aderéncias, o
que induziu a uma maior incidéncia de mortes celular do que de pontes cromossdmicas.

A presenca de MN/Q em células meristematicas, e de MN em células F; (regido nao
meristematica) das raizes de A. cepa, verificada ap6s exposicdo aos diferentes testes e
tratamentos com 0 azocorante, comprovou a mutagenicidade do corante comercial preto e de
seus subprodutos derivados de metabolizacdo (Tabelas 2 a 5). Segundo Chung e Cerniglia
(1992), os azocorantes e seus metabdlitos possuem um alto potencial mutagénico para as
celulas de diferentes organismos. As freqliéncias significativas de MN registradas para 0s
testes com a menor concentracdo do azocorante sem leveduras e para a maior concentragao do
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azocorante na presenca de leveduras, para o tratamento de 20 horas, bem como nos testes com
a maior concentracdo do azocorante sem leveduras, para os tratamentos de 20, 48, mostraram
que o azocorante BDCP e seus metabolitos sdo mutagénicos nessas concentracdes e
tratamentos. No entanto, os maiores valores registrados para o conjunto de alteragfes do tipo
MN/Q foram observados nos testes sem leveduras (Tabelas 2 a 4), o que mostra que o
azocorante original é mais potencialmente mutagénicos que os metabdlitos formados na
degradacéo pelas leveduras. A presenca de quebras cromossdmicas sugere que 0 azocorante e
seus subprodutos tém também acdo direta sobre o DNA, caracterizando entdo um potencial
clastogénico para estes produtos. Apesar de terem sido registradas, neste trabalho, a presenca
de quebras cromossomicas (Tabelas 2 a 4), esses danos s6 foram significativos para a maior
concentragdo do corante ndo tratado com leveduras, no tratamento de 72 horas (Tabela 4).
Sendo assim, a acdo mutagénica do corante deve-se, principalmente, a alta e significativa
frequéncia de MN. O decréscimo significativo nas freqiiéncias de MN/Q, apds os tratamentos
de recuperacdo (Tabelas 3 e 4), sugere que a acdo mutagénica desse quimico e de seus
subprodutos cessem, a0 menos em parte, quando a exposicao ao corante é interrompida.

De acordo com Ribeiro (2003), MN presentes em células F; podem ser resultantes de
danos ndo reparados ou reparados de maneira incompleta nas células parentais. Leme e
Marin-Morales (2007) mostraram que células meristematicas de A. cepa, portadoras de ACN,
podem derivar em células F; portadoras de micronucleos. Assim, os registros de altos e
significativos valores de MN em células F; (Tabela 5) expostas aos testes com o0 azocorantes
antes e apos tratamento de biodegradacdo com levedura, sdo concordantes com os dados
anteriormente descritos nesse estudo, que mostraram a potencialidade mutagénica tanto do
azocorante como de seus metabdlitos. Os resultados significativos de MN registrados para as
células F; de A. cepa, em todos os tratamentos e testes realizados, indicam uma acéo
mutagénica cumulativa do corante comercial preto BDCP, sobre as células expostas.

Pela analise geral de todas as anormalidades celulares registradas neste trabalho
(ACN, MN/Q e AP/NE), para o tratamento de 20 horas (Tabelas 2; Figura 3), foi possivel
observar que o0s metabdlitos do BDCP, decorrente da degradacdo pela levedura C.
viswanathii, apresentam um potencial toxico maior que o proprio BDCP, apesar de ambos
terem induzido todos os tipos de alteracdes celulares. Esses dados s@o concordantes com as
citacOes de Kunz et al. (2002), Kammradt (2004) e Ramalho (2005), que afirmaram que o0s
produtos gerados pela degradacdo microbiana sdo mais perigosos aos organismos e a0 meio
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ambiente que o composto original, devido a sua maior potencialidade téxica, mutagénica e
carcinogénica. Além disso, observou-se, no tratamento de 20 horas, que, quanto maior a
concentragdo do azocorante testado, maiores sdo as freqiiéncias de células danificadas,
havendo, entdo, uma relacdo positiva de dose-resposta do azocorante para 0 organismo-teste
A. cepa (Tabela 2; Figura 3). A reducdo significativa na frequéncia total de células alteradas,
apos os tratamentos de recuperacao, especialmente de 72 horas (Tabela 4; Figura 3), indica
que os meristemas de A. cepa tém a possibilidade de se recuperar dos danos induzidos tanto
pelo azocorante como pelos seus metabolitos.

Pelos ensaios de bandamento cromossémico com AgRON, foi verificado que, apds a
exposicdo das células meristematicas de A. cepa aos testes e tratamentos com o azocorante,
todos as células micronucleadas apresentaram seus microntcleos com presenca de regido
organizadora de nucléolo. Estas células, porém, apresentaram seu nucleo principal isento
destas regides, 0 que podemos inferir que as mortes celulares observadas neste estudo possam
estar também relacionadas com esta auséncia de RONs no nucleo principal. Estes nucleos
seriam ineficientes para a sintese de RNAr, producéo de ribossomos e sintese protéica, o que,
certamente, levaria a um comprometimento sério das atividades celulares, decorrendo em

processo de morte celular.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que o BDCP (Black Dye Commercial Product), antes e apés
tratamento de biodegradacdo com a levedura C. viswanathii, apresentou efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos, por induzir alteracfes nos indices mitoticos, morte celular,
alteragBes cromossdmicas e nucleares, micronucleos e quebras cromossdmicas nas células do
organismo-teste A. cepa.

O azocorante BDCP mostrou ser mais toxico apés sofrer biodegradacao por leveduras.
Houve uma relacdo positiva de dose-resposta do organismo-teste A. cepa, ja que as maiores
freqliéncias de células danificadas foram observadas para a maior concentragdo biodegradada
pelos microorganismos.

Foi registrada uma alta potencialidade dos metabdlitos do azocorante em induzir a

formacéo de células apoptoticas.
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O tratamento de recuperagdo de 72 horas foi eficiente para reduzir a frequéncia total
de células meristematicas de A. cepa, alteradas pela agdo do azocorante e de seus subprodutos,
mas ndo foi eficiente para minimizar a freqiiéncia de microndcleos nas células F;, para a
maior concentracdo do azocorante BDCP. Estes dados mostram que os danos mutagénicos

podem ser fixados nas células e acarretar um comprometimento do organismo.
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Figura 1. Danos citotoxicos observados nas células meristematicas das raizes de Allium
cepa submetidas ao corante comercial BDCP (Black Dye Commercial Product), apos

tratamento com leveduras.
A. Células em necrose; B. Células em apoptose.
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Figura 2. Diferentes morfologias, associadas ao processo de morte celular do tipo
apoptatico, observadas nas células meristematicas das raizes de Allium cepa submetidas
ao corante comercial BDCP (Black Dye Commercial Product), ap6s tratamento com
leveduras.

A-B. Formacdao de pequenos brotos nucleares; C-D. Excesso de micronucleos e fragmentacgédo
do material genético; E-F. Alta fragmentacdo do material genético.
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Figura 3. Frequéncia total de células portadoras de alteracbes (ACN+MN/Q+AP/NE),
antes e ap0s os tratamentos de recuperagao.

2 Significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05), de acordo com o teste Kruskal-Wallis.
¢ Significativamente diferente do tratamento de 20 horas (p < 0,05), de acordo com o teste Kruskal-Wallis.
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“CITOTOXICIDADE, GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO
AZOCORANTE BDCP (BLACK DYE COMMERCIAL PRODUCT) SOBRE
CELULAS DE Allium cepa, ANTES E APOS TRATAMENTO DE BIODEGRADAQAO
PELO FUNGO BASIDIOMICETO Phanerochaete chrysosporium”

RESUMO

Foram avaliados os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de duas
concentragdes (50 e 200 pg/L) de um azocorante comercial preto (BDCP - Black Dye
Commercial Product), antes e apds biodegradacdo pelo fungo Phanerochaete chrysosporium,
usando a técnica citogenética de coloracdo convencional e de bandamento AGRON em células
de A. cepa. Foram registradas freqliéncias significativas de diminuigdo de indices mitéticos;
analisadas as frequiéncias de células em processo de morte, de aberra¢fes cromossémicas, de
micronucleos, de quebras cromossdmicas e de varia¢do no nimero de nucléolos em células de
Allium cepa expostas ao corante, antes e ap6s biodegradacdo fingica. A maior concentracdo
testada do BDCP (200ug/L) apresentou um potencial citotdxico mais evidente, quando
biodegradado pelo microorganismo Phanerochaete chrysosporium. A diminuicdo
significativa na frequéncia de células meristeméticas danificadas, apés o tratamento de
recuperagdo de 72 horas, para 0s ensaios realizados com a concentragdo de 50 pg/L
biodegradada pelo fungo, indica que o azocorante, nesta concentracdo, ndo tem efeito
acumulativo sobre as células de A. cepa. Pelos resultados observados para a maior
concentracdo biodegradada do azocorante, podemos inferir que os metabdlitos, derivados da
acdo fangica desta concentracdo, sdo altamente toxicos para o organismo-teste A. cepa.

Palavras-chave: Allium cepa, aberracbes cromossdmicas, bandamento AgRON, azocorante

BDCP, metabdlitos de azocorante, biodegradag¢do por microrganismo.
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INTRODUCAO

Os azocorantes, compostos quimicos caracterizados por um ou mais grupamentos azo
(~N=N-) ligados a sistemas aromaticos, constituem uma das principais classes de poluentes
ambientais, e perfaz um total de 60 a 70% de todos os corantes utilizados no mundo
(ZOLLINGER, 1987; HOUK, 1992; CARLIELL et al., 1995). A emissdo destes azocorantes
no ambiente pode interferir esteticamente no meio, por colorir ambientes aquaticos naturais,
mesmo em baixas concentracdes, além de causar outros impactos negativos aos organismos,
devido a toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, tanto pelos efeitos do proprio
corante como pelos produtos de sua biotransformacdo (CLARKE; ANLIKER, 1980; REID et
al. 1984; ROSENKRANZ; KLOPMAN, 1989; ROSENKRANZ; KLOPMAN, 1990;
CHUNG; CERNIGLIA, 1992; CHUNG; STEVENS, 1993; KAMMRADT, 2004;
UMBUZEIRO et al., 2005; TSUBQY et al., 2007).

Estudos com diferentes organismos tém associado o aparecimento de alteracdes
celulares e genéticas a exposicdo aos azocorantes. Rajaguru et al. (1999) demonstraram que o
corante Direct Red 2 é capaz de induzir a formacdo de microndcleos em células de medula
Ossea de ratos, dados estes corroborados por Matsuoka et al. (2001), que mostraram que
alguns azocorantes, alem de serem capazes de originar micronicleos em hamsters, também
induziram ndcleos multilobulados e células binucleadas nestes organismos. Estudos
realizados por Tsuda et al. (2000) com varios azocorantes, apontam que estes corantes
induzem a fragmentacdo do DNA de células de diferentes 6rgdos de ratos. Avaliacdes feitas
por Al-Sabti (2000) comprovaram a mutagenicidade do corante Chlorotriazine Reactive Azo
Red 120, pela inducdo de altas taxas de micronlcleos em eritrocitos de peixes. Fonseca
(2006) mostrou que muitos azocorantes provocam alteragdes morfologicas em protozoarios da
espécie Tetrahymena pyriformis. A mutagenicidade do corante comercial preto (BDCP —
Black Dye Commercial Product) foi comprovada por meio de bioensaios realizados com
Salmonella (UMBUZEIRO et al., 2005) e com Allium cepa (CARITA; MARIN-MORALES,
2008) e a sua carcinogenicidade foi comprovada pelos experimentos de inducgdo de criptas
aberrantes em ratos (ALVES DE LIMA et al., 2007).

Para diminuir ou neutralizar os problemas de contaminacdo por azocorantes, ha uma
grande necessidade de que os efluentes téxteis sejam eficazmente tratados, antes de serem
liberados aos corpos aquaticos. Uma metodologia que pode constituir um bom instrumento de
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despoluicdo da agua € a técnica de degradacdo bioldgica. Porém, para o sucesso e eficiéncia
do uso de técnicas de biodegradacéo, é preciso avaliar quais microorganismos sdo, realmente,
eficientes para degradar e remover, completamente, os corantes (MARTINS et al., 2001;
KUNZ et al., 2002). Um dos microorganismos mais utilizados para biodegradar poluentes
recalcitrantes, como 0s azocorantes, € o fungo Phanerochaete chrysosporium (CRIPPS et al.,
1990; SPADARO et al., 1992; GOSZCZYNSKI et al., 1994; AZMI et al., 1998; MARTINS
et al., 2001; WESENBERG et al., 2003; CAMPOS, 2004). Esta espécie produz enzimas
lignoliticas extracelulares, que tém sido associadas a degradacdo de azocorantes. Um dos
mecanismos utilizados pelo P. chrysosporium para degradar os azocorantes é a clivagem
redutiva das ligacGes azo destes compostos quimicos (JESUS, 2005). No entanto, as vias
bioguimicas envolvidas nos processos de biodegradacdo por este fungo ainda ndo estdo
completamente esclarecidas (MARTINS et al., 2001; WESENBERG et al., 2003; ZHAO et
al., 2006).

Ensaios citogenéticos sdo Uteis para identificar os efeitos perigosos de substancias
quimicas em diferentes concentracfes e tempos de exposi¢cdo, sendo importantes testes para
avaliar a influéncia de diferentes poluentes ambientais sobre os organismos (RAO, 1989; DE
SERRES, 1992). Um dos organismos-teste que tem se mostrado muito eficiente para estudos
de toxicologia ambiental, envolvendo o uso de testes citogenéticos, é a espécie Allium cepa.
Os ensaios de aberragfes cromossdmicas com A. cepa tém sido considerados uma eficiente
ferramenta de avaliacdo de poluentes aquaticos (GRANT, 1982; CONSTANTIN; OWENS,
1982; SHARMA, 1983; FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; GRANT, 1994, 1999;
COTELLE et al., 1999; MATSUMOTO et al., 2006; MIGID et al., 2007; FERNANDES et
al., 2007; FERNANDES et al., 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2008; CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; LEME et al., 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009), tendo merecido
especial destaque entre os testes recomendados para avaliacdo de agentes genotOxicos
(MATEUCA et al., 2006). A mutagenicidade de determinadas concentracfes de amostras
ambientais, derivadas de efluentes industriais contaminados pelo corante comercial preto
BDCP (Black Dye Commercial Product) e outros poluentes, foi comprovada por Carita e
Marin-Morales (2008), por meio do ensaio de aberracdes cromossdémicas em A. cepa.

A coloragdo com o nitrato de prata € uma técnica de coloragdo cromossdmica que
pode ser utilizada para identificar o namero de nucléolos e os possiveis sitios ativos da RON
em diferentes espécies vegetais (MURRAY et al., 1992; CARVALHO; GUERRA, 2002). A
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posicdo das RONSs auxilia na melhor compreensdo dos eventos de altera¢cBes cromossémicas
que se estabeleceram em cada cariotipo. Arkhipchuk e Garanko (2002) tem utilizado a técnica
de bandamento AGRON em A. cepa, para avaliacdo de poluentes ambientais, por meio da
analise da quantidade e do volume de nucléolos por célula. Cavas e Ergene-Gozikara (2003)
indicaram que mudangas na quantidade de nucléolos sdo importantes parametros a serem
usados na avaliacdo de efeitos genotdxicos de poluentes aquaticos.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar o potencial de inducdo de danos
citotoxicos, genotéxicos e mutagénicos do corante comercial BDCP, antes e apo0s
biodegradacdo pelo fungo Phanerochaete chrysosporium, usando as técnicas citogenéticas de

coloracdo convencional e impregnacdo por nitrato de prata, em células radiculares de A. cepa.

MATERIAL E METODOS

Foi avaliado neste trabalho o efeito celular do azocorante BDCP, que é um corante
comercial composto por 3 corantes pertencentes ao grupo dos nitro-aminoazobenzenos: C.I.
Disperse Blue 373 (Cy1H21BrNgOs; CAS n° 51868-46-3), C.I. Disperse Violet 93
(C1gH19BrNgOs; CAS n° 268221-71-2) e C.1. Disperse Orange 37 (C17H15CI2NsO,; CAS n°
13301-61-6) (UMBUZEIRO et al., 2005).

No presente estudo, foram avaliadas duas concentragfes do BDCP (200 upg/L e 50
Mg/L), determinadas previamente por testes-piloto e obtidas ap6s a realizagdo de sucessivas
diluicBes do produto comercial em agua ultrapura.

Como organismo-teste, foram utilizadas sementes de A. cepa (Asparaginales:
Alliaceae) de uma Unica variedade (baia periforme), ou seja, geneticamente e fisiologicamente
homogéneas, a fim de evitar diferentes respostas nas varias fases de execucdes experimentais

O tratamento de biodegradacdo do corante comercial preto foi feito com o fungo P.
chrysosporium, em meio de cultura liquida Sabouraud. Os microorganismos foram
previamente incubados em estufa a 28 °C, por 3 dias. Em seguida, foram realizados os testes
de biodegradacdo, em duplicata, em tubos de ensaios esterilizados, onde o volume final de
cada tubo foi de 10 mL, como descrito a seguir:

- Testes Controle:

CN (Controle Negativo): 10 mL de agua ultrapura;
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Testes Branco: Branco 1: 8,0 mL de meio de cultura + 2,0 mL de &gua destilada; Branco 2:
8,0 mL de meio de cultura + uma alca de fungos + 2,0 ml de &dgua destilada;

CP (Controle Positivo): 10 mL de 9 x 10° M de metilmetanosulfonato — MMS, Sigma-
Aldrich, CAS 66-27-3.

- Testes com o corante comercial preto:

Concentracdo de 50 pg/L: 8,0 mL de meio de cultura + uma al¢a de fungos + 1,5 mL de agua
destilada + 0,5 mL do da solucdo estoque de 100 mg/L do azocorante; Concentracdo de 200
pg/L: 8,0 mL de meio de cultura + uma alga de fungos + 2,0 mL da solugéo estoque de 100
mg/L do azocorante.

Foi realizada uma nova incubacdo dos microorganismos, em estufa, por mais 4 dias
(periodo em que os microorganismos atingiram um crescimento 6timo), na temperatura de
28 °C. Posteriormente, os tubos foram levados a autoclave a 1 atm, por 10 minutos. Apos
obtencdo das amostras das concentracdes do corante biorremediadas, foram realizados, em
duplicata, os ensaios de germinacdo das sementes de A. cepa.

A germinacao das sementes de A. cepa ocorreu em placas de Petri cobertas com papel
de filtro embebido em agua ultrapura, temperatura ambiente de 21 + 4 °C. Quando as raizes
atingiram, cerca de 1,5 cm de comprimento (5 dias ap6s o inicio dos experimentos), elas
foram transferidas para outras placas de Petri contendo as concentracfes de 200 pg/L e 50
Mg/L do azocorante (amostras com e sem tratamento de biodegradacdo por fungos) e com 0s
testes controle negativo (CN, branco 1 e branco 2) e positivo (CP), permanecendo,
separadamente, nessas placas por um periodo de 20 horas. Apds este periodo, foram coletadas
algumas raizes de cada uma das placas. O restante das raizes foi transferido para placas
contendo agua ultrapura, para um tratamento de recuperacgao por um periodo de 48 e 72 horas,
quando novas coletas de raizes foram realizadas, para cada um dos periodos de recuperacéo.

Todas as raizes coletadas (no tratamento de 20 horas e nos tratamentos de recuperacao
de 48 e 72 horas) foram fixadas em solucio de Carnoy (Alcool-Acido Acético 3:1 — v/v) por
18 horas, em T.A. Apds esse periodo, estas raizes foram transferidas para uma nova solugdo
de Carnoy, onde foram conservadas em refrigerador, até a sua utilizacdo na confec¢do das
laminas de coloragcdo convencional (ensaio de aberragcGes cromossdémicas e nucleares) e de
bandamento AgRON.

Para o ensaio de coloragdo convencional (ensaio de aberragbes cromossomicas e
nucleares), as raizes fixadas foram coradas pela reagdo de Feulgen, como descrito por Feulgen

150



e Rossenbeck, apud Mello e Vidal (1978). Apo6s a coloragcdo com o reativo de Schiff, as
regibes meristematicas das raizes foram cobertas com laminula e, suavemente, esmagadas em
uma gota de solucdo de carmim acetico a 2%. A remocdo das laminulas ocorreu em
nitrogénio liquido e a montagem das laminas foi feita em resina sintética (Mounting Media,
Permount®, Fisher Scientific). As laminas foram, entdo, analisadas em microscopia de luz,
sendo visualizados varios tipos de alteracdes nas células meristematicas de A. cepa. Dentre as
alteracGes celulares observadas, as perdas de material genético, aderéncias cromossémicas, C-
metafases, pontes cromossémicas, multipolaridades, poliploidias, brotos nucleares e células
binucleadas foram agrupadas na categoria de aberracdes cromossémicas e nucleares (ACN),
sendo consideradas como um endpoint de genotoxicidade. Os micronucleos e as quebras
cromossdmicas (MN/Q) foram avaliados separadamente das ACN, sendo considerados como
um endpoint de mutagenicidade. As células apoptoticas e necrdticas (AP/NE) foram
agrupadas em outra categoria, consideradas como um endpoint de citotoxicidade. O indice
Mitotico (IM), ou seja, a relacdo do numero de células em divisdo sobre o total de células
analisadas, foi mais um pardmetro analisado, também indicativo de citotoxicidade. Todos 0s
experimentos foram realizados em duplicata, contabilizando um total de 10.000 células por
concentracdo testada e por tratamento (20, 48 e 72 horas), sendo 500 células por lamina,
compreendendo um total de 20 lIaminas (10 laminas para cada repeticéo).

Foram confeccionadas laminas das regides ndo meristematicas das raizes de A. cepa,
retirando cerca de 1 mm acima da regido meristematica radicular, para analisar as freqiiéncias
de MN em células F;, seguindo o protocolo descrito por Ma et al. (1995). Para o preparo
dessas laminas, as raizes foram coradas pela reacdo de Feulgen, as regiGes ndo meristematicas
foram cortadas, cobertas com laminula e esmagadas, suavemente, em uma gota de solucdo de
carmim acético a 2 %. As laminulas foram removidas em nitrogénio liquido e as laminas
montadas em resina sintética. Todos estes experimentos foram realizados em duplicata,
contabilizando um total de 2.000 células por concentracédo testada e por tratamento (20, 48 e
72 horas), sendo 200 células por lamina, compreendendo um total de 10 l&minas (5 lIaminas
para cada bateria de experimentos).

Para confeccionar as laminas destinadas a técnica de impregnacéo por nitrato de prata,
foi feito um tratamento prévio dos meristemas radiculares em solucdo enzimatica de
celulase/pectinase (2:20 — v/v), por 60 minutos, seguido de um banho de 2 minutos em agua
destilada. Os experimentos de bandamento AgRON foram realizados de acordo com o

151



(ltige #

protocolo descrito por Hizume et al. (1980). As laminas foram montadas em resina sintética e
analisadas em microscopio de luz. Foi quantificado o numero de nucléolos por célula,
comparando os diferentes testes e tratamentos. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e foi contabilizado um total de 10.000 celulas por concentracdo testada e por
tratamento (20, 48 e 72 horas), sendo 500 células por ldamina, compreendendo um total de 20
laminas (10 laminas para cada repeticao).

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis ou teste H
(VIEIRA, 2004), aceitando a probabilidade de 0,05 para indicar um efeito significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um método muito utilizado para a andlise da citotoxicidade de substancias quimicas
em estudos de toxicologia ambiental € a andlise da variacdo dos indices mitoticos (IM). Uma
substancia toxica pode alterar os IM dos organismos a ela expostos, e, com isso, alterar a
fisiologia normal deste organismo. Se os IM forem diminuidos significativamente, o
organismo pode apresentar problemas de crescimento e/ou de regeneracdo, enquanto que, se
os indices forem aumentados de forma acentuada, pode também desencadear processos de
tumorizacdo, caracterizando um grande comprometimento para 0 organismo como um todo
(SMAKA-KINCL ET AL., 1997; MARCANO ET AL., 2004). Desta forma, a anélise do 1M,
segundo Fernandes et al. (2007), é uma importante ferramenta para a avalia¢do da acao toxica
de poluentes ambientais sobre 0s organismos a eles expostos.

ExposicOes de A.cepa a duas concentracdes do azocorante BDCP, antes e apés
biodegradacdo pelo fungo P. chrysosporium, mostraram que, para o tratamento de 20 h, o
azocorante ndo se apresentou citotéxico para o organismo teste utilizado. Contudo, foram
observadas freguiéncias significativas de alteracdes no IM para as células tratadas com o0 meio
de cultura, com e sem o fungo (branco 1 e 2 — Tabela 1) e com as duas concentracfes do
corante biodegradado pelo fungo, quando comparados com os resultados do controle
negativo. Embora os resultados encontrados para o tratamento de 20 h com o corante
biodegradado tenha sido significativo, em relacdo ao controle, atribuimos esta diferenca ao
préprio meio de cultura, pois os resultados registrados para 0 meio e para 0s testes com o
corante biodegradado foram semelhantes, o que é um forte indicativo da citotoxicidade do
proprio meio de cultura (Tabela 1). Todos os resultados obtidos para os ensaios de
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recuperacdo (48 h e 72 h) indicam que tanto o azocorante como 0s metabdlitos formados pela
degradacdo pelo fungo apresentam-se citotoxicos para as células meristematicas de A. cepa
(Tabela 1). As freqliéncias observadas para os tratamentos de recupera¢do com 0 azocorante
biodegradado foram maiores que as dos testes com o meio de cultura, mostrando um efeito
adicional dos metabdlitos. Estes resultados, de acordo com a discussao acima, indicam uma
citotoxicidade tanto do azocorante como dos metabdlitos derivados da degradacdo flngica
sobre as células de A.cepa. Possivelmente, estes compostos, quando dentro das células,
passam ainda por outras biotransformacdes, que convertem estas substancias em compostos
ainda mais potentes na toxicidade, o que confere um efeito citotoxico adicional para a célula.

Outro parametro que pode ser utilizado para avaliar a citotoxicidade de poluentes
ambientais é a andlise das freqliéncias de morte celular decorrente da exposicdo de
organismos a compostos quimicos. As frequéncias significativas de células necroticas,
observadas nos testes com o azocorante biodegradado, tratamento de 20 horas (Tabela 2),
demonstram que este quimico e, principalmente, seus metabolitos sdo altamente tdxicos para
as células meristematicas de A. cepa. Estes dados de citotoxicidade sdo concordantes com 0s
resultados de IM, comprovando assim a acdo citotoxica do corante, apds recuperagdo e
biodegradacao.

Além disso, as altas e significativas frequéncias de células apoptoticas, verificadas
para os tratamentos de 20 e 72 horas com a maior concentragdo do azocorante, apos
biodegradacdo pelo fungo, demonstram que, nestas condi¢Bes, 0 azocorante teve uma agéo
citotoxica maior sobre o organismo-teste, promovendo danos ainda mais sérios que 0S
observados pela exposicao ao produto original (Tabelas 2, 3 e 4).

Duke et al. (1996) afirmaram que a morte celular tem um papel importante na
eliminacdo de células malignas ou que perderam a fun¢do no organismo. Assim, podemos
inferir que a inducdo de morte celular, apds a exposi¢cdo do organismo-teste A. cepa aos
subprodutos da biodegradacdo da concentracdo mais alta do BDCP, tem um efeito positivo
sobre o organismo, pois estaria eliminando as células que, eventualmente, poderiam
inviabilizar o individuo como um todo, dando entdo a possibilidade destas células alteradas
serem substituidas por células metabolicamente mais eficientes. Adicionalmente, a reducéo
nas frequiéncias de morte celular, constatada apés a aplicacdo dos tratamentos de recuperacéo
(Tabelas 3 e 4), com excegdo do teste com a concentracdo de 200 pg/L biodegradada pelo
fungos (tratamento de 72 horas), indica que o azocorante ndo é acumulativo na célula e pode
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ter a sua acao neutralizada, quando o organismo deixa de se expor a este quimico, como
observado nos testes com menor concentragdo testada tanto do azocorante como de seus
metabolitos e pela maior concentragdo nao biodegradada pelo fungos.

As significativas freqiiéncias de ACN, observadas nas células meristematicas de A.
cepa expostas aos diferentes testes e tratamentos com o azocorante (Tabelas 2 a 4),
demonstram que o BDCP é potencialmente genotdxico para este organismo-teste. Estes
resultados corroboram os estudos realizados por Caritda e Marin-Morales (2008), que
verificaram a inducdo de aberracdes cromossdmicas em células de A. cepa expostas a amostra
de agua de um rio receptor de efluente de uma industria téxtil que utilizava o mesmo corante
comercial preto estudado no presente estudo. As maiores e significativas freqiéncias de ACN
observadas neste trabalho, para todos os tratamentos realizados com o azocorante
biodegradado (Tabelas 2 a 4) indicam que os produtos da degradacdo do corante pelo P.
chrysosporium sdo mais genotoxicos que 0 proprio azocorante, sendo que 0s maiores danos
foram proporcionados pela maior concentracdo testada. De acordo com Cripps et al. (1990) e
Wesenberg et al. (2003), o P. chrysosporium é a espécie de fungo mais utilizada na
degradacdo de azocorantes, pois possui enzimas lignoliticas extracelulares associadas a
clivagem redutiva da ligacdo azo desses compostos quimicos. No entanto, Chung e Cerniglia
(1992); Bell et al. (2000), afirmam que a quebra da referida ligacdo quimica produz aminas
aromaticas, substdncias estas, em sua maioria, altamente toxicas as células. Alem disso,
estudos realizados por Zhao et al. (2006) mostraram que a degradacdo de azocorantes por
fungos basidiomicetos também pode se dar por diferentes mecanismos oxidativos, que
formam, inclusive, outros produtos além das aminas aromaticas, que sdo potencialmente
toxicos para as células. Todos esses produtos de degradacdo tém potencial genotdxico ou até
mutagénico, pois podem reagir com a molécula de DNA, danificando-a (BARTSCH, 1981;
ARLT et al., 2002) e impedindo que ocorra a duplicacdo e o reparo do material genético
durante a intérfase (LEVINE, 1991).

As freqliéncias de ACN, registradas nos testes com o azocorante e seus metabolitos,
embora significativas para todos os tratamentos em relagéo ao controle negativo, mostraram
um potencial decréscimo da acdo do corante, ap0s 0s tratamentos de recuperacdo de 48 e 72 h
(Tabelas 3 e 4). Esta diminui¢do dos indices de ACN pode ser devido a uma diminuicdo na

concentracdo do corante dentro da célula, apds o periodo de recuperacdo, ou ainda a uma
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eliminacdo (morte) das células afetadas pelo corante, onde as células sadias acabam por
recuperar o tecido injuriado.

Foram observados varios tipos de ACN induzidas pelo azocorante e seus metabdlitos,
sendo que as maiores frequéncias registradas foram para 0s ensaios ap0s exposicdo a maior
concentragdo do corante biodegradado pelo fungo, o que comprovou uma relacdo positiva de
dose-resposta para os efeitos genotdxicos destes compostos (Tabelas 2 a 4).

De maneira geral, foi observado para o tratamento de 20 horas, concentracdo de 200
Mg/L do corante biodegradado, freqiiéncias significativas de quase todos os tipos de ACN,
como perdas, pontes e aderéncias cromossémicas, brotos nucleares, c-metafases, células
poliploides, células multipolares e binucleadas (Tabela 2), 0 que comprovou uma acao
genotdxica bastante evidente para os metabdlitos do azocorante testado. Enquanto os valores
significativos de perdas de material genético na préfase parecem ser um dos tipos de ACN
mais associado a acdo do azocorante original, os brotos nucleares, as células poliploides,
multipolares e binucleadas sdo as ACN, preferencialmente, induzidas pelos produtos
derivados da biodegradagdo do corante pelo fungo. Estas alteragfes foram observadas em
todos os tratamentos realizados (Tabelas 2 a 4), inclusive exibindo freqiéncias significativas,
até mesmo apos o tratamento de recuperacdo de 48 horas em agua ultrapura (Tabela 3).

Além de poliploidias, brotos nucleares e células binucleadas, observadas nos
tratamentos de 20 e 48 horas com a concentragdo de 200 pg/L do corante biodegradado
(Tabelas 2 e 3), as frequéncias significativas de perdas cromossémicas, observadas no
tratamento de 20 horas com a concentracdo de 200 pg/L, com e sem biodegradacdo (Tabela
2), sugerem gue o corante BDCP e seus metabolitos tém acdo sobre os fusos mitdticos das
células. A presenca destas células polipldides e das perdas cromossdmicas, segundo
Fernandes et al. (2007, 2009), sdo decorrentes de exposi¢Oes celulares a compostos
aneugénicos, que atuam sobre as tubulinas dos fusos mitoticos, impedindo a sua perfeita
polimerizacdo. Desta forma, a placa metafasica ndo se estabelece e tampouco ocorre a
segregacdo cromossomica correta para os polos das células (FISKESJO, 1985 e 1993). Como
as substancias aneugénicas agem com maior eficiéncia sobre os microtibulos provisorios
(fusos mitdticos) e ndo sobre os microtubulos do centro organizador de microtdbulos (COM),
podera haver uma duplicacdo dos COM sem haver a divisdo do nucleo da célula. Esta
paralisacdo em metéfase leva a formacdo de células polipldides, conforme descrito por
Fernandes et al., 2007 e 2009. Ainda segundo estes autores, se houver a interrupgdo da
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exposicdo celular ao agente aneugénico, as divisdes subseqlientes poderdo acontecer
normalmente. Porém, como ja foram estabelecidos mais de dois COMs, 0s cromossomos
poderdo migrar para mais de dois pélos, caracterizando alterac6es celulares do tipo anafases
multipolares.

Como foi observado nos diversos testes realizados, os metabolitos do azocorante
apresentam uma acdo genotdxica, que atribuimos a uma provavel presenca de aminas
aromaticas e de nitroanilinas formadas no processo de biodegradacdo fungica, substancias
estas que devem ter uma acao microtubulo despolimerizante (a¢cdo aneugénica), o que confere
um efeito ainda mais danoso a estes subprodutos, quando comparados com o efeito do préprio
corante.

A presenca de c-metafases em freqliéncias significativas para a maior concentracao do
azocorante biodegradado e ndo biodegradado por fungos, tratamento de 20 horas (Tabela 2),
também indica uma acdo aneugénica, tanto do azocorante como dos seus metabdlitos. A
presenca dessa anormalidade pode explicar, ainda, as significativas frequiéncias de células
metafésicas polipléides induzidas pelo azocorante e de células polipléides e binucleadas,
observadas nas raizes expostas aos testes com o azocorante biodegradado (Tabela 2). Estes
dados corroboram estudos de Fiskesjo (1985), Odeigah et al. (1997) e Krisch-Volders et al.
(2002), que afirmam que células polipldides e células binucleadas podem ser originadas de
ACN do tipo c-metéfases.

Segundo Fernandes et al (2007), brotos nucleares podem ser causados por eventos de
poliploidizacdo, por apresentar material genético excedente ao conteddo normal de um nucleo
dipléide. O material excedente pode ter uma migracdo continua, até que ele seja
completamente expulso do nucleo, formando, no citoplasma, os microndcleos. A expulséo de
material genético excedente foi também observada em linfocitos humanos por Leach e
Jackson-Cook (2004).

No tratamento de 20 horas, antes e ap6s degradacdo por fungos, houve uma indugéo
significativa de células com aderéncias cromossdmicas (Tabela 2). Estas alteracGes sao
decorrentes de uma ndo migracdo cromossémica para 0s polos da célula, o que promove o
estacionamento da divisdo celular em metafase e uma continua condensacdo dos seus
cromossomos. Segundo Marcano et al. (2004) e Turkoglu (2007), as aderéncias podem

conferir danos drasticos as células, muitas vezes de carater irreversiveis, levando-as a
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processos de morte, como o0 observado nas analises realizadas com o azocorante e 0S
metabdlitos de degradacdo do BDCP (Tabelas 2 a 4).

Ja as pontes cromossdmicas, observadas nos testes com 0 azocorante, tanto na
presenca de fungo como na auséncia dele (Tabelas 2 a 4), podem ser resultantes de aderéncias
cromossdmicas, conforme descrito por Giacomelli (1999) e Marcano et al. (2004), ou de
terminagdes cromossdmicas coesivas ou rearranjos estruturais (FISKESJO, 1993).

A mutagenicidade do azocorante e dos produtos gerados pela degradacdo deste
composto quimico pelos fungos da espécie P. chrysosporium foi demonstrada pela presenca
de MN/Q, em células meristematicas, e de MN nas células F; das raizes de A. cepa expostas
ao azocorante (Tabelas 2 a 5). As frequéncias significativas de MN/Q observadas nas células
meristematicas expostas ao teste com a concentracao de 50 pg/L do azocorante (tratamento de
20 horas), aos testes com concentracdo de 200 pg/L do azocorante (tratamentos de 20, 48 e 72
horas) e ao teste com a concentracdo de 200 pg/L do azocorante biodegradada por fungos
(tratamento de 72 horas) mostram que 0 azocorante e seus metabolitos sdo mutagénicos
nessas concentragdes e tratamentos, tendo sido verificados que os maiores efeitos
mutagénicos foram causados pelo préprio azocorante e ndo pelos metabdlitos formados pela
degradacdo fungica (Tabelas 2 a 4). Houve uma reducdo significativa nas freqiiéncias de
MN/Q das células expostas a concentracdo de 50 pg/L, antes e apds biodegradacdo pelo
fungo, para os tratamentos de recuperacdo de 48 e de 72 horas, 0 que sugere que esse quimico
e seus subprodutos, nessa concentracdo, podem ter sua acdo mutagénica diminuida, apés a
interrupcdo da exposicdo das raizes de A. cepa a sua acdo (Tabelas 3 e 4). Entretanto, a
presenca significativa de micronucleos e de quebras cromossdmicas, observada nas células
meristematicas de A. cepa expostas a concentracdo mais alta do azocorante biodegradado,
apos o tratamento de 72 horas (Tabela 4), indica que, apesar de ter sido interrompida a
exposicdo das raizes de A. cepa ao azocorante, houve, para esta concentracdo, uma agao
mutagénica aumentada, tanto do corante como dos seus metabolitos.

Leme e Marin-Morales (2008) afirmam que células meristeméaticas de A. cepa
portadoras de ACN podem progredir para células F; (ndo meristeméticas) micronucleadas.
Segundo Ribeiro (2003), as células micronucleadas séo resultantes de danos ocorridos nas
celulas parentais, que foram reparados erradamente ou mesmo nao reparados pelas células.
Portanto, a presenca de frequéncias significativas de MN em células F;, observada apos
exposicao das raizes de A. cepa aos testes com 0 azocorante, antes e ap6s biodegradacdo por
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fungos, confirmam os resultados anteriores da acdo genotdxica e mutagénica do BDCP e dos
produtos gerados pela sua biodegradagdo por P. chrysosporium (Tabela 5). Tratamentos de
recuperacdo de 48 horas foram eficientes para reduzir as freqiiéncias de MN nas células F,
apos exposicdo das mesmas a concentragcdo de 50 pg/L. O tratamento de recuperagédo de 72
horas mostrou-se, para esta concentracdo, igualmente eficaz na promocao de decréscimos
significativos das frequéncias de MN (Tabela 5). Por outro lado, em todos os tratamentos,
houve a permanéncia de altos e significativos valores de MN nas células F; expostas a
concentragdo de 200 pg/L (Tabela 5), demonstrando uma acumulativa e forte acéo
mutagénica dessa concentracdo do azocorante, mesmo quando as condi¢cdes normais de
exposicdo das raizes foram restauradas. A dosagem de 200 pg/L, utilizada neste estudo, €
considerada bastante proxima as verificadas em amostras ambientais estudadas por Oliveira et
al. (2007).

Analisando os resultados referentes ao total de anormalidades celulares (ACN, MN/Q
e AP/NE) exibido pelas células meristematicas de A. cepa, apds exposicao das raizes ao
azocorante, antes e apds biodegradacao por fungos, tratamento de 20 horas (Tabela 2; Figura
1), pbde-se constatar que, quanto maior a concentracdo do corante BDCP maior é o seu
potencial citotoxico, caracterizando uma relacdo positiva de dose-resposta do organismo-teste
A. cepa. Também foi observado que o corante apresenta uma maior toxicidade quando passa
por processo de biodegradacdo pelo fungo P. chrysosporium, comprovando que os produtos
da biodegradacdo do azocorante, provavelmente as aminas aromaticas e as nitroanilinas,
causam danos mais drasticos ao organismo do que o composto quimico original. A
diminuicdo significativa de alteracdes celulares, apds o tratamento de recuperacdo de 72
horas, na freqliéncia total de células meristeméticas danificadas, ap6s biodegradacdo do
azocorante pelo fungo, para a concentracdo de 50 pg/L (Tabela 4), indica que o corante ndo
mantém seu potencial toxico para as células, quando sdo restabelecidas as condi¢cdes normais
de exposicdo das raizes em agua. O mesmo ndo se pode afirmar com relacdo aos danos
provocados pela concentragéo biodegradada de 200 pg/L, pois foram verificadas freqiiéncias
significativas de anormalidades celulares nos tratamentos de 20 e 72 horas (Tabelas 2 e 4),
indicando que os produtos da biodegradacao dessa concentracdo do azocorante sdo altamente
toxicos ao organismo-teste. Esses resultados sdo concordantes com as citacbes de Chung
(1983), Cripps et al. (1990), Chung e Cerniglia (1992), Bell et al., (2000) e Ramalho (2005),
que afirmaram que os produtos gerados pela degradacdo microbiana de azocorantes podem
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causar efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos sobre organismos expostos, podendo ser
até mais perigosos que o0 proprio azocorante.

As grandes variagdes no numero e no tamanho dos nucléolos das células
meristematicas de A. cepa expostas ao azocorante, antes e apos tratamento de biodegradacéo
fangica (Tabelas 6 a 8), demonstram a genotoxicidade tanto do corante como de seus
metabolitos. Estes dados sdo concordantes com as citacBes de Arkhipchuk et al. (2000) e
Cavas e Ergene-Gozikara (2003), que mostraram uma variagcdo no nimero de nucléolos em
células de plantas e animais associada a acdo genotdxica de poluentes ambientais. A variacao
no numero de nucléolos das células meristematicas de A. cepa, ap0s exposicao das raizes ao
azocorante, tratamento de 20 horas, (Tabela 6), mostraram que a concentra¢ao de 200 pg/L do
azocorante biodegradado foi genotdxica, pois foi observado um aumento significativo de
células com seis nucléolos, além de induzir também células com sete nucléolos. Os efeitos do
azocorante sobre as células a ele expostas foi significativamente maior para a maior
concentracdo testada, ap6s passar pela biodegradacdo pelo fungo P. chrysosporium (Tabela
6).

Se por um lado, os tratamentos de recuperacdo de 48 e 72 horas se mostraram
eficientes na minimizacdo dos danos genotdxicos causados pelos metabdlitos derivados da
biodegradacdo do azocorante pelo fungo basidiomiceto P. chrysosporium, por exibirem
menores freqiéncias de células com 5, 6 e 7 nucléolos (Tabelas 7 e 8), os tratamentos de
recuperacdo ndo apresentaram eficicia para reduzir os danos genotdxicos provocados pelo
corante ndo biodegradado. Foi verificado um aumento significativo de células com 5
nucléolos, para os dois tratamentos de recuperacdo, um aumento significativo de células com
6 nucléolos para o tratamento de 48 horas, a persisténcia de células com 7 nucléolos para os
dois tratamentos de 48 e 72 horas, bem como a presenca de células com 8 nucléolos, apds o
tratamento de 72 horas realizado com a concentracdo de 50 pg/L do azocorante (Tabelas 7 e
8).

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o corante comercial preto BDCP, tanto antes como
apos biorremediacdo pelo fungo P. chrysosporium, é potencialmente citotoxico, genotoxico e
mutagénico para 0 organismo-teste A. cepa, pois provocou alteragdes nos indices mitoticos,

159



induziu morte celular por necrose e apoptose, causou variagdo no numero de nucléolos por
ceélula, aberracbes cromossdmicas e nucleares, bem como microndcleos e quebras
cromossémicas.

Pelos estudos realizados, pode-se comprovar que 0 azocorante apresenta um maior
potencial tdxico as células de A. cepa, quando biodegradado pelo fungo P. chrysosporium,
corroborando estudos ja realizados anteriormente com outros microorganismos (bactérias
heterotréficas e a levedura Candida viswanathii), o que comprova que a biodegradacdo deste
azocorante produz metabdlitos potencialmente mais toxicos que o préprio azocorante BDCP.

Os tratamentos de recuperacédo foram eficientes para reduzir os danos induzidos pelo
corante original e para a concentracdo de 50 pg/L biodegradada pelo fungo, porém, no caso
da concentracdo de 200 pg/L biodegradada pelos fungos basidiomicetos, nem o tratamento de
recuperacdo de 72 horas demonstrou eficacia para minimizar as alteragcbes cromossémicas e
celulares registradas no tratamento de 20h. Estes resultados indicam que o descarte de
azocorante no meio ambiente caracteriza-se em um impacto ambiental bastante
comprometedor, tendo em vista os riscos diretos e indiretos que eles podem promover sobre

toda a biota relacionada aos locais impactados.
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Figura 1. Frequéncia total de células portadoras de alteracbes (ACN+MN/Q+AP/NE),
para os tratamentos de 20 h e de recuperagéo por 48 e 72 h.

2 Significativamente diferente do controle negativo (p < 0,05), de acordo com o teste Kruskal-Wallis.
¢ Significativamente diferente do tratamento de 20 horas (p < 0,05), de acordo com o teste Kruskal-Wallis.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

- Todas as concentragdes testadas do corante comercial BDCP (1, 10 100 e 1000 pg/L)
apresentaram efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos para o organismo-teste de A.
cepa.

- Foi verificado que o0 azocorante estudado possui acdo aneugeénica, pela presencga de
aberracGes cromossdmicas decorrentes de alteragdes nas estruturas citoplasmaticas, como, por
exemplo, nos microtibulos. O corante também exibiu uma acdo clastogénica, comprovada
pela presenca de aberracGes cromossdmicas do tipo quebras cromossdémicas.

- As teécnicas de bandamentos cromossémicos e de hibridacdo in situ fluorescente
(FISH) trouxeram informagcdes adicionais sobre 0 modo de ac¢do do corante sobre as células
do organismo-teste Allium cepa. Pela aplicacdo da técnica de bandamento AgNOR, foram
observadas variacGes no numero de nucléolos, o que pode estar relacionado com a potencial
inducdo de poliploidizacdo do corante, confirmando, assim, a acdo aneugénica do mesmo. As
demais técnicas aplicadas, como bandamentos C, fluorocromos base-especificos e a técnica de
FISH, mostraram-se eficientes na deteccdo de sitios cromossdmicos mais susceptiveis as
quebras, 0 que péde confirmar a acdo aneugénica do azocorante. Estas técnicas se mostraram
eficientes na analise de alteracbes cromossomicas, esclarecendo, muitas vezes, os resultados
obtidos com a técnica citogenética de coloragdo convencional. Por esta razdo, podemos inferir
que a aplicacdo das técnicas de bandamentos cromossémicos e de FISH, adicionalmente a
técnica de citogenética convencional, pode se caracterizar em importante ferramenta na
avaliacdo de comprometimentos ambientais por poluentes diversos. A aplicacdo conjunta
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dessas técnicas proporciona resultados mais precisos e detalhados do potencial genotdxico e
mutagénico de poluentes, completando assim os tradicionais ensaios de aberragdes
cromossémicas.

- Por este estudo foi constatado que, quando o corante BDCP passa por tratamento de
biodegradacdo por microrganismos (pool de bactérias heterotroficas, leveduras da espécie C.
viswanathii; e o fungo P. chrysosporium), sua potencialidade toxica aumenta, 0 que comprova
que a biodegradacdo deste azocorante produz metabdlitos potencialmente mais toxicos que o
préprio azocorante, provavelmente decorrentes da clivagem das ligacGes azo.

- Quanto a genotoxicidade, os metabdlitos do azocorante BDCP, independentemente
do microrganismo utilizado para a biodegradacdo, parecem ser semelhantes (mesmo grupo
quimico), pois induziram os mesmos efeitos genotéxicos sobre o organismo teste.

- Quanto aos efeitos citotoxicos, os metabolitos produzidos pela biodegradacdo dos
diferentes microrganismos apresentaram efeitos diferentes entre si. Assim, cada
microrganismo deve produzir metabdlitos intermediarios diferentes, adicionalmente aqueles
de acdo genotdxica, o que confere a acdo citotoxica especifica para cada um deles. Foi
observado que a levedura C. viswanathii e o fungo basidiomiceto induziram freqiiéncias
significativas de células apoptoéticas, enquanto que as bactérias induziram apenas frequéncias
significativas de células necroticas. Dessa maneira, podemos inferir que as vias de degradacéo
do azocorante pelas leveduras e fungos parecem ser similares entre si, porém diferentes das
promovidas pelas bactérias heterotroficas.

- Apesar dos tratamentos de recuperacdo terem reduzido as fregiiéncias de danos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos em quase todos 0s ensaios realizados com o
azocorante, os efeitos provocados por ele ndo foram totalmente eliminados, apds a
normalizagéo das condicOes de exposi¢do do organismo teste.

- Contaminacdes por corantes do tipo azo podem caracterizar um grande perigo para
0S organismos expostos, pois além de serem tdxicos pelas suas proprias propriedades
quimicas, podem se transformar em compostos ainda mais toxicos pela sua metabolizag¢éo por
microrganismos presentes no ambiente.

- Por todo o exposto, podemos afirmar que existe uma necessidade eminente de se
avaliar a efetividade de tratamentos biologicos de efluentes industriais, pois, muitas vezes, 0s

produtos da biodegradagédo séo ainda mais detrimentais para o ambiente, pela alta toxicidade
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dos metabolitos produzidos durante os proprios processos de biodegradacdo, como foi

observado nos resultados desse estudo.
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