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Resumo

O setor industrial, em constante expansdo, gera, diariamente, residuos com elevado
potencial toxico ao ambiente. Nesse contexto, a industria téxtil apresenta grande impacto
poluidor para a hidrosfera, devido aos compostos e processos quimicos utilizados na
coloracdo de tecidos. A literatura mostra que ndo ha eficiéncia na remocao desses compostos,
tanto por parte das fabricas, como em EstacGes de Tratamento de Agua (ETASs) para o
abastecimento humano. Pelo contrario, o processo de descontaminacdo pode tornar corantes
do grupo azo, por exemplo, ainda mais tdxicos. Portanto, a poluicdo ambiental por essa classe
de corantes vem sendo alvo de inUmeros estudos para a caracterizacdo quimica e toxicoldgica,
sobretudo dos subprodutos e intermediarios gerados, dentre os quais os 2-fenilbenzotraiz6is
ndo clorados (non-Cl PBTA). Dentre eles, o non-Cl PBTA-9 tem recebido especial atencéo
por ser derivado do corante Disperse Violet 93, que tem sido detectado em maior quantidade
nos corpos fluviais sob influéncia de atividades téxteis. Com base nesse cenario, o presente
estudo objetivou investigar o potencial toxicogenémico do non-Cl PBTA-9 em camundongos.
Foram testadas trés concentra¢fes do composto, 5, 50 e 500 pg/kg p.c., administradas aos
animais por via gastrica (gavage) em dose Unica. Foram analisadas as frequéncias de
micronucleo em células de medula 6ssea, o nivel de danos primarios no DNA em células do
sangue, figado e célon, além do padrdo de expressdo dos genes TP53, CYP1Al, NAT2 e
CDKNI1A e histologia do figado. Os resultados mostraram que o non-Cl PBTA-9 apresentou
efeito genotoxico em células do sangue periférico e do figado na dose de 500 pg/kg p.c, além
de ser genotoxico nas doses de 5, 50 e 500 pg/kg em células do célon. O efeito mutagénico
em células da medula 6ssea foi observado apenas nas doses de 5 e 50 pg/kg p.c e ndo foi
encontrada nenhuma alteracdo histoldgica e na expressdo génica no figado. Diantes desses
achados pode-se concluir que o non-CI-PBTA-9, subproduto do corante azo DV93, mesmo
em baixas concentragdes, foi genotdxico e mutagénico, sugerindo que a contaminagdo da

agua por esse composto pode ser prejudicial ao meio ambiente e a satide humana.

Palavras-chaves: corante téxtil, 2-fenilbenzotriazol, polui¢do hidrica, mutagénese ambiental



Abstract

The constantly expanding industrial sector has been generating residues with high
toxic potential to the environment. The textile industry has a heavily impact, polluting the
hydrosphere due to chemical processes used. Literature shows that even after effluent
treatment, toxic compounds are still present in the wastewater and in rivers. Moreover, the
water decontamination can make some dyes compounds even more toxics. Currently,
environmental pollution caused by azo dyes, their byproducts and intermediates, has been
widely investigated. In this sense, the non-chlorinated 2-phenilbenzotriazole 9 (non-Cl PBTA
9) has received attention because it is derived from the dye Disperse Violet 93, which is
detected in high quantity in surface waters under influence of textile activities. Thus, the aim
of this study was to investigate the toxicogenomic potential of acute exposure to the non-
chlorinated PBTA-9 in mice. The three doses tested (5, 50 and 500 pg/kg body weight) of the
compound were orally (gavage) administered to the animals. Micronucleus frequency in bone
marrow cells, primary DNA damage in blood, liver and colon cells, and gene (TP53,
CYP1A1, NAT2 and CDKN1A) expression profiling in liver cells were analyzed. The results
showed that the non-ClI PBTA 9 was genotoxic in blood and liver cells at the highest dose
(500 pg/kg b.w.) and at doses of 5, 50 and 500 pg/kg b.w. in colon cells. Mutagenic effect in
bone marrow cells was observed at 5 and 50 ug/kg b.w.. No histological alterations and gene
expression modulation were detected in liver. In conclusion, the data showed that the non-Cl
PBTA 9, byproduct of DV93, even at low concentrations, presented a genotoxic potential,
suggesting that water contamination by this compound may be harmful to the environment

and human health.

Keywords: Environmental Mutagenesis, 2-phenybenzotriazole, Textile Dye, Water Pollution



1. INTRODUCAO
1.1 Consideragdes iniciais

Ao contrario do que se pensava no passado, os recursos hidricos sdo limitados,
sobretudo no que se refere a agua para o consumo humano (Ghaly et al., 2013). O aumento e
0 uso irracional da atividade industrial fazem com que a poluicdo dos recursos hidricos seja
um dos maiores e mais relevantes problemas do mundo moderno. A utilizagdo inadequada da
agua resulta em impactos para 0 meio ambiente, como o acimulo de substancias tdxicas,
eutrofizacdo, poluicdo térmica, entre outros, cujas agressdes podem se tornar irreversiveis
(Subtil et al., 2014).

Estudos recentes demonstram que, em alguns casos, o problema da contaminacéao de
recursos hidricos piorou no decorrer dos anos. De 1998 a 2008, foram coletadas 1.720
amostras de agua de diferentes rios do Estado de S&o Paulo, e as anélises mostraram que 20%
apresentavam potencial mutagénico detectado pelo teste de Salmonella/Microssoma (Teste de
Ames). Nos periodos de 1999 a 2003 e 2011 a 2015, utilizando o mesmo teste, foram
analisadas amostras 33 locais e observado aumento da mutagenicidade. Esse fato, de acordo
com os autores, provavelmente causado pelo aumento de atividade industrial (foram
registradas 7.000 novas licencas de funcionamento por ano), além do crescimento
populacional. Importante destacar que nesse estudo os pesquisadores selecionaram os locais
de coleta de acordo com o destino que se dava a agua do rio, dando preferéncia a rios cuja
agua era utilizada para consumo humano (como &gua para beber, recreagdo e banho) e
navegacdo (Roubicek et al., 2020).

O langamento de efluentes industriais é a forma mais comum de contaminacéo de
corpos fluviais, uma vez que normalmente ndo sdo utilizados processos de produgéo
completamente limpos. Nesse sentido, o setor téxtil brasileiro, que hoje representa 2,6% da

producdo mundial, contribui consideravelmente para a geracdo de grandes quantidades de



poluentes ambientais (Amaral et al., 2018). Os efluentes das industrias téxteis séo
caracterizados por possuirem elevada complexidade, contendo inimeros compostos
comprovadamente  mutagénicos (metais pesados, surfactantes, subprodutos de
processamentos, corantes dispersos da classe azo, entre outros) (Schmidt, 2018).
Recentemente, estudo realizado por Vendemiatti et al. (2017) mostrou que o tratamento
inadequado dos efluentes pode produzir reacOes oxidativas e/ou redutivas envolvendo os
corantes da classe azo e gerar subprodutos ainda mais toxicos.

No campo do monitoramento ambiental existe a busca constante por condicdes
adequadas a manutencdo dos ecossistemas e da salde humana. Assim, a area de Mutagénese
Ambiental tornou-se de extrema relevancia, pois produz conhecimentos sobre o perigo
genético da exposicdo as mais variadas classes de poluentes. Embora 0s organismos Vvivos
possuam sistemas de defesa bastante eficientes, a identificacdo de compostos mutagénicos e
de situacOes de exposicdo a esses agentes pode evitar ou reduzir a chance do desenvolvimento
de diversas doencas, entre as quais o cancer. Hoje, sdo inimeras as ferramentas que permitem
detectar atividades mutagénicas utilizando-se diferentes sistemas-teste e protocolos de
pesquisa. E possivel, por exemplo, identificar mutagenos presentes no ar, solo e agua, além
dos seus respectivos mecanismos de a¢do genotoxica.

Dentro do contexto apresentado, varios paises tém direcionado esfor¢os no sentido de
aprimorar as estratégias de monitoramento ambiental e formar massa critica para avaliacGes

de risco e implementacao de solucgdes para as situagdes adversas.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Poluicio ambiental e efluentes téxteis

Com o desenvolvimento agricola e industrial, tem se tornado tarefa cada vez mais
dificil satisfazer as demandas relativas ao consumo de agua. As industrias téxteis sdo as
responsaveis por 15% do consumo industrial de agua, produzindo efluentes com elevada
carga organica, uma vez que o aproveitamento de insumos é baixo (Kunz et al., 2002). Assim
sendo, e considerando o alto volume de efluente gerado, as industrias téxteis sdo consideradas
como sendo de alto potencial poluidor, devido & variabilidade de suas caracteristicas e
quantidade de produtos descartados (Ghaly et al., 2013). Dentre os principais compostos
quimicos encontrados em efluentes da inddstria téxtil estdo aqueles de natureza sintética,
macromoléculas organicas e materiais ndo biodegradaveis, detergentes, soda, 6leos e graxas,
além de residuos de elevada complexidade e de dificil descontaminagdo por tratamento da
agua (Rodriguez et al., 1999; Rauf & Salman Ashraf, 2012).

Atualmente, a legislacdo brasileira ndo estabelece parametros colorimétricos claros
para o lancamento de efluentes no ambiente. Ha, apenas, determinacdo para que o efluente
ndo altere a cor do corpo receptor (CONAMA, 2011). Deste modo, produtos aplicados para
remocdo de cor do efluente sdo amplamente utilizados com a finalidade de se adequar aos
padrbes estabelecidos para o despejo industrial. A préatica de cloragdo é bastante empregada
para tratar efluentes de industrias téxteis, porém foi demonstrado que esse método pode gerar
compostos mutagénicos acromaticos que sdo encontrados tanto em agua bruta quanto tratada
(Umbuzeiro et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Umbuzeiro et al., 2007). De fato, estudos
realizados por Umbuzeiro et al. (2005; 2007) e Oliveira et al. (2006), nos quais foi analisada a
gualidade da agua tratada de um rio da regido metropolitana de S8o Paulo que serve como

fonte de abastecimento humano para a regido, foi detectada a presenca de corantes do tipo azo



e de seus derivados 2-fenilbenzotriaz6is ndo clorados (non-Cl PBTAs), ambos com atividade

mutagénica.

2.2. Corantes azo e a formacéo de non-Cl PBTAs

Os corantes dispersos da classe azo sdo os mais utilizados pelo setor téxtil,
representando mais de 50% do total comercializado no mundo. Isto se deve as suas
particularidades quimicas, dentre as quais a caracteristica estrutural que possibilita a formacdo
de diversas estruturas e uma variedade de cores. A estrutura quimica € considerada simples,
apresentando pelo menos uma ligacdo azo e a presenca de um cromdéforo (N=N), com
capacidade de coloragdo cerca de 2 a 3 vezes maior que a de outras classes de corantes, como
os antraquinénicos e o estirilo. Os corantes azoicos apresentam baixa solubilidade em agua,
sendo necessaria a utilizacdo de agentes dispersantes para o tingimento de fibras hidrofébicas,
como as de poliéster, nylon e acetato de celulose. Ap6s o processo de tingimento, cerca de 1%
a 5% do corante residual continuam no banho aquoso, gerando um efluente de dificil
tratamento (Guaratini & Zanoni, 2000; Umbuzeiro et al., 2005).

Os non-Cl PBTAs sdo subprodutos gerados por um precursor azoico durante a etapa
de tingimento na industria téxtil, ou durante o tratamento do efluente, na etapa de
descoloracdo. De modo geral, a sintese dos non-Cl PBTAs inicia-se quando o corante sofre
reducdo do grupamento azo gerando hidrazina, que posteriormente reage com nitrogénio
resultando um composto N-Oxido. Este, apos reducdo, transforma-se em NO2, gerando o
PBTA néo clorado (Figura 1). Na Tabela 1, séo apresentados os oito tipos de non-Cl PBTAs

descritos na literatura (Kummrow & Umbuzeiro, 2008).
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Hn— COCHs

Corante azo Q ‘Q

Agente redutor

Derivado hidrazina Q— Q
Composto N-6xido \Q: Q

Agente redutor *

Hn-COCHs
PBTA nao clorado \Q Q

Figura 1. Via simplificada de sintese dos 2-fenilbenzotriazdis nédo clorados (non-Cl PBTAS) a

partir de um corante azoico (modificado de Carmazen, 2007).
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Tabela 1. Estrutura e nome quimico de oito tipos de 2-fenilbenzotriazéis ndo clorados (non-Cl

PBTAS) descritos na literatura (modificado de Carmazen, 2007; Kummrow & Umbuzeiro,

2008)
Estrutura Quimica RieR2 Nomenclatura
R1: C,H,OCH3 2-[2-(acetilamino)-4-[bis(2-
metoxietil) amino]-5-
Ra: C2H4OCH;s metoxifenil]-6-amino-4-bromo-
2Hbenzotriazol
2-[2-(acetilamino)-4-[N-
Ri: C2H4CN (2cianoetil)etilamino]-5-
R2: CoHs metoxifenil]-6-amino-4-bromo-
2H-benzotriazol.
2-[2-(acetilamino)-4-[(2-
R1: C2H4OH hidroxietil)-amino]-5-
R2: H metoxifenil]-6-amino-4-
bromo2H-benzotriazol
R H 2-(2-acetilamino-4-amino-5-
le H metoxifenil)-6-amino-4-bromo-
z 2H-benzotriazol
H3COCHN
H,N N 2-[2-(acetilamino)-4-[bis(2-
N\ N Ri: C.HsOCOCH;3  acetoxietil)amino]-5-metoxifenil]-
\N/ N\ R2: C;H,OCOCH; 6-amino-4-bromo-2H-

OMe

benzotriazol

2-[2-(acetilamino)-4-[bis(2-

Ri: C2H4OH hidroxietil)amino]-5-metoxifenil]-
R.: C2H4OH 6-amino-4-bromo-2H-
benzotriazol
2-[2-(acetilamino)-4-
Ri: CHQCH3 .. . / )
Ry: CH,CHs (dietilamino)-5-metoxifenil]-6-

amino-4-bromo-2H-benzotriazol

R1: CH,CHCH;
R2: CH,CHCH;

2-[2-(acetilamino)-4-
(dialilamino)-5-metoxifenil]-6-
amino-4-bromo-2H-benzotriazol
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De modo geral, a sintese de todos os PBTAs ndo clorados descritos na literatura,
ocorre por reacgdes sucessivas de redugdo do corante azoico precursor, gerando o PBTA néo
clorado. Porém, ap6s a formagdo do PBTA néo clorado (non-Cl PBTA) pode suceder reacbes
de cloracdo, na qual ocorre a geragdo do PBTA clorado (PBTA) (Kummrow & Umbuzeiro,
2008). De acordo com Matsuoka et al. (2001), os PBTAs clorados e ndo clorados teriam
efeitos semelhantes em razdo ao esqueleto fenilbenzotriazol andlogo a classe de compostos.

Atualmente, novo composto da classe non-Cl PBTA, derivado do corante C.I.
Disperse Violet 93, esta sendo caracterizado, acrescentando, assim, um nono non-Cl PBTA a
lista de subprodutos existentes (Figura 2). Este novo composto foi encontrado em amostras
ambientais e esta sendo sintetizado a partir de processos de reducdo do corante C.lI. Disperse
Violet 93, também encontrado nos rios brasileiros. Recentemente, 0 PBTA-9 néo clorado foi
testado utilizando-se o &gar de microplaca, MPA (versdo modificada do ensaio de
mutagenicidade de Salmonella/microssoma com a linhagem YG1041), e foi detectada menor
atividade mutagénica quando comparado ao corante original (Vendemiatti et al., 2017; Vacchi

etal., 2017).

H;COCHN
HoN
2 /N\ _CH,CHy
/N N\
=\ CH,CHj

Br

Figura 2. Estrutura quimica do PBTA-9 néo clorado.

Conforme descrito anteriormente, a origem das estruturas quimicas dos non-Cl PBTAs
esta ligada aos corantes utilizados em processos de tingimento. No entanto, sua formacao no

ambiente e sua presenca em corpos d’agua ndo estdo, ainda, totalmente elucidadas. Alguns
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estudos de sintese apontam que a formacdo do PBTA pode ocorrer em dois momentos
distintos: (i) durante as etapas de tingimento, a partir da reacdo entre o corante azo e agentes
quimicos redutores utilizados para a eliminagdo do excesso de corante ndo impregnado na
fibra do tecido; (ii) e na estacdo de tratamento, durante a etapa de tratamento do efluente
téxtil, quando os corantes azo sdo submetidos a reducbes por hidrossulfito de sodio, por
exemplo, e entdo sdo formandos os intermediarios (PBTAs nédo clorados) e, posteriormente,
no ambiente e/ou nas estacOes de tratamento de agua, apds sucessivas etapas de cloragdo com
acido hipocloérico, gerando o PBTA clorado. A reducdo do corante azo resulta na perda do
grupo croméforo e de sua cor original (Shiozawa et al., 1999; Ohe et al., 2004; Oliveira et al.,

2006; Kummrow & Umbuzeiro, 2008; Vendemiatti et al., 2017).

2.3 Atividade mutagénica de corantes azo e seus derivados

Varios estudos foram realizados para avaliar o potencial mutagénico de diversos azo
corantes utilizados na industria téxtil e descartados em rios por meio de seus efluentes.
Analisando amostras de agua do Ribeirdo dos Cristais (Regido metropolitana de Sao Paulo),
nas quais foram identificados os corantes Cl Disperse Blue 373, CI Disperse Violet 93 e CI
Disperse Orange 37, Alves de Lima et al. (2007) detectaram potencial mutagénico (Samonella
thyphimurium linhagens TA98 e YG1041) e carcinogénico (foco de criptas aberrantes em
colon de ratos Wistar). Por outro lado, estudos com 0s compostos corantes obtidos
comercialmente mostraram, por exemplo, que o Black Dye Commercial Product (BDCP), que
é constituido por trés corantes azo, o Disperse Violet 93, Disperse Orange 37 e Dispeser Blue
373, e um dos mais utilizados na atividade téxtil, também apresentou efeito mutagénico pelo
teste de Salmonella/microssoma com as linhagens TA98 (expressdo reduzida de
nitrorredutase) e YG1041 (expressao aumentada de nitrorredutase e o-acetiltransferase), com

e sem inducdo enzimatica (S9). Os resultados mostraram, ainda, que a atividade mutagénica
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do BDCP na linhagem Y G1041 foi aproximadamente 20 vezes superior a observada na TA98,
sugerindo que as enzimas nitrorredutase e o-acetiltransferase desempenham papel
fundamental na mutagenicidade do composto. Outro dado importante desse estudo foi o
aumento de mutacBes induzidas também pelos componentes isolados do BDCP (Disperse
Violet 93, Disperse Orange 37 e Dispese Blue 373) (Umbuzeiro et al., 2005).

Outro corante azo que também teve seu potencial mutagénico investigado foi o
Disperse Red 1 (DR1). Este composto induziu aumento de micronucleos em linfécitos de
sangue periférico e em células de hepatoma humano (HepG2) (Chequer et al., 2009). Além
disso, foi observado que o DR1 foi capaz de causar alteragdes morfoldgicas no
desenvolvimento de planérias (Girardia tigrina), como movimentos descoordenados, tor¢es
irregulares, alteracdo na cor, aumento de producdo de muco e atrasos regenerativos (Ribeiro
& Umbuzeiro, 2014). Da mesma forma, foi observado que o DR1 induziu aumento de danos
no DNA de células testiculares e da frequéncia de espermatozoides anormais com
consequente compromentimento a salude reprodutiva de camundongos (Fernandes et al.,
2015). Também em estudo in vivo com camundongos expostos por via gastrica (gavage) ao
DR1, Fernandes et al. (2018) observaram aumento da frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (PCEMN) em células da medula 6ssea, de danos primarios no DNA de
células hepéticas, além da modulacdo de genes envolvidos na regulacdo do processo
inflamatdrio (IL1B) e controle do ciclo celular (CDKN1A) em células hepéticas e de genes
relacionados a regulacdo de apoptose em leucocitos (BCL2 e BAX).

O potencial toxicogenético do Disperse Blue 291 foi também detectado pelos testes de
Ames, do micronucleo e do cometa (danos primarios no DNA) em linhagens de Salmonella
thyphimurium e HepG2 (Umbuzeiro et al., 2005; Tsuboy et al., 2007). In vivo, Fernandes et
al. (2019) observaram aumento da frequéncia de PCEMN em camundongos tratados com

amostras do corante.
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Com relagdo aos PBTAs, estudos realizados in vitro, utilizando vérias linhagens de
Salmonela thyphimurium, mostraram elevada atividade mutagénica de PBTAs clorados e ndo
clorados (Shiozawa et al., 1999; Shiozawa et al., 2000; Nukaya et al., 2001; Watanabe, 2002;
Watanabe et al., 2006). Cabe destacar que a linhagem mais sensivel foi a YG1024, fato que
novamente sugere o importante papel das enzimas nitrorredutase e o-acetiltransferase para a

mutagenicidade dos compostos.

2.4 Testes para avaliacdo de mutagenicidade e genotoxicidade

Danos no genoma podem decorrer de mutacOes espontaneas ou induzidas, em
ambientes com ou sem a presenca de mutdgenos. As mutagdes espontaneas acontecem em
taxas muito baixas, devido ao eficiente sistema de reparo do DNA presente nas celulas.
Porém, os organismos Vivos estdo frequentemente expostos a agentes nocivos que podem
induzir aumentos significativos nas taxas de mutacGes no DNA, as quais podem desencadear
uma série de anomalias nos individuos expostos e, ainda, serem trasnmitidas as geracGes
seguintes, causando danos a prole (Ferguson et al., 2015).

Até os dias de hoje, os danos induzidos por agentes fisicos (ex: radiacdo), quimicos e
bioldgicos (ex: Helicobacter pylori) no material genético de células somaticas tém recebido
maior atencdo devido ao efeito imediato no organismo. De fato, as baterias de testes
recomendados para a avaliagdo de potencial mutagénico determinam que, inicialmente, sejam
utilizados células e tecidos sométicos, tanto in vitro como in vivo. A Tabela 2 mostra a bateria
de testes recomendada pela The Organization for Economic Co-operation and Development
(OECD) e hoje seguida por varios paises do mundo para o registro de novos produtos.
Geralmente, as baterias de testes de mutagenicidade incluem aqueles para detectar mutagoes
génicas e cromossdmicas (estruturais e numeéricas), em ensaios in vitro e in vivo. Entretanto,

mais recentemente, maior estimula tem sido direcionado ao uso apenas de testes in vitro.
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Tabela 2: Bateria de testes in vitro e in vivo recomendada pela Organization for Economic

Co-operation and Development (OECD) para avaliacdo de potencial toxicogenético

Testes de Mutagenicidade
1. Invitro
1.1 - Mutaces génicas
Teste de Mutacdo Reversa em bactérias (Salmonella typhimurium)
Testes de Mutagdo Génica (Hprt, xprt ou TK) em células de mamifero (CHO, V79 etc)
1.2 - MutacgGes cromossémicas
Teste de Aberracdo Cromossomica em células de mamiferos (CHO, V79 etc)
Teste do Microntcleo em células de mamiferos (com bloqueio da citocinese)
2. Invivo
2.1 - Mutacdes génicas

Mutacdo Génica em células somaticas e germinativas de roedores transgénicos
(Muta™Mouse, BigBlue®)

2.2 - Mutacgdes cromossomicas
Teste do Microndcleo em eritrocitos de mamiferos
Teste de Aberragdo Cromossdmica em medula éssea de mamiferos
Teste do Dominate Letal em roedores
Teste de Aberracdo Cromossomica em espermatogdnias de mamiferos

Ensaio de Translocacdo Herdavel em ratos

Testes de Genotoxicidade
1. Invivo

Teste da Sintese ndo programada de DNA em células hepaticas de mamiferos
2. Invitro e In vivo

Teste do Cometa em células de mamiferos
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De acordo com a Tabela 2, podem ser realizados dois tipos de avaliagdo para detectar
o efeito toxicogenético dos mais diferentes agentes: estudos de mutagenicidade e
genotoxicidade. O primeiro mede danos diretos e irreversiveis no DNA e que podem ser
transmitidos as células filhas, caso ndo sejam letais; o segundo mede efeitos iniciais, ou seja,
danos potencialmente reversiveis no DNA (quebras ou aductos que podem ainda ser
reparados) (OECD, 2015). Na sequéncia, sdo apresentados com mais detalhes os dois testes
utilizados no presente estudo: o teste do cometa e o teste do micronlcleo em eritrécitos de
camundongos. O teste do cometa, também denominado Single Cell Gel Assay (SCGA), € um
ensaio eletroforético utilizado para a deteccdo de danos primarios no DNA (quebras de fita
simples e dupla e sitios alcali-labeis) de células individualizadas (Ostling & Johanson, 1984).
O teste, na versdo neutra ou alcalina (pH>13), é amplamente utilizado principalmente para
identificacdo de agentes genotdxicos, estudo de reparo do DNA e biomonitoramento
ambiental (Gontijo & Tice, 2003). A metodologia se baseia em células individualizadas
imersas em uma malha de agarose e que sdo lisadas e isoladas de proteinas e membranas
celulares, permanecendo apenas os nucledides. Esses sdo submetidos a um campo elétrico no
qual os fragmentos de DNA migram para o anodo, adquirindo o formato de cometa (a regido
nuclear a cabega e os fragmentos a cauda do cometa, cuja extensdo esti relacionada a
intensidade de danos no DNA). Os danos no DNA detectados pelo teste do cometa (Figura 3)
podem ser reparados e ndo fixados apds um ciclo de diviséo celular, e, portanto, podem nao
resultar em mutacdo (Gontijo & Tice, 2003).

Diferentemente do teste do cometa, o teste do micronucleo detecta alteragdes
cromossomicas resultantes de quebras (efeito clastogénico) ou de defeitos no aparato mitético
celular (efeito aneugénico). A técnica se baseia na identificacdo de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo sdo incorporados no nucleo

principal da célula filha apds a divisdo celular (micronucleos). O teste do micronucleo pode
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ser realizado em diversos tipos celulares, desde que sejam celulas com capacidade de
duplicacdo. No caso da medula déssea de roedores, a sequéncia de eventos para a formacao do

microndcleo é apresentada na Figura 4.

Figura 3. Fotomicrografia de células submetidas a eletroforese (teste do cometa). (A)
Nuclebide integro — cabeca; (B) nucleoide e a cauda formada por fragmentos de DNA,

conferindo aspecto de cometa.
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Figura 4. Esquema mostrando o processo de divisao eritrocitaria e formagdo de microndcleos

em medula 6ssea de roedores. (A) Dano de origem clastogénica; (B) dano de origem

aneugénica. Adaptado de MutaGen — Brasil; www.youtube.com/watch?v=rFO7Mn401As.
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2.5. Modulagéo génica e a génese de doencas

O céncer, por exemplo, € uma desordem genetica causada por mutacdes do DNA,
sejam elas espontaneas ou induzidas. As mutacGes espontaneas em seres humanos ocorrem a
uma taxa de aproximadamente 10 por gene a cada divisdo celular, devido a falhas em alguns
processos celulares de reparacdo. As mutagdes induzidas, geralmente estdo associadas a
exposicdo a agentes mutagénicos e carcinogénicos presentes no ambiente (Ferguson et al.,
2015). As variacGes genéticas relacionadas ao processo carcinogénico podem ser
consequéncias de mudanca de nucleotideos Unicos ou rearranjos, amplificacdes e delecbes
cromossomicas. Os genes mutados que estdo relacionados ao desenvolvimento do cancer
podem ser classificados em supressores tumorais e oncogenes. Os genes supressores tumorais
sdo responsaveis por inibir a proliferacdo celular, evitando, assim, o desenvolvimento de
tumores. Os proto-oncogenes, por sua vez, sdo genes importantes para a codificacdo de
proteinas reguladoras da divisdo e diferenciacdo celular e, quando mutados, ddo origem aos
oncogenes e iniciam o processo de carcinogénese (Ferguson et al., 2015).

Tendo em vista a importancia da funcédo de genes na carcinogénese e metabolizacao de
xenobidticos, torna-se relevante avaliar, além da presenca de mutacdes, seus perfis de
expressdo em diferentes tecidos. Dentre 0s genes, especial atencdo tem sido direcionada para
aqueles relacionados a atividades de modulagdo do ciclo celular e metabolizagcdo de
xenobidticos, como o TP53, CDKN1A, CYP1Al e NAT2. De fato, CDKN1A codifica uma
quinase dependente de ciclina P21, a qual regula o ciclo celular sinalizando a presenca de
lesdo no DNA e promovendo o bloqueio do ciclo. Quando a proteina P21 encontra-se em
baixas concentragdes, promove a interrupgdo do ciclo celular na fase G1/S, fazendo com que
a replicacdo do DNA cesse; em alta concentragdo, regula processos de apoptose e transcri¢cao
génica (Cazzalini et al., 2010). Como a proteina P21 atua na inibi¢do da proliferacéo celular,

esta foi inicialmente considerada como supressora tumoral. Entretanto, alguns estudos
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também indicam que o gene responsavel por sua codificacdo, 0 CDKN1A, pode atuar como
oncogene, exercendo atividade antiapoptotica (Gartel & Tyner, 2002; Yeganeh et al., 2016).
AlteracOes na expressdo desse gene foram observadas em diversos tipos de canceres, como 0
cabeca e pesco¢o, mama, pulméo, colo do Utero, ovério e figado (Erber et al., 1997; Jiang et
al., 1997). Outro importante gene supressor tumoral € o TP53 o qual, quando mutado, esta
relacionado a uma variedade de tumores. O TP53 é responsavel por codificar um fator de
transcricdo, a proteina p53, a qual interrompe o ciclo celular na fase G1, regulando o inicio de
eventos de morte celular programada.

O processo de metabolizagdo de xenobidticos possui basicamente duas fases, a fase I,
correspondente a processos de ativacdo metabdlica, e a fase Il, de detoxificacdo. A fase | é
caracterizada pela atuacdo das enzimas da superfamilia do citocromo P450 (CYP), na qual o
gene CYP1AL codifica um membro importante na catalisagéo de reacdes de ativacdo, em que
uma molécula pro-mutagénica torna-se mutagénica. O NAT2 codificaa proteina N-
acetiltransferase que participa do processo de detoxicacdo importante para a protecao celular
contra o estresse ambiental e oxidativo. A enzima participa da fase Il do metabolismo de
xenobiéticos, podendo atuar por meio de N-acetilacdo, anterior a fase | de metabolizacdo pelo
complexo citocromo P450 (CYP450), ou apds a fase I, pela N-acetilagdo. Ambas as vias

podem resultar em adutos de DNA (Wormhoudt et al., 1999; Oda et al., 2008).



21

3. HIPOTESE DO ESTUDO

H& estudos que demonstraram que os non-Cl PBTAs podem desencadear diversas
desordens genéticas, dentre as quais as relacionadas ao processo carcinogénico, ao
envelhecimento precoce, a infertilidade e a outras anomalias. De fato, a literatura tem
mostrado que alguns PBTAs apresentam potencial toxicogenético in vitro. Assim sendo,
pode-se supor que o non-Cl PBTA-9, derivado do corante azo C.I. Disperse Violet 93, pode
também apresentar atividade toxicogendmica in vivo, e este ser um dos mecanismos que

associam PBTAs a génese de diversas doengas.
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral
Avaliar o potencial toxicogendmico do 2-fenilbenzotriazol n&o clorado, o non-Cl PBTA-

9, em modelo experimental in vivo.

4.2 Especificos
Avaliar, em camundongos:
- 0s niveis de danos primarios no DNA (quebras de cadeia e sitios alcali-labeis) de células
sanguineas, hepaticas e do célon.
- a frequéncia de alteracGes citogenéticas (micronucleos) em células de medula 6ssea;
- alteracGes no padrdo transcricional dos genes TRP53, CDKN1A, CYP1Al e NAT2 em células
hepaéticas;

- a histologia hepética.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Foram utilizados camundongos adultos (8 semanas) machos da linhagem Swiss,
adquiridos do Centro de Pesquisa e Producdo de Animais do Instituto de Biotecnologia
(CPPA/IBTEC) e mantidos no biotério da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. Os animais, com a sanidade atestada pelo
fornecedor, foram aclimatados durante duas semanas, mantidos durante todo o periodo
experimental sob condigdes controladas de temperatura (22-24 °C) e ciclo de luz de 12h
claro/escuro e recebendo agua filtrada e racdo comercial ad libitum. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP (Protocolo CEUA n°1254/2017 vide anexo), antes do inicio

do estudo.

5.2 Composto-teste

As amostras do non-Cl PBTA-9 foram gentilmente fornecidas pelo Grupo de Pesquisa
liderado pela Dra. Patricia Prediger, e sua aluna MSc. Josiane Vendemiatti, da Faculdade de
Tecnologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A semi-sintese do composto
foi realizada pela reacdo redutora do corante C.I. Disperse Violet 93 (DV93) com ferro
metalico, sob temperatura controlada, e foi posteriormente analisada por cromatografia em
camada delgada (CCD, do inglés thin-layer chromatograph). O composto foi detectado com
ninhidrina e isolado por cromatografia flash.

A definicdo das doses testadas do non-Cl PBTA-9 foi realizada com base nas
concentragdes do DV93 encontradas em rios do interior do Estado de S&o Paulo, proximos a
regido de industrias téxteis (Rio Piracicaba/SP: 6,81ug/L; Rio Quilombo/SP 2,81ug/L)

(Vacchi et al., 2017). Para o tratamento agudo (Unico) foram testadas trés doses, as quais
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foram estabelecidas para camundongos de aproximadamente 30g, conforme equacao a seguir

(ATSDR, 2005):

D=CxFExTI D=6,91pg/L x0,0035L x1=0,806 ug/kg p.c.
PC 0,03 kg

D = Dose de exposigédo

C = Concentragédo do Disperse Violet 93

FE = Fator de exposicdo (consumo hidrico diario médio para camundongos)
Tl = Tempo de exposicao (dia)

PC = Peso corp6reo

Dessa forma, foram estabelecidas as doses de 5, 50 e 500 pg/kg p.c., que
correspondem, respectivamente, a aproximadamente 10, 100 e 1000 vezes a aquelas do DV93

encontradas em rios.

5.3 Delineamento experimental
Os experimentos foram realizados em duas etapas, utilizando-se 0 mesmo protocolo de
tratamento e animais distribuidos em seis grupos, a saber:
e Grupo 1 (controle negativo): animais tratados somente com &gua filtrada e ragéo
durante o periodo experimental;
e Grupo 2 (controle positivo): animais tratados com a N-metil-N-nitrosourea (MNU;
50 mg/kg de peso corporeo — p.c.), por via intraperitoneal;
e Grupo 3 (controle do veiculo de dissolu¢do do non-Cl PBTA-9): animais tratados
com DMSO 0,5% (0,1 ml/10 g p.c.), por via gastrica (gavage);
e Grupos 4, 5 e 6: animais por grupo, tratados, respectivamente, com 5, 50 e 500

Mg/kg p.c. do non-Cl PBTA-9, por via gastrica.
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Na primeira etapa (n = 56 camundongos), apds 6 horas dos respectivos tratamentos foi
feita coleta de amostra de sangue periférico (aproximadamente 20uL) pela veia facial e, apds
outras 18 horas (total de 24h) foi realizada a eutanasia dos animais por deslocamento cervical,
momento em que foram retirados os fémures para a disseca¢do da medula 6ssea e figado para
anélise de expressdo génica. Na segunda etapa (n = 45), a eutandsia dos animais, por
deslocamento cervical, foi realizada 24 horas ap6s tratamentos, momento em que foram

retirados o figado e o c6lon para realizacdo do teste do cometa.

5.4 Teste do micronlcleo

O potencial mutagénico do non-Cl PBTA-9 foi avaliado pelo teste do micronucleo, de
acordo com os procedimentos descritos no Protocolo n°474 da OECD (2016). Apés a
eutanasia, a medula dssea dos dois fémures foi transferida para um tubo cénico contendo 2,5
mL de soro fetal bovino. A suspenséo celular resultante foi centrifugada a 1.000 rpm por 5
minutos, e descartado cerca de 2 mL do sobrenadante. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, 2
gotas do sedimento celular foram colocadas nas extremidades de uma lamina de vidro e
realizado o esfregaco. Apds serem secas em temperatura ambiente por 24 horas, as laminas
foram coradas com Giemsa puro, por 3 minutos, e, em seguida, submersas em Giemsa na
diluicdo de 1:6, por 15 minutos. Depois de lavadas em agua destilada e secas em temperatura
ambiente, as laminas foram submersas em xilol diluido em agua (1:3) e montadas com
lamiluas e resina Entellan® para preservagdo. A analise das células foi realizada em
microscopio Optico de luz, em aumento de 1.000x (objetiva com dleo de imersdo). Os
eritrécitos policromaticos (PCEs) foram identificados pela coloracdo bosofila e os eritrocitos
normocromaticos (NCEs) pela coloracdo acidofila (Figura 5) A frequéncia de PCEs
micronucleados foi investigada em 4000 PCEs por animal e o potencial citotdxico a partir do

indice de divisdo nuclear, obtido por meio da equacdo IDN=PCE/PCE+NCE de 600 células
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por animal, conforme sugerido no Guideline da OECD n°474 (OECD, 2016). Para a analise
da frequéncia de células micronucleadas foi utilizada a distribuicdo de Poisson para eventos
raros e o teste de ANOVA para a citotoxicidade. Foram considerados como significativo

valores de p < 0,05.

Figura 5. Fotomicrografia de esfregaco de medula 6ssea de camundongo. A; eritrocito
policromatico. B; eritrécito normocromaético. C; eritrocito policromatico micronucleado.

Coloragdo Giemsa; aumento de 1000x.

5.5 Teste do cometa
5.5.1 Obtencéo de células

O teste do cometa foi realizado em células sanguineas, seguindo a metodologia descrita
por Gontijo & Tice (2003), com modificagdes sugeridas por Burlinson (2012). Para o teste do
cometa em células sanguineas, ap6s 6 horas dos respectivos tratamentos, foi coletado 20uL de
sangue periférico e homogeneizado em 180uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP, do
inglés low melting point) 0,5% a 37°C. Para o teste do cometa em células do figado e c6lon,
apos 24 horas de exposi¢do, os animais foram submetidos a eutanasia e coletado fragmentos
dos tecidos, de aproximadamente 0,5 cm?, lavados em solucdo PBS suplementada 1X (Ca*™,

Mg™™ free, heptahidratado) contendo EDTA (20 mM) e 10% de DMSO, a 4°C, com o intuito
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de minimizar os danos oxidativos causados pelo ferro no sangue, por espécies reativas de
oxigénio e endonucleases.

Para a obtencdo da suspensdo de células hepéticas, o fragmento do tecido foi
fracionado em solucdo PBS suplementada, seguido de lavagens sucessivas para eliminar as
células superficiais e danificadas. Apds a decantacgdo, foi realizada a coleta do sobrenadante
para a confeccdo das laminas. A suspensdo celular do colon foi obtida por meio de um
tratamento enzimatico, no qual o fragmento do célon foi transferido para um tubo contendo
proteinase K (0,1mg/mL) e mantido em agitacdo leve a 37 °C durante 35 minutos. Em
seguida, o fragmento foi fracionado e centrifugado a 800 rpm por 5 minutos. O sobrenadante

foi descartado e coletada amostra do sedimento celular para a confeccdo das laminas.

5.5.2 Preparacdo de laminas, eletroforese e analise microscopica

As laminas foram preparadas em duplicata, a partir de 30uL da suspensdo celular de
cada 6rgdo homogeneizados em 170uL de agarose LMP. As misturas de suspensao celular e
agarose LMP foram colocadas sobre duas laminas (100 pL/cada) previamente recobertas com
agarose de ponto de fusdo normal, uma laminula foi colocada para espalhar uniformemente o
material sobre a ldmina que foi e deixada a 4°C por 5 minutos para a solidificagdo da agarose.
Apdbs esse periodo, a laminula foi cuidadosamente removida e as laminas colocadas em
solugéo lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, DMSO 10%, Triton-X 100 1%; pH
10), a 4°C, por 24 horas, protegidas de luz. Posteriormente, as laminas foram lavadas com
PBS por 5 minutos e colocadas em cuba de eletroforese preenchida com solugéo alcalina
(NaOH 300 mM, EDTA 1 mM; pH >13) na temperatura de 4°C, por 20 minutos, para o
desenovelamento do DNA. Em seguida, foi realizada a eletroforese a 25 volts (1,0 VV/cm, 300
mA), por 20 minutos. Ao final da eletroforese, as ldminas foram submetidas & neutralizacéo

em solugéo de Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5), fixadas com etanol absoluto por 5 minutos e secas
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em temperatura ambiente. No momento da analise, as laminas foram coradas com solugdo
aquosa de SYBR® Gold (1:9999). A andlise de 150 nucleoides animal, em aumento de 400X,
foi realizada em microscopio de fluorescéncia acoplado a um sistema de analise de imagens
(Comet Assay IV, Perceptive Instruments, Inglaterra). Como parédmetro indicativo de danos
no DNA foi utilizada a porcentagem de DNA na cauda do cometa (tail intensity) (Figura 6). A
andlise estatistica dos dados (% de tail intensity) obtidos a partir do sangue, figado e c6lon foi
realizada por meio do modelo Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparagdes

multiplas. Valores de p<0,05 foram considerados como significativo.

Figura 6. Fotomicrografia de células sanguineas de camundongos coradas com solugdo
aquosa de SYBR Gold (1:9999). (A) Quantificacdo da porcentagem de DNA fragmentado na
cauda do nucleoide (% tail intensity) pelo software Comet Assay IV. Aumento de 400x;

*nucleoides.
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5.6 Andlise de expressao génica em células hepéticas
5.6.1 Extracao e quantificacdo de RNA

Fragmento central do Iébulo direito do figado foi coletado e lavado em PBS
suplementado (PBS*"), em seguida armazenado em criotubo em nitrogénio liquido e
posteriormente mantido em freezer -80°C até a extracdo do RNA. Esta foi realizada
utilizando-se do kit Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus (Zymo Research), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A extragdo consistiu em macerar aproximadamente 50 mg do
fragmento do figado em solucdo de QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) para obtencdo de
suspensdo celular e lise da membrana, seguido de tratamentos enzimaticos em coluna silica
(Zymo-spin 1IC Column — Zymo Research) e eluicio do RNA total. O RNA foi
imediatamente quantificado em espectrofotometro (NanoDrop™ OneC Spectrophotometer -
Thermo Fisher Scientific) e considerado livre de impurezas proteicas e compostos fendlicos a
partir dos parametros 280/260nm e 280/230nm, em razdes entre 1,8 - 2,2. As amostras de

RNA foram armazenadas em freezer a -80 °C, até o0 momento da sintese do cDNA.

5.6.2 PCR quantitativo em tempo real (qPCR-RT)

A partir de 1 pg do RNA total foi realizada a sintese de cDNA utilizando o High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific). A cada amostra foram
adicionados 30uL do mix (RT Buffer 10X, RT Random Primers, dNTP Mix, MultiScribe®
Reverse Transcriptase e H.O Nuclease Free Water), 1ug de RNA e 60ul de agua
RNAse/DNAse free g.s.p.. As amostras seguiram para o termociclador na configuracdo de
25°C por 10 min, 37°C por 120 min e 4°C infinito. As amostras foram armazenadas em
freezer a -80°C até a etapa de PCR. As etapas de PCR foram conduzidas em termociclador
automatico (ABI Prism 7500 FAST SequenceDetection System, AppliedBiosystems) e, para

amplificacdo, foi utilizado o sistema TagMan® (AppliedBiosystems) composto por um mix
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universal de reagentes (TagMan® Universal PCR Master Mix) e uma sonda para cada gene
marcada com o flurocromo FAM-MGB, especifica para camundongo, e cujas especificacdes

estéo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Nomenclatura e informacgdes complementares das sondas utilizadas na avaliacéo

toxicogendmica do non-Cl PBTA-9

Assay ID
Gene Entrez Gene ID (ThermoFisher) Localiza¢do cromossomal
NAT2 17961 MmO01349018 m1 Chr.8: 67494875 - 67502644
CYP1A1 13076 MmO00487218 m1 Chr.9: 57687928 - 57703824
TRP53 22059 MmO01731287_m1 Chr.11: 69580359 - 69591873
CDKN1A 12575 MmO00432448 m1l Chr.17: 29090986 - 29100722

A plataforma utilizada para andlise estatistica dos dados foi a Thermo Fisher Connect
gPCR analysis apps (Thermo Fisher Cloud 2.0 -https://apps.thermofisher.com), método do
Threshold cycle (Ct) Comparativo (AACT), utilizando-se a formula 2-AACt, em que: AACt=
média do ACT (gene alvo:) - média do ACt (gene de referéncia: ACTB). Genes com valores

de Fold change > 2,0 e com valor de p < 0,05, foram considerados super expressos.

5.7 Analise histopatoldgica

Para a realizagdo da analise histoldgica, fragmentos do figado foram acondicionados em
cassetes histoldgicos e mantidos em frascos contendo formalina tamponada 10% para fixacédo
e mantidos por 12 horas a 4°C. Em seguida, os fragmentos foram transferidos a concentragoes
graduais de alcool anidro hidratado (99,3°). Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados
em solucdo de alcool anidro hidratado e xileno, na proporcdo 1:1, durante 1 hora. Apos

banhos em xileno com intervalos de 1 hora, os fragmentos foram emblocados em parafina e
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cortados em micrétomo para a confeccdo das laminas que foram coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE). A analise histopatoldgica foi realizada em microscépio dptico de
luz e foram avaliadas a presenca de focos de células eosinofilas, células basofilicas,
hiperplasia de células ovais, congestdo vascular, necrose, esteatose e glicogenose hepética. As
laminas foram confeccionadas por José Carlos Pedroso de Lima, Departamento de Patologia,
Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB, e as andlises realizadas pela Dra. Noeme Sousa

Rocha da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Botucatu.
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6. RESULTADOS

Durante o periodo de experimentacdo animal ndo foram observadas alteracdes no
perfil comportamental, tampouco lesdes macroscépicas nos animais tratados com o o non-Cl

PBTA-9.

6.1 Teste do micronucleo

Os animais tratados com o non-Cl PBTA-9 nas doses de 5 e 50 pg/kg apresentaram
aumento significativo na frequéncia de eritrocitos policroméaticos micronucleados (PCEMNS).
Os valores médios do indice de Divisdo Nuclear (IDN) demonstraram que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, sugerindo auséncia de citotoxicidade induzida pelo do
non-Cl PBTA-9 (Tabela 4).
Tabela 4: Frequéncia de eritrocitos policroméaticos micronucleados (PCEMNSs) em medula

6ssea de camundongos tratados com o non-Cl PBTA-9

o Necélulas PCEMNS IDN
Tratamentos N° animais ) _
analisadas N° (%) (média = DP)

Controle L 40.000 36 (0,09) 0.39 + 0.04
Negativo®
Controle Veiculo? 9 36.000 30 (0,08) 0.38 +0.03
Controle Positivo® 7 24.000 268 (1,12) 0.41 +0.06
Non-Cl PBTA-9

5 ug/kg 10 40.000 77 (0,19)* 0.40 +0.02

50 pg/kg 10 40.000 57 (0,14)* 0.42 +0.03

500 pg/kg 10 40.000 50 0,12) 0.41+0.04

IDN: indice de divisdo nuclear (PCE/PCE+NCE); tagua filtrada; 2dimetilsulfoxido (DMSO)
0,5%; 3N-metil-N-nitrosourea (MNU) (50 mg/kg p.c). *p < 0,05 em relagdo ao controle do
veiculo da dissolu¢do (DMSO).
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Os dados obtidos a partir do teste do cometa em células do sangue periférico e figado,

revelaram aumento de danos primarios no DNA apenas nos animais tratados com a maior

dose do non-Cl PBTA-9 (500 pg/kg). Em contraste, todas as doses (5, 50 e 500ug/kg)

apresentaram efeito genotdxico em células do célon (Figura 7).
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Figura 7. Danos no DNA (tail intensity) de células do sangue periférico, figado e colon de

camundongos tratados com o non-Cl PBTA-9. Controle positivo (MNU 50 mg/kg p.c.);

controle negativo — agua filtrada; controle do veiculo de dissolu¢cdo (0,5% DMSO); * p <

0,001 em relacéo ao controle do veiculo (DMSO).
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6.3 Andlise de expressao génica
A andlise transcricional das células hepaticas mostrou que nenhuma das doses do non-

Cl PBTA-9 (5, 50 e 500ug/kg p.c.) alterou a expresséo dos genes avaliados (NAT2, TRP53,

CYP1A1 e CDKN1A) (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo relativa de RNAm para os genes NAT2, TRP53, CYP1Al e CDKN1A em
celulas hepéticas de camundongos tratados com o non-Cl PBTA-9 (5, 50 e 500ug/kg p.c.).

Controle negativo (agua filtrada); controle do veiculo de dissolucédo (0,5% DMSO).
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6.4 Histologia do figado

N&o foram observadas alteracfes na homeostase hepatica apos exposi¢do ao non-Cl

PBTA-9 nas doses de 5, 50 e 500ug/kg p.c. (Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografias de figado de camundongos. A — ctrole psiti B — controle do
veiculos de dissolugéo (0,5% DMSO); C — grupo tratado com 5ug/kg p.c do non-Cl PBTA-9;
D — grupo tratado com 50ug/kg p.c do non-Cl PBTA-9; E — grupo tratado com 500ug/kg p.c
do non-Cl PBTA-9. As setas indicam células binucleadas. Coloracdo de hematoxilina-eosina,

aumento de 400x.
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7. DISCUSSAO

A influéncia da atividade industrial téxtil € muitas vezes nociva para o ambiente,
devido a compostos e subprodutos intermediarios que sdo descartados em rios. Sabe-se, que
mesmo apos o tratamento por métodos convencionais, compostos toxicos ndo sao totalmente
eliminados e podem ser ingeridos pela populacdo que utiliza a 4gua para o seu consumo
(Carneiro et al., 2010; Zocolo et al., 2015; Vacchi et al., 2017). Assim sendo, no presente
estudo foi avaliado, in vivo, o potencial genotéxico e mutagénico do non-Cl PBTA-9,
importante poluente ambiental derivado do corante Disperse Violet 93 (DV93), o qual,
segundo Vendemiatti et al. (2017), é encontrado em altas concentracdes em rios sob a
influéncia da inddstria téxtil no Estado de S&o Paulo. Os resultados mostraram evidente
atividade genotoxica (aumento de danos primarios no DNA) em células do sangue periférico,
figado, colon, e mutagénica (aumento da frequéncia de microndcleo em células de medula
Ossea de camundongos). Embora este seja o primeiro estudo in vivo avaliando o non-Cl
PBTA-9, seu efeito mutagénico in vitro foi descrito por Vendemiatti et al. (2017), que
observaram aumento de mutacGes na linhagem YG1041 de Salmonella thyphimurium,
especialmente ap0s ativacdo metabolica (S9+).

A literatura relata o potencial mutagénico de outros subprodutos de corantes azoicos
semelhantes ao non-Cl PBTA-9. Masuda et al., (2004), por exemplo, detectaram o potencial
toxicogenético in vivo do PBTA-6 em células branquiais do peixe dourado (Carassius
auratus). Estudos realizados com alguns PBTAs clorados (PBTA-1, PBTA-2 e PBTA-4)
encontrados em amostras de agua coletadas de rio em Kyoto - Japdo mostraram a atividade
mutagénica desses compostos nas linhagens TA98 e YG1024 de Salmonella typhimurium
(Ohe et al., 1999; Nukaya et al., 2001). Esses achados foram complementados por Watanabe

et al. (2001) que, também utilizando o teste de Ames (linhagens YG1024 e YG1029),
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detectaram atividade mutagénica em 87% das amostras de agua coletadas em rios do Japéo.
Segundos esses pesquisadores, a presenca de PBTASs seria responsavel por aproximadamente
50% dessa atividade. Da mesma forma, Matsuoka et al. (2001) avaliando o potencial
mutagénico dos PBTA-1 e PBTA-2 clorados e nédo clorados, além de corantes precursores
azoicos, encontraram aumento de células micronucleadas em linhagens celulares de hamster
chinés (CHL e VL9MZ), especialmente ap6s o tratamento com os PBTAs e non-Cl PBTAs,
que apresentaram maior mutagenicidade que 0s azo corantes.

Nossos achados mostraram que as células do colon foram as mais sensiveis ou alvo
principal da acdo genotdxica do non-Cl PBTA-9, uma vez que todas as doses do composto
induziram o aumento de danos priméarios no DNA. Esse fato poderia ser explicado pela via
percorrida pelo non-Cl PBTA-9 apds o tratamento oral (gavage), que ap0s atravessar 0
estbmago e o intestino delgado, chega ao colon, local da absorcdo e com presenca
significativa de microorganismos metabolizadores (bactérias anaerébicas e bactérias
anaerdbicas facultativas). Embora a via de metabolizacdo do non-Cl PBTA-9 ndo ser ainda
conhecida, ndo se pode descartar a hipotese deste sofrer metabolizacdo, dando origem a
metabolitos toxicos no colon (Edwards, 1993; Freire et al., 2006).

A literatura ainda ndo é clara sobre 0 mecanismo da acdo mutagénica de PBTAs. No
entanto, Shiozawa et al. (1999), em estudos sobre a relagéo estrutura-atividade do PBTA-1,
concluiram que o grupamento amino primario poderia ser o responsavel pela mutagenicidade
do composto. Achado surpreendente do nosso estudo foi o fato de apenas as duas menores
doses do non-Cl PBTA-9 (5 e 50 pg/kg p.c) terem apresentado potencial mutagénico no teste
do microndcleo em células de medula dssea, e o teste de citotoxicidade ndo ter evidenciado
atividade tdxica da dose mais alta (500 pg/kg p.c.). Da mesma forma, néo foi observado efeito
citotoxico do non-Cl PBTA-9 na dose de 500 ug/kg em leucdcitos do sangue periférico

(viabilidade celular > 70%), apesar do evidente potencial genotoxico. Curiosamente,
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Fernandes et al. (2018) encontraram resultado semelhante quando avaliaram o corante
Disperse Red 1 (DR1) in vivo, ou seja, além da auséncia de potencial mutagénico apenas para
a dose mais alta testada, ndo detectaram efeito citotoxico pela analise da relagdo PCE/NCE.
Segundo esses autores, uma possivel explicagdo para tais achados seria a baixa sensibilidade
ou especificidade do indice utilizado (relagdo PCE/NCE) para a deteccdo da agdo citotdxica
do composto. Da mesma forma, Chequer et al. (2009) avaliando o DR1 em linfocitos
humanos e células HepG2 in vitro, atribuiram a baixa frequéncia de células micronucleadas e
a auséncia de citotoxicidade observadas para a dose mais alta testada (4pg/mL), a baixa
sensibilidade do indice adotado (indice de Proliferacio do Bloqueio de Citocinese; IPBC). No
entanto, esses autores observaram que, embora nenhuma alteracéo tenha sido detectada pelo
IPBC, havia numero limitado de células analisdveis nas culturas tratadas com a dose mais
alta. Anteriormente, Matsuoka et al. (2000), estudando os efeitos de alguns PBTAs em células
de hamster chinés descreveram que, enquanto concentragcbes mais baixas do PBTA-2 (0,78,
1,56 e 3,125 pg/mL) foram capazes de causar atraso no ciclo celular, a mais alta (6,25 ng/mL)
causou apenas moderado atraso devido a maior citotoxicidade.

Nossos dados mostraram que o non-Cl PBTA-9, em nenhuma das doses testadas,
atuou modulando a expressdo dos genes CDKN1A e TP53 envolvidos no controle do ciclo
celular e tampouco dos genes NAT2, CYP1A1, relacionados ao metabolismo de xenobidticos.
Estudos sobre o metabolismo de PBTAs tém demonstrado a importancia do citocromo P450
(CYP) e das N-acetiltransferases (NATS) para a atividade genotdxica do PBTA-4, PBTA-6,
PBTA-7 e PBTA-8. Os achados mostram que o P4501A1 e as NAT1 e NAT2 estéo
especialmente envolvidos com a ativacdo genotoxica dos PBTAs (Oda et al., 2008; Ulecia &
Carey, 2018). Ulecia & Carey (2018), por meio de simulagfes in silico, estudaram as
interacbes das moléculas de potentes PBTAs clorados (PBTA-4, PBTA-6, PBTA-7 e PBTA-

8) com o objetivo de elucidar os mecanismos de ativacdo. Os resultados indicaram que o0s
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PBTAs podem ser ativados pelo gene CYP1AL, o que aumentaria o potencail mutagénico. A
auséncia de alteracéo transcricional observada no nosso estudo pode ter ocorrido pelo fato dos
genes investigados ndo estarem fortemente envolvidos no metabolismo do non-ClI PBTA-9; as
células analisadas (hepatocitos) ndo serem o principal local de metabolizagcdo do composto; as
doses testadas ndo terem sido suficientes para modular a expressao dos genes. Estudos
relacionados ao metabolismo dos PBTAs sdo escassos, 0s poucos trabalhos existentes
realizaram testes in vitro e in silico, e associaram o metabolismo ao principal 6rgédo
metabolizador de xenobidticos contendo amina aromaética, o figado. Porém, sendo o primeiro
estudo in vivo realizado com non-Cl PBTA, a descoberta pode indicar que a metabolizagéo
dos compostos da familia do PBTA, pode ocorrer no colon por bactérias.

Finalizando, embora o mecanismo de acdo e distribuicdo do non-Cl PBTA-9 seja
ainda um grande desafio para estudos futuros, é fato que o composto apresenta claro efeito
toxicogenético e que, portanto, seu uso ou exposicao deve ser cuidadosamente monitorado a

fim de evitar riscos a saide humana e ao meio ambiente.
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8. CONCLUSAO

Os dados obtidos a partir de camundongos ap6s exposi¢do aguda ao non-Cl PBTA-9
permitiram concluir que esse composto:
| - induz danos priméarios no DNA de células do colon em todas as doses testadas (5, 50 e 500
Hg/kg p.c.) e em células hepéticas e sanguineas na dose mais alta (500 pg/kg p.c);
Il - apresenta efeito mutagénico nas doses 5 e 50 pg/kg p.c. em células da medula déssea;
Il - ndo altera a expressdo dos genes NAT2, CYP1Al, CDKN1A e TRP53 em células
hepéticas;

IV - ndo promove alteracdes histoldgicas no figado.

Em linhas gerais, a exposi¢do ao non-Cl PBTA-9 in vivo é capaz de promover danos
no material genético (atividade genotdxica e mutagénica). Os dados, inéditos, mostram 0
perigo da exposi¢do ao composto e contribuem para 0 melhor entendimento dos mecanismos
de acdo dessa classe de poluente ambiental. Adicionalmente, os resultados poderdo subsidiar

politicas publicas para o descarte e tratamento de efluentes gerados pela industria téxtil.
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10. ANEXO I

Certificado de aprovacdo do protocolo do estudo pelo Comité de Etica em

Experimentagdo Animal, da Faculdade de Medicina — UNESP — Campus de Botucatu.



C 2 DE

FACULDADE DE M

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Criada através da Portaria DFM n° 611 de 13/12/2012

CERTIFICADO N° 1254/2017-CEUA

Certificamos que a proposta intitulada “Potencial toxicogenomico do contaminante ambiental 2-fenilbenzotriazol 9 (PBTA-9) in vivo”, conduzida pela
Pesquisadora: Amanda Rodrigues Tanamachi, Orientada pela Profa. Dra. Daisy Maria Favero Salvadori, Coorientada pelo Prof. Dr. Fabio Henrique Fernandes e
com a participagdo do Colaborador: Paulo Cesar Georgete, registrada com o n° 1254/2017, que envolve a producdo, manutengdo ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, em reunido de 30 de

novembro de 2017.

Finalidade ( ) Ensino - (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacido 31/07/2020
Espécie/Linhagem/Raca Camundongo Heterogén/Swiss
N©° de animais 60

Peso/Idade 08 semanas/35g

Sexo Macho

Origem Biotério Central da UNESP - FMB

"de Barros

Gra%%éguelr%ertani Prof. Dr.‘j;uilherme\ Antoni ;
\Becretaria _ Presidente
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Distrito Rubido Junior, s/n°- Botucatu — S.P. CEP: 18.618-970 Fone: (14) 3880-1609 e-mail secretaria: ceua@fmb.unesp.br




- Universidade Estadual Paulista
r Faculdade de Medicina de Botucatu

Fone: (14) 3880-1608/3880-1609

E-mail Secretaria:
ceua@fmb.unesp.br/grazicla@fmb.unesp.br/sara.sampaio@fmb.unesp.br
Rua: Jodo Buttignoli, s/n® - Distrito Rubido Junior — Botucatu/SP

CEP: 18.618-970

; o o e T i ; ’ ’ . Cormizsao de Efica no Uso de Animais
ia na Faculdade de Medicing atreves da Portaria do Diretor n® 30 de 26/04/99

Oficio n® 009/2019-CEUA-FMB/UNESP Botucatu, 18 de janeiro de 2019.

Prezada Senhora,

Em atendimento ao documento protocolado em 06 de novembro de 2018, solicitando alteracdo do
titulo e também a inclusdo de mais 48 camundongos - referente ao Projeto de Pesquisa (Protocolo CEUA
1254/2017) - Titulo: “Potencial toxicogenémico do contaminante ambiental 2- fenilbenzotriazol 9 n&o clorado
(non-CI PBTA-9) IN VIVO”, aprovado em 30/11/2017 -, informo que alteracdo solicitada foi AUTORIZADA,

ficando na seguinte conformidade.

Titulo Anterior: “Potencial toxicogenérico do contaminante ambiental - 2-fenilbenzotriazol 9 (PBTA-9) in vivo.”
Titulo Novo: “Potencial toxicogendmicc do contaminante ambiental 2- fenilbenzotriazol 9 ndo clorado (non-CI
PBTA-9) in vivo.”

Pesquisador Principal atual: Amanda Rodrigues Tanamachi

Orientador: Profa. Dra. Daisy Maria Favero Salvadori

Atenciosamente,

P I it s Buoidin.

Prof. Ass. Guilherme Antdnio Moreira de Barros
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP

Ilustrissima Senhora

Professor Doutora Daisy Maria Favero Salvadori
Departamento de Patologia

Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
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