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RESUMO

Os avancos tecnologicos trazem muitos beneficios, no entanto vém acompanhados de um
aumento dos efluentes provenientes de diferentes tipos de inddstrias, os quais geram
subprodutos indesejaveis que carregam consigo muitos contaminantes quimicos que sao
langados todo ano no solo, ar e &gua. Em especial, as industrias de refino de petrdleo
produzem efluentes ricos em metais pesados, quimicos inorganicos e organicos. Dentre 0s
contaminantes organicos mais importantes do petréleo, encontram-se os Hidrocarbonetos, em
especial os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA). De maneira geral, tanto os HPA
quanto seus derivados estdo associados ao aumento da incidéncia de diversos tipos de
canceres no homem. Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento e aplicacdo de
ferramentas para avaliacdo de amostras ambientais possivelmente impactadas por dejetos
quimicos. Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a genotoxicidade e a
mutagenicidade das &guas dos rios Jaquari-SP, Atibaia-SP e Piracicaba-SP, numa regido
influenciada pelos efluentes gerados pela refinaria de petroleo da cidade de Paulinia — SP. As
avaliacOes foram feitas por meio de dois organismos-testes distintos: raizes de Allium cepa e
cultura de Células de Ovario de Hamster Chinés (CHO-K1). Para os ensaios com A. cepa,
foram aplicados os testes de aberragdes cromossomicas (AC) e micronlcleos (MN) em
células de meristemas de raizes e micronicleos em células F; deste mesmo Orgdo. Para 0s
ensaios com celulas CHO-K1, foram a plicadas as técnicas do ensaio do cometa e do teste do
Micronucleo. Os resultados obtidos nessa pesquisa mostraram que as substancias quimicas
geradas pelo processo de refino do petroleo apresentam caracteristicas genotoxicas e/ou
mutagénicas. Os resultados também permitiram o esclarecimento dos modos de acdo destes
compostos sobre o material genético dos organismos expostos. Sobretudo, foi observado,
pelos testes realizados, que o efluente lancado pela refinaria apresenta-se menos toxico que o
efluente bruto produzido, mostrando que o sistema de tratamento da inddstria tem sido
eficiente para a descontaminacao dos subprodutos gerados pelo processo industrial.

Palavras-chaves: efluente industrial, HPA, Allium cepa, cultura de células, CHO-K1,
aberracdes cromossémicas, micronucleos.
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ABSTRACT

Technological advances bring many advances; however they are accompanied by an increase
in the effluents derived from different types of industries, which generate undesirable by-
products that carry several chemical contaminants that are discharged every year in the soil,
air and water. Industries of petroleum refinery, in particular, produce effluents rich in heavy
metals, inorganic and organic chemicals. Among the most important organic contaminants of
the petroleum, we can highlight the Hydrocarbons, in special the Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAHS). In general, both PAHs and their derivatives are associated with the
increase in the incidence of several types of cancer in humans. In this context, it is necessary
to develop and apply tools to assess environmental samples possibly impacted by chemical
waste. Thus, this study aims to evaluate the genotoxicity and mutagenicity of waters of the
Jaquari-SP, Atibaia-SP and Piracicaba-SP rivers, in a region influenced by effluents generated
by a petroleum refinery of the city of Paulinia — SP. The evaluations were carried out with
two distinct test organisms: roots of Allium cepa and culture of cells of Chinese Hamster
Ovary (CHO-K1). For the assays with A. cepa, the tests of chromosome aberrations (CA) and
micronuclei (MN) in meristematic cells of roots and micronuclei in F; cells of the same organ
were applied. For the assays with CHO-K1 cells, the techniques of comet assay and the
micronucleus test were used. The results obtained in this study showed that the chemical
substances generated by the petroleum refining process present genotoxic and/or mutagenic
characteristics. The results also allowed the elucidation of the modes of action of these
compounds on the genetic material of the organisms exposed. Particularly, it was observed,
by the tests performed, that the effluent discharged by the refinery are less toxic than the
crude effluent produced, showing that the treatment system of the industry has been effective
in decontaminating the by-products generated by the industrial process.

Key-words: industrial effluent, PAHs, Allium cepa, cell culture, CHO-K1, chromosome
aberrations, micronuclei.
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1. Introducéo Geral

A crescente urbanizacéo e industrializagdo tém intensificado a contaminagdo dos
corpos d’agua e se tornou uma preocupacdo no mundo todo, devido aos danos ambientais
ocasionados pelo despejo dos residuos gerados por essas atividades. Assim, vem sendo cada
vez mais discutida e exigida a aplicagcdo de tratamento eficiente de descontaminacdo das
aguas residuais, a fim de se minimizar os impactos que esta poluicdo possa, eventualmente,
causar nos ecossistemas aquaticos e terrestres.

As principais atividades geradoras de residuos que contaminam o meio ambiente
envolvem os esgotos domésticos, as atividades industriais e a agricultura. Dentre as diversas
atividades industriais poluidoras do meio ambiente, destacam-se as refinarias de petréleo. O
petréleo € um composto constituido por uma mistura complexa de substancias quimicas, onde
predomina a presenca de hidrocarbonetos, que podem chegar a mais de 90% da sua
composicdo. Em menor quantidade, podem-se encontrar os derivados organicos sulfurados,
nitrogenados, oxigenados e organo-metalicos (ZIL1O; PINTO, 2002). A polui¢do de recursos
hidricos por este tipo de atividade industrial pode atingir grandes proporgdes, pois, segundo
Byers et al. (1995), as refinarias utilizam grandes volumes para o desenvolvimento dos seus
processos produtivos, valores estes que podem chegar, em média, a 65-90 litros de agua
utilizada por barril de petrdleo bruto processado.

Os HPA e seus derivados representam uma ameaca eminente para a saude
humana. Segundo Netto et al. (2000), o que determina a composicdo e a complexidade da
mistura de HPA ¢é sua fonte emissora. A constituicdo e concentracdo de HPA em uma mistura
pode interferir nas funcGes da membrana celular, por se ligarem aos sitios hidrofobicos
presentes nessa estrutura e, assim, induzirem a deformacoes e perturbacdes moleculares, além
de também alterarem o proprio sistema enzimatico celular (TUVIKENE, 1995).

Devido a todas essas caracteristicas descritas a cima, muitos pesquisadores vém
desenvolvendo pesquisas, em diferentes organismos testes, a fim de avaliar a toxicidade dos
HPA. Segundo Leme e Marin-Morales (2009), é necessario identificar os compostos que
possam interagir com o DNA, para garantir que 0 meio ambiente esteja 0 mais livre possivel
de poluentes que possam comprometer 0s ecossistemas. Muitas técnicas e metodologias,
desenvolvidas com diversos organismos teste, vem sendo aplicadas em estudos que avaliam
as potencialidades genotdxicas e mutagénicas de agentes quimicos. Assim, existe na
literatura uma gama de estudos que utilizam plantas superiores (ODEIGAH et al., 1997,
MONARCA et al., 2002; LEME;MARIN-MORALES, 2008; LEME et al., 2008; HOSHINA,;
MARIN-MORALES, 2009; CABARAVIDIC, 2010; FENG et al., 2011), peixes (CAVAS;
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ERGENE-GOZUKARA, 2005; BOLOGNESI et al., 2006; VANZELLA et al., 2007;
HOSHINA et al., 2008), bactérias (BEKAERT et al., 1999; MONARCA et al., 2002;
PEREIRA et al., 2010), linhagem de cultura celulares (DIAMOND et al., 1984; PARK et al.,
2006; KRISHNAMURTHI et al., 2007; TARANTINI et al., 2009; LAGERQVIST et al.,
2011), entre outros organismos.

O presente estudo utilizou como bioindicador dois organismos distintos: Allium
cepa e a células de ovario de Hamster Chinés (CHO-K1). Foram realizados com estes
organismos os testes de aberragdes cromossdmicas, microndcleo e ensaio do cometa, a fim de
se avaliar o potencial genotdxico e/ou mutagénico do efluente gerado por uma refinaria de
petréleo, bem como a qualidade das aguas dos rios sobre a influéncia desta atividade
industrial.

A espécie Allium cepa tem se mostrado uma eficiente ferramenta para
identificacdo de danos cromoss6micos e disturbios no ciclo celular, pois 0s cromossomos
desta espécie apresentam condigGes favoraveis para esse tipo de estudo (FRISKESJO, 1985).
Segundo Leme e Marin-Morales (2008), as andlises de aberracdes cromossémicas (AC) e
micronucleos (MN) em células meristematicas e MN em células F; de A.cepa tem sido
descrita como bons indicadores de acdo celular de agentes quimicos presentes no ambiente.

O teste do MN deve envolver células que tenham completado somente um ciclo
de divisdo celular, pois ndo se conhece o destino dos MN apds mais de ciclo de divisdo
(FENECH, 2000). Assim, o método considerado mais seguro de analise de mutagenicidade
para testes com culturas celulares, tanto pela simplicidade como pela seguranca na
interpretacdo dos resultados, € o ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese
(FENECH; MORLEY, 1985). A citocaliasina B (Cit-B) é uma droga que induz o bloqueio da
citocinese, por ter uma acdo sobre células que estdo completando o ciclo da divisao celular. A
identificacdo de seu efeito é feita pela visualizacdo de uma célula binucleada (FENECH,
2000).

O ensaio do cometa possui diversas aplicacdes, sempre se baseando em avalia¢@es
de danos e reparo do DNA. O ensaio atrai adeptos por sua sensibilidade, versatilidade,
rapidez e economia, além da sua facilidade de divulgacdo nos meus cientificos e pela
eficiéncia de interpretacdo dos resultados. O ensaio envolve a lise celular, por meio de acao de
detergentes que, quando incorporados nas laminas cobertas por agarose, tornam as células
imobilizadas para serem submetidas a corrida eletroforética. Sua aplicacdo mais comum é em
células animais, principalmente em cultura celular ou isolamento de células de um

determinado tecido. Porém, embora existam métodos que estdo sendo desenvolvidos também
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para células vegetais. Além disso, tem a capacidade de detectar baixos niveis de danos e faz

uso de um pequeno numero de celulas por amostra (COLLINS, 2004).
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2. Objetivos Gerais
Considerando que o Rio Jaguari € fonte de captacdo de agua destinada as
atividades da maior Refinaria de Petréleo do Estado de Séo Paulo e que esta gera, apos
tratamento, efluentes que sdo langados no Rio Atibaia, e que mais adiante ocorre a
confluéncia destes dois rios para formar o Rio Piracicaba, este projeto tem por objetivo geral
investigar a possivel presenca de agentes contaminantes com potencial citotdxico, genotoxico
e mutagénico, decorrentes da emissdo de efluente da refinaria de petréleo, bem como avaliar
os efeitos sinergisticos derivado das varias emissdes que ocorrem ao longo dos rios Jaguari e
Atibaia, como também avaliar a qualidade das 4guas do Rio Piracicaba, logo na sua origem,
por meio de:
= Andlise fisico-quimica (pH, temperatura, salinidade, condutividade, turbidez e
oxigénio dissolvido) e de quimicos inorgéanicos das aguas dos rios Jaguari, Atibaia e
inicio do Piracicaba;
= Anéalise dos possiveis efeitos genotdxicos (teste de aberracdes cromossdmicas) e
mutagénicos (teste do micronucleo) das aguas dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba,
por meio do sistema-teste Allium cepa;
= Analise dos possiveis efeitos genotdxicos (ensaio do cometa) e mutagénicos (teste do
Micronucleo) das aguas dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba por meio do sistema-
teste in vitro CHO-K1,
= Avaliar os mecanismos de acdo dos contaminantes presentes nas aguas dos rios
estudados, bem como avaliar a eficiéncia dos sistemas-teste propostos para a deteccao

deste tipo de contaminacéo.
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3. Revisdo da literatura
3.1. Poluicdo Ambiental

Muitos produtos quimicos apresentam potencial toxico que podem, quando
atingem o ambiente, contaminar os lagos, a atmosfera, 0s alimentos e até a 4gua destinada ao
consumo humano (DEGUCHI et al., 2007). Dentre as atividades humanas que mais
comprometem a qualidade ambiental estdo os descartes industriais, as atividades urbanas e as
atividades agricolas (VANZELLA et al., 2007). Porém, convém ressaltar que esses
contaminantes de origem antropogénica acumulam-se no meio, caracterizando-se em uma
ameaca para 0S organismos Vvivos eventualmente expostos (CAVAS; ERGENE-
GOZUKARA, 2005).

Os poluentes toxicos que apresentam potencial mutagénico podem causar efeitos
diretos a salde humana, como canceres, arteriosclerose, doencas cardiovasculares e
envelhecimento precoce (RADIC et al., 2010).

Segundo Krishnamurthi et al. (2007), poucos séo o0s estudos que avaliam 0s riscos
ocasionados por amostras ambientais, o que leva a uma falta de informacbes sobre a sua
toxicidade, pois em muitos casos falta compreender o comportamento das substancias
genotoxicas presentes em misturas complexas, bem com as suas interacfes sinérgicas e
antagonistas. Para se entender melhor os efeitos gerados por essas interacGes, sdo aplicados
ensaios bioldgicos que possibilitem caracterizar os efeitos de exposi¢do cronica e/ou aguda
sobre os organismos, mesmo sem a quantificacdo e identificacdo prévia dos compostos
quimicos presentes na amostra (OHE et al., 2004).

O potencial genotoxico de poluentes ambientais pode estar relacionado com
processos carcinogénicos, teratogénicos e a uma série de outros distdrbios. Em decorréncia
disto, ha cada vez mais a necessidade de desenvolvimento de ensaios com organismos Vivos
sensiveis, que sejam capazes de responder as potencialidades toxicas dos quimicos ambientais
(KLOBUCAR et al., 2003) e de avaliar a acdo destes quimicos sobre o material genético dos
organismos, mesmo quando estes estiverem presentes em baixas concentracfes (FRENZILLI
et al., 2009). Também, é de extrema importancia para a saide ambiental a realizacao de testes
de toxicidade e genotoxicidade, combinados com analises fisico-quimicas, a fim de avaliar a
qualidade dos ambientes (EGITO et al., 2007).

As analises fisico-quimicas permitem detectar a presenca de agentes quimicos que
podem oferecer um perigo para o ambiente aquatico e para os seres humanos (VAN DER

OOST et al., 2003). No entanto, segundo Oberholster et al. (2008), a realizacdo apenas de
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analises quimicas e fisicas da &gua ndo fornece uma avaliacdo detalhada da salde de um
ecossistema. Os autores acrescentam que 0 monitoramento quimico ndo leva em conta a
variedade de perturbagdes induzidas pelo homem, que incluem as alteragdes decorrentes de
degradacéo e destruicdes de habitats, capazes de prejudicar a salde biol6gica. Portanto, o
biomonitoramento oferece algumas vantagens adicionais importantes, que as analises
quimicas convencionais, sozinhas, sdo incapazes de oferecer (ZHOU et al., 2008).

De acordo com Hoshina et al. (2008), entre os diversos setores que contribuem
para a contaminagdo dos corpos hidricos, as refinarias de petroleo sdo consideradas
relevantes, pois os processos de refino do petroleo exigem uma grande quantidade de &gua,
além de seus efluentes serem portadores de diversos poluentes, como metais, fendis, dleos e
gorduras, ambnia e HPA. Embora haja a reutilizacdo das aguas servidas pela propria refinaria,
uma grande quantidade de compostos toxicos pode permanecer até o efluente final da
industria (AVCI et al., 2005).

Em um estudo realizado por Krishnamurthi et al. (2007), os autores avaliaram
lodos gerados por uma refinaria de petréleo da India e concluiram que essas amostras
apresentam compostos genotoxicos, por meio de ensaios realizados com ceélulas de
mamiferos, e um contato com este lodo podia representar um risco genotdxico também para

0S seres humanos.

3.2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)
Entres os hidrocarbonetos, os policiclicos aromaticos, encontrados na combustéo

incompleta de combustiveis fésseis, na matéria organica e no petroleo bruto (BIHARI et al.,
2006), sdo considerados contaminantes altamente tdxicos por apresentarem efeitos
mutagénicos e carcerigenos, enquanto outros hidrocarbonetos sdo conhecidos pelo seu
potencial oxidante (PAGLIA; VALENTINE, 1967; LEME; MARIN-MORALES, 2008).

De acordo com o IARC (2005) os HPA sao classificados como cancerigenos
(grupo 1), provavelmente cancerigenos (grupo 2A) ou possivelmente cancerigenos (grupo 2B)
para humanos. Estes compostos sdo de caracteristica lipofilica, por apresentarem baixa
solubilidade em &agua e alta solubilidade em lipidios, e sdo acumulados nos sedimentos dos
ambientes aquaticos (BIHARI et al., 2006; MARIN-MORALES et al., 2010). Segundo
Tuvikene (1995), a caracteristica lipofilica dos HPA permite uma rapida absorcdo destes
compostos pelas membranas biologicas, facilitando a sua acumulacdo nos tecidos. Além

disso, os HPA sdo compostos persistentes e podem se bioacumular através da cadeia
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alimentar, representando um problema para a salde humana, quando estes sofrem exposicao
em longo prazo (LV et al.,2010).

Os HPA podem ser gerados por duas fontes principais: naturais, provenientes de
erupcBes wvulcénicas, exudatos de arvores, incéndios florestais e de pastagens; e
antropogeénicas, que séo gerados durante a combustdo de materiais carbonosos como o carvao,
gasolina e diesel e derramamentos de petrdleo (LV et al., 2010; HARITASH; HAUSHIK,
2009). As fontes emissoras podem influenciar na composicéo e na complexidade das misturas
de HPA e gerar uma grande variedade desses compostos, em diferentes niveis de
concentracdo (NETTO et al., 2000). A persisténcia dos hidrocarbonetos no ambiente também
esta relacionada com o seu ponto de ebulicdo, ou seja, quanto maior a temperatura de
ebulicdo, maior é sua permanéncia no ambiente (WHO, 1982).

De acordo com Mas et al. (2010), o interesse em conhecer as vias de entrada dos
HPA no meio ambiente estimula a investigacdo de suas propriedades e suas atividades
biologicas, principalmente, porque muito deles apresentam um potencial toxico e cancerigeno.
No entanto, estes compostos requerem ativacdo de metabolitos eletrofilicos para exercer seus
efeitos mutagénicos e carcinogénicos (NETTO et al., 2000; XUE; WARHAWSKY, 2005). O
primeiro passo no processo de ativacdo do HPA é a sua oxidacao pela enzima P450, onde o
seu metabolito final carcinogénico é capaz de interagir com as macromoléculas celulares,
principalmente os acidos nucléicos e proteinas (XUE; WARHAWSKY, 2005). Assim, 0s
HPA podem causar, indiretamente, danos oxidativos no DNA, devido a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio durante a sua metabolizacdo (BAULIG et al., 2005; BRIEDE et al.,
2005).

3.3. Ensaios

3.3.1. Allium cepa

Muitas plantas servem como bioindicadores para avaliacdo de efeitos mutagénicos
e para 0 monitoramento ambiental, pela alta sensibilidade que apresentam na deteccdo dos
fatores da poluicdo e para a toxicidade dos compostos quimicos (LEME; MARIN-
MORALES, 2009). A comprovacao da eficiéncia dos ensaios genotdxicos realizados nos
vegetais, para 0 monitoramento ambiental, deu-se pelos estudos internacionais colaborativos
que receberam o apoio do Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP), da Organizacédo
Mundial de Saude (OMS) e também da E.U. Environmental Protection Agencia (EPA dos

Estados Unidos) (MA et al.,, 1995). Estes testes permitem a observacdo de diferentes
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parametros genéticos, como as aberra¢cdes cromossdmicas, que ocorrem a partir de mutacdes
pontuais, tanto em células individuais como em 6rgdos (GRANT, 1994).

Segundo Vidakovic-Cifrek et al. (2002), as alteragdes cromossémicas estruturais
ou numéricas, que podem acontecer em qualquer fase do ciclo celular (préfase, metafase,
anafase e telofase), sdo consideradas evidéncias de efeitos mutagénicos, induzidos por agente
clastogénicos e/ou aneugénicos. Segundo Houk (1992), as trés grandes classes de danos
podem ser descritas como: mutacBes génicas, referentes as mutacdes no gene, que sdo
alteraces do DNA dentro de sequéncias génicas; acdes clastogénicas, referentes as alteracoes
na estrutura cromossdmica, usualmente resultando em ganho, perda, ou rearranjo de pecas
cromossomicas; e agdes aneugeénicas, referentes ao ganho ou perda de cromossomos inteiros
no complemento cromossémico.

A espécie Allium cepa contém células meristematicas homogéneas com grandes e
poucos cromossomos (2n = 16), bem visiveis e facilmente corados, o que permite uma melhor
avaliagdo dos danos cromossomicos e/ou disturbios na divisdo celular (GRANT, 1982;
FRISKESJO, 1985; KURAS et al., 2006). Esta espécie, que ¢é freqlientemente utilizada na
avaliacdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de varias substancias
(MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004, FERNANDES et al., 2007), também apresenta
uma alta correlagdo com os outros sistemas bioldgicos usados em ensaio para 0 mesmo fim,
como, por exemplo, os testes com mamiferos (GRANT, 1982; CHAUHAN et al., 1999;
KURAS et al., 2006).

Muitos estudos tém considerado o teste Allium cepa, como uma técnica muito
eficaz para determinar a toxicidade e os niveis de poluicdo no meio ambiente (GROVER,;
KAUR, 1999; CHADRA et al., 2005; FATIMA; AHAMAD, 2006; EGITO et al., 2007;
LEME et al., 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008; CARITA; MARIN-MORALES,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009; BIANCH et al., 2011; MAZZEO et al., 2011;
VENTURA-CAMARGO et al, 2011). O teste faz uso do indice mit6tico (IM) como indicador
do nivel de proliferacdo celular (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Valores reduzidos ou
aumentados deste pardmetro podem indicar a presenca de agentes citotoxicos (FERNANDES
et al., 2007). Outros parametros podem ser monitorados na divisdo celular, tais como
aberracdes cromossdmicas, troca de cromatides irmas e micronicleos (MIGID et al., 2007). A
presenca de microndcleos pode ser resultado de fragmentos cromossémicos por acgdo
clastogénica ou pela perda de cromossomos inteiros em decorréncia de acdo aneugénica de

um determinado agente (FENECH, 2000). J& a formacéo de brotos nucleares é indicativa do
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processo inicial de expulsdo do material genético e, conseqlientemente, podem estar

relacionados com a formagdo de microntcleos (FERNANDES et al., 2007).

3.3.2. Cultura de células de mamiferos

Com o controle cada vez mais rigoroso do uso de animais de laboratério em
experimentos bioldgicos, torna-se necessario o desenvolvimento e padronizacdo de testes in
vitro, que possam detectar a toxicidade de dispositivos e de substancias para seres humanos
(ROGERO et al.,, 2003). Ensaios com cultura de células constituem uma importante
ferramenta de investigacdo bésica, na atualidade, servindo a diversas areas de investigacao,
como a imunologia, a virologia, a genética e a toxicologia (LEWINSKA et al., 2007). Um dos
principais objetivos de sistemas in vitro é reproduzir as caracteristicas dos tecidos originais
bem como as interagdes entre as células para simular o ambiente in vivo (ZUCCO et al.,
2004).

Segundo Cardozo et al. (2006), o uso de testes in vitro aplicados em culturas de
células de mamiferos sdo eficazes na avaliagdo de agentes genotdxicos e, aplica-los em areas
contaminadas por atividades antrdpicas, junto a outros ensaios, possibilita uma maior
obtencdo dos niveis genotdxicos.

As vantagens desta técnica in vitro sobre os métodos in vivo sdo: a possibilidade
de se limitar o nimero de variaveis experimentais; se obter dados significativos mais
facilmente; e realizar ensaios em periodos mais curtos (ROGERO et al., 2003). Pequenas
amostras de células séo suficientes para as avaliagdes, ndo havendo a necessidade de submeter
a eutandsia grandes quantidades de animais (CARVALHO, 1996). Ainda, é possivel manter
linhagens celulares derivadas de tecidos humanos, cujos dados sdo considerados mais
completos e mais confiaveis na avaliagdo de riscos toxicoldgicos (ZUCCO et al., 2004).
Segundo DiPaolo et al. (1981), 0 uso de ensaios in vitro, como a cultura de célula, tem sido
considerado uma ferramenta eficaz e sensivel para avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade
de contaminantes quimicos. Além disso, 0 uso de ensaios in vitro possibilita também um
direcionamento dos efeitos toxicos especificos para um 6rgédo alvo (ZUCCO et al., 2004).

As células mantidas em cultura sdo relativamente faceis de serem manipuladas e
podem ser observadas do ponto de vista microscopio, bioquimico e molecular, apos a adicao
de substancias no meio em que estdo sendo cultivadas. No entanto, o estudo dos efeitos de
uma determinada substancia, aplicada em uma linhagem celular pré-determinada, deve ter seu
comportamento estudado também in vivo, uma vez que o préprio organismo pode apresentar

diversos fatores que irdo interferir nos resultados (MORALES, 2008).
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A linhagem celular CHO-K1, proveniente de ovario de hamster chinés, tem sido
utilizada em estudos que envolvem efluentes industriais (MATSUMOTO et al, 2003; 2005), e
em estudos que avaliam a toxicidade dos HPA (KRISHNANURTHI et al., 2007; CHENG et
al., 2008; AOUADENE et al., 2008).

3.3.3. Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa, também conhecido como ensaio de eletroforese em gel de
célula unica, é uma técnica rapida e quantitativa que possibilita a visualizacdo de danos no
DNA em células eucarioticas (LIAO et al., 2009). Esse ensaio é baseado na quantificacdo de
fragmentos de DNA que migram para fora do nucledide da célula durante a eletroforese e
permite avaliar danos que podem ser reparados (FRENZILLI et al., 2009; LIAO et al., 2009).
Assim, esse método tem sido muito empregado para detectar danos no DNA na area de
ecotoxicologia (FRENZILLI et al., 2009).

Os primeiros pesquisadores a quantificar os niveis de danos no DNA em células
individuais foram Rydberg e Johanson (1978), que utilizaram laminas de agarose, solucéo de
lise e neutralizacdo, coloracdo com laranja de acridina, analisados por um fotémetro. Mais
tarde, Ostling e Johanson (1984) desenvolveram o ensaio do cometa, onde as células sdo
introduzidas sobre laminas cobertas com agarose, lisadas e tratadas com sal. ApoOs esses
processos, 0 DNA é submetido a uma corrida eletroforética em condi¢fes neutras e corados
com brometo de etidio. No entanto, Singh e colaboradores (1988) introduziram uma versdo do
ensaio do cometa, usada atualmente, que submete a lamina com o material celular a uma
corrente eletroforética alcalina para detectar os danos causados no DNA, tanto por agentes
fisicos como quimicos.

Biomarcadores genotoxicos sdo empregados para avaliar os efeitos de
contaminantes sobre 0s organismos expostos, sobretudo aqueles potencialmente indutores de
danos celulares (FRENZILLI et al., 2009).

O ensaio do cometa é considerado um teste genotdxico rapido, simples e sensivel,
capaz de detectar danos no DNA de células individuais induzidos por agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes (ANDRADE et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2006; PAVLICA et
al., 2001). Para Speit et al. (2009), o ensaio do cometa ganhou popularidade por ser um teste
capaz de detectar baixos niveis de danos e reparos no DNA e por ser aplicavel em diversos
tecidos e/ou tipo celulares. Outras vantagens que o diferencia dos métodos citogenéticos
convencionais é que esta técnica requer um pequeno nimero de células e ndo necessita que

estas estejam em divisdo, podendo, entdo, ser aplicada em qualquer fase do ciclo celular



Revisdo da Literatura 21

(PAVLICA et al., 2001). Segundo He et al. (2000), ainda, uma parte dos danos que ocorrem
nas células pode ser reparada, dependendo do estagio do ciclo celular e/ou do tipo de agente
mutagénico testado. Somente uma pequena quantidade de danos ndo sdo reparados, se tornam

uma mutacao fixa.

3.3.4. Teste do MicronuUcleo

Microntcleos (MN) sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno
nacleo, resultante da condensacdo de fragmentos acéntricos ou cromossomos inteiros que
atrasaram a sua migracdo para os pélos na anafase. Portanto, sdo porcfes cromossdmicas que
ndo foram incorporadas ao nucleo principal da célula-filha, durante a divisdo celular
(SCHMIDT, 1976, AL-SABTI; METCALFE, 1995), devido a auséncia de centrdmero, danos
no aparelho mitético ou por defeito na citocinese (BOLOGNESI et al., 2006; ERGENE et al.,
2007). S&o considerados MN classicos as estruturas circulares de mesma refringéncia que o
nacleo, ndo ligadas a este e com um tamanho correspondente de 1/5 a 1/20 do tamanho do
nacleo principal da célula (AL-SABTI; METCALFE, 1995).

O teste do MN in vitro, também conhecido como ensaio do microntcleo com
blogueio de citocinese (CBMN), faz uso da citocalasina B que é um inibidor da polimerizacéao
da actina, proteina envolvida na formacdo do anel de microfilamentos relacionado com a
contracdo do citoplasma que separa os nucleos das células filhas durante a citocinese
(CARTER, 1967). No entanto, essa substancia ndo evita a divisdo nuclear, resultando em um
acumulo de células binucleadas, formadas a partir de células que passaram por apenas um
ciclo de divisdo, independentemente do grau de sincronia e da proporcdo de células em
divisdo (FENECH, 1997; KIRSCH-VOLDERS et al., 1997; FENECH, 2000). Assim, essa
metodologia tem sido frequentemente utilizada para detectar danos no DNA resultante da
presenca de agentes clastogénicos e aneugénicos (AARDEMA et al., 1998; FENECH, 2000).

O teste do MN é uma importante técnica usada no monitoramento ambiental, pois
avalia a potencialidade mutagénica de agentes presentes no ambiente, sendo considerado um
bioindicador que consegue avaliar a mutagénicidade do ecossistema (SOUZA e
FONTANETTI, 2006). Ayllon e Garcia-Vazquez (2000) complementam a aplicacdo do teste,
relatando a capacidade de sua utilizacdo para avaliar a poluicdo aquéatica e testar a
genotoxicidade de determinados compostos quimicos, por meio de exposicGes in vivo diretas
e indiretas.

E possivel observar, também, pontes nucleoplasmaticas entre os ntcleos da célula

binucleada. Provavelmente essas pontes ocorram devido a formacdo de cromossomos
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dicéntricos, onde os dois centrdmeros sdo puxados para os polos diferentes da célula e acabam
por resultar em numa ponte de DNA envolto por uma membrana nuclear. Assim, a presenca
dessas pontes nucleoplasmaticas encontradas nas células binucleadas sdo endpoints que
devem ser considerados na contagem do teste de MN (FENECH, 2000).

3.3.5. Estresse Oxidativo

Os dados referentes a revisdo de literatura sobre estresse oxidativo estdo

apresentados no artigo de revisao (artigo 1), que faz parte dos resultados desta dissertacéo.

3.4. Classificacdo das aguas
Os rios Atibaia e Jaguari, pertencentes a bacia do Piracicaba, Capivari e Jundiai

(PCJ), passam pelo municipio de Paulinia-SP, regido esta que abriga 51.242 habitantes, 107
industrias, dentre elas a Refinaria de Petréleo de Paulinia, a maior refinaria de petréleo do
sistema PETROBRAS, responsavel pelo refino de cerca de 20% do petrdleo do Brasil. Esta
Refinaria, que possui uma area de 9.125 milhdes de m?, capta gua para o desenvolvimento de
suas atividades no rio Jaguari e despeja os seus efluentes, apds passagem por tratamentos
fisico-quimicos, biologicos e por lagoa de estabilizacao, no rio Atibaia.

Segundo o comité do PCJ e a MPO/SEPURB,SRHSO [Consdrcio Figueiredo
Ferraz /| COPLASA S.A. (1999)], o rio Jaguari tem suas aguas classificadas como de Classe 2
e 0 rio Atibaia de classe 4. Esses dois rios se unem para formar o rio Piracicaba que, segundo

a mesma classificacdo, tem suas aguas classificadas como pior que classe 4 (Figura 1).
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Figura 1: Mapa hidrografico da Bacia do PCJ (Fonte:CONSORICIO PCJ, 2005).
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4. Materiais e Métodos
4.1. Material Bioldgico

Foram utilizados como organismo-teste sementes de Allium cepa (variedade Baia
piriforme) e células de mamiferos (células de ovério de hamster chinés — CHO-K1) fornecidas
pela Profa. Dra. Silvia Tamie Matsumoto da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
e mantidas em cultura no Laboratério de Mutagénese do Instituto de Biociéncias da Unesp de
Rio Claro.

4.2. Localizacao da area de estudo e coleta das amostras de agua
As amostras de agua foram coletadas em 7 (sete) pontos distintos de trés rios que

sofrem influéncia das atividades da Refinaria de Petr6leo de Paulinia-SP (Figura 2), como

segue:

P1: Agua de capacitagio pela refinaria — Rio Jaguari;

P2: Efluente bruto- entrada do tratamento biolégico do efluente;

P3: Entrada da lagoa de estabilizacdo (LE) da refinaria;

P4: Saida da lagoa de estabilizacdo (agua destinada aos despejos no Rio Atibaia, municipio de
Paulinia-SP), efluente propriamente dito;

P5: Agua do Rio Atibaia — montante, 200 metros acima do descarte do efluente industrial
tratado, proveniente da LE;

P6: Agua do Rio Atibaia — jusante, cerca de 500 metros abaixo da descarga do efluente
industrial tratado, proveniente da LE;

P7: Rio Piracicaba — cerca de 500m ap0s a confluéncia dos rios Jaguari e Atibaia.
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A distribuicdo geogréfica esta demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1. Coordenadas geogréficas dos pontos de coleta.

Ponto Latitude (S) Longitude (W)
Ponto 1 22° 41' 48" 47° 08' 59"
Ponto 2 22° 44" 18" 47° 07" 17"
Ponto 3 22° 44' 26" 47°07' 33"
Ponto 4 22° 44' 22" 47°07' 03"
Ponto 5 22° 41' 28" 47° 071 22"
Ponto 6 22° 44' 22,3" 47°07' 40,8"
Ponto 7 22° 45' 30" 47°18' 54"

As coletas foram realizadas em trés periodos do ano, para contemplar as diferentes
condicdes climaticas tipicas da nossa regido: estacdo seca e fria; estacdo seca e quente; e
estacdo quente e chuvosa.

As analises fisico-quimicas das amostras de agua, coletadas em todos os pontos
acima descritos, foram realizadas no local da coleta (pH, OD, DBO e DQO); as quimicas no
Departamento de Bioquimica da UNESP/IB Rio Claro e no Centro de Estudos Ambientais da

UNESP — CEA (parametros quimicos e bioguimicos, como fosfatos, nitratos, metais e outros).

Figura 2. Esquema dos sete pontos de coletas na area de influéncia da

refinaria de petréleo de Paulinia-SP.
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4.3. Bioensaios

4.3.1. Bioensaio com Allium cepa

Sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em placas de Petri
forradas com papel filtro contendo amostras das aguas coletadas nos pontos de 1 a 7. Os
controles foram realizados com agua Mili-Q, para o controle negativo e solucdo aquosa de
metilmetano sulfonato (MMS - 4 x 10™* M), para o controle positivo.

Apobs germinacdo, quando as radiculas atingiram cerca de 1,5 centimetros, parte
delas foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de acido acético —
v:V). A outra parte foi transferida para placas de Petri contendo agua Mili-Q, por um periodo
de 48 horas, para se estimar a potencialidade de recuperacdo do organismo exposto, quando as
condigdes retornam a normalidade. Posteriormente, estas raizes também foram coletadas e
fixadas em Carnoy 3:1.

As raizes fixadas foram mantidas em geladeira até sua utilizacdo na confeccédo das

laminas.

4.3.1.1. Testes de AberracGes Cromossdmicas e Micronucleos em Células Meristematicas
de Allium cepa

Para os testes de aberracbes cromossdmicas e micronucleos em células
meristematicas de raiz de cebola foi adotado o protocolo descrito por Grant (1982), com
algumas modificacdes, como segue: as raizes fixadas em Carnoy 3:1 passaram por trés
banhos em agua destilada. Posteriormente, foram submetidas a hidrolise acida em HCI 1N a
60° C por 10 minutos e, novamente, lavadas em agua destilada (3 banhos). Apds essa etapa, as
raizes foram ligeiramente secas em papel filtro e transferidas para frascos escuros contendo
reativo de Schiff por, aproximadamente, 2 horas. Realizada a reacdo, as raizes passaram por
banhos em &gua destilada, até a total retirada do excesso de corante.

Para a confeccdo das laminas, foi colocado um meristema sobre a lamina e
seccionanda, com o auxilio de um estilete, a sua regido meristematica. O material foi
recoberto com laminula e suavemente esmagados em uma gota de Carmim Acético (2%). As
laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas montadas, permanentemente,
com resina sintética.

Para a andlise dos efeitos citotdoxicos, genotéxicos e mutagénicos foram
confeccionadas 10 laminas para cada amostra de agua coletada. Foram contadas, no minimo,

500 células de cada lamina analisada.



Materiais e Métodos 27

Para a andlise dos efeitos genotdxicos e mutagénicos, foram considerados 0s
diferentes tipos de aberragcbes cromossdmicas, em diferentes fases do ciclo celular. As perdas,
aderéncias cromossomicas, pontes, atrasos e broto nuclear foram usadas na avaliacdo da
genotoxicidade e a presenga de quebras cromossdémicas e microndcleos para registrar a presenga
de mutagenicidade.

Ap6s a obtencdo dos resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade foi realizada a andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis, com p<0,05, o
qual possibilita a comparagdo dos tratamentos entre si e com o controle negativo. As laminas
que portaram as alteracbes mais representativas para cada anormalidade foram

fotodocumentadas, para ilustrar os resultados.

4.3.1.2. Testes de Micronucleos em Células F1 de Allium cepa

O procedimento para confeccdo das ldaminas para analise das alteracbes em células
F, foi realizado como descrito anteriormente, porém o material utilizado foi a regido
localizada a 1 milimetro acima da regido meristematica.

A contagem de micronicleos e a analise estatistica também foi realizada de

acordo com o descrito acima para as células meristematicas.

4.3.2. Bioensaios com células CHO-K1 (cells Chinese hamster ovary)

As Células de Ovério de Hamster Chinés — CHO-K1 foram gentilmente cedidas
pela Prof? Dr2 Silvia Tamie Matsumoto (Universidade Federal do Espirito Santo — UFES) e
estocadas em nitrogénio liquido no laboratério de Mutagénese do Departamento de Biologia
da UNESP-1B/Rio Claro. Para o cultivo das células, foi utilizado o meio DMEM/F12, com
solucdo antibidtica/antimicdtica, suplementado com 10% de soro bovino fetal. Os frascos de
cultura de 25 cm? foram mantidos em temperatura controlada (37°C).

Inicialmente, as ampolas com a linhagem celular foram descongeladas em 10 mL
de meio de cultura com soro. Apos o crescimento celular, as células foram lavadas duas vezes
com 5 mL de PBS, tripsinizadas por alguns minutos, com Tripsina-EDTA 0,025% e, logo em
seguida, a tripsina foi inativada com 1,5 mL de meio de cultura suplementado. Normalmente,
os frascos de cultura de 25 cm? contém em média 3x10° células e, para cada pré-frasco, foram
necessarios 1x10°. Assim, as células foram semeadas obedecendo a regra (1:3), cujo contetido
foi distribuido gota a gota, para que todos os frascos contivessem a mesma quantidade de

células, em 5 mL de meio suplementado.
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O repique foi realizado para obter 54 pré-frascos. Apés 24h, periodo corresponde
a 2 ciclo de divisdo celular e o tempo necessario para a aderéncia das células no frasco, as
células foram expostas aos diferentes tratamentos (amostras de &gua e controles).

4.3.2.1. Tratamentos

Todas as amostras de agua foram matidas a 37°C e o pH foi corrigido para 7,3.
Em seguida, foi feita a esterilizagdo das amostras, utilizando filtro de seringa com membrana
de poliestersulfona com 33 mm de diametro e 0,22 um de porosidade. Para o controle
negativo, foi utilizado PBS e para o controle positivo um solucdo aquosa de
metilmetanosulfonato (MMS - 4 x 10 M).

O volume das amostras (agua e controles) foi o equivalente a 20% do volume total
do frasco. Assim, foram adicionados, em cada frasco, 2 mL de amostra e 8 mL de meio de
cultura, totalizando 10 mL de volume final. O periodo de exposi¢do aos tratamentos foi de 3
horas, sendo o material exposto posteriormente submetido aos ensaios do cometa do

micronucleo.

4.3.2.2. Ensaio do Cometa em células CHO-K1

Apos o tempo de exposicdo aos tratamentos, foi realizada a coleta da suspenséo
celular. O meio de cultura foi descartado e os frascos lavados 2x com 5 mL de PBS. Apds a
retirada do excesso de PBS, as células foram tripsinizadas por alguns minutos e inativadas
com 5 mL de uma mistura de meio novo e soro. A suspensdo celular foi entao transferida para
tubos Falcon® e centrifugados, por 5 minutos, a 1000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e a
suspensdo homogeneizada.

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular, foram separados em criotubos,
20 pL da suspenséo celular. Em seguida, foi adicionado, em cada amostra, 20 uL de Azul de
Trypan. A contagem das células foi realizada em camara de neubauer, onde se quantificou os
percentuais das células vivas (brancas) e células mortas (azuis) encontrada em cada um dos
quatro quadrantes da camara.

Para 0 ensaio do cometa, foram montadas laminas previamente cobertas com
agarose comum, com 20 uL da suspensdo celular + 120 uL de agarose de baixo ponto de
fusdo, a 37°C. Posteriormente, as laminas foram submetidas a solucéo de lise (1 mL de Triton
X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucao de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM ,
Tris1l0 mM, pH 10, aproximadamente 8g de NaOH solido para 1 L), pH 10, no escuro, em

geladeira a 6° C, por 1 hora. Apds este procedimento, as laminas foram colocadas em uma


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&biw=1280&bih=641&sa=X&ei=RhUzT8aJKcLjggfRldinBA&ved=0CDEQvwUoAQ&q=eppendorf&spell=1

Materiais e Métodos 29

cuba de eletroforese, contendo o tamp&o de corrida eletroforética (NaOH 300mM + EDTA
1mM, com pH>13), por 20 minutos, para a denaturagdo do DNA. A eletroforese foi realizada
por 20 minutos a 25 V e 300 mA (~ 0,8 V/cm). Em seguida, as laminas foram neutralizadas,
com 3 banhos de 5 minutos, em tampédo de neutralizacdo (pH 7,2). Ap6s neutralizacdo, as
laminas foram fixadas, por 10 min, em etanol absoluto.

As laminas foram coradas com 50 uL de solu¢do de GelRed® (15 uL de GelRed
10.000X em 4gua, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de agua destilada) e analisadas
imediatamente apds a sua coloracdo. Foram analisados em microscopia de epifluorescéncia
Leica, objetiva de 40x, filtro B - 3* (excitagdo: i=420 n - 490 nM, barreira: 1=520 nM) 100
nucledides por lamina, totalizando 300 nucledides por tratamento. Os nucledides foram
classificados, visualmente, de acordo com a migracdo dos fragmentos: classe 0 — nucledide
sem danos e que ndo apresenta cauda; classe 1: nucledide com cauda menor que 0 seu
didmetro; classe 2: nucledide com cauda de tamanho entre 1 a 2 vezes do seu didmetro; classe
3: nucledide com cauda 2 vezes maior que o seu didametro (SPEIT et al., 1996). Os escores de
cada tratamento foram submetidos ao teste estatistico ANOVA: um critério/Dunnett (p<0,05),

para comparacao dos resultados entre os tratamentos e o controle negativo.

4.3.2.3. Teste do micronucleo em células CHO-K1

Apos a exposicao das células aos tratamentos, 0 meio de cultura foi trocado por
um novo meio e adicionado neste 3 pg/mL de citocalasina B por frasco, onde as culturas
permaneceram, por 18 horas, para obtencdo de células binucleadas. Passado este tempo de
exposic¢do a citocalasina, foi realizada a coleta das células. O meio de cultura foi reservado em
tubos Falcon® e os frascos foram lavados 2x com 5 mL de PBS e tripsinizados. Para inativar
a tripsina, foi utilizado o mesmos meio de cultura anteriormente reservado. Apds o
desprendimento das células, todo o contetdo do frasco foi transferido, novamente, para os
tubos Falcon®, onde foi adicionada 1 gota de formal 40%. Os tubos foram homogeneizado
suavemente e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. Em seguida, foi retirado 1,5 mL do
sobrenadante, adicionado 1,5 mL de solucdo hipotdnica de citrato de sodio 1%, seguido de
homogeneizacdo. Novamente, os tubos foram centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. Por fim, o material foi fixado com solucdo fixadora Carnoy (3
metanol: 1 acido acético) e armazenado em geladeira.

Para a confeccdo das laminas, o material foi centrifugado por 5 minutos a 1000
rpm, o sobrenadante descartado e foi adicionado 0,5 mL de fixador novo ao tubo. Em seguida,

essa suspensao celular foi gotejada em uma lamina pré-lavada e coberta por um filme de agua
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destilada a 4°C. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa 5% por,
aproximadamente, 10 minutos.

Foram contadas 1.000 células binucleadas com membrana nuclear e
citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos similares ndo sobrepostos e com o mesmo
padrdo e intensidade de coloragdo, por réplica, totalizando 3.000 células por tratamento.
Foram contabilizadas células binucleadas normais e células binucleadas portadoras de
micronucleos, ponte e/ou brotos nucleares (FENECH et al., 2003).

A andlise de significancia dos resultados foi feita pelo teste estatistico ANOVA:
um critério/Dunnett (p<0,001).
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RESUMO

As ERO (espécies reativas de oxigénio) podem ser produzidas por varias fontes enddgenas ou
exdgenas. Quando estes agentes oxidativos ndo sdo eliminados pela atuacdo eficiente do
sistema de defesa antioxidante, a célula pode sofrer danos que, uma vez ndo reparados,
resultam no estresse oxidativo. Primeiramente, essa reviséo buscou reunir informacdes sobre a
origem das ERO e 0s mecanismos de estresse oxidativo decorrentes dos possiveis danos aos
acidos nucléicos, lipidios e proteinas. Além disso, foi descrita a acdo dos sistemas de defesa
antioxidante enzimatico (CAT, SOD, GR, GPx e GST) e ndo-enzimatico (GSH, vitaminas C e
E, e carotendides). A toxicidade de diferentes contaminantes ambientais tem sido avaliada
pelo uso de biomarcadores de estresse oxidativo em linhagens celulares de mamiferos
mantidas em cultura. Assim, 0 presente estudo relata algumas pesquisas que vém sendo
desenvolvidas para avaliar a influéncia de agrotoxicos, efluentes industriais e urbanos e de
nanoparticulas nos sistemas de defesa antioxidante, na producdo de ERO e nos possiveis
danos oxidativos induzidos por estes compostos sobre as biomacromoléculas. Também foi
discutida a origem de doengas humanas, com énfase as doencas neurodegenerativas e cancer,

derivadas das lesGes oxidativas ocasionadas pela presenca de ERO nas células.

Palavras-chaves: cultura de células de mamiferos, espécies reativas de oxigénio,

contaminantes ambientais, danos oxidativos, defesas antioxidantes.
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ABSTRACT

ROS (Reactive Oxygen Species) are induced by a variety of endogenous and exogenous
sources. When these oxidant agents are not eliminated by the efficient action of the
antioxidant defense system, the cell may be damaged and if not repaired it may result in
oxidative stress. Firstly, this review aimed to gather information about the source of the ROS
and the oxidative stress mechanisms resulting from the possible damage to nucleic acids,
lipids and proteins. Additionally, the action of enzymatic (CAT, SOD, GR, GPx, and GST)
and non-enzymatic (GSH, vitamins C and E, and carotenoids) antioxidant defense systems
has been described. The toxicity of many environmental contaminants has been evaluated by
the use of oxidative stress biomarkers in mammalian cell lines maintained in culture.
Therefore, this article reports some researches that are being carried out in order to evaluate
how the pesticides, industrial and urban effluents, and nanoparticles could affect the
antioxidant defense systems, the ROS generation and what are the possible oxidative damage
induced by such compounds to the cellular macromolecules. It was also discussed the origin
of human diseases, emphasizing neurodegenerative diseases and cancer derived from the

oxidative lesions caused by the presence of ROS in the cells.

Keywords: mammalian cells line; ROS (Reactive Oxygen Species); environmental

contaminants; oxidative damage; antioxidant defense
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1. INTRODUCAO

As atividades humanas tém provocado, ao longo dos anos, grandes impactos
ambientais. O crescente desenvolvimento industrial, urbano e agricola tem levado a um
aumento consideravel na producdo de residuos que, quando lancados no ambiente, podem
causar sérios comprometimentos a qualidade ambiental e a satde da biota.

Os poluentes inseridos no ambiente, bem como os subprodutos de sua degradacéo,
podem se associar e formar misturas complexas de constituicdo e acdo desconhecidas e causar
efeitos deletérios aos organismos expostos (WHITE; RASMUSSEN, 1998). A acdo destes
compostos pode induzir efeitos fisioldgicos, bioquimicos, patoldgicos e genéticos (ARNAIZ,
1995; CLAXTON et al., 1998), que interferem nos aspectos reprodutivos, de sobrevivéncia e,
conseqilentemente, na estrutura das populagdes (FRACACIO et al., 2000). As substancias
provenientes de efluentes domésticos e industriais (MATSUMOTO et al.,, 2005; 2006;
HOSHINA et al., 2008), os agrotoxicos (VENTURA et al., 2008; FERNANDES et al., 2009;
MOORE et al., 2009; BIANCHI et al., 2011; MARAN et al., 2010; FARINA et al., 2011), as
drogas farmacéuticas, os corantes (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; ZHANG et al.,
2009a; VENTURA-CAMARGO et al., 2011), os metais pesados (MATSUMOTO et al.,
2005; 2006; LU et al., 2011), os hidrocarbonetos derivados do petroleo e outros compostos
organicos (LEME et al., 2008; MAZZEO et al., 2010; HANZALOVA et al., 2010) podem
induzir alteragdes a biota, tanto pela exposicao direta como indireta.

Pela grande exposicdo dos seres vivos a diferentes agentes quimicos, torna-se
cada vez mais necessario conhecer 0s processos bioldgicos que possam ser alterados pela acéo
dos contaminantes, bem como identificar as substancias capazes de interagir com as diferentes
organelas e/ou biomoleculas celulares, e, assim, melhor combater os efeitos biolégicos da
poluicdo, para minimizar os seus riscos (SILVA; FONSECA, 2003).

Segundo Finkel e Holbrook (2000), Regoli et al. (2002), Sohal et al. (2002) e
Valavanidis et al. (2006), o interesse de se fazer uma avaliacdo sobre estresse oxidativo em
estudos ecotoxicoldgicos deve-se ao fato de que varios poluentes ambientais induzem um
desbalanco entre as ERO (espécies reativas de oxigénio) enddgenas e exdgenas, por meio de
diferentes mecanismos bioquimicos (reacdes redox, metabolismo oxidativo dependente do
citocromo P450, reacdo de Fenton), levando a uma diminuicdo das defesas antioxidantes de
um organismo. Segundo Klaunig et al. (1997), os agentes tdxicos podem causar estresse
oxidativo celular, por meio de metabolizacdo direta de radicais intermediarios primarios ou
pela ativagdo de fontes enddgenas das ERO, que levam a danos tissulares, inflamagdes,

doencas degenerativas e envelhecimento (Figura 1).
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Figura 1. Efeitos toxicos mediados por mecanismos de sinalizacdo redox resultante da acédo
de diferentes contaminantes ambientais.

De acordo com Ames et al. (1993) e Valavanidis et al. (2006), o estresse oxidativo
tem se tornado um assunto importante em estudos ambientais. Para Livingstone (2001), o
dano oxidativo pode ser o principal mecanismo da toxicidade de poluentes. As células
respondem e adaptam-se a sinais ambientais, como agentes tOXicos ou estressores, por meio
de mecanismos multiplos que envolvem vias de comunicacdo ou processos de transducdo de
sinal. Segundo Franco et al. (2009), embora exista uma enorme quantidade de estudos
toxicologicos para entender a base bioldgica da resposta celular aos contaminantes

ambientais, ainda h& poucas evidéncias sobre 0os mecanismos moleculares desta acdo. Os
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xenobiontes, como 0s metais de transicdo, as quinonas, 0s corantes, 0s herbicidas e 0s
compostos nitroaromaticos, sdo capazes de realizar o ciclo redox e causar estresse oxidativo
(KAPPUS; SIES, 1981).

De acordo com Ziech et al. (2010), varios estudos in vivo e in vitro tém descrito a
relacdo dos danos oxidativos ocasionados pela toxicidade do ERO com a presenca de
quimicos ambientais. O estresse oxidativo pode ser derivado do aumento de ERO nas
amostras de &gua contaminadas com metais pesados e compostos organicos (compostos
ciclicos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, hidrocarbonetos halogenados e dioxinas).
Segundo Tsangaris et al. (2011), biomarcadores de estresse oxidativos sdo sensiveis a
contaminantes ambientais e sdo ferramentas Uteis para avaliar a acdo de misturas complexas e
substancias quimicas presentes na &gua. Estudos realizados por Ryter et al. (2007)
demostraram que 0s contaminantes ambientais, como 0s metais, material particulado,
monodxido de carbono, asbestos, pesticidas, dioxinas, BPC (bifenilas policloradas), HPA
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), radiacao ultravioleta, induzem efeitos tdxicos, via
regulacdo/inducéo de apoptose e sinalizacdo redox, que podem estar associados a etiologia de
diversas doencas ambientais. Muitos estudos epidemiologicos in vitro e in vivo mostram
evidéncias de que a patogénese de diferentes doencas humanas, como aterosclerose, artrite,
doencas neurodegenerativas e, em particular, o cancer, pode estar relacionada ao estresse
oxidativo e a ocorréncia de danos celulares distintos mediados pelas ERO (GALARIS et al.,
2008; ZIECH et al., 2010).

De acordo com Fang et al. (2009), a exposi¢do prolongada ao estresse oxidativo
pode conduzir a morte celular, enquanto que exposi¢cdes baixas ou transitOrias levam a
mutacbes somaticas e transformacdes neoplasicas. Rahman (2007) e Klaunig et al. (2011)
afirmaram que o estresse oxidativo, causado tanto por fontes de ERO exogenas (poluentes
ambientais, radiacdo e agentes terapéuticos) como enddgenas (atividade mitocondriais, dos
peroxissomos e ativacdo da resposta celular a inflamacdo), podem interferir em
macromoléculas criticas para as células, causando instabilidade cromossdmica, mutagdes e/ou
modulacdo do crescimento celular. Pesquisas com biomarcadores de oxidacdo lipidica,
protéica e do DNA tém-se revelado essenciais para avaliar como o estresse oxidativo pode ser
um componente-chave na ligacdo entre a toxicidade ambiental e o processo de multiplos
estagios carcinogénicos (ZIECH et al., 2010).

A presente revisdo teve como objetivo buscar informacdes relevantes sobre o
estresse oxidativo induzidos pela acdo toxica de diferentes contaminantes ambientais,

incluindo sistemas de defesa antioxidante e danos oxidativos, e as suas correlagdes com a
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indugdo de patologias humanas. Por isso, serdo apresentados nesta revisdo os estudos de

estresse realizados com células de mamiferos mantidas em cultura.

2. ESTRESSE OXIDATIVO E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Os organismos vivos sofrem ataques constantes por agentes oxidantes, cuja acao
pode levar a um aumento do aparecimento de espécies reativas e, conseqlientemente, ao
estresse oxidativo da célula (BURTON; JAUNIAUX, 2011).

Geralmente, as moléculas ou fragmentos moleculares que podem causar o estresse
oxidativo possuem um numero impar de elétrons na sua Orbita externa (elétrons
desemparelhados) e, por isso se caracterizam como estruturas instaveis e altamente reativas,
recebendo ou doando elétrons para restituir sua estabilidade estrutural (ABUJA; ALBERTINI,
2001; VALKO et al., 2006; BURTON; JAUNIAUX, 2011).

Dentre os agentes oxidantes, podemos destacar dois principais tipos: as especies
reativas de oxigénio (ERQ) e as especies reativas de nitrogénio (ERN), ambas normalmente
geradas pela acdo de estimulos como a radiacdo ionizante, reaces quimicas, além de muitos
outros fatores exdgenos e/ou enddgenos celulares (ABUJA; ALBERTINI, 2001). Estas
espécies reativas também podem ser geradas durante processos inflamatorios, derivados da
presenca aumentada dos niveis de neutrofilos e macrofagos (MEDZHITOY, 2008; PETER,;
GRANGER, 2011). As ERO podem, ainda, ser geradas pela reducdo incompleta do oxigénio
na cadeia respiratoria das mitocéndrias (ABUJA; ALBERTINI, 2001).

O oxigénio tem uma profunda influéncia sobre o comportamento celular,
auxiliando no seu metabolismo e atuando junto ao sistema imune, para a obtencdo de uma
resposta eficiente (SITKOVSKY; LUKASHEYV, 2005). Os efeitos do oxigénio sdo geralmente
mediados pela geracdo de radicais livres, que agem como moléculas de sinalizacédo
(BURTON et al., 2006). Quando a concentracdo de ERO for considerada fisioldgica (basal),
ela pode atuar como molécula sinalizadora e desempenhar papéis importantes como segundo
mensageiro em muitas cascatas de sinalizacdo intracelular. Esta sua acdo mantém a
homeostase da célula com o seu ambiente imediato, participa do crescimento, migracdo e
diferenciacdo celular.

Por outro lado, o oxigénio pode reagir com os componentes celulares (DNA,
proteinas, lipidios, carboidratos e outras macromoléculas), causando sérios problemas para o
organismo (KRYSTON et al., 2011). Desta forma, dentre os radicais livres presentes nos

seres vivos, 0s derivados de oxigénio representam a classe mais importante.
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Dentro das células, ocorre a formacdo das ERO por processos celulares basicos,
como a respiracdo celular, acdo de enzimas antioxidantes ou pela presenca de compostos
quimicos que aumentam a producdo de oxiradicais (KELLY et al., 1998). As principais fontes
enddgenas de ERO incluem as mitocondrias, embora estas estruturas também produzam uma
variedade de antioxidantes que ajudam a minimizar a indugdo do estresse oxidativo. As ERO
também sdo geradas pelo préprio metabolismo do citocromo P450, peroxissomos e ativacdo
das células inflamatérias (CADENAS; DAVIES, 2000).

Quando as ERO atingem niveis celulares elevados, elas tornam-se citotoxicas e
podem induzir danos indiscriminados nas moléculas bioldgicas, levando a perda de funcdes
celulares, que podem promover a senescéncia e decorrer em morte da célula, principalmente
pela via apoptotica. Pela alta reatividade do oxigénio com uma ampla gama de biomoléculas
(BURTON et al., 2006; BURTON; JAUNIAUX, 2011), as alteracGes nas concentracfes de
ERO podem induzir diferentes respostas fisioldgicas e quadros patolégicos. Por esta razdo, €
muito importante que se conhegam todos 0s mecanismos envolvidos com o estresse oxidativo
(BURTON et al., 2006).

Segundo Halliwell e Whiteman (2004), as ERO podem se apresentar na forma de
radicais livres (superdxido, hidroxila, hidroperoxila, peroxila, alcoxila, carbonato e dioxido de
carbono) e na forma de ndo radicais (peroxido de hidrogénio, acido hipobromo, acido
hipocloro, 0z6nio, oxigénio singlete, peroxidos organicos, peroxinitrito e acido peroxinitroso).

As ERO sdo capazes de estimular a formacao de adutos de DNA e proteinas, que
leva a inducdo de aberracBes cromossdmicas e modificacbes epigenéticas (BENSAAD;
VOUSDEN, 2005). Segundo D’Autréaux e Toledano (2007), as ERO apresentam algumas
propriedades biologicas distintas, como o tempo de meia-vida, a solubilidade lipidica e a
reatividade quimica. A sua interacdo com as moléculas biologicas levam ao bloqueio da
sintese e da capacidade de reparo do DNA (KRYSTON et al., 2011).

3. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E DANOS OXIDATIVOS

As ERO, como citado acima, embora possam desempenhar uma acdo benéfica nas
células, também agem como agentes prejudiciais aos seres vivos (VALKO et al., 2004). Entre
os efeitos positivos, podemos citar a defesa contra agentes infecciosos e a inducdo, quando
necessaria, de respostas mitogénicas. Dentre os efeitos prejudiciais, estdo os danos aos
constituintes celulares, como danos as membranas, aos acidos nucleicos, aos lipidios, as
proteinas e a outras estruturas celulares (POLI et al., 2004). Além de prejudicar diretamente as

macromoléculas celulares, as ERO podem influenciar diversos processos bioguimicos e
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interromper a fungdo das proteinas de reparo do DNA (MARTIGNONI et al., 1999;
SHIMURA-MIURA et al., 1999; MUNIZ et al., 2008). Em contraste a este potencial de
indugdo de danos nas macromoléculas, as ERO, em muitas condi¢fes patoldgicas, também
podem induzir uma resposta celular adaptativa ao estresse oxidativo, caracterizado pelo
aumento nas taxas de proteinas de reparo do DNA (DEGANUTO et al., 2007; MUNIZ et al.,
2008).

3.1. Dano oxidativo aos &cidos nucleicos (DNA e RNA)

As moléculas de DNA sdo importantes alvos de ataque das espécies reativas
(VALKO et al., 2006). Esta facilidade de reacdo com o DNA se deve, principalmente, a
presenca dos radicais hidroxilas dos radicais livres, que promovem danos ao DNA, por
quebras de fita simples ou dupla, modificacbes das bases nitrogenadas puricas e/ou
pirimidicas, alteracdes na cadeia desoxirribose-fosfato, oxidagdo da molécula de agucar e
ligagOes cruzadas proteina-DNA (IMLAY;; LIN, 1988; MARNETT, 2000; DIZDAROGLU et
al., 2002; COOKE et al., 2003; IMLAY, 2003; VALKO et al., 2006). Todos estes danos ao
DNA podem resultar em mutacdo génica, instabilidade génica e cromossémica, atraso ou
inducdo do processo de transcricdo, inducdo das vias de transducdo de sinais, erros de
replicacdo e morte celular, efeitos esses associados aos processos de mutagénese e
carcinogénese (DIZDAROGLU et al., 2002; VALKO et al., 2006; KLAUNIG et al., 2011).
De acordo com Klaunig et al. (2011), o DNA mitocondrial € o mais susceptivel a acdo das
ERO e alteracdes nesta molécula estdo diretamente associadas a diferentes tipos de cancer em
humanos, que podem comprometer o colon, figado, mama, pulméo, bexiga, prostata, ovario,
entre outros.

Segundo Valko et al. (2006), varios méetodos estdo sendo utilizados para medir os
danos oxidativos causados no DNA. Uma das técnicas mais empregadas utiliza a digestao
enzimatica do DNA, que libera 0 DNA oxidado para analise em HPLC (High-Perfomance
Liquid Chromatography), com deteccao eletroquimica. Outro método faz uso da HPLC para
detectar as bases nitrogenadas que séo liberadas, apds a clivagem acida do DNA.

Segundo Kasai (1997), apds o ataque das ERO, ocorrem modificacbes em varias
bases do DNA, sendo a 8-hidroxi-20-deoxiguanosina (8-OHdG) a lesdo mais importante,
formada pela oxidacao do carbono 8 (C8) da guanina, ou ainda seu produto de oxidacdo, a 8-
0x0-20-deoxiguanosina (8-oxodG), ambas muito utilizadas como biomarcadores para estresse
oxidativo celular e genotoxicidade em organismos vivos. Ensaios realizados com diferentes

organismos, mostram um aumento nas taxas de 8-OHdG decorrente da exposi¢do a agentes
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ambientais, como a radiacdo ionizante, o cigarro, metais e compostos quimicos organicos.
Além disso, as taxas elevadas de 8-OHdG também estdo associadas a doencas como diabetes,
Parkinson, Alzheimer e infecgdo hepatica cronica (KLAUNIG et al., 2011).

Segundo Klaunig et al. (2011), apesar da extensdo e da distribuicdo dos danos
oxidativos no RNA ainda ndo serem tdo bem compreendidas como no DNA, alguns estudos
demonstram que os danos no RNA podem ser resultantes de modificagbes nas riboses, de
excisdo de bases e de quebras da fita (LI et al., 2006). Os danos oxidativos podem ocorrer nos
RNAs codificante e ndo codificante, causando erros na sintese de proteinas ou desregulacao
da expressao génica. Além disso, tém sido descritos danos oxidativos na molécula de RNA,
para muitas doencas neurodegenerativas (LI et al., 2006; NUNOMURA et al., 2007).

3.2. Dano oxidativo aos lipidios e peroxidacéo lipidica

A geracdo de radicais de oxigénio, induzida por compostos quimicos diversos,
pode comprometer os componentes celulares que envolvem residuos de acidos graxos poli-
insaturados de fosfolipidios, os quais, devido as suas ligacdes duplas, sdo extremamente
sensiveis a oxidacdo pelas ERO (MARNETT, 1999). A partir das reacBes em cadeia que
envolvem os lipidios, ocorre o processo de peroxidagdo lipidica (VALAVANIDIS et al.,
2006).

A peroxidacdo lipidica é considerada o mecanismo que mais causa danos
celulares, pois gera grandes quantidades de ERO, com a interferéncia de fontes enddgenas
e/ou exogenas, e provocam varios efeitos biologicos (SHAD; IQBAL, 2010). Para Green e
Reed (1998), esse mecanismo pode ser citotdxico, quando ocorrer na membrana das
mitocéndrias, pois ele altera a atividade enzimatica e a producdo de ATP, além de iniciar o
processo de apoptose. Segundo Gutteridge e Halliwell (1990) e Kohen e Nyska (2002), a
peroxidacdo lipidica € um processo autocatalitico que envolve trés eventos distintos:
iniciacdo, propagacdo e terminacdo, cujo produto final é a formacdo de aldeidos e
hidrocarbonetos.

A reacdo quimica de Fenton, que envolve a formacdo de um Fe(ll):Fe(lll), € um
dos principais mecanismos de iniciacdo da peroxidacdo lipidica (VALKO et al., 2006). A
finalizacdo dessa reacdo € o resultado de interacGes entre radicais lipidicos e/ou a formacao de
espécies ndo radicais por radicais peroxil-lipidio (VALAVANIDIS et al., 2006).

A quebra dos produtos de peroxidacdo lipidica resulta na formacdo de muitos
aldeidos reativos, como o malondialdeido (MDA), os quais podem reagir com proteinas

celulares e também formar adutos de DNA, provocando mutacdes e alteragdes nos padrdes de
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expressdao génica (MARNETT, 1999). Segundo Igbal et al. (1999), além do MDA, a
peroxidacao lipidica pode formar um outro aldeido, o hidroxinonenal (HNE), que é altamente
reativo e muito citotdxico. Quando ha peroxidacéo lipidica nas membranas celulares, elas se
tornam rigidas, perdem a permeabilidade e a integridade. Além disso, os efeitos cumulativos
da peroxidacdo podem estar associados com diferentes mecanismos patoldgicos
(aterosclerose, anemia hemolitica e isquemia) em humanos e outros organismos
(STEINBERG, 1997; VALAVANIDIS et al., 2006).

Um dos métodos mais conhecidos para deteccdo de ERO intracelulares é o ensaio
fluorométrico DCFH-DA (2°,7’-diclorofluoresceina diacetato). O principio do método baseia-
se no uso dessa molécula que possui capacidade de atravessar a membrana plasmatica e ser
convertida, enzimaticamente, em DCFH néo fluorescente. Na presenca de ERO, os derivados
da DCFH sdo oxidados para DCF (diclorofluoresceina), que apresentam alta fluorescéncia.
Alem disso, é importante considerar que a intensidade dessa fluorescéncia é diretamente
proporcional a quantidade de espécies reativas presentes nas células (BASS et al., 1982;
LEBEL et al., 1992; WANG; JOSEPH, 1999).

Segundo Kasprzak (1995) e Valavanidis et al. (2006), os metais e seus complexos
quelados, como o cadmio, o cobre, o niquel e o cromo, estdo associados a peroxidagédo
lipidica e a subsequente promocdo de carcinogénese nos organismos expostos a estes

compostos.

3.3. Dano oxidativo as proteinas

As ERO podem reagir diretamente com as proteinas ou reagir com acgucares e
lipidios, gerando produtos que reagem com as proteinas (FREEMAN et al, 2009). A oxidacéo
de proteinas por ERO estad associada a clivagem peptidica, as modificacGes oxidativas de
cadeias laterais de aminoacidos, a formacdo de varios tipos de ligacdes cruzadas inter e intra-
proteicas, as reacoes de peptideos com lipidios, aos produtos da oxidacdo de carboidratos e a
formacdo de derivados carbonilicos das proteinas, a interacdo de 2 radicais de carbono
centrais, obtidos pela remocdo dirigida de hidrogénios pelo radical hidroxila da cadeia
polipeptidica, a oxidacdo dos grupos sulfidril dos residuos de cisteina e de tirosina, formando
ligacOes cruzadas —S-S— e —tyr-tyr—, respectivamente (LESSER, 2006; VALAVANIDIS et
al., 2006; VALKO et al., 2006).

Os danos oxidativos as proteinas podem resultar na modificacdo de atividades
enzimaticas celulares, em alteracfes nas concentracdes de célcio e potassio intracelular e na

modificacdo da transferéncia de sinal nas células (KLAUNIG et al., 2011). E importante
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destacar, ainda, que a oxidacdo de proteinas esta diretamente associada a algumas doencas
relacionadas a idade e ao envelhecimento (STADTMAN, 2001). O actimulo de proteinas
oxidadas pode ser decorrente do aumento do nivel de ERO ou da diminuigdo da atividade
antioxidante de um organismo. Também, pode ser derivado da capacidade reduzida de
degradacéo de proteinas oxidadas, devido a um decréscimo nas concentraces de proteases
e/ou a um aumento dos niveis de inibidores de proteases (VALKO et al., 2006). Esta perda na
capacidade de degradacdo de proteinas oxidadas, durante o envelhecimento, implica em
efeitos negativos sobre os mecanismos de transcrigdo e traducdo proteica (DUIKAN et al.,
2000).

4. DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo moléculas que protegem o organismo da acdo danosa dos
radicais livres. O sistema celular de defesa antioxidante pode envolver tanto as enzimas
catalase como a glutationa peroxidase dependente de selénio, a glutationa peroxidade total, a
glutationa S-tranferase e outras moléculas ndo enzimaticas (vitaminas e carotenoides), que
tém a funcdo de equilibrar a concentragdo de ERO a fim de minimizar as lesGes ocasinadas
pela sua acdo. Este sistema mantém o equilibrio redox celular pela eliminacdo do acumulo e
pela supressdo da acdo das ERO no interior das células (BONT et al., 2004). O aumento da
producdo de ERO esta relacionado com o aumento da atividade dos antioxidantes, que
protege o0 organismo contra os danos oxidativos (WINSTON; GIULIO, 1991). Esse sistema
de defesa impede que ocorram danos as macromoléculas que resultariam em modificacdes
irreversiveis na viabilidade e funcéo celular (KLAUNIG; KAMENDULLIS, 2004).

A maioria dos antioxidantes apresenta uma estrutura quimica com anel aromatico
e sao capazes de neutralizar e deslocar o elétron desemparelhado dos radicais livres, causando
a destruicdio ou modificacdo das caracteristicas originais destes radicais, tornando-os
inativados, com meia vida mais longa e atividade menos toxica (LU et al., 2010).

Os efeitos nocivos das ERO sdo equilibrados pela acdo de antioxidantes, que
podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos. Estas defesas antioxidantes podem agir em
ambientes hidrofilicos e/ou hidrofébicos da célula, para promoverem a remoc¢édo direta de
radicais livres, fornecendo, assim, protecdo aos organimos (VALKO et al., 2006). Entre 0s
antioxidantes ndo enzimaticos mais importantes estdo as vitaminas, os carotenoides, 0s
flavondides, os antioxidantes tidis, os uratos, além de outros compostos (MCCALL; FREI,
1999; ZIECH et al., 2010). Segundo Matés et al. (1999), as enzimas antioxidantes mais

eficientes sdo a superdxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase.
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4.1. Catalases (CAT)

A CAT, formalmente denominada de hidroperoxidase, é encontrada nos
peroxissomas, nos glioxissomas de plantas e no citoplasma de procariontes. Esta enzima tem
como funcdo decompor o peroxido de hidrogénio (H,O,) em &gua e oxigénio molecular
(VALKO et al., 2006).

As catalases compdem uma familia de hemeproteinas (GAO et al., 2003), enzimas
tetraméricas intracelulares, com quatro grupos heme, onde o a&omo de ferro estd no estado
férrico (KIRKMAN; GAETANI, 1984). Esta enzima é envolvida na dismutagdo do peroxido
de hidrogénio e na detoxificacdo de alguns substratos, como fenol, alcodis, acido formico e
formaldeido. Um dos papeis antioxidantes das CAT é reduzir o risco de formacdo do radical
hidroxila (HO"), capaz de causar danos importantes aos sistemas bioldgicos (BETTERIDGE,
2000), a partir do H,0,, via reacdo de Fenton (NORDBERG; ARNER, 2001), ou por reacio
com anion superéxido (O,"). Esta reducdo é importante, tendo em vista que as membranas
biologicas sdo extremamente permeaveis a espécie reativa H,O, (PAMPLONA, 2009).
Segundo Gill e Tujeta, (2010), sua acdo, nos peroxissomos, ocorre junto as oxidases
envolvidas na B-oxidacdo de acidos graxos, fotorrespiracdo e no catabolismo de purinas.

Entre as enzimas degradantes de H,0,, a CAT tem sido considerada a mais
eficiente, em termos energeticos, pois degrada os perdxidos de hidrogénio que sdo gerados
rapidamente e, ainda, promovem um ganho de energia celular. A concentragdo da CAT, em
mamiferos, pode variar de acordo com o tipo celular e a concentragdo de perdxido de
hidrogénio (SCANDALIOS et al., 2005).

Muitos estudos tém utilizado a enzima CAT como um biomarcador de estresse
oxidativo induzido por contaminantes ambientais, para avaliar os possiveis danos oxidativos
causados por inseticidas organofosforados (ALMEIDA et al., 2010; SHAD; IQBAL, 2010) e
herbicidas (LUSHCHAK et al., 2009; NWANI et al., 2010), e também para avaliar amostras
de &gua impactadas por efluentes urbanos e industriais (MCFARLAND et al.,, 1999;
TAGLIARI et al.,, 2004; TABREZ; AHMAD, 2011; TSANGARIS et al., 2011). Quando
ocorre a diminuicdo da CAT, conseqientemente,hd uma reducdo da capacidade de protecao
celular contra os radicais livres (MCFARLAND et al., 1999).

4.2. Superoxido dismutase (SOD)
A SOD (superoxido dismutase) € uma das enzimas antioxidantes intracelulares
mais eficientes, pois catalisa a dismutacdo de O, para O, e H,0, (MCCORD; FRIDOVICH,

1969), protegendo o Citocromo C, ao reduzir o radical superoxido e diminuir a presenca dos
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radicais livres. A SOD ¢é caracterizada por apresentar um metal na sua estrutura, e é
encontrada nos compartimentos subcelulares que s&o alvos do estresse oxidativo mediado por
ERO, em todos os organismos aerobicos (GILL; TUJETA, 2010). Ela foi isolada na década
de 40, porém, somente em 1969, os pesquisadores McCord e Fridovich evidenciaram a sua
atividade antioxidante (McCORD; FRIDOVICH, 1969).

Existem vaérias isoformas de SOD que apresentam caracteristicas distintas, de
acordo com o centro ativo metélico, a constituicdo de aminoécidos, o nimero de subunidades
e co-fatores (VALKO et al., 2006). Todas as formas de SOD sdo codificadas no nucleo e
especificas para seus respectivos compartimentos subcelulares (GILL; TUTTEJA, 2010).
Segundo Alscher et al. (2002), a classificagdo das SODs pode ser determinada pelo seu co-
fator metélico, onde os mais conhecidos sdo: cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD)
e o ferro (Fe-SOD). Outra SOD que tem sido descrita na literatura € a que apresenta o niquel
como centro ativo (NiSOD) (SCANDALIOS, 2005).

4.3. Glutationas

A Glutationa € um composto tripeptideo, encontrado tanto em organismos
eucariotos como em procariotos (GHANTA; CHATTOPADHYAY, 2011). Segundo Cogo et
al. (2009), a estrutura da glutationa é formada por um radical sulfidrila e pode apresentar duas
formas: reduzida de tiol (Glutationa - GSH) e oxidada (Glutationa dissulfeto - GSSG). A
glutationa atua em diversas fungdes vitais, como na reducdo do estresse oxidativo, na
desintoxicacdo do perdxido de hidrogénio, do hidroperoxido lipidico e de compostos
eletrofilicos, na eliminacdo de radicais livres, na atuacdo como co-fator enzimatico (GPXx,
GST, entre outros) e como redutores de hidroperdxido organicos e inorganicos, modulacdo de
funcdes celulares criticas (sintese de DNA, processos associados aos microtubulos e funcdes
imunologicas), e fornecimento de um reservatério para cisteina (LU, 1999; MASELLA et al.,
2005). Atua também na prevencdo ou até mesmo na reducdo dos sintomas de inflamacdes,
doencas como o cancer, Alzheimer e Parkinson, AIDS, infeccGes e diabetes (GHANTA,;
CHATTOPADHYAY, 2011).

4.4. Glutationa reduzida (GSH)

A GSH é um composto tiol, que possui uma ligacdo de trés aminoacidos (cisteina,
acido glutamico e glicina), que desempenha a funcéo de proteger as células e os tecidos contra
os efeitos oxidativos. Ela pode ser encontrada de duas formas, livre ou ligada a proteinas, e

esta presente em quase todos os mamiferos, principalmente, no figado. A estrutura da GSH é
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caracterizada pela presenca de uma ligagdo a-glutamil e um grupo sulfidrila (SH) (IWASAKI
et al., 2009). Em condicdes fisioldgicas, a GSH é encontrada no nucleo, no reticulo
endoplasmatico e nas mitocondrias (MASELLA et al., 2005). Em eucariontes, a GSH esta
envolvida na desintoxicacdo de ERO e de contaminantes quimicos, no qual desempenha um
papel importante na proliferacdo e morte celular e, também, em diversos processos que
envolvem o DNA e proteinas. Em bactérias, exerce a funcdo de proteger a célula de
compostos clorados e oxidativos, pH baixo e tensbes osmoéticas (GHANTA;
CHATTOPADHYAY, 2011).

A sintese de GSH ocorre por duas reacGes consecutivas dependentes de ATP,
onde a primeira etapa envolve a formacdo da y-glutamilcisteina (y-CE), a partir de L-
glutamato e L-cisteina mediado pelo y-CE sintetase, e a segunda que é catalisada pela
glutationa sintetase, que adiciona o aminoacido glicina ao terminal C da GSH (MEISTER,
1995).

Segundo Grosicka-Maciag et al. (2010), a GSH ¢ capaz de reduzir, de maneira
direta, a quantidade de ERO dentro da célula, por reagdes ndo-enzimaticas, ou por meio de
vias indiretas, pelas reacGes enzimaticas. Porém, se ocorrer um disturbio na quantidade de
GSH e um aumento nos niveis de oxidante, ha o surgimento de estresse oxidativo, que leva a
toxicidade e morte celular.

Diversos estudos ambientais vém sendo desenvolvidos pela quantificacdo da GSH
total, apos a exposicdo de contaminantes como HPA (LIN; YANG, 2007), metais (GARCIA-
FERNANDEZ et al., 2002), farmacos (GROSICKA-MARCING et al., 2010), contaminantes
industriais (FARMEN et al., 2010; HU et al., 2008; WANG et al., 2001; ZANG et al., 2009),
agrotoxicos (BAYOUMI et al., 2001; DEHN et al., 2005; MARAN et al., 2010; MUNIZ et
al., 2008; PEREZ-PERTEJO et al., 2008) e nanoparticulas (SAQUIB et al., 2011).

4.5. Glutationa-redutase (GR)

A glutationa redutase é uma flavoproteina que utiliza NADPH como fonte de
protons e elétrons, para reduzir a glutationa dissulfeto (GSSG) em sulfidril GSH, que é um
importante antioxidante celular (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). De acordo com
Tandogan et al. (2011), o sistema de defesa celular pode ficar comprometido, se houver
alteracdes na atividade dessa enzima, que acarretara em efeitos danosos, como o estresse
oxidativo celular.

A presenca de substancias quimicas, drogas ou substratos naturais podem

influenciar na ativagao ou inibi¢do da propriedade redox dessa enzima. Caso ocorra a inibicao
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da GSH, a relagdo GSH/GSSG diminui, favorecendo a acdo do estresse oxidativo e o
desenvolvimento de algumas doencas (TANDOGAN et al., 2011).

4.6. Glutationa peroxidase (GPx)

A GPx foi a primeira enzima antioxidante encontrada em mamiferos, sendo
também a mais freqiiente na maioria de suas células (ROTRUCK et al., 1973). Ela contém
selénio-cisteina, como centro ativo, e, em casos de baixos niveis de selénio, ocorre a
diminuicdo da sua atividade antioxidante (HAMANISHI et al., 2004). Sua funcdo é promover
a reducdo do perdéxido de hidrogénio e perdxidos lipidicos, utilizando a glutationa reduzida
(GSH) para excretar as espécies reativas de oxigénio dos tecidos e proteger as membranas
bioldgicas e as estruturas moleculares da a¢do dos danos oxidativos (LEI et al., 2007).

Segundo alguns autores, a GPx é um biomarcador eficaz para indicar situacdes de
estresse na presenca compostos organicos e inorganicos (COGO et al., 2009), para investigar
0 sistema de defesa antioxidante e seus danos oxidativos em diversos grupos de agrotoxicos,
como os inseticidas organofosforados (ALMEIDA et al.,, 2010), inseticidas carbamatos
(MARAN et al., 2010) e os bio-inseticidas (PEREZ-PERTEJO et al., 2008), e para estudos de
acdo biologica de efluentes urbanos e industriais (TSANGARIS et al., 2011).

4.7. Glutationa S-transferase (GST)

A GST é uma enzima multifuncional envolvida na desintoxicacdo de
contaminantes quimicos eletrofilicos, como agentes cancerigenos, poluentes ambientais e
quimioterapicos. Ela também esta envolvida com a remoc¢do das ERO e regeneracdo das
proteinas Thiol (SHEEHAN et al., 2001; HAYES et al.,, 2005). Esta enzima catalisa a
conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) com compostos tdxicos, interagindo com o seu
grupo sulfidrila (SH), que leva a neutralizacdo dos sitios eletrofilicos, para tornar seus
produtos mais solUveis em agua, menos toxicos e facilitar a sua degradacdo e excrecdo
(HABIG et al., 1974; CARLETTI et al., 2008). Segundo Dehn et al. (2005), essa conjugacao
mediada pela GST consome o GSH intracelular, sendo responsavel pela primeira defesa
contra a intoxicacao.

De acordo com Hayes et al. (2005), as GSTs de mamiferos sdo subdivididas em
trés familias: as GSTs citosdlicas e GST mitocondriais, que compreendem enzimas sollveis; e
as GSTs microssomais, que estdo associadas a membrana e envolvidas no metabolismo dos
eicosandides e das glutationas, por isso, denominadas de MAPEG (membrane-associated

proteins in eicosanoid e glutathione metabolism).
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Segundo Raza (2011), vérias formas induzidas de gutationa S-tranferase (GST)
podem ter sido expressas, devido as respostas evolutivas das células para protecdo de agentes
quimicos e do estresse oxidativo. Sua distribuicdo no organismo esta relacionada com a
resposta contra metabdlitos enddgenos e exdgenos e a resisténcia a drogas, na terapia do
cancer.

Alguns estudos tém utilizado a GST como um biomarcador para investigar 0s
efeitos de drogas anti-cancer, herbicidas, pesticidas, quimicos carcinogénicos, 6leos, HPA
(CARLETTI et al., 2008; ALMEIDA et al., 2010; RAZA, 2011), alguns metais como cadmio
(CASALINO et al., 2004), ferro (DEMOST et al., 2002), aluminio (DUA; GILL, 2001), entre
outros. A exposicdo aos metais pesados ou ao estresse oxidativo, por exemplo, pode
desestabilizar a membrana lisossomica, causando a ruptura e liberacdo de diversos radicais e

jons &cidos, que acarretam na inibicdo das atividades enziméaticas (COGO et al., 2009).

4.8. Outros antioxidantes

Segundo Zwart et al. (1999), existe um grupo de antioxidantes ndo-enzimaticos
que inclue substancias de baixo peso molecular, como vitaminas C e E, acido urico, ésteres de
retinil, B-caroteno, entre outros.

A vitamina C (acido ascorbico) é um elemento nutricional essencial ao homem,
que atua como um excelente antioxidante em fase aquosa e possui dois grupos hidroxilas
ionizaveis. Em condicdes fisioldgicas, quase toda a vitamina C (AsCH,) presente no sistema
biolégico encontra-se na forma de ascorbato (AsCH ) que, ap6s ser oxidada pelas ERO,
forma o radical semidesidroascorbato (Asc™ ) (VALKO et al., 2006).

A vitamina E possui diferentes formas, sendo a a-tacoferol, que representa a sua
forma ativa em humanos, a mais conhecida delas. Ela atua como um antioxidante que protege
a célula contra a peroxidacdo lipidica e essa protecdo, geralmente ocorre devido a sua
capacidade de inibir a formacédo de radicais livres e ativar as endonucleases (VALKO et al.,
2006).

Outro antioxidante pertence ao grupo dos carotenodides ¢ o [-caroteno, que é
encontrado em plantas e microrganismos. Esta substancia ajuda na prevencdo do cancer,
degeneracdo muscular, artereoclerose e outras doencas. Sua atividade antioxidante ocorre
pela sua capacidade de capturar radicais, como 0 oxigénio singleto, sem degradacdo e,
também, pela sua reatividade quimica com os radicais hidroxila, peroxil e superoxido
(VALKO et al., 2006).



Artigo 1 49

5. ENSAIOS DE CULTURAS DE CELULAS DE MAMIFEROS

Com o controle cada vez mais rigoroso do uso de animais de laboratério em
experimentos bioldgicos, tornou-se necessario o desenvolvimento e a padronizagdo de testes
in vitro que pudessem detectar a toxicidade das substancias quimicas (ROGERO et al., 2003).

O modelo in vitro vem ganhando uma ampla aceitagdo na investigacéo
toxicologica por proporcionar o uso de ferramentas avancgadas, protocolos confidveis e de
rapida obtencdo de resultados (BARLIE, 1994; PENG, 2011), além de possuir diferentes
aplicacdes, inclusive a sua utilizacdo em avaliagdes de danos biolégicos causadas por
poluentes ambientais (BERTHEUSSEN et al., 1997; EL-DEMERDASH et al., 2001; ZUCCO
et al., 2004).

Uma das maiores aplicagdes da cultura celular é em avaliagdes de acdo de
produtos como farmacos, agrotoxicos, quimicos industriais, dentre outros, sobre células
individualizadas (CARVALHO, 1996; PENG, 2011). Apesar dos resultados obtidos com
cultura de células ndo podem ser extrapolados, diretamente, para 0s animais, estes servem de
referéncia para os efeitos das substancias sobre sistemas bioldgicos em geral. E sabido que um
produto que causa danos em células mantidas em culturas, também podera apresentar um
efeito similar sobre os sistemas biologicos integrais expostos ao mesmo agente
(CARVALHO, 1996).

Métodos in vitro possibilitam uma melhor padronizacdo das etapas experimentais,
possibilitando manipular ou introduzir variaveis desejadas, como tempo de tratamento, tipos
de combinagdes das substancias testadas, temperatura, pH (BRUSICK, 1987; CARVALHO,
1996), sendo adequados para a determinacdo do modo de acao de agentes toxicos (BRUSICK,
1987).

O método de cultura de células pode ser considerado adequado para estudos de
estresse oxidativo induzido por fatores ambientais, por oferecerem importantes informacdes
sobre a acdo de poluentes. No entanto, devem ser estabelecidos os modelos de células in vitro
mais apropriados para a avaliacdo de mecanismos de estresse oxidativo relacionados a
toxicidade ambiental (PENG, 2011). As células de mamiferos, como as de roedores e as
humanas, sdo muito empregadas em analises in vitro, e indicadas para a analise de danos no
DNA, sendo, por isto, amplamente utilizadas em avaliaces ambientais (BIANCHI, 2008;
MANZANO, 2010; LEME, 2011).

De acordo com Nordberg e Arner (2001), a descoberta da importancia dos danos

causados pelos radicais livres nos mecanismos de toxicidade de muitos poluentes ambientais
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permitiu uma maior aplicagédo dos biomarcadores de estresse oxidativo em organismos Vivos,
especialmente nos sistemas de mamiferos, tanto em ensaios in vivo como in vitro.

Quando os ensaios de estresse oxidativos sdo realizados com células de cultura,
devem ser tomados alguns cuidados na interpretacdo dos resultados, pois, segundo Halliwell e
Whiteman (2004), o proprio processo de cultivo celular pode induzir estresse oxidativo,
promovendo a geracdo de ERO e impedindo a correta regulagdo adaptativa de antioxidantes.
Sendo assim, h4 uma necessidade de se examinar, cuidadosamente, as respostas do meio de
cultura, quando os compostos quimicos sdo adicionados a ele, e se a presenca das células é
capaz de inibir as reacGes dos radicais livres presentes no meio.

A maioria das pesquisas sobre o estresse oxidativo, realizados com animais, tem
sido feita com células ou érgdos de mamiferos, pois estes ensaios permitem analisar, mais
eficientemente, a capacidade oxidativa de agentes especificos ou ainda avaliar a possivel
eficacia de um composto como antioxidante de acdo protetora ao dano oxidativo promovido
por uma substancia toxica. Além disso, muitos estudos com células de mamiferos relacionam
0s processos inflamatorios, de envelhecimento e de carcinogénese ao estresse oxidativo
(BERLETT; STADTMAN, 1997; PENG, 2011). Diferentes espécies de mamiferos tém sido
utilizadas como modelos para os estudos de estresse oxidativo, na tentativa de esclarecer os
mecanismos fundamentais da origem dos danos celulares e das respostas toxicas,
principalmente devido ao interesse na area de satde humana (KELLY et al., 1998).

Segundo Maran et al. (2010), as celulas de mamiferos possuem diversos
mecanismos de defesa contra as ERO, sendo que a GSH é a enzima considerada de maior
relevancia nestes estudos, por fornecer a primeira linha de defesa contra a peroxidagédo

lipidica.

5.1. Agrotoxicos

Os agrotdxicos tém sido indicados como substancias toxicas que promovem tanto
estresse oxidativos como danos no DNA. Segundo Muniz et al. (2008), esta evidéncia tem
sido comprovada pelos estudos epidemiologicos que avaliam as alteracbes da saude de
trabalhadores expostos a agrotoxicos.

Os danos oxidativos sdo considerados importantes danos promovidos pelos
agrotoxicos organofosforados, havendo suficiente comprovacdo de inducdo de estresse
oxidativo por estes compostos, conforme resultados obtidos em estudos realizados com
animais e com células mantidas em cultura (NAG; NANDI, 1987; FLESSEL et al., 1993,
BAGCHI et al., 1995; LODOVICI et al., 1997; YANG; SUN, 1998; BANERJEE et al., 2001;
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DELESCLUSE et al, 2001; HALLIWELL, 2002). Os organofosforados também sdo
descritos como indutores da reducgéo das atividades de enzimas antioxidantes, do aumento da
producao de perédxidos lipidicos e da reducdo dos niveis de antioxidantes celulares (JULKA et
al., 1992).

Muniz et al. (2008) avaliaram a relagéo entre a exposi¢do ocupacional a pesticidas
organofosforados, os biomarcadores de estresse oxidativo e os danos ao DNA, por meio de
ensalios in vivo e in vitro. Foi verificado, em amostras de urina de trabalhadores rurais, um
aumento significativo da presenca de metabdlitos de agrotoxicos organofosforados por meio
de cromatografia gasosa, com detector fotométrico de chama pulsante (GC-PFPD); um
aumento da 8-hidroxi-2’-desoguanosina (8-OH-dG), por HPLC; um aumento nas freqliéncias
de danos ao DNA e da atividade de reparo do DNA oxidativo, por meio do ensaio cometa em
linfocitos; e altas taxas de malondialdeido (MDA), decorrente da peroxidagdo lipidica, no
soro destes trabalhadores expostos, por meio do ensaio de placa de microtitulacdo (kit LPO-
586), analisado por UV-Vis. Estes resultados foram comprovados em testes in vitro,
realizados com culturas de linfocitos humanos tratados com um organofosfato comumente
utilizado na agricultura (0 AZM = Azinfosmetil), pelas taxas significativas de danos ao DNA,
observadas por meio do ensaio cometa; pelo aumento de ERO e dos niveis de glutationa
reduzida. Segundo os autores, todos estes dados indicam que 0s pesticidas organofosforados
induzem estresse oxidativo e dano ao DNA de trabalhadores agricolas, e que o0s
biomarcadores utilizados no presente estudo podem ser Uteis para auxiliar na compreenséo da
associagdo entre os pesticidas e seus efeitos adversos a saude humana.

Moore et al. (2009) avaliaram o potencial toxico de diferentes concentracbes do
pesticida organofosforado malation, por meio dos ensaios de MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-
2yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide), peroxidacdo lipidica e cometa em cultura de células
humanas (HepG2). Os pesquisadores observaram que o inseticida foi capaz de induzir efeitos
citotoxicos, pela diminuicdo significativa das taxas de viabilidade celular; e genotoxicos, pelo
aumento das fregliéncias de danos ao DNA, de maneira dose-dependente. Além disso, 0s
autores comprovaram que a toxicidade dessa substancia esta diretamente associada ao estresse
oxidativo, comprovado pela producdo significativa de MDA.

Bayoumi et al. (2001) avaliaram, em células de ovario de hamster chinés (CHO-
K1), os efeitos dos inseticidas organoclorados ciclodienos aldrin, dieldrin e endosulfan,
considerados persistentes e com alta capacidade de biomagnificacdo nas cadeias troficas, por
meio de ensaios do vermelho neutro, de medicdo de LDH (lactato desidrogenase), dos

conteddos de glutationa intracelular (oxidada e total) e suas formas enzimaticas (S-transferase,
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redutase, peroxidase) e do ensaio de peroxidacdo lipidica, a fim de verificar o envolvimento
das ERO na toxicidade destes pesticidas. Os autores constataram que o inseticida aldrin é
mais citotoxico que o dieldrin e o endossulfan. Esta maior toxicidade foi comprovada pela
indugdo de um significativo comprometimento da fungdo lisossomal das células (CHO-K1)
expostas. Neste estudo, foi verificado que os pesticidas induziram um aumento nos niveis das
glutationas peroxidase, redutase, S-transferase, e GSSG, significativo apenas para a GPx, e
uma diminuicdo significativa no contetdo de GSH, ap0s exposicao por 24 h. Foi verificada,
ainda, apds exposicao aos trés inseticidas, uma liberacdo de LDH no meio de cultura e uma
alta producdo de perdxido, mostrando que as alteragBes na permeabilidade da membrana
podem ser uma consequéncia do estresse oxidativo induzido por esses compostos. Estudos
anteriores realizados por Bayoumi et al. (2000), verificaram que a toxicidade do toxafeno,
para células CHO-K1, promoveu a inducdo de um aumento nas atividades da GR, GPx e
GST, e niveis totalmente alterados de GSH intracelular, quando as células foram expostas ao
pesticida.

Dehn et al. (2005) avaliaram, em ensaios realizados com células HepG2, os
efeitos de diferentes concentracdes de alguns inseticidas organoclorados (clordano, o,p’-DDT,
dieldrin, endossulfam, kepone, metoxicloro e toxafeno) sobre as atividades das enzimas do
citocromo P450 (1A-EROD e 2B-PROD) e sobre os niveis intracelulares de GSH. O
inseticida dieldrin induziu as respostas mais significativas, quanto as alteracfes das atividades
enzimaticas P450 1A e 2B, e os inseticidas kepone e metoxicloro e as maiores concentracoes
testadas do clordano, endossulfam e toxafeno induziram um decréscimo significativo nos
niveis de GSH das células humanas expostas. Houve uma correlacdo inversamente
proporcional entre a atividade da P450 2B e os niveis intracelulares de GSH, o que sugere que
as taxas de GSH influenciam a atividade catalitica do citocromo P450, afetando a capacidade
de regulacdo da GSH pela célula. Os resultados observados demonstram a eficiéncia do
bioensaio in vitro, realizado com a linhagem celular humana HepG2, para utilizacdo em
monitoramento ambiental.

Lueken et al. (2004) verificaram, por meio do ensaio de cometa, aplicado em
fibroblastos humanos, um aumento significativo dos efeitos genotdxicos do peréxido de
hidrogénio, um agente toxico endogeno prevalente no metabolismo de xenobioticos pela
reducdo de oxigénio, quando combinado com agrotoxicos (2,3,4,6-tetraclorofenol; glifosato,
lindane; 2,4-acido dicloroacético; 4-cloroanilina) e outros compostos quimicos (acido
nitrilotriacético; m-xileno; n-hexanol) freqlientes no meio ambiente. As maiores taxas de

fragmentacdo do DNA foram verificadas quando o H,O; foi combinado com concentragdes
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baixas de 4-cloroanilina, 2,3,4,6-tetraclorofenol, m-xileno e n-hexanol, que sd&o compostos
considerados lipofilicos.

Maran et al. (2010) determinaram os efeitos citotoxicos agudos dos inseticidas
aldicarbe e propoxur em células CHO-K1, na presenca e auséncia de tratamento sistémico
com BSO (D,L-butionina-(S,R)-sulfoximina), conhecido por atuar na biossintese de GSH, a
fim de verificar diferencas no contetdo de GSH, na geracdo de MDA, e na atividade das
enzimas redox. Os autores verificaram que o tratamento dos inseticidas com BSO induziu um
decréscimo significativo nas atividades das enzimas glutationa redutase, glutationa peroxidase
e glutationa S-transferase, e nas taxas de GSH, enquanto que o tratamento sem BSO provocou
um aumento significativo nas taxas de GSSG e na producdo de MDA das células expostas.
Estes dados sugerem que os inseticidas podem danificar as células CHO-K1, via estresse
oxidativo, mas que o BSO ameniza estes danos oxidativos, o que evidencia que a glutationa
endogena é fundamental para a protecdo destas celulares contra a peroxidacao lipidica e a
citotoxicidade induzidas pelos inseticidas aldicarbe e propoxur.

Perez-Pertejo et al. (2008) avaliaram, em células de ovario de hamster (CHO-K1)
e células de rim de macaco verde africano (Vero), o potencial toxico do bio-inseticida
Spinosad, usado em manejo integrado de pragas, por meio dos ensaios do vermelho neutro,
antes e apds a adicdo de antioxidantes (glutationa reduzida, e vitaminas C e E); de
peroxidacéo lipidica, pela determinacdo de MDA; de medicdo de glutationa total intracelular;
e de ensaios enzimaticos para determinacdo de glutationa redutase, glutationa peroxidase e
glutationa transferase. O biopesticida provocou a reducdo da viabilidade das duas linhagens
celulares, sendo mais citotoxico para as células CHO-K1. Foi verificado também, que a
presenca dos agentes antioxidantes diminuiu significativamente o efeito citotoxico desse
composto quimico, o que indica que a citotoxicidade é mediada por dano oxidativo. A maior
concentracdo de Spinosad induziu um aumento significativo na producdo de MDA. Todas as
concentragcfes testadas causaram alteracdes no ciclo glutationa-redox, verificadas pela
diminuicdo significativa dos niveis de glutationa total e reduzida, de glutationa-S-transferase e
pelo aumento dos niveis de glutationa peroxidase e glutationa redutase das células CHO-K1 e
Vero.

Uma pesquisa de revisdo realizada por Farina et al. (2011) relata que o
metilmercdrio, um poluente presente em fungicidas, detectado em altas concentragdes no
ambiente aquatico, induz um aumento significativo nas taxas de ERO (anion superoxido,
hidrogénio peroxido e éxido nitrico) em células neuronais de ratos e de humanos. Este

aumento nas taxas de ERO se da por uma complexa sequiéncia de eventos moleculares em
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cascata (disfuncdo mitocondrial, excitotoxicidade, auséncia de homeostase do célcio
intracelular e diminuicdo da capacidade antioxidante celular) e estdo relacionados com a
origem de algumas doengas cerebrais.

5.2. Efluentes industriais e urbanos

5.2.1. Metais

Os metais desempenham papéis importantes em uma ampla variedade de
processos biolégicos (JOMOVA; VALKO, 2011). A homeostase de ions metalicos é mantida
por mecanismos de armazenamento, absor¢édo e secrecdo (BERTINI; CAVALLARO, 2008).
A quebra da homeostase dos ions metélicos pode levar a ligacdo de metais em sitios ndo
especificos de ligagcdo com as proteinas, ou a substituicdo por metais, diferentes daqueles
naturalmente associados a ela (NELSON, 1999).

Muitos estudos realizados com metais forneceram evidéncias de que eles séo
toxicos e podem interagir com o DNA e proteinas, causando deterioracdo oxidativa destas
macromoléculas biologicas. A geracdo de radicais livres em sistemas vivos esta intimamente
ligada com a participacdo de metais redox-ativos como ferro, cromo, cobre e cobalto, onde o
estado redox da célula é mantida dentro de estritos limites fisiologicos (RAHMAN, 2007;
MATES et al., 2002; 2008). O rompimento da homeostase do metal pode levar a uma
formacdo descontrolada de radicais livres nocivos, que participam das modificacfes de bases
do DNA, da peroxidacdo lipidica e da homeostase do calcio e de radicais sulfidrilas
(GUTTERIDGE, 1995; VALKO et al, 2007).

Tém sido realizadas muitas pesquisas sobre o estresse oxidativo, induzido por
metais e compostos metalicos, em células de mamiferos mantidas em cultura e o papel da
GSH nos processos de desintoxicacdo dessas substancias. Ochi et al. (1988) mostraram o
papel protetor da GSH na reducéo da toxicidade do cadmio, usando células de hamster chinés
(V79), apesar de Chin e Templeton (1993) provarem gue a exposi¢do a doses muito altas de
cadmio é capaz de esgotar totalmente os niveis de GSH intracelular, devido a producéo de
ERO, como observado em células mesangiais de rins humanos.

Muiller et al. (1986) descreveram que a producdo de EROs, induzida pelo cadmio,
ocorre pela interacdo destas moléculas com sitios subcelulares criticos como mitocondrias,
peroxissomos e microssomos, resultando na geracdo de radicais livres e peroxidacdo lipidica
nas membranas dessas estruturas. Qu et al. (2005) afirmaram que a producdo de ERO né&o

desempenha um papel essencial na transformacdo maligna induzida pela exposigéo crénica ao
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cadmio nas células de figado de rato. Matovic et al. (2011) relataram que esse metal causa
estresse oxidativo, mediando efeitos citotoxicos e carcinogénicos em diferentes células de
mamiferos, apesar de muitos resultados serem conflitantes, quando se comparam 0s ensaios
realizados em sistema in vivo e in vitro.

Lu et al. (2011) avaliaram os efeitos do arsénio (As) em células RIN-m5F,
derivadas de células B-pancredticas de ratos. Os autores observaram que 0 As inorganico
induziu disfuncéo celular por reduzir o nimero de células viaveis de maneira dose-dependente
(teste de MTT), alterar seus niveis de secrecdo de insulina (imunoensaio de antissoro
insulina), produzir altas taxas de ERO intracelulares (citometria de fluxo, utilizando a sonda
fluorescente DCFH-DA (2,7-diclorofluorescina diacetato) sensivel a peroxido) e de MDA na
membrana celular, um indicativo de dano oxidativo aos lipidios da membrana (ensaio de LPO
— Calbiochem, San Diego, USA). Foi também verificada a inducdo de apoptose (deteccao de

apoptose Anexina V-Cy3™

), mediada pela ativagdo de MAPK (proteina quinase ativada por
mitogeno), pela disfuncdo mitocondrial, que levou a ativacdo da PARP [polimerase
poli(ADP-ribose), ensaio Western Blot] e por cascatas de caspases, mediadas por varias vias
de sinalizacdo celular (ensaio de atividade fluorométrica CaspACE™). Neste estudo os
autores também observaram alteracdes na expressao de marcadores, como proteinas reguladas
pela glicose (GRP78 e GRP94) e proteinas homologas C/EBP (CHOP), relacionadas ao
estresse do reticulo endoplasmatico que, posteriormente, desencadearam a ativacdo da
calpaina, resultando no processo apoptético. Com base nestes resultados, ha evidéncias de que
0 As inorganico é um quimico que confere um sério fator de risco ambiental. Estudos
realizados por Pi et al. (2003) j& haviam mostrado que o arsénico estimula a producdo de
ERO, como os radicais de anions superoxido, hidroxila e peroxil, em cultura de queratinocitos
humanos. Sakurai et al. (2005) também ja haviam observado um aumento na producdo de
ERO em células de figado de rato (TRL1215), apds exposi¢cdo ao acido monometilarsénico.
Fotakis e Timbrell (2006) estudaram os efeitos do cloreto de cAdmio em culturas
de células de figado de rato (HTC) e humano (HepG2), quando associado a privacdo de
aminoacidos individuais sulfurosos, como a metionina e a cistina. De acordo com Ohta e
Cherian (1995), as deficiéncias nutricionais podem interferir na toxicidade do cadmio e alterar
a distribuicdo do cadmio no organismo. Os resultados observados por Fotakis e Timbrell
(2006) mostraram, pelo teste vermelho neutro em células HTC, que o esgotamento da cistina
aumentou a toxicidade do cloreto de cadmio, provavelmente devido a diminuicdo dos niveis
de glutationa intracelular. O mesmo ndo ocorreu para as células HepG2, devido ao fato destas

celulas ndo utilizarem cistina para a sintese de GSH, ou pela falta de mecanismo de captacdo
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da cistina por estas células, ou ainda pela falta de enzimas semelhantes as das células HTC. J&
a privacdo de metionina ndo aumentou a toxicidade do cloreto de cddmio em nenhuma das
linhagens celulares examinadas, tendo apenas induzido um efeito estatisticamente ndo
significativo sobre a viabilidade de células HepG2. Portanto, os autores concluiram que
somente a auséncia de cistina aumenta a toxicidade induzida pelo cloreto de cadmio, sendo
que este efeito é celula especifico.

Estudos realizados por Bongiovanni et al. (2007) mostraram os efeitos dos
flavonoides silimarina e quercetina em células CHO-K1, apds exposi¢cdo aguda e sub-crénica
a arsenito sddico. As respostas de estresse oxidativo para arsenito incluiram um aumento da
expressao da Hsp70, avaliada por Western Blotting; da peroxidacdo lipidica, analisada pela
medicdo de dienos conjugados; e da atividade da y-glutamil transpeptidase. Estas respostas
foram eliminadas em experimentos agudos e minimizadas em experimentos subcrénicos por
ambos os flavonoides. Os autores concluiram que a cultura de células CHO-K1 se
caracterizou em um bioensaio eficaz para avaliacdo dos eventos celulares decorrentes da
exposicdo ao arsenito. Além disso, os flavondides antioxidantes foram eficazes para reduzir
ou anular o estresse oxidativo celular, sugerindo que os mesmos devem ser incorporados na
dieta alimentar, por oferecer um efeito protetor contra arsenito e outras substancias quimicas
de acdo semelhante.

Um estudo realizado por Rau et al. (2004) comparou as respostas toxicas de duas
linhagens celulares, a H-4-11-E (hepatoma de rato) e a PLHC-1 (carcinoma hepatocelular de
peixe), apos exposicdo a compostos metalicos pré-oxidantes, como o sulfato de cobre e o
sulfato de ferro, associado a perédxido de hidrogénio, por meio da medicdo da citotoxicidade,
peroxidacdo lipidica, glutationa total e porcentagem de dissulfeto de glutationa, mostrando
que as células de figado de rato sdo mais protegidas contra o estresse oxidativo provocado por
essas substancias quimicas que as células de figado de peixe.

Stohs e Bagchi (1995) descreveram que o mercuario diminui os niveis de GSH nos
tubulos renais concomitantemente a reducdo das atividades da SOD, GPx e catalase,
mostrando o envolvimento das ERO na alteracdo da integridade da membrana, o que
determina os efeitos nefrotoxicos de mercurio. Keogh et al. (1994) e Steinebach e Wolterbeek
(1994) mostraram a atuacdo eficaz da GSH na reducdo dos danos oxidativos causados pelo
mercurio, cadmio, cobre e chumbo em células epiteliais de intestino humano (1-407) e em
células de hepatoma de rato (HTC).

Um estudo realizado por Garcia-Fernandez et al. (2002) comparou, em células

CHO-K1, os efeitos citotoxicos de diferentes concentracbes de 5 metais (Hg, Cd, Cu, Ni e
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Pb), quanto ao conteudo de GSH e as atividades enzimaticas das glutationa redutase,
peroxidase e transferase, para verificar se as ERO tém envolvimento na toxicidade destes
metais nas células de mamiferos. De todos os metais testados, 0 mercirio mostrou-se 0 mais
toxico e 0 chumbo o menos toxico para as células CHO-K1. O contetdo total de GSH
aumentou significativamente nas células expostas a menor concentracdo dos metais, mas
diminuiu naquelas expostas a maior concentracdo; o conteudo de GSSG diminuiu
significativamente na menor concentracdo, enquanto que foram obtidos valores um pouco
mais elevados para as culturas expostas as doses mais elevadas destes metais; as atividades da
GPx foram, nas concentragdes mais baixas 1,2; 1,5; 1,6; 2,0 e 2,5 vezes maior do que 0s
resultados dos testes controles para o cobre, cadmio, mercdrio, niquel e chumbo,
respectivamente; a atividade da GR permaneceu quase inalterada, exceto em baixas doses de
niquel, mercdrio e chumbo; e a atividade da GST diminuiu, nas células expostas as maiores
doses dos metais. Todos esses resultados mostram que, quando as células sdo expostas as
menores concentragdes dos metais, € ativado um mecanismo de defesa homeostética,
enquanto que, com 0 aumento das concentracbes dos metais, as células perdem essa
habilidade de resposta aos danos citotoxicos. A relacdo entre a citotoxicidade dos metais, o
contetdo total de GSH e a energia de dissociacdo das ligacdes metal-enxofre confirmam o

envolvimento dos mecanismos de defesa antioxidante na acdo toxica destes metais.

5.2.2. Agua de abastecimento

Os eventuais problemas toxicoldgicos resultantes da desinfeccdo da agua nédo
dependem apenas dos poluentes presentes na dgua de captacdo, mas também dos préprios
processos de desinfeccdo utilizados no tratamento da agua captada. A cloragdo é um dos
principais procedimentos usados para a desinfeccdo da agua destinada ao consumo humano,
mas esse processo resulta na formacdo de subprodutos com acdo toxica, derivados do
processo de desinfeccdo por quimicos (DBP — disinfection by-product). Isto se da pela
decorrente reacdo do cloro com compostos organicos (&cidos hamicos e fllvicos),
naturalmente encontrados na dgua ou decorrentes da poluicdo do recurso hidrico utilizado
(WHO, 1996; BOORMAN et al., 1999).

Marabini et al. (2006) analisaram, em células HepG2, a toxicidade de amostras de
agua potavel de uma cidade da Itélia, tratadas com diferentes desinfetantes (hipoclorito de
sodio, dioxido de cloro e &cido peracético), por meio do ensaio de vermelho neutro, medicao
de glutationa intracelular e método de DCFH-DA, para medicdo da producdo das ERO. De

maneira geral, os resultados sugeriram que a toxicidade da agua de abastecimento deve estar
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mais relacionada aos elementos presentes na propria agua do que ao tipo de desinfetante
utilizado no seu tratamento, apesar das amostras do outono terem induzido uma alta
citotoxicidade as células testadas, quando comparada as de outras estagdes, principalmente,
quando as aguas foram desinfetadas com di6xido de cloro e acido peracético. As poucas
amostras de agua do outono que ndo apresentaram citotoxicidade pelo ensaio do vermelho
neutro, apos exposicao das células por 2h nestas amostras, induziram uma diminuicdo nas
taxas de GSH intracelular e um aumento de ERO, enquanto que, ap06s a exposicao prolongada
(24h), induziram um aumento de GSH, sem variagdes nos conteidos de ERO. Segundo 0s
autores, esta resposta poderia ser interpretada como uma adaptacdo celular a um estresse
oxidativo inicial.

Os estudos realizados por Yuan et al. (2005) avaliaram, em células HepG2, o
potencial toxico de amostras de agua potavel, obtida por cloracdo de aguas captadas em 3
diferentes recursos hidricos da cidade de Wuhan. Nesta avaliacdo, foram aplicados 0s ensaios
de medicdo da lactato desidrogenase - LDH (teste de citoxicidade), do cometa (teste de
genotoxicidade), de formacdo de aldeidos reativos ao acido tiobarbitarico - TBA (teste de
estresse oxidativo), e de analise dos conteudos de glutationa (teste de potencial antioxidativo).
Os autores mostraram que as aguas derivadas dos 3 corpos hidricos exibiram citotoxicidade,
devido a um aumento na atividade da LDH, e genotoxicidade, por induzir quebras no DNA,
ambos efeitos registrados de maneira dose-dependente. Também foi observado um aumento
na formacdo de MDA e uma diminuicdo nos indices de GSH das células, indicativos do
estresse oxidativo causado pela dgua clorada.

Xie et al. (2010) avaliaram a toxicidade de amostras de agua coletadas nas
diversas etapas da estacdo de tratamento de agua para abastecimento de uma cidade da regido
central da China, por meio dos ensaios de estresse oxidativo e do cometa, em células de
figado humano (L-02) mantidas em cultura. Entre as diferentes etapas de tratamento da agua,
as de pré e pds-cloracdo induziram aumento nos danos no DNA e nos niveis do marcador de
dano oxidativo MDA, além de uma diminuicdo no conteudo do marcador de defesa
antioxidante, GSH. Por outro lado, apds os processos de sedimentacdo e filtracdo, foi
observada uma diminui¢do do risco genotoxico e uma inibicdo do estresse oxidativo nas
células. Assim, o estresse oxidativo induzido pelas etapas de pré e pos-cloracdo deve estar
correlacionado com os danos induzidos ao DNA. Estes resultados auxiliam a compreensédo
das influéncias das diferentes etapas de tratamento de agua para a toxicidade das aguas de

abastecimento e podem melhorar as tecnologias utilizadas no processo de produgdo de agua
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potavel e, assim, proteger o publico exposto contra possiveis acbes de compostos tdxicos
formados, principalmente, durante o processo de cloragéo da agua.

Estudos realizados por Zhang et al. (2011) mostraram, por meio de ensaios com
células HepG2, uma associacdo entre estresse oxidativo e a genotoxicidade induzida pelo
bromato de potéassio (um sub-produto da ozonizagdo de aguas brometadas), que é utilizado
como desinfetante de dgua potavel e como aditivo alimentar. Pelo ensaio de cometa e pelo
teste de microndcleos, ficou comprovado que todas as concentracdes testadas de bromato de
potassio (1,56; 3,12; 6,25; 12,5 mM) induziram efeitos genotdxicos nas células HepGz2,
associados a mecanismos de estresse oxidativo. A comprovacédo deste efeito foi obtida pelos
niveis aumentados de ERO intracelulares, pelo esgotamento dos niveis de GSH e pela
presenca de danos oxidativos ao DNA, verificados pelos testes de DCFH-DA, do ensaio de
fluorescéncia para medicdo de GSH intracelular e da analise imunocitoquimica com 8-OHdG,
respectivamente. Quando foi realizado um pré-tratamento das células com o antioxidante
hidrotirosol (HT), houve um decréscimo acentuado na migracdo do DNA (ensaio do cometa).
Os autores ainda mostraram que as maiores concentragdes testadas do bromato de potassio
aumentaram a estabilidade da membrana lisossomal e néo alteraram o potencial de membrana
mitocondrial das células expostas, sugerindo que o estresse oxidativo e os efeitos genotoxicos
induzidos pelo bromato de potéssio tenham ocorrido, possivelmente, devido a danos

lisossomais, precursores de danos oxidativos ao DNA.

5.2.3. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Os HPA séo caracterizados por um grupo diversificado de compostos organicos
constituidos por dois ou mais anéis aromaticos. Os mecanismos de acdo mais comuns dos
HPA, que resultam em toxicidade para os organismos, estdo relacionados com a interferéncia
destes compostos sobre as fungdes das membranas celulares, por se ligarem aos seus sitios
hidrofobicos, causando deformidade e perturbacdo molecular, além de alteragcdes no sistema
enzimatico (TUVIKENE, 1995).

Embora os HPA possam induzir efeitos toxicos diretos, a maior preocupacao com
estes compostos € com a formacdo de metabdlitos reativos, tais como epdxidos e
dihydrodiois, que podem se ligar ao material genético e as proteinas celulares (ALBERS,
2002).

Hanzalova et al. (2010) investigaram o papel do dano oxidativo no mecanismo de
acdo de HPA (dos c-HPA benzo[a]pireno e (B[a]P); do dibenzo[a,l]pireno (DBJa,l]P); de

uma mistura artificial de c-HPA (mistura c-HPA) e de material organico extraido de matéria
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(extractable organic matter — EOM) particulada do ar urbano da cidade de Praga (Republica
Tcheca). Neste estudo, foram usadas duas linhagens celulares (HepG2 e Fibroblasto dipldide
de pulmd@ humano — HEL cell), expostas por 24 e 48 horas em vérias concentracdes dos
compostos e misturas. Os autores observaram que 0s compostos testados induziram respostas
diferentes nas 2 linhagens celulares, uma vez que demonstraram a alta capacidade da MOE e
uma menor capacidade dos c-HPA para induzir dano oxidativo ao DNA, aos lipidios e as
proteinas em células HepG2, enquanto que o estresse oxidativo induzido por estes mesmos
compostos nas células HEL foi extremamente fraco. Devido a menor capacidade de inducéo
de danos oxidativos dos c-HPA em comparagdo as MOE, para ambas as linhagens celulares,
especula-se que outros compostos quimicos diferentes, presentes na atmosfera, possam ser 0s
responsaveis pelo aumento dos niveis de 8-oxodG, 15-F2t-ISOP e carbonilas de proteinas. As
diferencas nas respostas das linhagens celulares podem ser atribuidas as suas caracteristicas
particulares das células, onde as células HepG2 teriam uma maior capacidade de
metabolizacdo de HPA (SEVASTYANOVA et al., 2007) e serem portadoras de um fenotipo
transformado. Ja as células HEL possuem um fenotipo normal e mimetizam melhor as
condicdes in vivo, sendo adequadas para serem usadas como modelo para experimentacéo in
vitro do pulmao, tecido alvo de exposicao por inalagdo aos HPA.

Segundo Lin e Yang (2007), alguns HPA podem aumentar o conteltdo de GSH,
agindo como um mecanismo de defesa contra 0 estresse oxidativo ou ainda como um
processo de detoxificacdo celular. Os autores analisaram o metabolismo da GSH em células
HepG2 expostas ao benzo[a]pireno e verificaram que a exposicdo a concentracdo subletal
aumentou o nivel de GSH, diminuiu a atividade da GR, mas n&o alterou a atividade da GPx
nem aumentou a producdo de ERO, o que pode indicar que o estresse oxidativo pode ndo ser
um fator de risco importante para danos induzidos pelo benzo[a]pireno nas células HepG2.
No entanto, este HPA induziu um aumento das atividades das enzimas monooxigenases,
pertencentes a subfamilia CYP1A e GST, mostrando ser capaz de ativar a a¢do de enzimas de

detoxificacdo nas células humanas testadas.

5.2.4. Corantes

Zhang et al. (2009a) utilizaram-se de teste in vitro, realizados com células HepG2,
para avaliar o papel do estresse oxidativo no dano ao DNA induzido pelo Sudan IV, um
corante diazo encontrado em combustiveis, 0leo, couro e alimentos. Nesta analise, os autores
aplicaram os ensaios do micronucleo e do cometa, de DCFH-DA para medi¢do dos niveis de

producéo das ERO intracelulares, de coloragéo imunoperoxidase para 8-OHdG e de medigédo
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de GSH intracelular pré-tratada com BSO, um inibidor especifico da sintese de GSH. Foi
observado um aumento da frequéncia de micronucleos nas maiores concentracdes testadas e
um efeito dose-dependente na inducdo de quebras, observadas pela migracdo de DNA das
células expostas ao quimico, comprovando o alto potencial genotoxico do corante. Também
foram constatados niveis elevados de ERO e de 8-OHdG das células HepG2 expostas ao
corante. Verificou-se ainda que houve um aumento na eliminagdo de GSH, ap6s o tratamento
com BSO, o que aumentou dramaticamente a susceptibilidade das células a agdo genotdxica
do Sudan 1V. Com base nesses resultados, os autores sugeriram que a toxicidade do Sudan 1V,
para células HepG2, seja decorrente de danos oxidativos promovidos pelo corante sobre a
molécula de DNA.

5.2.5. Contaminantes alimentares

Exposicdo a substancias como toxinas e quimicos ambientais, tem um efeito
detrimental sobre as células e, conseqlientemente, a saude dos organismos expostos. Dentre 0s
compostos toxicos, especificamente as toxinas, as micotoxinas sdo metabolitos secundarios
produzidos por certos fungos filamentosos, que ndo alteram nem o crescimento nem o
desenvolvimento do fungo, mas alteram o metabolismo celular de outros organismos. As
células de varios organismos respondem a presenca de produtos quimicos tdxicos por
inimeros mecanismos bioquimicos. Uma das primeiras respostas celulares a exposigéo toxica,
que pode potencialmente ser usado como um marcador precoce de toxicidade, € o aumento da
proteina de choque térmico - Heat shock protein — Hsp (URANI et al., 2001; CARNEVALL;
MARADONNA, 2003).

A Hsp 70 kDa € a proteina mais abundante do grupo das sub-familias Hsp em
células de mamiferos, e esta intimamente ligada a citoprotecdo de uma variedade de eventos
nocivos (WALTER et al., 1994). Segundo Hassen et al. (2005) e EI Golli et al. (2006), tém
sido mostrado que a exposicdo a um choque térmico sub-letal pode fornecer protecdo contra
outros tipos de estressores. Este fato tem sido associado a Hsp70, onde a protecdo &,
provavelmente, devido a capacidade da Hsp70 evitar agregacdo de proteinas e outras
modificacdes proteicas (HARTL; MARTIN, 1995; HOFFMANN; RINAS, 2004). Outros
mecanismos pelos quais a expressdo da Hsp70 pode promover citoprotecdo seria a prevengédo
da danos oxidativo, 0 aumento das proteinas celulares e a estabilidade de antioxidante
enddogeno (POLLA et al., 1996).

Um estudo de revisdo, realizado por Golli-Bennour e Bacha (2011), sobre os

efeitos toxicos de micotoxinas, avaliou se a inducdo de Hsp70, um pardmetro de resposta
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protetora e adaptativa geral, € também um biomarcador sisteméatico para intoxicacdes por
micotoxinas. De maneira geral, os autores concluiram que hd uma forte relacdo entre o
estresse oxidativo induzido pelas toxinas e a indugdo de Hsp70, e apontaram que a expressao
dessa proteina é uma resposta alternativa importante para o sistema de defesa oxidativa contra
a acdo das micotoxinas oxidantes, mas ndo é um biomarcador sistematico para a exposi¢do a
todos os tipos de micotoxinas.

Zhang et al. (2009b) avaliaram, em células HepG2, o papel do estresse oxidativo
na inducdo de danos no DNA, induzido pelo desoxinivalenol (DON), uma micotoxina
citotdxica encontrada naturalmente em uma ampla variedade de alimentos para animais, como
em grdos de cereais, Foram aplicadas diferentes bioensaios, como o pré-tratamento com o
antioxidante HT no ensaio de cometa, 0 método de DCFH-DA para medi¢do dos niveis de
producédo das ERO intracelulares, o ensaio de peroxidacéo lipidica para medicdo de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e o ensaio de coloragcdo imunoperoxidase para 8-
OHdG. As células expostas as altas concentracfes de DON apresentaram um aumento: na
migracdo do DNA, quase totalmente revertido com o tratamento com HT; nos niveis de ERO
e de TBARS; e na intensidade de 8-OHdG, o que indica que o0 dano ao DNA induzido pela
DON em células HepG2 esta fortemente relacionado ao estresse oxidativo, e que a acéo
antioxidante do HT desempenha um papel vital na defesa contra a acao toxica desse composto
quimico.

Marin-Kuan et al. (2011) analisaram algumas pesquisas sobre a acdo da
ocratoxina A, uma micotoxina produzida por fungos de origem alimentar, como o Aspergillus
e Penicillium, e presente em varios alimentos. Os autores relataram que essa substancia
quimica é capaz de gerar estresse oxidativo, aumentando as taxas de DNA oxidativo, de danos
aos lipidios e as proteinas, em diferentes sistemas-testes tanto in vivo como in vitro. Pelo
ensaio de microarrays de c-DNA, Arbillaga et al. (2007) detectaram um aumento significativo
na geracdo de ERO, devido a altas taxas de danos oxidativos ao DNA em células renais
humanas HK-2 expostas a ocratoxina A. A inducédo de efeitos citotdxicos e altas frequéncias
de dano oxidativo ao DNA, observadas em células de fibroblastos de pulmdo de hamster
chinés V79, células renais de macaco verde africano CV-1 e células renais de ratos (linhagem
primaria), mesmo em pequenas concentracfes de ocratoxina A, pode ser um importante fator
para a nefrocarcinogenicidade associada a acdo desta toxina (KAMP et al., 2005). Segundo
Schaaf et al. (2002), o estresse oxidativo provocado pela ocratoxina A contribui para a

toxicidade em células LLC-PK; (linhagem celular de tdbulo renal proximal de porcos), mas o
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tratamento com antioxidantes (a-tocoferol e N-acetil-L-cisteina) previne a inducdo desses

efeitos.

5.2.6. Farmacos

Grosicka-Maciag et al. (2010) investigaram os efeitos da N-acetil-L-cisteina
(NAC) sobre o estresse oxidativo induzido pelo dissulfiram (DSF), um composto quimico de
uso terapéutico Neste estudo, foram realizados os testes de MTT, ensaio de peroxidagédo
lipidica, determinacdo de apoptose — TUNEL e Anexina V, determinacdo colorimétrica de
GSH e GSSG, determinacdo de grupos carbonila de proteinas, e determinacdo das atividades
das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GR e GPx, aplicadas em células de fibroblastos de
hamster chinés (V79). Foi verificado um aumento nas taxas de GSH, GSSG, de grupos
carbonila de proteinas, na atividade da CAT, da GR e da GPx ndo dependente de selénio,
além da presenca de atividade pré-apoptoética e auséncia da alteracdo nas atividades da SOD e
da peroxidacéo lipidica, das células V79 expostas ao DSF. O tratamento com NAC restaurou
a viabilidade das celulas tratadas com DSF, reduziu a atividade pro-apoptotica do GSF e as
taxas de GSSG, o conteudo de carbonilas de proteinas ficaram proximas as taxas observadas
no controle, ndo reverteu o aumento da atividade da CAT e da GR e aumentou a atividade da
GPx. Os autores concluiram que as propriedades oxidantes sdo parcialmente atribuiveis a
alguns efeitos celulares de DSF e que 0s mecanismos induzidos pelo tratamento com NAC
podem diminuir, ou até mesmo reverter totalmente alguns dos efeitos toxicos do quimico
testado, comprovando a importancia do estado redox inicial da célula a exposicao a agentes
terapéuticos. Estes resultados podem ser relevantes para a exploracdo eficiente das
propriedades biologicas da NAC, sob a condi¢cdo do nivel modulado de GSH intracelular, para
uma possivel aplicacdo farmacologica.

Estudos realizados por Platel et al. (2011) mostraram, em células humanas TK6
linfoblastdides, que a versdo modificada do ensaio cometa (com utilizacdo das endonucleases
de reparo Fpg e hOggl) é uma ferramenta util para o fornecimento dos primeiros elementos
dos diferentes modos de acdo de farmacos oxidantes, como o perdxido de hidrogénio, a
bleomicina e o brometo de potassio, podendo ser usado para a determinacdo prévia de

genotoxicidade de compostos quimicos que possuem acdo oxidante parao DNA.

5.2.7. Outros compostos quimicos industriais
Estudos realizados por Srinivasan et al. (2001) mostraram a producéo de ERO por

metabolitos de BPC (bifenilas policloradas), que sdo compostos quimicos industriais



Artigo 1 64

persistentes e bioacumulativos, usados como fluidos dielétricos em condensadores e
transformadores e como lubrificantes hidraulicos. Foram realizados ensaios in vitro em
células HL-60 (linhagem celular oriunda de leucemia humana), onde as BPC hidroxiladas e as
quinonas de BPC, ap0s reacdo com GSH, produziram superéxido e outras ERO, de maneira
dose e tempo dependente. As ERO formadas reagiram com o DNA celular e outros
nucledfilos, resultando em dano oxidativo do tipo quebra da fita de DNA. Todos esses dados
séo indicativos importantes da toxicidade dos BPC para animais.

Park e Park (2008) avaliaram a citotoxicidade do OCS (octacloroestireno), um
composto aromatico halogenado persistente e bioacumulativo, gerado por diversos processos
industriais, em células normais de figado humanas (células Chang). Os autores mostraram que
diferentes concentracdes de OCS induziram a producdo de ERO e a diminuicédo de taxas de
GSH intracelular. Estes resultados foram obtidos por meio do ensaio fluorométrico, usando a
oxidacao intracelular de DCFH-DA; da ativacdo da caspase-3 citossélica, usando o kit de
ensaio fluorescente caspase-3; da condensacdo cromatinica e da fragmentacdo do material
genético, usando o corante fluorescente DAPI; da expresséo de genes relacionados ao estresse
oxidativo tais como a GST, da heme-oxigenase, da tioredoxinase redutase e da
metalotioneina, por meio do ensaio de PCR em tempo real (q-RT-PCR). Segundo os autores,
a associacdo de todos estes resultados sugere que a geracdo de ERO pelo OCS deve-se,
principalmente, a um processo apoptdtico do mecanismo téxico deste composto quimico.

Foram estudados, por Hu et al. (2008), os efeitos tdxicos do tricloroetileno (TCE),
um importante poluente industrial usado como desengraxante de pecas de metal e como
solvente geral para gorduras, ceras, resinas, 0leos, borracha ésteres, éteres de celulose, tintas e
vernizes, que tem sido considerado um contaminante de ar e de aguas subterraneas, com
potencial de prejudicar a saude humana. Neste estudo, foi avaliadas a genotoxicidade e a
mutagenicidade, usando os ensaios do cometa e do microndcleo e 0s mecanismos de acéao
toxica do TCE, por meio de ensaios de peroxidacao lipidica, em células de hepatoma humano
(HepG2). Os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade mostraram que o TCE causou um
aumento significativo da migracdo do DNA e da presenca de micronlcleos, para todas as
concentracBes testadas. O envolvimento da peroxidacdo lipidica nestas propriedades
genotoxicas foi confirmado por meio da coloracdo de imunoperoxidase para 8-OHdG e por
niveis de medicdo das TBARS. Os autores verificaram, ainda, o nivel de GSH intracelular,
por pré-tratamento com BSO, um inibidor da sintese de GSH especificos, e por co-tratamento
com NAC, um precursor de GSH. Foi verificado que a eliminagdo de GSH, em células

HepG2 com BSO, aumentou drasticamente a susceptibilidade celular a agdo citotoxica e



Artigo 1 65

genotdxica do TCE, enquanto que o dano ao DNA, induzido por este poluente, foi quase
completamente anulado, quando o contetido de GSH intracelular foi elevado pelo NAC. Estes
resultados indicam que o TCE exerce efeitos genotoxicos em células HepG2, provavelmente,
pela inducdo de danos no DNA, via estresse oxidativo, e que a GSH, principal antioxidante
intracelular, é responsavel pela defesa celular contra os danos ao DNA causados pelo TCE.
Wang et al. (2001) avaliaram os efeitos toxicos do tricloroetileno e do
tetracloroetileno, compostos organicos volateis amplamente utilizados como agentes
industriais de limpeza a seco e desengordurante de metais, comumente identificados como
contaminantes ambientais de aguas subterraneas, aguas superficiais e solo, usando sistema de
exposicdo a vapor in vitro, analise de taxas de proliferacdo celular, determinacdo de GSH
intracelular, e teste de micronlGcleo em celulas CHO-K1. Foi detectado um aumento
significativo na freqliéncia de microndcleos e uma inibicdo do crescimento celular, apos
exposi¢cdo aos dois compostos, de maneira dose e tempo-dependente. As doses mais baixas
dos quimicos induziram um aumento nos indices de GSH intracelular, enquanto que as mais
altas reduziram rapidamente tais niveis, sendo que os dados mais significativos foram
observados para 0s ensaios com tetracloroetileno, sugerindo que este composto é mais toxico

que o tricloroetileno para células CHO-K1.

5.2.8. Nanoparticulas

As nanoparticulas podem gerar ERO por interagir com a superficie célular. O
estresse oxidativo produzido em células de mamiferos pelas nanoparticulas esta relacionado
com a area, a reatividade e a composicdo quimica da superficie celular e com a quantidade de
nanoparticulas internalizadas (SUZUKI et al., 2007; WALLACE et al., 2007). Os radicais
produzidos sob condicdes de estresse oxidativo induzem uma variedade de lesbes no DNA,
incluindo as quebras das fitas desta biomolécula (SHIGENAGA; AMES, 1991).

De acordo com Eom e Choi (2011), atualmente as nanoparticulas tém sido
amplamente aplicadas no campo da medicina, da farmacologia e em processos industrias. Das
varias nanoparticulas produzidas, o didéxido de silicio (SiO;) é a que tem um potencial amplo
de aplicacbes. Os autores afirmam que as nanoparticulas de SiO, promovem efeitos
citotoxicos por estresse oxidativo em células epiteliais de brénquio humano (Beas-2B). Os
efeitos observados foram a reducdo de 20% da viabilidade celular e 0 aumento do nimero de
células na fase G1, os quais sdo mediados por mecanismos de estresse oxidativo, comprovado

pelo aumento nas taxas de ERO intracelulares e na expressao da proteina heme-oxigenase 1.
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Constatou-se ainda, que 0 aumento na expressao dessa proteina é desencadeado pela indugdo
prévia de fatores de transcricdo Nrf-2 e da expressdo da forma fosforilada da ERK (quinase
reguladora de sinal extracelular).

Bhattacharya et al. (2009) demonstraram que o dioxido de titdnio induziu a
formacdo de adutos de DNA, detectado pela medicdo de 8-OhdG. Os autores interpretaram
esta inducgdo, a provavel formacdo de ERO intracelulares. Gurr et al. (2005) demonstraram,
em células epiteliais do pulmdo humano, que essa mesma nanoparticula induziu a geracéo de
perdxido de hidrogénio e éxido nitrico, levando a peroxidacéo lipidica e ao dano oxidativo ao
DNA.

Estudos realizados por Kim et al. (2009) mostraram os efeitos citotdxicos
induzidos por nanoparticulas de prata (Ag-NP) e o papel que o estresse oxidativo desempenha
na citotoxidade destes compostos em células HepG2. Neste estudo, foram aplicados diferentes
ensaios toxicologicos como: teste morfologico e de localizagéo intracelular de nanoparticulas,
teste de citotoxicidade MTT, ensaio de estresse oxidativo com DCFH-DA, ensaio de dano ao
DNA usando y-H2AX, e Real Time Reverse Transcriptase -Polymerase Chain Reaction - g-
RT-PCR. As Ag-NP exibiram uma alta citotoxicidade, comparavel a de ions prata em ensaios
de citotoxicidade in vitro. Estas nanoparticulas também induziram estresse oxidativo
intracelular, danos oxidativos ao DNA e ficaram aglomeradas no citoplasma e no nacleo das
células tratadas. Os autores comprovaram que a citotoxidade das Ag-NP é decorrente,
principalmente, do estresse oxidativo induzido nas células humanas expostas a estes
compostos, que esta relacionado com o aumento dos niveis de expressdo dos genes GPx-1,
CAT e SOD-1. Foi demonstrado que a citotoxicidade e os danos oxidativos ao DNA foram
totalmente impedidos, quando houve a acdo do antioxidante N-acetilcisteina.

Kim et al. (2011) avaliaram que o estresse oxidativo exerce um papel importante
nos efeitos genotoxicos induzidos por Ag-NP em células BEAS-2B (células epiteliais de
brénquio humano). Pelo ensaio de localizacdo intracelular de nanoparticulas, foi verificada a
presenca de agregados de Ag-NP envolvidos com uma vesicula endocitica presentes no
citoplasma e no nucleo das células pulmonares. As nanoparticulas estimularam a ocorréncia
de danos oxidativos ao DNA e a formacdo de micronucleos, de maneira dose-dependente,
além de terem aumentado a geracao de ERO, efeitos estes que foram parcialmente bloqueados
pela acdo da SOD.

Os estudos discutidos acima estdo resumidos na Tabela 1.
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6. DOENCAS ASSOCIADAS AOS DANOS OXIDATIVOS

O estabelecimento de relacdo entre o estresse oxidativo celular e a origem de
varias doencas humanas é de fundamental importancia para a compreensdo dos compostos
envolvidos com a toxicologia ambiental. De maneira geral, as patologias induzidas por danos
oxidativos estdo associadas aos processos degenerativos, de envelhecimento, cardiovasculares
e a carcinogenicidade (SOHAL et al., 2002).

As células possuem mecanismos elaborados para realizar a manutencdo de sua
homeostase redox, mas alteracdes nesse estado, causadas pela presenca de elevados niveis de
ERO, podem leva-las a morte, pela desregulacdo de suas vias mitogénicas e apoptoticas
(XIONG et al., 2011).

Os poluentes podem interferir nas diferentes macromoléculas presentes nas
células. Um dos alvos mais importantes de sua acdo é o material genético, que, ao acumular
lesbes, perde a sua funcdo fisiologica e informativa (FRIDOVICH, 1998). A peroxidacéo
lipidica também é um dano oxidativo importante associado aos efeitos toxicos de diversas
substancias quimicas, as lesdes teciduais e ao desenvolvimento de estados patologicos
(VALKO et al., 2006). Alem disso, a oxidacdo de proteinas pode ativar o sistema imune,
induzindo o aparecimento de doencas auto-imunes (VICTOR; DE LA FUENTE, 2003), e
afetando importantes eventos de regulacédo celular (XIONG et al., 2011).

A relacdo das principais doencas induzidas pela presenca de ERO nas células esta

descrita na Tabela 2.
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1. CONSIDERAQC)ES FINAIS

As células respondem a agentes toxicos ou estressores por meio de mecanismos
que envolvem desde vias de comunicacdo até processos de transdugdo de sinal. Embora
existam muitos estudos toxicoldgicos que tratam das bases bioldgicas da resposta celular aos
contaminantes ambientais, poucos séo os trabalhos que trazem informagdes consistentes sobre
0s reais mecanismos moleculares desta agéo.

A avaliacdo de indugéo de estresse oxidativo vem sendo cada vez mais aplicada
em estudos ambientais e a importancia destes estudos reside no fato da potencialidade dos
danos oxidativos alterarem a fisiologia dos organismos, constituindo o principal mecanismo
da toxicidade de poluentes.

Os agentes oxidantes sdo classificados em dois principais tipos: as espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as especies reativas de nitrogénio (ERN), ambas normalmente
geradas tanto por fatores exdgenos como enddgenos celulares. Quando a concentracdo de
ERO é considerada fisioldgica (basal), elas podem atuar como moléculas sinalizadoras,
desempenhando papéis celulares importantes, que mantém a homeostase entre a célula com o
seu ambiente imediato. As ERO podem se apresentar na forma de radicais livres e na forma
de ndo radicais, sendo ambas capazes de induzir alteracdes geneticas e/ou epigenéticas.

Como exposto acima, a exposicdo a quimicos ambientais pode levar a efeito
danoso as células e, conseqiientemente, a saude dos organismos expostos. Muitos estudos
sobre estresse oxidativo mostram haver uma correlacdo direta entre 0os danos oxidativos
ocasionados pela toxicidade das ERO e a presenca de quimicos ambientais.

A presente revisdo apresentou aspectos importantes sobre a aplicacdo de ensaios
de estresse oxidativo em células de mamiferos (dosagem de antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos, ensaio de peroxidacédo lipidica, entre outros), utilizados em avaliacdo de efeitos
toxicos induzidos por diferentes contaminantes ambientais (agrotoxicos, efluentes urbanos e
industriais e nanoparticulas). Os estudos mostram que esses ensaios sdo excelentes
ferramentas a serem aplicadas na area da toxicologia ambiental, por serem eficientes na
obtencdo de resultados que sinalizam a inducdo de alteracbes dos mecanismos redox,
mecanismos estes que podem, inclusive, estar correlacionados com o aparecimento de vérias

doencas humanas.
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RESUMO

O aumento da descarga de substancias téxicas no meio ambiente tem afetado a
integridade dos ecossistemas naturais. Os agentes quimicos podem causar danos aos
organismos expostos, entre eles danos mutagénicos. Testes com plantas sdo
frequentemente utilizados em monitoramento ambiental, e a espécie Allium cepa é
empregada como um bioindicador de danos genéticos muito eficaz. O presente estudo
teve por finalidade avaliar o potencial genotdxico e mutagénico das aguas servidas de
uma importante refinaria do estado de S&o Paulo, bem como dos rios envolvidos com a
sua atividade (rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba), por meio do ensaio de aberracOes
cromossOmicas e micronucleos em Allium cepa. Foram realizadas trés coletas, uma no
ano de 2010 e duas no ano de 2011, contemplando as trés diferentes condicdes
climéticas da regifo em sete pontos: P1: Agua de capacitacdo da refinaria; P2: Efluente
bruto; P3: Entrada da lagoa de estabilizacdo (LE) da refinaria; P4: Saida da lagoa de
estabilizacdo; P5: Montante do descarte de efluente da refinaria no rio Atibaia; P6:
Jusante da descarga do efluente da refinaria no rio Atibaia; P7: Rio Piracicaba. Os
ensaios com celulas meristematicas de A. cepa demonstraram um aumento nas
frequéncias de aberrages cromossomicas e de micronucleos, que sugerem a presenca
de compostos genotdxicos e mutagénicos em determinados locais amostrados, como: P5
e P3 na coleta de agosto/2010; P2 na coleta de marco de 2011; e P6 e P1 na coleta de
maio/2011. Com a analise das células F1, foi possivel observar que os danos ocorridos
nas células meristematicas foram fixados e repassados para as células filhas, em alguns
sitios amostrados, como: P1 (agosto/2010), P2 (marco/2011), P6 e P7 (maio/2010).
Assim, podemos concluir que as aguas dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba
apresentaram potencial genotoxico e/ou mutagénico em algumas das amostras estudas.
No entanto, o tratamento de efluente da refinaria esta sendo eficiente, pois em nenhuma
das coletas o P4 (efluente final que é langando no rio Atibaia) apresentou indicios de
compostos genotoxicos e mutagénicos, quando submetidos aos testes com A. cepa,
mostrando que esse efluente tratado ndo interfere na qualidade das aguas dos rios
envolvidos nesse estudo.

Palavras-chave: Allium cepa, avaliacdo hidrica, derivados do petroleo, aberracfes
cromossémicas; micronucleo
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ABSTRACT

The increase in the discharge of toxic substance in the environment has affected
the integrity of natural ecosystems. Chemical agents can cause damages in the exposed
organisms, including mutagenic damages. Tests with plants are frequently used in
environmental monitoring and the species Allium cepa is employed as a very effective
bioindicator of genetic damages. The present study aimed to assess the genotoxic and
mutagenic potential of wastewaters of an important refinery of S&o Paulo State, as well
as rivers related to its activity (Jaguari, Atibaia and Piracicaba rivers), by the
chromosome aberration and micronucleus assay in Allium cepa. Three collections were
performed, one in 2010 and two in 2011, contemplating the three different climate
conditions of the region in seven sites: P1: water capacity of the refinery; P2: raw
effluent; P3: entrance of the refinery stabilization pond; P4: exit of the stabilization
pond; P5: upstream tge refinery effluent discharge in the Atibaia river; P6: downstream,
the refinery effluent discharge in the Atibaia river; P7: Piracicaba river. The assays with
meristematic cells of A. cepa showed an increase in the frequencies of chromosome
aberrations and micronucleus, which suggest the presence of genotoxic and mutagenic
compounds in certain locations sampled, such as: P5 and P3 in the collection of August
2010; P2 in the collection of March 2011; and P6 and P1 in the collection of May 2011.
Analyzing the F1 cells, it was possible to observe that the damages occurred in the
meristematic cells were fixed and passed on to the daughter cells, in some sites
sampled, such as: P1 (August 2010), P2 (March 2011), P6 and P7 (May 2010). Thus,
we can conclude that the treatment of the refinery effluent is effective, since none of the
collections the site P4 (final effluent that is discharged in the Atibaia River) presented
evidence of genotoxic and mutagenic compounds, when submitted to the tests with A.
cepa. However, some samples of the Jaguari, Atibaia and Piracicaba rivers presented
genotoxic and/or mutagenic potential, fact that may have occurred due to the discharge
of toxic substances derived from other anthropogenic sources.

Key-words: Allium cepa, hydric assessment, petroleum derivatives, chromosome
aberrations, micronucleus.
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1. Introdugéo

O petroleo é utilizado no mundo todo como fonte priméria de energia e
matéria-prima  para diversos produtos como plasticos, solventes, produtos
farmacéuticos, cosméticos, combustiveis, borracha sintética e entre outros. Devido a
essa intensa producdo, o petréleo e seus derivados formam uma importante classe de
contaminantes ambientais (MAZZEOQ et al., 2011).

Para o desenvolvimento das atividades de uma refinaria de petroleo é
necessaria uma grande quantidade de agua e, consequentemente, sdo gerados volumes
significativos de aguas residuais. Segundo Saien e Shahrezaei (2012), o tratamento das
aguas residuais de uma refinaria de petrdleo baseia-se em métodos fisico-quimicos e
bioldgicos, processos esses que buscam minimizar a concentracdo de hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos presentes nas aguas servidas. No entanto, os hidrocarbonetos
aromaticos, que representam a classe mais toxica, ndo sao facilmente degradados com
0s tratamentos convencionais, sendo, por isso, necessaria a associagdo de técnicas mais
avancadas.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), produzidos pela
combustdo incompleta de matérias organicas, sdo considerados contaminantes
ambientais preocupantes (OHE et al., 2004). Segundo Sun e Zhang (2012), estes
compostos pertencem ao grupo de poluentes organicos persistentes e, por isso,
considerados como de preocupacéo global. As suas principais fontes sdo o0s despejos de
residuos domesticos e industriais, e as suas mais significativas emissfes sao
atmosféricas e hidricas (SOUZA et al., 2012). Além disso, muitos estudos ambientais
tém confirmado a acdo mutagénica e carcinogénica dos HPA em amostras de solos, de
rios e lagos, em sedimentos e no ar (HARVEY, 1997; LINSAK et al., 2011; ANA et al.,
2012).

Os compostos com possivel potencial mutagénico ou genotoxicos podem se
associar e participar de misturas complexas ambientais e causar efeitos adversos aos
organismos expostos, induzindo danos, inclusive, para a saude humana (DEARFIELD
ET AL., 2002). As substancias bioativas podem ser toxicas para 0 material genético e
induzir aberracdes cromossémicas, tanto estruturais como numéricas (RUSSEL, 2002).

A espécie Allium cepa tem sido considerada um importante organismo-teste
para avaliacdo de mutagenicidade e genotoxidade de poluentes ambientais. Estes efeitos
podem ser avaliados por meio dos testes de aberracBes cromossOmicas e/ou de

micronucleos, tanto em células de meristemas radiculares como em células F; da raiz
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(MATSUMOTO; MARIN MORALES, 2004; CARITA; MARIN-MORALES, 2008;
LEME et al.,, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; MAZZEO et al., 2010;
2011). O teste do Allium cepa, além de apresentar alta sensibilidade e custo baixo,
apresenta vantagens como facilidade de medir parametros microscopios € macroscopios,
e uma boa correlagdo com outros testes, como 0s desenvolvidos com mamiferos
(FRISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1994).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a potencialidade citotdxica,
genotdxica e mutagénica de amostras de aguas usadas pela refinaria de petréleo de
Paulinia-SP, do efluente lancado por esta empresa e das aguas dos rios envolvidos com
a sua atividade (rio Jaguari, rio de captacdo da empresa; rio Atibaia, rio receptor do
efluente da empresa; e rio Piracicaba, derivado dos dois rios anteriores), por meio dos
teste de aberracBes cromossémicas e do micronucleo em células meristematicas e do

micronucleo em células F; de organismo-teste Allium cepa.

2. Materiais e Métodos

2.4. Localizacao da area de estudo e coleta das amostras de agua

A éarea de estudo esta localizada no municipio de Paulinia-SP, onde se
encontra a maior refinaria de petrdleo do complexo Petrobras. Essa refinaria capta agua
do rio Jaguari e despeja seu efluente no rio Atibaia. A juncdo destes dois rios, logo apos
passarem pela refinaria, origina o rio Piracicaba. Estes trés rios pertencem a uma
importante bacia hidrografica do estado de S&o Paulo-Brasil (PCJ: bacia do Piracicaba,
Capivari e Jundiai) (Figura 1).

Para a avaliagdo dos impactos ambientais na regido da refinaria, foram
coletadas amostras de dgua em sete pontos distintos na area de influéncia da inddstria,
COMO Segue:

P1: Agua de capacitacio da refinaria — Rio Jaguari;

P2: Efluente bruto- entrada do tratamento biolégico do efluente;

P3: Entrada da lagoa de estabilizacdo (LE) da refinaria;

P4: Saida da lagoa de estabilizacdo (dgua destinada ao despejo no Rio Atibaia,
municipio de Paulinia-SP);

P5: Agua do Rio Atibaia — montante, 200 metros do descarte das aguas industriais;
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P6: Agua do rio Atibaia — jusante, cerca de 500 metros abaixo da descarga do efluente
industrial tratado, proveniente da LE;
P7: Rio Piracicaba — cerca de 500m ap6s a confluéncia dos rios Jaguari e Atibaia.

As coletas foram realizadas, nos anos de 2010 e 2011, em trés periodos
distintos, que caracterizam as diferentes condi¢es climéaticas tipicas da nossa regido
(agosto/2010, margo/2011e maio/2011).

Figura 1: Mapa hidrogréafico da Bacia do PCJ (Fonte: CONSORICIO PCJ, 2005).

2.5. Material Bioldgico

Os ensaios com Allium cepa foram realizados com sementes da variedade

Baia Periforme.

2.6. Bioensaio com Allium cepa

As sementes de Allium cepa foram colocadas para germinar em placas de
Petri forradas com papel filtro umedecidos com amostras das aguas coletadas nos pontos
de 1 a 7. Os controles foram realizados da mesma forma, sendo utilizada agua Mili-Q
para o controle negativo e uma soluc&o aquosa de metilmetano sulfonato (MMS: 4 x 10

M) para o controle positivo.
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Apds germinagdo, quando as radiculas atingiram cerca de 1,5 centimetros,
foi feita a coleta e a fixacdo em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de acido acético —
v:v) de uma parte das radiculas. A outra parte foi transferida para placas de Petri
contendo agua Mili-Q, por um periodo de 48 horas, para se estimar a potencialidade de
recuperacdo do organismo exposto, quando as condicbes retornam a normalidade.

Posteriormente, estas raizes também foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1.

2.6.1. Testes de Aberracdes Cromossomicas e Micronucleos em Células
Meristematicas de Allium cepa

Para os testes de aberracfes cromossdmicas e micronlcleos em células
meristematicas de raiz de cebola foi adotado o protocolo descrito por Grant (1982), com
algumas modificag¢des, como segue: as raizes foram fixadas em Carnoy e lavadas com
agua destilada, para serem submetidas a hidrélise acida em HCI 1N a 60° C. Apds essa
etapa, as raizes foram transferidas para frascos escuros contendo reativo de Schiff por,
aproximadamente, 2 horas.

Para a confeccdo das laminas para analise de aberragdes cromossémicas e
de microndcleos, foi utilizada a regido meristematica das raizes. O material foi
recoberto com laminula e suavemente esmagados em uma gota de Carmim Acético
(2%). As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas montadas,
permanentemente, com resina sintética.

Para a analise dos efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos foram
confeccionadas 10 laminas para cada amostra de agua coletada. Foram contadas, no
minimo, 500 células de cada lamina observada.

Para a analise dos efeitos genotdxicos e mutagénicos, foram considerados 0s
diferentes tipos de aberracBes cromossdmicas, em diferentes fases do ciclo celular. As
perdas, aderéncias cromossOmicas, pontes, atrasos e brotos nuclearrs foram usados na
avaliacdo da genotoxicidade e a presenca de quebras cromossomicas e microndcleos para
registrar a presenca de mutagenicidade (Figura 2).

ApoOs a obtencdo dos resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, realizou-se a andlise estatistica pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05), o

qual possibilita a comparacao dos tratamentos com o controle negativo.
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2.6.2. Testes de Micronucleo em Células F1 de Allium cepa

O procedimento para confecgdo das laminas para anélise de inducdo de MN
foi realizado como descrito acima. Porém, o material utilizado foi a regido Fi,
localizado a 1 milimetro acima da regido meristematica (Figura 3).

A contagem de micronucleos e a anélise estatistica também foram realizadas

de acordo com o descrito acima para as laminas de células meristematicas.

3. Resultados
3.4. Allium cepa

Nas amostras coletadas em agosto/2010, foi observado que somente o P5
apresentou um aumento significativo de mutagenicidade, quando comparado com o
controle negativo (Tabela 1). No entanto, as sementes submetidas a um periodo de
recuperacgdo de 48 horas em agua Mili-Q teve as caracteristicas celulares normalizadas.
Desta forma, foi observado que a média de danos com potencial mutagénico verificado
no P5 diminuiu, apos as 48 horas de recuperacdo, de 1,45+2,40 para 0,55+0,64. Ja a
amostra do P1 e P3 apresentaram um aumento significativo nas médias referente ao
potencial genotdxico, apds o periodo de recuperacao.

Nas amostras coletadas no periodo de mar¢o/2011 foram verificados valores
estatisticamente significativos, apenas para o P2, tanto para o potencial genotoxico
como mutagénico. Foi observado que, apos as 48 horas do periodo de recuperagéo, o P2
manteve-se genotdxico, mas o potencial mutagénico foi recuperado. O P7 apresentou
diferenca estatisticamente significativa, quando comparado ao controle negativo, para o
periodo de recuperacdo, mas com uma média menor que a observada pelo controle
negativo (Tabela 2).

As raizes expostas a amostra de mar¢o/2011do rio Atibaia — 500 m a jusante do
lancamento de efluente da refinaria (P6), submetidas a recuperacdo, apresentaram
problemas na coloracdo da regido meristematica, parte das raizes ndo foram coradas e a
outra parte apresentou células em processo de morte celular e/ou em fase de interfase, o
que impediu a contabilizacdo dos dados para este tipo de analise, tanto para as células
meristematicas quanto para as células F.

Nas amostras coletadas em maio/2011, foi possivel observar que somente o P6
apresentou contaminantes com caracteristica mutagénica, quando comparado ao
controle negativo. Também foi observado que, apds o periodo de recuperacdo, somente

as raizes expostas as amostras de agua do rio Jaguari (P1) apresentaram um aumento
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significativo tanto para o potencial genotoxico como para o potencial mutagénico,
quando comparado com o CN correspondente (Tabela 3).

Neste estudo, também foi realizada a anélise para verificar se houve fixacéo
dos danos mutagénicos (MN), promovidos pela exposicdo das sementes as amostras
testadas e se houve transferéncia do dano para as células F;. Desta forma, foi possivel
observar que para a coleta de agosto/2010 o P1 e P7 apresentaram valores significativos
para mutagenicidade em células F;, mas somente o P1 manteve o mesmo resultado apds
0 periodo de recuperacao (Tabela 4).

Para a coleta realizada em margo/2011 (Tabela 5), foi observado que houve a
inducdo de um resultado positivo de mutagenicidade para células meristematicas
diretamente expostas as amostras do P2 e para células meristematicas expostas ao P7,
submetidas a um periodo de recuperacdo de 48 horas em agua mili-Q. As células F;
apresentaram resultados significativos de mutagenicidade para os P5 e P7, quando
expostas diretamente. Apds a recuperacdo, 0 Unico ponto que apresentou um aumento
na frequéncia de MN em células F; foi o P2 (Tabela 5).

Os testes realizados com as amostras coletadas em maio/2011 mostraram que
as aguas coletadas no P6 induziram uma frequéncia significativa de MN em células
meristematicas, para a exposicdo direta, e que as aguas do P1 levaram a respostas
mutagénicas das células meristematicas, apos periodo de recuperacao. Para este periodo
de coleta, foi observado que &guas coletadas em P6 também foram mutagénicas para
células F, tanto para o teste de exposicdo direta como apds o periodo de recuperacéo.
Também foi observado um valor significativo de mutagenicidade para células F1, apos

recuperacdo, para as aguas coletadas no ponto 7 (Tabela 6).

3.5. Analises fisico-quimicas e quimicas das amostras

Foram determinados diversos parametros fisico-quimicos e quimicos,
representados nas tabelas 7, 8, 9, 10, 11 e 12, das amostras coletadas no rio Jaguari (P1),
das amostras das aguas servidas da refinaria de petréleo (P2, P3), do rio Atibaia (P4, P5
e P6) e do rio Piracicaba (P7).

O pH medido em todas as amostras analisadas nesse estudo manteve-se dentro
da Resolucdo do CONAMA 357/2005, para rios de dgua doce e efluente tratado (entre a
faixa de 6,0 a 9.0) (Tabelas 7, 9 e 11).

De acordo com a CETESB (2010), os rios sdo considerados pouco poluidos,

quando apresentam cerca de 100 puS/cm (micro Siemens/cm — unidade de medida de
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condutividade). Quando os rios recebem despejo doméstico e/ou industrial esse valor é
geralmente aumentado. Todas as nossas amostras apresentaram valores elevados de
condutividade, exceto a amostra do rio Jaguari (Tabela 7, 9, 11).

Na quantificacdo dos solidos sedimentéveis, foi obsevado nesse trabalho que o
P2 (efluente bruto da refinaria) apresentou valores elevados para sdlidos em suspensao
(1,90 mL/L) para a coleta de maio/2011, valor este acima dos niveis aceitiveis pela
legislacdo (1,0 mL/L). No entanto, apos o tratamento deste efluente, foi observada uma
diminuigdo consideravel da concentragdo desses solidos sedimentéaveis (Tabelas 11).

Segundo a Resolugdo do CONAMA 357/2005, o OD deve apresentar valores
superiores a 5 mg O/L para rios de classe 2 e superiores a 2 mg/L para rios de classe 4.
Assim, pode-se observar que os valores medidos nos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba
atendem a legislagdo ambiental.

Foram observados em nossas analises quimicas, altos indice de DQO para as
amostras de efluente bruto, porém com o sistema de tratamento adotado pela refinaria
de petroleo houve uma diminuigdo dos niveis de DQO para ser langado no rio Atibaia.
Ja a analise de DBO apresentou indices superiores ao valor maximo permitido para 0s
pontos: P1, P5 e P6 para amostras coletadas em agosto/2011; P1 e P5 em marco de
2011; e P1 em maio/2011 (Tabelas 7, 9 e 11).

Pelas analises quimicas realizadas neste trabalho, foi observado que os teores
de cloretos apresentaram valores elevados para todas as coletas (Tabelas 7, 9 e 11). Esta
alteracdo pode ser explicada pela propria origem do petroleo (extracdo de reservas
marinhas). Porém, foi também observado que, a cada tratamento realizado na empresa,
decrescia a concentracao de cloreto, e 0 ponto a jusante do lancamento do efluente (P6)
apresentou niveis aceitaveis pela legislacdo do CONAMA 357/2005 para esse rio,
mostrando entdo que este parametro ndo interferiu na qualidade das aguas do rio
Atibaia.

As quantificacbes de compostos nitrogenados (amonia, nitrito e nitrato)
mostraram valores aceitaveis pela legislacdo ambiental. A dosagem de sulfetos mostrou
indices cima da legislacito CONAMA 357/2005 apenas para o P1, nas coletas de
mar¢o/2011 e maio/2011. As andlises de Oleos e graxas mostraram valores de referéncia
para esta mesma legislacdo, para todos os pontos amostrados (Tabelas 7, 9, 11.). A
andlise de fenol s6 mostrou valores superiores a legislacdo para o P5, na coleta de marco
de 2011.
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Dentre os metais analisados, os encontrados em maior quantidade, e que ndo se
enquadram na legislacdo, foram o aluminio (para P5 em mar¢o/2011), o ferro (para P1
em maio/2011) e o fosforo (para P1 em agosto/2010; P1, P5 e P6 em mar¢o/2011; P1 e
P6 em maio/2011) (Tabelas 8, 10 e 12).
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Tabela 4. Comparacdo entre a frequéncia de MN de células meristematicas e de células F;
encontrados no teste de A. cepa para as amostras coletadas em Agosto de 2010.

Exposi¢do — amostras

Recuperacéo - 48h

MN em células
meristematicas

MN em células F1

MN em células
meristematicas

MN em células F1

CN 0,00+0,00 1,92+1,08 0,26+0,56 2,04+1,27
cp 2,14+1,18* 5,95+2,11* 1,40+1,15* 4,90+1,63*
P1 0,48+0,68 3,49+1,80* 0,64+0,85 3,77+1,47*
P2 0,19+0,60 1,47+1,26 0,82+0,88 2,26+1,55
P3 0,48+0,68 2,25+1,19 0,26+0,42 3,09+1,42
P4 0,29+0,65 2,57+1,57 0,91+1,38 1,61%0,75
P5 1,35+2,36* 1,75+1,23 0,46+0,65 3,49+2,21
PG 0,48+0,67 1,85+1,59 0,55+0,62 2,15+1,58
p7 0,27+0,44 3,42+1,84* 0,27+0,60 2,34+1,24

*estatisticamente significativo p<0,05 (Mann-Whitney)

Tabela 5. Comparagédo entre a frequéncia de MN de células meristematicas e de células F1
encontrados no teste de A. cepa para as amostras coletadas em Marco de 2011.

Exposicdo — amostras

Recuperacao - 48h

MNemcelulas oo calulas E1

MN em células

) o MN em células F1
meristematicas

meristematicas

CN 0,18+0,39 2,91+1,21
cp 5,43%5,57* 5,43+5,58
p1 0,45+0,63 2,95+2,44
P2 1,5742,07* 2,12+2,40
P3 0,27+0,43 3,05+1,37
P4 0,19+0,40 3,04+2,10
P5 0,25+0,54 1,76:1,45%
PG 0,10+0,31 1,95+1,32
p7 0,45+0,85 1,86:2,58*

1,30+1,26 2,01+1,14
5,23+2,12* 13,67+4,43*
0,63+0,59 2,17+1,40
1,42+1,26 4,39+1,70*
1,09+1,22 2,53%+2,47
0,67+0,91 2,78+2,35
1,22+0,89 2,75%1,70
0,36+0,46* 2,83+2,00

*estatisticamente significativo p<0,05 (Mann-Whitney); (-) amostra ndo analisada
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Tabela 6. Comparacdo entre a frequéncia de MN de células meristematicas e de células F1
encontrados no teste de A. cepa para das amostras coletadas em Maio de 2011.

Exposi¢cdo — amostras Recuperacéo - 48h

MN em células
meristematicas

MN em células

) . MN em células F1
meristematicas

MN em células F1

CN 0,64+0,91 1,36+1,18 1,01+1,30 1,55+1,17
cp 12,47+10,29* 2,03+1,41 7,413 43* 8,50+2,86*
p1 0,97+1,30 1,08+0,82 3,53+4,87* 4,69+7,42
P2 1,48+1,86 1,85+2,12 3,0645,93 3,86+3,21
P3 1,02+2,23 2,73+3,13 1,50+0,76 2,43+2,48
P4 1,39+1,88 2,15+1,24 1,1240,87 2,05+1,47
p5 0,81+1,16 1,81+1,61 0,64+0,76 1,43+1,36
PG 1,58+1,21* 2,62+1,56* 1,87+1,60 4,18+2,82*
p7 1,40+1,97 2,23+2,50 0,82+0,81 3,16+1,95*

*estatisticamente significativo p<0,05 (Mann-Whitney)
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4. Discussao

Segundo Fenech (2000), os contaminantes sdo capazes de induzir aberragcdes
cromossOmicas por diversos mecanismos, sendo a acdo clastogénica e a aneugénica as
mais comumente observadas. A acdo clastogénica é caracterizada pela quebra de
cromossomo durante a divisdo celular, e a agdo aneugénica ocorre quando um agente
promove a inativacdo de uma estrutura citoplasmatica, por exemplo, o fuso mitético,
levando a perda de um ou mais cromossomos.

A espécie A. cepa, possui um sistema da enzima citocromo P450 envolvida
em processos de desintoxicacdo, que auxilia na biotransformacdo de compostos
quimicos (GUENCHEVA; HENRIQUES, 2003). Estudos realizados por Friskesjo
(1985), com o composto benzo[a]pireno, mostram que a espécie Allium cepa € indicada
para avaliar a genotoxicidade dos HPA. O autor observou que a metabolizacdo desses
contaminantes nas células de A. cepa ocorre devido a presenca de um sistema de
enzimas oxidases.

Segundo Aina et al. (2006), os HPA presentes no petroleo bruto s&o
considerados toxicos, com potencial mutagénico e carcinogénico. Assim, 0S NOSS0S
resultados mostraram que somente a amostra do efluente bruto (P2) da refinaria de
petréleo, coletada em margco/2011, apresentou efeitos genotoxicos e mutagénicos, que
se manteve genotdxico apos o periodo de recuperacdo. No entanto, podemos inferir que
as raizes foram capazes de recuperar a normalidade, para 0s danos causados por
contaminantes mutagénicos.

Hoshina e Marin-Morales (2009) estudaram o processo de tratamento de
efluente gerado pela mesma refinaria de petréleo estudada neste trabalho e a influéncia
do descarte desse efluente no rio Atibaia, por meio do sistema teste A. cepa. Foi
observado que os compostos quimicos presentes nos efluentes apresentam potencial
citotoxico e acdo aneugénica e/ou clastdgenica. Os autores observaram que houve um
aumento nas frequéncias de MN, AC e morte celular na amostra coletada apos a
descarga do efluente final da refinaria, e sugeriram que as substancias e/ou compostos
presentes no efluente tratado pode atuar em sinergia com os contaminantes de outros
efluentes industriais afetando a qualidade do rio Atibaia.

Em nosso estudo, o P6 apresentou um aumento significativo do potencial
mutagénico, para a coleta realizada em maio/2011, e, nesse caso, suspeita-se que haja

entre o lancamento de efluente da refinaria de petrleo e o P6 algum lancamento
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clandestino que descarte outros contaminantes ambientais, uma vez que a amostra
coletada a jusante do descarte do efluente, bem como o efluente gerado pela refinaria
ndo apresentaram indicios de compostos tdxicos com a capacidade de causar danos ao
material genético das células expostas. Outra hipoOtese para o efeito mutagénico nessa
amostra é que os componentes descartados no efluente da refinaria podem ter sido
somados 0s compostos que ja sdo trazidos pelo rio Atibaia, entrando em sinergismo
para formar compostos que reagem na molécula de DNA.

Um estudo realizado por Locatelli (2006) investigou a caracterizagdo de alguns
compostos organicos no rio Atibaia. O autor observou que ao longo desse rio ocorre
uma intensa contaminacgao por esgoto doméstico das cidades da regido.

Na coleta realizada em agosto/2010 houve um aumento significativo de
micronlcleo em células meristeméticas expostas a amostra de agua coletada no P5,
indicando a presenca, nesta amostra, de substancias com potencial mutagénico. Esses
resultados observados para a coleta do inverno sugerem que o rio Atibaia pode estar
recebendo efluentes de outra natureza antes de receber o efluente da refinaria. Pela
analise do P6 (jusante do langamento de efluente da refinaria), para 0 mesmo periodo,
podemos concluir que o rio recuperou a qualidade de suas aguas, ap0s o recebimento do
efluente. O rio Atibaia percorre 16 cidades ao longo do seu percurso e € alvo de diversas
descargas de efluentes contaminados com residuos industriais e urbanos. Além disso, o
rio Anhumas (um efluente do rio Atibaia) encontra a dgua limpida do rio Atibaia,
lancando neste rio grande parte dos residuos de esgoto da cidade de Campinas-SP, o que
vem somar para 0 comprometimento das caracteristicas fisicas e quimicas desse rio.

Com a exposicdo das raizes a um periodo de recuperacdo de 48 horas em agua
Mili-Q, pudemos observar que a agua do rio Jaguari (P1), utilizada nas atividades da
refinaria de petrdleo, ja estava apresentando um aumento no potencial genotoxico e
mutagénico para as aguas coletadas em maio/2011. Para a coleta de agosto/2010, esse
mesmo ponto apresentou um aumento significativo nos niveis de genotoxicidade. Neste
periodo foi também observado o mesmo resultado para o efluente lancado no rio Atibaia
(P3). Esses dados sugerem que alguns contaminantes presentes nessas amostras nao
foram capazes de causar aberracdes cromossémicas nas células meristematicas durante
0 periodo de exposicdo, porém induziram danos posteriores as células (ap6s 48 horas).

Um estudo realizado para avaliar a toxicidade e a genotoxicidade das amostras
de &gua coletadas ao longo do rio do Sinos — RS, desenvolvido por Nunes et al. (2011),

mostrou que essa regido, influenciada por diversas atividades industriais (couro,
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petroquimica, metallrgica, entre outros), apresentava contaminantes com potencial
citotdxico, toxicos, genotoxicos e mutagénicos. Neste estudo, os autores utilizaram a
linhagem celular V79 (células de pulm&o de hamster chinés), para os ensaios do cometa
e do MN, e também a espécie A. cepa para o teste de MN. Os autores observaram, por
meio do ensaio do cometa, um aumento significativo na frequéncia de danos no DNA
em todas as amostras coletadas durante a primavera. Ja o teste de A. cepa indicou que a
maioria das amostras apresentou uma acgdo citotoxica, mas ndo mutagénica, pois todas
as amostras estudadas ndo induziram a niveis significativos de MN. Por fim, os autores
inferiram que os testes com a linhagem V79 e A. cepa mostraram-se eficiente para
detectar a toxicidade e a genotoxicidade de misturas complexas.

Segundo a CETESB (2010), Quando os valores de DQO sdo maiores que 0S
valores registrados para DBO, é indicativo de alta carga de matéria quimicamente
oxidavel, mas de dificil biodegradacdo. Além disso, DQO € um parametro indispensavel
nos estudos de caracterizacdo de esgotos sanitarios e de efluentes industriais. Ja o DBO
representa a quantidade de oxigénio necesséaria para oxidacdo da matéria organica, por
meio da microbiota aerdbica presente em uma amostra. O seu aumento num corpo
d’agua se da devido ao lancamento de efluente de origem predominantemente organica.
Segundo Guerra (2009), o alto teor de matéria organica em um ambiente aquatico pode
induzir a saida de moléculas de oxigénio do sistema. Pelas nossas analises fisico-
quimicas, os rios Jaguari e Atibaia apresentaram niveis elevados de DQO, DBO e o rio
Atibaia apresentou ainda uma alta condutividade. Esses parametros sdo subjetivos, mas
indicam que o ambiente estudado esta impactado por acdo antropogénica.

Outro parametro que se mostou fora dos limites aceitaveis pela resolucdo do
CONAMA 357/05, em quase todas as amostras estudas, foi a condutividade. Este
parametro corresponde a capacidade da dgua conduzir corrente elétrica, caracteristica
esta dependente de concentragcfes de ions dissolvidos e da temperatura. Normalmente,
quando a condutividade apresenta niveis superiores a 100 uS/cm indica que o ambiente
esta poluido.

Segundo Matsumoto e Marin-Morales (2005), tem sido diagnosticado um
aumento de contaminacdo por metais nos recursos hidricos, em consequéncia do
aumento de atividades industriais, agricolas e urbanas, o que vem ocasionando impactos
severos nos ecossistemas. Neste estudo também foi observado niveis elevados de

metais, segundo a resolucdo ambiental, destacando-se o Al, Fe e P.
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Leme e Marin-Morales (2008) estudaram quatro pontos distintos do rio
Guaecd, apds este rio ser impactado por um vazamento de oleoduto. As autoras
avaliaram o impacto do local por meio de testes realizados com células meristematicas e
F, de Allium cepa. Pelas analises quimicas realizadas, as autoras puderam certificar a
presenca de hidrocarbonetos totais de petroleo (HTPs) e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) nas &guas deste rio. As pesquisadoras observaram que as aguas
impactadas por esses contaminantes apresentavam efeitos genotéxicos e mutagénicos
sobre o organismo testado. Pelas analises das células F1, foi observado que as alteracdes
induzidas nas células meristematicas (genotdxicas e mutagénicas) ndo foram reparadas
ou sofreram reparos incompletos, o que acarretou no aumento significativo na
freqiéncia de MN nestas células F;. Mazzeo et al. (2011) estudaram diversas
concentracdes da mistura BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), compostos
organicos volateis encontrados no petroleo, que apresentam um perigo devido ao seu
potencial poluidor de aguas subterraneas. Para a avaliacdo, os autores utilizaram o teste
de aberragbes cromossdmicas e de micronucleos em células meristematicas e F; de
raizes de A. cepa. Os autores comprovaram o potencial mutagénico e genotoxicos dessa
mistura, pela presenca elevada de micronucleos e aberragcdes cromossémicas e nucleares
nas celulas meristematicas. Assim, o estudo realizado comprovou que 0s danos
causados nas células meristematicas ndo foram repassados para as células da regido F;.
Frente a esses resultados € possivel inferir que o organismo A. cepa é sensivel para
detectar efeitos toxicos dos hidrocarbonetos presentes no petréleo.

Com os dados obtidos em nosso estudo, para a coleta de mar¢o/2011, também
observamos que as alteracGes induzidas nas células meristematicas das sementes
expostas a amostra de efluente bruto ndo foram reparadas, levando a frequéncia
significativa de MN nas células F;1. Porém, como as amostras dos efluentes tratados ndo
apresentaram resultados significativos de mutagenicidade, podemos inferir, mais uma
vez, que o processo de tratamento do efluente esta sendo eficaz.

As andlises de MN feitas nesse estudo para células F; indicaram que os danos
promovidos nas células meristematicas sdo repassados de geracdo para geracao.
Observamos que na coleta de agosto/2010, o P1 ndo apresentou danos significativos nas
células meristematicas. Porém, foi observado um aumento significativo de MN em
células F1 tanto para o periodo de exposicdo direta como para o periodo de recuperacéo.
O mesmo fato ocorreu com o P7 que ndo apresentou MN nas células meristematicas,

mas houve um aumento significativo em células F;, com relacdo ao CN. Além disso, 0s
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dados observados no P5 mostrou que os danos ocasionados nas células meristematicas
ndo foram passados para as células filhas. Na coleta de maio/2011, foram encontrados
dados semelhantes, pois 0 P6 apresentou um aumento significativo nas células F; e,
apos o periodo de recuperacao, também houve um aumento significativo na frequéncia
de MN no P7. Assim, as alteracbes ocorridas nessas coletas sugerem que 0S rios
Atibaia, Jaguari e Piracicaba estdo sofrendo interferéncia de outras atividades, uma vez
que nossos testes evidenciaram a eficiéncia do sistema de tratamento de efluentes
realizados pela refinaria de petréleo.

Rodrigues et al. (2010) testaram a genotoxicidade do efluente gerado por uma
refinaria de petroleo, por meio de ensaios in vivo (teste do MN em A. cepa) e ensaio in
vivo (ensaio do cometa em células HTC). Pelas analises quimicas, foi comprovada a
presenca de varios compostos aromaticos e organicos (tolueno, etilbenzeno, xileno,
pireno, benzo[a]pireno e compostos fendlicos) em baixas concentragdes. Os resultados
encontrados por estes autores indicaram que os HPA presentes nos efluentes estudados
foram incapazes de induzir a formacdo de MN em células F; de A. cepa. No entanto,
houve a inducdo de danos no DNA nas células HTC, que podem ter ocorrido por essas
células serem metabolizadoras de compostos quimicos.

Com bases nos dados apresentados nesse trabalho, podemos inferir que o
tratamento de efluente da refinaria esta sendo eficiente, pois em nenhuma das coletas o
P4 (efluente final que é lancando no rio Atibaia) apresentou indicios de compostos
genotoxicos e mutagénicos, quando submetidos aos testes com A. cepa. No entanto,
algumas amostras dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba apresentaram potencial
genotoxico e/ou mutagénico, fato este que pode ter ocorrido devido ao lancamento de
substancias toxicas provenientes de outras fontes antropogénicas.

Além disso, este estudou evidenciou a importancia de se realizar um
monitoramento ambiental dos corpos d’agua que recebem, diariamente, efluentes
industriais e urbanos, pois 0s compostos quimicos presentes nesses efluentes podem
constituir um perigo para todo o ecossistema. Sendo assim, ensaios que utilizam plantas
como organismo teste, dentre eles a espécie A. cepa, tém se mostrado muito eficiente
para esse tipo de monitoramento e sdo considerados excelentes ferramentas para avaliar
a qualidade dessas aguas, por serem bioindicadores sensiveis da presenca de poluentes

ambientais.
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RESUMO

Nos Ultimos anos tem crescido a preocupacdo com a composi¢do quimica das aguas
residuais geradas pelas industrias de refino de petréleo, mesmo apds o seu tratamento.
Esses efluentes sdo despejados nos rios e podem apresentar substancias capazes de
interferir na saude de todo ecossistema. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi
avaliar o potencial mutagénico e genotdxico do efluente gerado pela maior refinaria de
petr6leo do Brasil, antes e ap0s tratamento, bem como da qualidade das aguas dos rios
seu entorno Jaguari, Atibaia e Piracicaba. A mutagenicidade, avaliada por meio do teste
do micronucleo em células de mamiferos mantidas em cultura, indicou que somente a
amostra de efluente bruto da refinaria apresentou diferenca significativa, em relagéo ao
controle negativo, para todas as coletas estudas. J& com os dados de genotoxicidade,
obtidos pelo ensaio do cometa, foi observado que nenhuma das amostras de agua e
efluente testadas apresentou potencial genotdxico. Esses dados indicam que o sistema
de tratamento de efluente da refinaria foi eficiente, por ndo interferirem na qualidade

das aguas dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba.

Palavras-chave: HPA; cultura de células de mamiferos, ensaio do cometa,

micronucleo, efluente industrial
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ABSTRACT

In the last years the concern about the chemical composition of residual waters
generated by petroleum refinery industries, even after its treatment, has grown. These
effluents are discharged in rivers and can present substances that can interfere in the
health of the whole ecosystem. In this context, the aim of this study was to assess the
mutagenic and genotoxic potential of the effluent generated by the largest Brazilian
petroleum refinery, before and after treatment, as well as the quality of the waters of the
rivers around the refinery, Jaguari, Atibaia and Piracicaba. The mutagenicity, evaluated
by the micronucleus test in mammalian cell culture, showed that only the raw effluent
sample presented significative difference in relation to the negative control, for all the
collections studied. Now, the genotoxic data, obtained by the comet assay, showed that
no samples of water and effluent tested presented genotoxic potential. These data
suggest that the effuent treatment system of the refinery was efficient, since it did not
interfere in the quality of the waters of the Jaguari, Atibaia and Piracicaba rivers.

Key-words: PAHs; mammalian cell culture, comet assay, micronucleus, industrial

effluent
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1. Introdugéo

Uma das principais tarefas do monitoramento ambiental é avaliar o
comprometimento dos ecossistemas, frente a agdes antropicas diversas. Para se fazer um
bom controle da poluicéo, é necessario escolher parametros que respondam de maneira
fiel as agressbes que perturbam as condi¢des ambientais. Dentre as avaliacbes dos
ambientais aquaticos, por exemplo, vem sendo cada vez mais utilizados recursos que
avaliem o potencial genotdxico e/ou mutagénico nas aguas superficiais, com a intencao
de diagnosticar a presenca de compostos toxicos que possam causar alteracbes no meio
biolégico. (RAJAGURU et al., 2003). Uma das grandes causas da polui¢cdo do meio
ambiente é o lancamento de efluentes industriais ndo tratados.

Sabendo que a &gua é o destino final de todo poluente, hd hoje uma
preocupacao muito grande em se avaliar a qualidade de nossos recursos hidricos, por ser
a agua o bem mineral indispensavel a todos os seres vivos do planeta. Por isso, segundo
Kim et al. (2008) e Xiang et al. (2012), h4 uma constante necessidade de se identificar,
caracterizar e avaliar as substancias toxicas presente em um efluente, a fim de se
estabelecer um nivel aceitavel para sua descarga.

Nos ultimos anos, houve um aumento acentuado no consumo de energia e
um consequente crescimento na economia. Devido a esse alto consumo de recursos
energéticos, grandes quantidades de HPA sdo, constantemente, liberados no meio
ambiente. Assim, muitos pesquisadores tém estudado as agdes bioldgicas dos HPA e
seus derivados, por eles representarem uma classe de compostos toxicoldgicos que
podem criar uma variedade de efeitos genotdxicos, imunotéxicos e carinogénicos,
muitos ja comprovados por ensaios realizados tanto sistema in vivo quanto in vitro
(GUO et al., 2011).

Muitos estudos tem utilizado cultura de células de mamiferos como
sistemas-testes de investigacdo do potencial genotoxico e mutagénico de poluentes
ambientais (MATSUMOTO et al., 2003; 2005; PARK et al., 2006; MARANBINI et al.,
2007; TSUBOY et al, 2007; DURGO et al., 2008, CHEQUER et al., 2009;
LAGERQUVIST et al., 2011). Dentre os sistemas in vitro, as células de ovario de
hamster chinés (CHO-K1) tém sido consideradas um organismo-teste sensivel para
avaliar amostras contaminadas com agentes toxicos (MATSUMOTO et al., 2005;
AOUADENE et al., 2008).
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Dentre os testes de mutagenicidade realizados com cultura de células, a
quantificacdo da presenca de micronucleos € considerada uma importante ferramenta de
avaliagdo. Os microntcleos sdo estruturas celulares que podem aparecer em decorréncia
de diferentes a¢des de agentes bioativos. Os compostos de ac¢do clastogénica induzem a
formacdo de micronucleos por uma acdo direta sobre a molécula de DNA. Neste caso, 0
agente vai interagir com o DNA e promover uma quebra nesta molécula. O fragmento
derivado da quebra vali, entdo, originar uma estrutura de constituicdo semelhante a do
nacleo, porém isolado do mesmo, denominado de micronicleo (MN). Os agentes
aneugénicos sdo aqueles que interagem com outras moléculas da célula como, por
exemplo, as proteinas do fuso mitético, ocasionando a perda de cromossomos. Neste
caso, 0s MNs sdo estruturas derivadas de cromossomos inteiros que foram perdidos
durante o ciclo celular. Assim, os MNs sdo estruturas que aparecem na célula
decorrente de porcoes de DNA ou de cromossomos inteiros que se perderam durante o
ciclo celular (FENECH, 2000; KIRSGH-VOLDERS et al., 2003).

O ensaio do cometa tem ganhado espaco em diversas areas e representa uma
ferramenta eficaz para avaliar danos no DNA em diferentes tipos celulares, em resposta
a exposicdo a diferentes agentes (COLLINS, 2004). Segundo Liao et al. (2009), o
ensaio do cometa baseia-se na quantificacdo de fragmentos de DNA desnaturado que
migraram para fora do nucledide durante um processo de eletroforese.

O objetivo deste estudo foi realizar testes para avaliar a mutagenicidade e a
genotoxicidade de aguas servidas e de recursos hidricos na area de influéncia de uma
refinaria de petroleo do estado de S&o Paulo-Brasil. Desta forma, houve a necessidade
de se avaliar a qualidade das 4guas dos rios Jaguari e Atibaia e Piracicaba, para estimar
0 grau de comprometimento ambiental que esta atividade industrial pode estar causando
no ambiente de seu entorno e também verificar se o tratamento realizado pela refinaria
estd sendo eficiente. Para essa avaliacdo, utilizamos o teste do micronicleo e do ensaio

do cometa em células de hamster chinés (CHO-K1) mantidas em cultura.

2. Materiais e Métodos
2.4. Localizacdo da area de estudo e coleta das amostras de agua

Os rios Atibaia,e Jaguari e Piracicaba, avaliados neste estudo, pertencem a
bacia do PCJ (Piracicaba, Capivari e Jundiai). Os rios Atibaia e Jaguari passam pelo

municipio de Paulinia-SP, uma regido altamente industrializada do estado de S&o Paulo-
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Brasil. Dentre as industrias desta regido, estd uma refinaria de petroleo do sistema
Petrobras, considerada a principal fonte de renda da regido e a maior refinaria do pais.
Essa refinaria produz varios produtos derivados do petroleo como a gasolina, diesel, gas
doméstico, asfalto, nafta e querosene. O rio Piracicaba, que se origina da juncdo dos rios
Atibaia e Jaguari, € considerado um dos mais importantes rios paulistas, principalmente
por ser responsavel pelo abastecimento de grandes cidades deste estado (Figura 1).

Para a realizacdo do presente estudo, foram determinados 7 (sete) pontos
distintos de coleta das amostras de agua: P1: Agua de capacitacio pela refinaria — Rio
Jaguari; P2: Efluente bruto- entrada do tratamento biol6gico do efluente; P3: Entrada da
lagoa de estabilizacdo (LE) da refinaria; P4: Saida da lagoa de estabilizacdo (4gua
destinada aos despejos no Rio Atibaia, municipio de Paulinia-SP); P5: Agua do Rio
Atibaia — montante, 200 metros do descarte das aguas industriais; P6: Agua do Rio
Atibaia — jusante, cerca de 500 metros abaixo da descarga do efluente industrial tratado,
proveniente da LE; P7: Rio Piracicaba — cerca de 500m apos a confluéncia dos rios
Jaguari e Atibaia.

As coletas das amostras de agua foram realizadas em trés periodos distintos
do ano de 2011: maio/2011, julho/2011 e novembro/2011, para a realizacdo dos ensaios
de avaliacdo do potencial mutagénico, por meio do teste do MN, e em 2 periodos:
novembro/2011 e marco/2012, para avaliagdo do potencial genotoxico, por meio do

ensaio do cometa.

Figura 1: Mapa hidrografico da regido da Bacia do PCJ (Fonte:CONSORICIO PCJ,
2005).
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2.5. Material Bioldgico

O material bioldgico utilizado neste estudo, como organismo-teste, foram
células de mamiferos (Células de Ovario de Hamster — CHO-K1) fornecidas pela Prof?
Dr2 Silvia Tamie Matsumoto da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES, e
estocadas em nitrogénio liquido no Laboratério de Mutagénese do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

2.6. Manutencéo da CHO-K1 (cells Chinese hamster ovary)

Para o cultivo das células, foi utilizado o meio DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12; Invitrogen), com solucdo
antibiotica/antimicotica, suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF; Cultilab).
Os frascos de cultura de 25 cm? foram mantidos em temperatura controlada (37°C).

As células foram descongeladas e, ap0s o crescimento celular, lavadas com
PBS e tripsinizadas com Tripsina-EDTA 0,025%. Os pré-frascos foram preparados com
cerca de 1x 10° células cada. Para a realizacdo deste estudo, foi necesséria a preparagdo
de 54 pré-frascos (27 para o ensaio do MN e 27 para o cometa). Ap0s 0 crescimento das
células nos pré-frascos por 24h (2 ciclo completos de divisédo celular e tempo necessario
para a aderéncia das células nos frascos), as células foram expostas as diferentes

amostras de agua e aos controles.

2.7. Determinacao dos tratamentos

O tratamento controle negativo foi realizado expondo as células em PBS e 0
controle positivo em solucdo aquosa de metilmetanosulfonato (MMS — 4x10™ M). Para
a realizacdo dos ensaios com as amostras, o pH foi corrigido para 7,3 e as mesmas
foram filtradas (esterilizadas) em filtro de seringa de membrana de poliestersulfona
(diametro de 33 mm e 0,22 pm de porosidade - Millipore®). Todos os ensaios foram
realizados a 37°C com periodo de exposicdo de 3 horas.

O volume das amostras e dos controles utilizados nos ensaios foi de 20% do
volume total do frasco, conforme indicacbes de Reifferscheid et al. (2008), que
descrevem que a alteracdo da osmolaridade causada pela adicdo de 20% de amostra na

cultura celular ndo induz efeitos citotdxicos ou genotdxicos para as células expostas. O
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material exposto foi posteriormente submetido ao ensaio do cometa e ao teste do

microndcleo.

2.8. Ensaio do cometa em CHO-K1

Apds os tratamentos, foi realizada a coleta da suspenséo celular. Os frascos
foram lavados com PBS, tripsinizados e inativados com meio de cultura com soro. Todo
0 conteudo foi transferido para tubos Falcon® e centrifugados a 1000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi resuspendido em 0,5 mL de meio.

Para 0 ensaio de viabilidade celular, foram corados 20 pL da suspensao
celular com 20 pL de Azul de Tripan (GIBCO®) e as células contadas em camaras de
neubeuer.

Para 0 ensaio do cometa, misturou-se 20 pL da suspensdo celular + 120uL
de agarose de baixo ponto de fusdo a 37°C. Esse conteudo foi distribuido em uma
lamina coberta com agarose comum. Posteriormente, as laminas foram banhadas em
solucéo de lise (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solugdo de lise
estoque - NaCl 2,5 M, EDTA 100mM , Tris10 mM, pH 10, aproximadamente 8g de
NaOH sdlido para 1 L), pH 10, no escuro, em geladeira a 6°C, por no minimo 1 hora.
Apos este procedimento, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese,
contendo uma solucdo tampdo (NaOH 300mM + EDTA 1mM, com pH>13), onde
foram matidas por 20 min, seguida de uma corrida de eletroforese a 25 V e 300 mA (~
0,8 V/cm), por mais 20 min. Em seguida, as laminas foram neutralizadas em tampéo de
neutralizacdo com 3 banhos de 5 min (pH 7,2) e fixadas em etanol absoluto por 10 min.

As laminas foram coradas com 50 pL de solu¢ao de GelRed® (15 uL de
GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de agua destilada) e analisadas
imediatamente apds a sua coloracdo. Foram analisados em microscopia de
epifluorescéncia Leica, objetiva de 40x, filtro B - 3* (excitagdo: i=420n-490nM,
barreira: 1=520nM), 100 nucledides por lamina, totalizando 300 nucledides por
tratamento. Os nucledides foram classificados de acordo com a migracdo dos
fragmentos como: classe 0 — nucledide sem danos e que ndo apresenta cauda; classe 1:
nucledide com cauda menor que o seu diametro; classe 2: nucledide com cauda de
tamanho entre 1 a 2 vezes do seu didmetro; classe 3: nucledide com cauda 2 vezes maior

que o seu diametro (Figura 2) (SPEIT et al., 1996). Os escores de cada tratamento foram
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submetidos ao teste estatistico ANOVA: um critério/Dunnett (p<0,05), para comparacao

dos resultados entre os tratamentos e 0 controle negativo.

2.9. Teste do micronucleo em células CHO-K1

Apds a exposicdo aos tratamentos, o meio de cultura foi trocado e
adicionado neste novo meio 3 pug/mL de citocalasina B por frasco, onde as culturas
permaneceram, por 18 horas, para obtencdo de células binucleadas. Na sequéncia, as
células foram lavadas com PBS, tripsinizadas com tripsina 0,025%. Apo6s o
desprendimento das células, todo o conteldo do frasco foi transferido para tubos
Falcon®, onde foi adicionada 1 gota de formol 40%. Os tubos foram homogeneizado e
centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. Em seguida, parte do sobrenadante foi
descartada e adicionado 1,5 mL de solucdo hipotdnica de citrato de sodio 1%. Apos
nova homogeneizacgdo, os tubos foram centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos. Por
fim, o sobrenadante foi descartado, restando apenas 0,5 mL de volume nos tubos e o
material foi fixado com a adigdo de 5 ml de solucéo fixadora de Carnoy (3 metanol: 1
acido acético) e armazenado em geladeira.

Para a confeccdo das laminas, o material foi centrifugado a 1000 rpm. A
suspessdo celular foi gotejada em uma lamina pré-lavada e coberta por um filme de
agua destilada a 4°C. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa 5% por,
aproximadamente, 10 minutos.

Foram contabilizadas 1.000 celulas binucleadas com membrana nuclear e
citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos similares ndo sobrepostos e com 0 mesmo
padrdo e intensidade de coloracéo, por réplica, totalizando 3.000 células por tratamento.
Foram observadas células binucleadas normais e células binucleadas portadoras de
micronucleo, ponte e/ou broto nucleares (Figura 3) (FENECH et al., 2003).

A andlise de significancia dos resultados foi feita pelo teste estatistico
ANOVA: um critério/Dunnett (p<0,001).

3. Resultados
3.4. Ensaio do cometa

Para o desenvolvimento do protocolo do ensaio do cometa, é necessario que se

realize, previamente, um teste de viabilidade celular com todas as amostras a serem
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avaliadas, para que se possa utilizar nas analises de genotoxicidade concentragdes
amostrais que apresentem uma viabilidade celular superior a 80%. O teste de
viabilidade é desenvolvido com uma pequena amostra de células, obtidas de uma
suspensdo celular, submetida a coloragdo em Azul de Trypan. Neste teste, foram
consideradas células inviaveis (mortas) aquelas que incorporaram o corante e, viavéis
(vivas) as que excluiram o azul de tripan.

Neste estudo foi observado que todos os tratamentos apresentaram valores
acima de 80% de viabilidade para ambas as coletas, novembro/2011 e margo/2012
(Tabela 1 e 2).

No ensaio do cometa, nenhuma das amostras de agua e efluente coletadas em
novembro/2011 e margco/2012, apresentaram indicios de genotoxicidade, quando
comparadas com os resultados obtidos para o controle negativo (Tabela 1 e 2).

3.5. Teste do MN

Os resultados do teste do MN indicaram mutagenicidade comente para 0 P2 —
efluente bruto, para as trés coletas realizadas em 2011 (Tabelas 3, 4 e 5).

Para a coleta realizada em julho/2011, a frequéncia de broto nuclear foi
significativa para P2, P5 e P6. A frequéncia de pontes nucleares foi significativa

somente para o P2 (Tabela 4).

3.6. Analises Fisico-quimicas e Quimicas

Foram analisados diversos parametros fisico-quimicos e quimicos das amostras
coletadas na area de influéncia de uma refinaria de Paulinia-SP, tais como pH,
condutividade, temperatura, solidos sedimentaveis, sélidos sollveis e em suspensdo,
material volatil, turbidez, oxigénio dissolvido (OD), demanda quimica de oxigénio
(DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO), cloretos, ambnia, nitrito, nitrato,
sulfetos, Oleos e graxas e fendis (Tabelas 6, 8, 10) . Além desses parametros, foram
determinados alguns metais como arsénio, selénio, mercurio, aluminio, bario, calcio,
ferro, potassio, magnésio, sadio, fosforo silicio e estroncio (Tabelas 7, 9 e 11).

Nas nossas analises fisico-quimicas foi observado que houve um aumento da
condutividade nos efluentes da refinaria, principalmente no P3, provavelmente devido
ao excesso de cloretos e de sais presente neste efluente (Tabelas 6, 8, 10). Esses valores

elevados ndo interferiram na condutividade do rio Atibaia, pois o P6 (localizado a
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jusante do langcamento de efluente), ponto onde ocorre a dispersdo total dos
componentes do efluente, ndo apresentou valores discordantes com 0s propostos pela
legislacdo brasileira.

O rio Jaguari apresentou valores fora do permitido pela resolu¢do do CONAMA
357/2005 que € estabelecido como maior de 5 mg de O,/L para a coleta realizada em
julho/2011 (OD = 3,47 mg/L). No entanto, mesmo atendendo os valores estabelecidos
pela legislagdo ambiental os demais pontos apresentaram uma diminui¢do nos valores
desse parametro quando comparandos com as coletas de maio/2011 e novembro/2011,
provavelmente decorrentes da alta intensidade de chuva do periodo, exceto o P7 (Tabela
7).

Pelas nossas analises, podemos observar que o efluente bruto apresentou valores
elevados de DQO para todas as coletas. No entanto, com o processo de tratamento de
efluenteos valores encontrados para P3 e P4 diminuiram consideravelmente (Tabelas 6,
8, 10). Ja a anélise de DBO, apresentou valores acima do aceitavel pela legislacdo, ou
seja, valores que ultrapasssaram os niveis de 5 mg/L para rios de classe 2 e 10 mg/L
para rios de classe 4, para 0 P1 na coleta de maio/2011 e para P1, P5 e P6 para as
coletas realizadas em Julho/2011 e Novembro/2011 (Tabelas 6, 8, 10).

Pela avaliagdo quimica do efluente da refinaria, foi possivel observar que a
quantidade de cloreto encontrada nas amostras se enquadram na legislacdo do
CONAMA 357/05 para todos os pontos. No entanto, as amostras de efluentes (P2, P3 e
P4) apresentaram niveis elevados em todas as coletas, mas, houve uma dispersao
adequada destes ions no rio, o que leva a indices mais reduzidos nos pontos localizados
abaixo do descarte da refinaria (Tabelas 6, 8, 10).

Os compostos amdnia, nitrito e nitrato sdo considerados fontes de nitrogénio e
sdo medidos para avaliar a qualidade das aguas. Nesse estudo, todos o0s pontos
atenderam a legislacdo ambiental, quanto a estes parametros. Além disso, os sulfetos
também foram quantificados dentro dos niveis aceitaveis pela legislacdo brasileira
(Tabelas 6, 8, 10).

Além disso, foi realizada nesse estudo a quantificacdo dos metais considerados
extremamente téxicos a salde humana. A quantidade de arsénio, selénio, mercurio,
aluminio, bario, ferro e fésforo sdo determinados pela legislacdo ambiental como
aceitavel de acordo com o tipo de aguas. Em nossas analises, o arsénio, selénio,
mercurio, aluminio e béario estdo dentro do limite estabelecido pela resolucdo do
CONAMA 357/2005 para todas as amostras.
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Ja o ferro mostrou-se fora dos niveis aceitaveis pela legislacdo para as amostras
coletadas no rio Jaguari em todas as coletas. E os niveis de fosforo apresentaram valores
elevados para os pontos: P1 e P6 na coleta de maio/2011; e P1, P5 e P6 nas coletas de
julho/2011 e novembro/2011 (Tabelas 7, 9 e 11).
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4. Discusséo

O uso de biomarcadores tem sido cada vez mais indicado para estudos de
avaliacOes de efeitos de agentes poluidores, por permitirem uma deteccdo previa da
poluicdo (van der OOST et al., 200; LEMOS et al., 2007; HOSHINA et al, 2008).

Com o controle cada vez mais rigoroso do uso de animais de laborat6rio em
experimentos bioldgicos, tornou-se necessario o desenvolvimento e a padronizagdo de
testes in vitro que pudessem detectar a toxicidade das substancias quimicas (ROGERO
et al., 2003). A utilizacdo de testes in vitro, além de ndo esbarrar em fatores éticos, leva
a uma diminuicdo do nimero de animais experimentais utilizados na pesquisa, uma
reducdo nos custos operacionais e de infra-estrutura. Segundo RABELLO-GAY et al.
(1991), estudos realizados com sistemas in vitro tém ganhado destaque dentre os
sistemas testes por fornecerem condi¢cBes experimentais controlaveis como a
disponibilidade e reprodutibilidade e a facil obtencéo dos resultados.

Dentre os mamiferos, células de roedores (CHO-K1, V79, linfécitos) e
células humanas (linfocitos, hepatocitos, HepG2) sdo indicadas para a analise de danos
no DNA, decorrentes de acdo de agentes quimicos, sendo, por isto, amplamente
utilizadas em avaliacdes de poluentes ambientais. Dentre as células de mamiferos, as
células CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary Chinés) sao muito usadas para a analise da
inducdo de danos no DNA. A vantagem em utilizar essas células esta na facilidade de
crescimento em cultura e ciclo celular relativamente curto (10 a 14 horas) (PRESTON
et al., 1987).

Estudos desenvolvidos ja em 1984 por Brown e Donelly citam que aguas
residuais de refinaria de petrdleo podem conter diversas substancias quimicas com
potencialidades toxicas, tais como graxas e Oleos, fendis, cresois, xilenos, sulfitos,
amonia, solidos em suspensao cianetos, compostos nitrogenados e metais como cromo,
ferro, niquel, cobre, molibdénio, selénio, vanadio e zinco. Segundo Krishnamurthi et al.
(2007), o lodo gerado pela atividade da refinaria de petréleo e de industrias
petroguimicas podem conter composto toxicos como os HPA. Os estudos realizados por
estes autores, por meio de ensaios com cultura de células de mamiferos (CHO-K1),
revelaram um potencial genotoxico para lodos gerados por este tipo de atividade
industrial.

Rodrigues et al. (2010) testaram a genotoxicidade do efluente gerado por
uma refinaria de petréleo, por meio de ensaios in vivo (teste do MN em A. cepa) e

ensaio in vitro (ensaio do cometa em células HTC). Pelas analises quimicas, foi
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comprovada a presenca de varios compostos arométicos e organicos (tolueno,
etilbenzeno, xileno, pireno, benzo[a]pireno e compostos fenodlicos) em baixas
concentragdes. Os resultados encontrados por estes autores indicaram que os HPA
presentes nos efluentes estudados foram incapazes de induzir formagcdo de MN em
células F; de A. cepa. No entanto, houve a inducdo de danos no DNA nas células HTC,
que podem ter ocorrido por essas celulas serem metabolizadoras de compostos
quimicos.

No presente estudo, foram realizados ensaios in vitro (teste do cometa e do
MN), com células CHO-K1 expostas a diversas amostras de aguas de rios que estdo sob
a influéncia das atividades da refinaria de Paulinia-SP (rio Jaguari, Atibaia e
Piracicaba), além de amostras coletadas ao longo do proprio sistema de tratamento da
refinaria.

O teste do MN em células CHO-K1, realizado nesse estudo, mostrou que,
para as trés coletas realizadas no ano de 2011, o efluente bruto (P2) gerado pela
refinaria de petroleo apresentou potencial mutagénico. Esta mutagenicidade foi inferida
pelo aumento significativo na freqtiéncia de MN observada para os ensaios realizados
com o efluente bruto para todas as coletas realizadas nesse estudo.

Muitos estudos tém associado a incidéncia de anormalidades nucleares
(AN) aos ensaios convencionais de MN (CAVAS; ERGENE-GOZURAKA, 2005).
Mesmo ndo sendo plenamente conhecidos os mecanismos que levam a formacdo de
AN, muitos estudos sugerem que estas alteracdes sdo induzidas em resposta a exposicao
de células a agentes genotdxicos (SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA,
2001). Ja a presenca de células micronucleada é reconhecidamente indicativa de
atividade aneugénica ou clastogénica, pois, de acordo com Al-Sabti e Metcalfe (1995), a
formacdo de MN pode estar relacionada com a perda de cromossomos inteiros, pelo
mau funcionamento dos fusos mitdtico, ou por fragmentos cromossdémicos, devido a
quebras cromossdmicas. Fenech et al. (2003) cita, ainda, que pode ser feita uma melhor
avaliacdo do potencial detrimental de um agente se for contabilizada, junto com a
analise de MN, a quantidade de brotos nucleares presentes em células binucleadas. Os
nossos resultados mostraram um aumento significativo na frequéncia de anormalidades
nucleares, especificamente de brotos nucleares, para 0s ensaios realizados com o
efluente bruto (coleta de maio e julho) e para as amostras coletadas em julho/2011 no
rio Atibaia (P5 e P6). Também foi observado um aumento nos niveis de pontes

nucleares entre 0s nlcleos das células binucleadas, quando as células foram expostas ao
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efluente bruto coletado em julho de 2011. Segundo Fenech e Crott (2002) e Fenech et
al. (2003), as pontes nucleares ocorrem quando 0s centrdmeros dos Cromossomos
dicéntricos ou das cromatides sdo tracionados para pélos opostos durante a anafase,
evento este que pode indicar agéo clatogénica de contaminantes ambientais.

Outros estudos realizados nesta mesma refinaria por Hoshina et al. (2008)
mostraram que amostras de &guas servidas pela refinaria (efluente bruto da refinaria)
apresentaram efeitos toxicos, causando letalidade de peixes expostos. Apos a diluicao
da amostra, os autores encontraram ainda efeitos citotoxicos, genotéxicos e
mutagénicos, comprovada pela presenca de MN, AN e morte das células de sangue dos
peixes expostos, 0 que sugeriu que o efluente bruto contem substancias com atividades
toxicas, aneugénicas e/ou clastogénicas. Barros et al. (2006) avaliaram, por meio de
ensaios com Dugesia trigrina (planaria), a toxicidade do efluente desta mesma refinaria,
para as mesmos locais amostrados neste trabalho. Os autores encontraram efeito toxico,
observado pela ndo regeneracdo das planarias expostas somente ao efluente bruto. Estes
resultados mostraram, assim como 0s nossos resultados, que o tratamento realizado pela
refinaria em seu efluente bruto foi eficiente para reduzir a até mesmo para eliminar os
efeitos toxicos deste efluente.

Pelas analises fisico-quimicas realizadas com as amostras de agua e do
efluente desse estudo, verificamos que o P2 apresentou diversos parametros com niveis
elevados como cloretos, amdnia, sulfetos, DQO e DBO. Além disso, 0 oxigénio
dissolvido apresentou valores criticos. No entanto, as aguas servidas da refinaria, apos
passar pelo sistema de tratamento de efluente, mostrou uma diminuicdo consideravel em
quase todos esses parametros, o0 que nos permitiu concluir que o efluente despejado no
rio Atibaia ndo interfere na qualidade de suas aguas.

Segundo Marinelli et al. (2000), o aumento da condutividade elétrica ao
longo de um rio é evidenciado devido a presenca de materiais dissolvidos e pode
contribuir para 0 comprometimento da qualidade da agua do rio. Além disso, quando 0s
niveis de oxigénio dissolvido estdo baixos ha o comprometimento da qualidade da agua,
pois ndo ha concentracdo suficiente para biodegradar a matéria organica (BELLANGER
et al., 2004) e podem indicar eutrofizacdo devido ao despejo de efluentes domésticos e
industriais (MATHEUS; TUNDISI, 1988).

Um estudo realizado por Cardozo et al. (2006), em peguenas bacias urbanas
da regido metropolitana de Porto Alegre-RS, permitiu avaliar a composicdo quimica de

amostras de A&guas destes locais. Neste estudo, foram detectadas diferentes
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concentracdes de cloroférmio, bromodiclorometano, tolueno, etilbenzeno, m e p-xileno
e 1,4-diclorobenzeno. Foi testado o potencial toxico destas amostras em varios sistemas
biologicos. Os testes do MN realizados em células V79 mostraram que somente a
amostra coletada na regido de maior densidade populacional apresentou efeito
genotdxico. Assim, os autores concluiram que as maiores concentracdes de poluentes
organicos e inorganicos estdo presentes nas areas mais urbanizadas, representando um
risco para a comunidade aquética e para o uso desta agua em atividades humanas. Para o
nosso trabalho, como os parametros analisados nas amostras de efluente bruto (P2) da
refinaria estdo fora dos limites indicados pela legislacdo ambiental, o que evidencia a
presenca de compostos toXicos para 0s organismos expostos a eles, podemos sugerir que
os efeitos mutagénicos observados nos testes do MN em células CHO-K1 sdo
resultantes da presenca desses contaminantes nas amostras avaliadas.

O ensaio do cometa ocorre em 3 etapas: lise celular, desnaturagcdo do DNA e
corrida eletroforética, que apds a coloracdo, permite a visualizacdo de fragmentos de
DNA provindos da quebra causada por compostos genotoxicos. Neste estudo, as células
CHO-K1 foram expostas por 3 horas as amostras testadas para em seguida serem
submetidas ao processo de lise, desnaturacdo e eletroforese. Com a anélise dos
resultados, pode-se verificar que nenhuma das amostras estudadas apresentou potencial
genotoxico, quando comparadas ao controle negativo. Esse fato pode ter ocorrido, pelo
fato das células de ovario de hamster chinés ndo serem metabolizadores de compostos
quimicos. No entanto, somente o controle positivo (testado com solucdo aquosa de
MMS) apresentou um aumento significativo nos valores relacionados ao score de danos,
no qual validou o teste.

Um estudo desenvolvido por Vicente-Hubert et al. (2012), com amostras
contaminadas com HPA, analisou amostras de aguas coletadas no estuério do rio Sena
(Franca), onde cada ponto foi escolhido com base em estudos anteriores sobre a
distribuicdo de HPA neste local. No estudo realizado por esses autores foi avaliada a
genotoxicidade, por meio do ensaio do cometa com a linhagem de hepatoma humano
(HepG2), e pelo teste de AMES. ApoOs a exposicdo por 24h aos tratamentos, foi
verificado que a maioria das concentrac@es utilizadas no ensaio do cometa se motraram
genotoxicas para 0s hepatocitos humanos.

Frente ao exposto, pode-se observar que muitos estudos estdo sendo

realizados para comprovar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico do petréleo
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e seus derivados. Estes compostos estdo presentes em grandes concentragdes no meio
ambiente, acarretando uma possivel ameaca para 0 ecossistema e para a saide humana.
Assim, testes com linhagens celulares de mamiferos veem sendo constantemente
empregados na avaliacdo dos efeitos toxicos de contaminantes ambientais, cujos
resultados mostram ser altamente indicados para este fim.

Os nossos dados obtidos com a analise de MN, brotos e pontes nucleares em
células CHO-K1, mostram que as aguas servidas da refinaria, especialmente as dguas do
efluente bruto, apresentam substancias potencialmente genotxicas e mutagénicas,
comprovadas pelas alteracGes induzidas nestas células, apds a exposicdo das mesmas
nas amostras deste efluente. Foi observado também que as amostras dos efluentes
coletadas apds o tratamento realizado pela refinaria ndo apresentaram estes efeitos,
comprovando assim a eficiéncia do tratamento realizado. Estes dados corroboram os
estudos de Hoshina et al. (2008) e de Barros et al. (2006), onde os autores tambem
verificaram que o efluente bruto levou a danos em outros organismos testes expostos,
mas que apos o tratamento da empresa para descarte do seu efluente final no rio Atibaia,

este ndo mais apresentava qualquer efeito danos sobre os organismos expostos.
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6. Concluséo Geral

Os resultados obtidos neste estudo, por meio dos ensaios de genotoxicidade
e mutagenicidade realizados com os bioindicadores Allium cepa e células CHO-K1,
com amostras das aguas dos rios Jaguari-SP, Atiabai-SP, Piracicaba-SP, bem como dos
efluentes gerados pela refinaria de Paulinia-SP, permitem inferir que:
- as analises realizadas em células meristematicas e em células F; de A. cepa
mostraram-se sensiveis para avaliar os efeitos dos contaminantes presentes, tanto no
efluente bruto como nas aguas dos rios estudados neste trabalho.;
- 0s ensaios de aberracdes cromossdmicas e MN em células meristematicas e de MN em
células F;, realizados com o organismo teste A. cepa, se mostraram excelentes
ferramentas para a avaliagio de danos no DNA induzidos por contaminantes
ambientais;
- algumas amostras dos rios Jaguari, Atibaia e Piracicaba apresentaram potencial
genotoxico e/ou mutagénico, fato este que pode ter ocorrido devido ao lancamento de
substancias toxicas provenientes de outras fontes antropogénicas, quando avaliados em
células meristematicas e F; de A. cepa. Esta conclusdo esta baseada nos ensaios
realizados com o efluente lancado pela refinaria no rio Atibaia, que ndo induziram
potencial genotdxico e/ou mutagénico no organismo testado;
- 0 teste do MN com bloqueio de citocinese em células CHO-K1 mantidas em cultura
representa um ensaio facil e sensivel para avaliacdo da mutagenicidade de amostras
ambientais.
- 0 teste do micronucleo com bloqueio de citocinese em células CHO-K1 foi sensivel
para avaliar os efeitos da exposicdo do efluente bruto gerado pela refinaria de petroleo,
indicando que essa amostra continha contaminantes potencialmente mutagénicos em
todas as coletas realizadas;
- pelo ensaio do cometa, realizado em células CHO-K1, ndo foi diagnosticado efeito
genotoxico para as amostras de agua e de efluente estudadas. Este ensaio tem
respondido de forma eficiente para diagnostico de comprometimento ambiental, sendo,
por isso, considerado uma ferramenta adequada para se avaliar impactos ambientais;
- o tratamento de efluente da refinaria se mostrou eficiente, pois em nenhuma das

coletas realizadas no P4 (efluente final que € lancando no rio Atibaia) foi observado
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indicativos da presenca de compostos genotdxicos e mutagénicos, certificados pelos
testes realizados com A. cepa e com cultura de células — CHO-K1;

- pelas analises fisico-quimicas e quimicas das amostras, também foi observado que o
efluente bruto apresentou quase todos os parametros estudados fora dos padrdes
estabelecidos pela legislacdo federal. No entanto, ap6s os tratamentos bioldgicos, fisico-
quimico e por lagoa de estabilizacdo, observamos que os indices anteriormente fora da
legislacdo se enquadraram em niveis aceitaveis, comprovando a eficacia do sistema de
tratamento adotado pela refinaria de Paulinia-SP;

- 0s rios Jaguari e Atibaia apresentaram altos niveis de DQO e DBO. Além disso, 0 rio
Atibaia mostrou também alta condutividade. A partir desses resultados, podemos
sugerir que ambos os rios estdo recebendo residuos domésticos e industriais, que estao

comprometendo a qualidade desses corpos d’agua;
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