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RESUMO

Em processos de coloracdo de tecidos na induéiid $8o despejadas em
efluentes de agua doce quantidades significantepmdamtes residuais, alterando a cor
da &gua e no caso de corantes azo, causando efeitagénicos e carcinogénicos nos
organismos habitantes dos corpos d'agua receptotdzando modelo de caramujo
planorbideo pulmonado da espéddomphalaria glabrata, testou-se o potencial
genotdxicoin vivo da forma hidrolisada corante Remazol Preto B, omarde azo-
reativo, através do teste do cometa em hemdcitos.efcontrada genotoxicidade
significativa nos grupos expostos as duas maiooesemtracdes (1 e 2 g107), e
concluiu-se que o corante Remazol Preto B apregematoxicidade significativa na

forma hidrolisada.
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1. INTRODUCAO

1.1. A genotoxicidade como parametro relevante paafiacdo do impacto em

ambientes aquaticos

O DNA é uma estrutura bioldgica essencial para auteficdo e propagacao
dos seres vivos no ambiente, pois nele estdo esndd informacdes necessarias para
que cada organismo produza e processe as molé&sdasciais para sua constituicdo e
funcionamento. Entretanto, as informacfes genétiradidas no DNA podem ser
alteradas de diferentes formas, e tais alterac@eenp resultar em modificacdes
estruturais das proteinas produzidas bem comordasgsos biologicos regulados pela
funcdo génica podendo até levar a morte celularHHRMAKERS, 2009). Em nivel
sub-letal, as alteracfes das informacfes gengbiocdsm afetar aspectos fisiologicos
fundamentais como o metabolismo energético, o p@krmadaptativo e 0 sucesso
reprodutivo (JHA, 2008).

As potenciais fontes de alteracdo estrutural do DN&m como das
informacfes genéticas nele contidas podem tantr dsintro do proprio organismo
(fatores enddégenos) como vir do ambiente (fatoxégenos). Como fatores endogenos
que alteram o DNA pode-se citar erros na sua dagéic e a interacdo de espécies
reativas de oxigénio com bases nucleosidicas, guasias sdo provenientes de
processos metabolicos (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998YARNETT,;
PLASTARAS, 2001). Ja os fatores exdgenos podentas¢o natureza fisica, como a
radiacdo ionizante e ultravioleta, quanto quimisaas formas de interacdo com o DNA
e as consequéncias decorrentes podem ser vardadasgcao pode ser direta, quando o
agente interage diretamente com o DNA, ou indirgfaando seus subprodutos

interagem com o DNA apdés ativacdo metabdlica, doamas de interacdo podem
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envolver apenas uma das fitas de DNA ou as dusess fibde ou ndo implicar em quebra
de fita e as consequéncias resultantes podemde destacdes, que podem ser ou nao
herdaveis (decorrentes de alteracdes no DNA ddaségerminativas potencialmente
relacionadas a efeitos teratogénicos), carcinogéfmsliferacéo celular descontrolada
decorrente de alteracdes em oncogenes e genessupgede tumor) até morte celular
(MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; GIELAZYN et al., 2003)

Em se tratando de agentes quimicos exdgenos, €iaspente relevante
destacar aqueles encontrados nos ambientes aguaiica vez que o ambiente aquatico
é o receptor final do nimero cada vez maior deacoimantes antropogénicos, boa parte
dos quais sdo substancias potencialmente genaségiaarcinogénicas (JHA, 2004).
Nakanoet al. (2003) e Jhat al. (2004) enumeram dois efeitos importantes decasent
do langcamento de substéncias geradas por atividadestriais, de agricultura e
domésticas no meio ambiente: o efeito de tais &nobits sobre 0 ecossistema, podendo
resultar em perda de diversidade genética total,risco para a saude humana, via
cadeia alimentar. Especificamente entre os efsibse populagcbes naturais, os efeitos
que resultam em mutacoes, principalmente as qaedentm na reproducdo, merecem

atencéo especial uma vez que podem ser perpetgadescamente (NAKANO, 2003).

1.2. A importancia da utilizagdo de modelos biat6gi para se avaliar a

genotoxicidade em ambientes aquaticos

Para se avaliar os riscos de contaminagcdo genatd@xicambiente aquatico,
nao é suficiente que apenas se detecte e quaatifigantes genotoxicos utilizando
testes quimicos especificos, visto que as genasx@mcontradas no ambiente podem

ser misturas complexas e seu potencial genotéxde pstar relacionado a interagfes
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entre seus componentes. Nesse contexto, o estuédeil®@ em modelos biolégicos
como alvos dos agentes estudados se mostra pewii@ interessante, uma vez que
pode fornecer informacgdes ndo obteniveis por easpiomicos (JHA, 2008).

A utilizacdo de modelos biolégicos para se estutgntes genotoxicos se
torna ainda mais relevante quando se constata qoergéncia de tumores malignos em
organismos aquaticos tem sido relacionada tanto maimr incidéncia de cancer em
populagées humanas quanto ao uso de produtos @simmidustriais, como herbicidas
(JHA et al., 2000). Em relacdo as demais espézigderesse se volta para a influéncia
no potencial adaptativo das populacbes (desenvehtio fertilidade e fecundidade)
para se manter a estrutura populacional a longmepean um dado nicho ecolégico
(JHA, 2008). Assim, modelos biolégicos podem sdizatlos como ferramentas de
diagnostico para um gerenciamento ambiental integ{dHA et al., 2000). Frenzilli
(2009) acrescenta ainda que analisar alteraco&8\Woem organismos aquéticos seria
uma forma bastante propicia para se avaliar a womégdo ambiental por compostos
genotéxicos ja que possibilitaria a detec¢do deasatoncentragdes de contaminantes

numa ampla variedade de espécies.

1.3. O caramujo da espéckiomphalaria glabrata como um modelo para

estudos de genotoxicidade em ambientes aquaticos

Dentre 0s organismos aquaticos, os invertebraqmegentam mais de 90%
das espécies e possuem importantes papéis pariorfamento do ambiente (JHA,
2008). Depois dos artropodes, o filo Mollusca éaandentre os invertebrados e deste
filo, 80% das espécies representam o0s gastrOop@eBNES; CALOW,; OLIVE,

1995). Aléem da representatividade numérica, os soolsl sdo bem distribuidos
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geograficamente; sao especialmente importantes em ecossistema possuem
mobilidade bastante limitada (quando ndo séssaif)téndo a associacdo dos efeitos a
localizagdo dos agentes causadores; representamrsabv tipos de modelos
reprodutivos; por ndo possuirem exoesqueleto, pass$ntimo contato com o ambiente
via tegumento, além da via digestiva e respirat@mssuem mecanismos limitados de
excrecdo em relagdo a outros invertebrados sendaups vantagem para se estudar
bioacumulacéo; sdo bastante sensiveis a agentescqsi(OEHLMANN; SCHULTE-
OEHLMANN, 2003).

Moluscos tem sido bastante utilizados em testegedetoxicidade tanto para a
obtencdo de novos biomarcadores quanto para bitonamento de corpos aquaticos.
Em 1998 o teste do cometa foi utilizado em mexsh@dytilius edulis) para se detectar
dano ao DNA em células da glandula digestiva (MIBECMIORE et al.), das branquias
(WILSON et al.) e hemocitos (STEINERT et al.). 3&44997), utilizando o mesmo
teste, avaliou o dano ao DNA de células branquiaifapes japonica e Patunopecten
yessoensis. Em ambientes aquaticos de agua doce, o mexilHfa-z@re ssena
polymorpha) é bastante utilizado como modelo para estudosgeleotoxicidade
(MERSCH; BEAUVAIS; NAGEL, 1996; PAVLICA et al., 200 KLOBUCAR, 2003;
JUHEL et al., 2007; BINELLI, 2008; VINCENT-HUBERTARINI; GOURLAY-
FRANCE, 2011), mas outros modelos também ja foréifizados como os bivalves
Anodontea cygnea (BARSIENE; LOVEJOY, 2000) e Corbicula fluminea
(RIGONATO; MANTOVANI; JORDAO, 2010)

Apesar de bem menos utilizados que bivalves, alguraapécies de
gastrépodes também tem sido utilizadas em estuelaggedotoxicidade. BarSieret al
(2000), incluiu duas espécies de gastropotgsr{aea ovata e Bithynia tentaculata)

entre os modelos de moluscos que utilizarampargg&ia de genotoxicidade na regiéo



13

maritima de um porto na Inglaterra. Pavligaal. (2000), utilizando o teste do
micronucleo em hemacitos do planorbideo pulmor@doorbarius corneus expostos

in vivo a pentaclorofenolgoncluiram que o caramujo se mostrou um modeloustkn
para o teste realizado. Nakano (2003) estabelebtestevdo letal dominante também em
caramujos planorbideos pulmonados, mas estes dgiegiomphalaria glabrata,
utilizando o albinismo como marcador genético, & gsses sdo hermafroditas. Os
animais foram expostos a diferentes tipos de agentgagénicos: fisico de agéo direta
(radiacdo ionizante), quimico de acdo direta (mitora C) e quimico de acgéo

dependente de ativacdo metabolica (ciclofosfamida).

1.4. O teste do cometa para avaliacdo de genadexieie sua adequacao para

hemacitos de caramujos da espdimmphalaria glabrata

Apesar de muito discutido metodologicamente (COLLINt al., 1997,
COLLINS et al., 2008), o teste do cometa € um dogipais testes de genotoxicidade
utilizados atualmente. Tecnicamente denominade tisteletroforese em gel de célula
individual, € um método rapido, visual e quantiatgque, como muito bem observado
por Kumaravelet al (2009), combina a praticidade das técnicas biomgasnpara
deteccdo de quebras de fitas de DNA e sitios dfdadis com a abordagem individual
celular, tipicos dos ensaios citogenéticos.

O teste se baseia na capacidade de alcas ou fraggnaan DNA carregados
negativamente serem arrastados através de um gglatiese em resposta a um campo
elétrico. A quantidade de DNA arrastado dependetatinente do dano provocado ao
DNA (FAIRBAIRN; OLIVE; ONEILL, 1995; BURLINSON et Bk, 2007,

KUMARAVEL et al.,, 2009). A imagem de um nucledideldar contendo DNA
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arrastado incluso em agarose, quando observado ieraspopia de fluorescéncia, se
assemelha a imagem de um cometa. A partir dess@ganaa regido onde se concentra
o DNA néo arrastado seria a cabeca do cometa stro e DNA arrastado difuso, a
cauda (VALVERDE; ROJAS, 2009).

Alguns aspectos interessantes do teste, segund@tTat (2000), Frenzilliet
al (2009) e Leet al (2003),além da possibilidade de se poder avaliar o daridN
individualmente em cada célula analisada, seriasersibilidade para detec¢do de
baixos niveis de dano ao DNA, a necessidade deapatéulas para ser executado, a
possibilidade de se avaliar o dano resultante gm®¢do de forma imediata e a
possibilidade da utilizacdo de virtualmente qualauéula eucariotica.

Inicialmente, suspende-se uma populacao de cénlamgarose de baixo ponto
de fusdo e as células, imersas em agarose, saostdispem laminas previamente
recobertas com uma camada de agarose de pontsaterfarmal. A seguir, as laminas
sao incubadas em uma solugdo composta de saisrgatdges para que as membranas
sejam lisadas e seus nucledides expostos aindadindimente isolados. Em seguida,
se incuba as laminas em solugdo alcalina para sjpeoteinas associadas ao nucledide
sejam removidas e as alcas e fragmentos respossgetd expressdo do dano,
liberados. Na mesma solucdo, é feita a seguirofderse para que as alcas e 0s
fragmentos migrem através do gel. Por ultimo, éafa neutralizagdo para que a
alcalinidade n&o prejudique o contraste da colardigcébrescente que é feita a seguir,
para visualizacao dos cometas (TICE et al., 2000).

O dano ao DNA pode ser quantificado por diferepga&metros baseados nos
padrbes de migracéo dos fragmentos que formamdagcauwpartir da chamada cabeca,
onde normalmente esta a concentracdo inicial ndg@oDNA do nucledide antes da

eletroforese (FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEILL, 1995).
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Os primeiros a quantificar dano no DNA a partir rdecledides individuais
submetidos a eletroforese foram Ostlin e Johand®84) a partir de células de
mamiferos irradiadas. Contudo, pH neutro adotadp pwssibilitava a denaturacdo e
desenovelamento do DNA, restringindo o teste, etalemente, a deteccdo de quebras
de fita dupla.

No entanto, Singh (1988), avaliando a quebra dé Diduzido por radiacéo e
peroxido de hidrogénio em linfécitos humanos, ad@m seu trabalho uma versdo do
teste utilizando pH alcalino na solugédo de eletesfe, e concluiu que tal ajuste
metodoldgico aumentou a sensibilidade do testgqugtambém teria detectado danos
decorrentes de quebra de fita simples e sitio$i-fbeis.

Utilizando hemacitos de caramujos da espécie Biaiapia glabrata, Grazeffe
et al (2008) estabeleceram com sucesso o teste do camdetando dano ao DNA de

hemdcitos utilizando diferentes doses de radiagéwag

1.5. A industria téxtil e a importancia da etapatigimento de tecidos no

impacto do ambiente aquatico

Diversos segmentos de atividade industrial produmgeitos que séo lancados
em efluentes que, por sua vez, podem se unir & dingrsas variedades de corpos
d’agua, como coérregos, rios, lagos, lagoas e gsriggdmares e oceanos e, quando nao
tratados e dispostos inadequadamente, podem refaesen perigo tanto para a saude
humana quanto para o meio ambiente (HOUK, 1992).

Na industria téxtil, o processo de tingimento cammantes sollUveis sintéticos
pode gerar efluentes com concentracdes signifesitile corante uma vez que parte do
corante aplicado ao tecido ndo se liga a ele semi& descartado. (HAO; KIM;

CHIANG, 2000). A contaminacdo de corpos d’'agua g&ses compostos provocam,
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além da poluicdo visual, alteracbes em ciclos biolis afetando principalmente o
processo de fotossintese e 0s niveis de oxigéniagua. Além disso, tem-se
demonstrado que algumas classes de corantes podentascinogénicas e/ou
mutagénicas (SESHADRI; BISHOP; AGHA, 1994; KUNZagt 2002; SARATALE et
al., 2011).

Os corantes podem ser classificados molecularntante pelo grupo quimico
qgue |Ihe confere cor (grupo cromoforo, ou seja, ajpsorve luz visivel) quanto pelo
grupo responsével pela sua fixagdo ao tecido (GURRA ZANONI, 2000; KUNZ et
al., 2002).

Em relacdo aos grupos croméforos, 0os corantes @x®@s mais utilizados na
industria téxtil devido a facilidade e baixo custe sua sintese e sua estabilidade
(SARATALE et al., 2011). Caracterizam-se pela engs. de um ou mais grupos azo (-
N=N-) ligados a sistemas aromaticos em sua est&rutniecular (KUNZ et al., 2002;
BEN MANSOUR et al., 2007; SARATALE et al., 2011).rmetabolizacéo de corantes
azo por microorganismos anaerdbicos tem sido slgeomo uma forma eficiente de
descolorimento de efluentes uma vez que, em coesligbaerdbicas, existem bactérias
que podem catalisar a quebra redutiva das ligagdespela acdo da azoredutase
utilizando uma coenzima redutiva como doadora dgals mas ao mesmo tempo, 0s
produtos da metabolizagdo, como as aminas arommatficalem apresentar atividade
mutagénica e carcinogéncica (BEN MANSOUR et al0720

Em relagdo aos grupos responsaveis pela ligac@ordate a fibra do tecido,
0S corantes reativos, sendo sollaveis e anibniéscaracterizados principalmente por
se ligarem covalentemente a fibra celulésica, p@poando boas caracteristicas de
tingimento, solidez e estabilidade quimica (GUARMNIFIZANONI, 2000; KUNZ et

al., 2002).
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No processo de tingimento, os corantes reativosrg@ibficados da sua forma
industrial para sua forma reativa, no intuito dguadrem maior reatividade com a fibra
do tecido para se obter um grau eficiente de fixagh modificacdo € feita pela
alteracéo de pH e de temperatura do corante. Brumaptocesso, a reacao pode sofrer
hidrdlise e originar também uma terceira forma, aae se liga a fibra do tecido, sendo
o residual de corantes nessa forma descartado. d&/lemm passar pelo sistema
convencional de tratamento, a maior parte do voluleecorante reativo residual
permanece inerte e é langado no efluente (HAO; KIMJANG, 2000).

Assim, 0s corantes azo-reativos teoricamente pamerpossuir tanto o
potencial mutagénico e carcinogénico dos coranteseao potencial poluidor dos
corantes reativos quando na forma hidrolisada, csestdo importante avaliar o
potencial genotdxico dos corantes azo reativosuas giferentes formas.

Pinheiro (2011) analisou a toxicidade nas farnsulfatoetilsulfona,
vinilsulfona e hidroxietilsulfona e a genotoxicidgacha forma sulfatoetilsulfona do
corante azo-reativo remazol preto B e encontrouomanxicidade nas formas
vinilsulfona e sulfatoetilsulfona em relagdo a farimdroxietilsulfona. Nao encontrou
genotoxicidade significativa na forma sulfatoefiisna. Também utilizou o caramujo
da espéci®iomphalaria glabrata como modelo de exposi¢éiovivo bem como o teste

do cometa em hemacitos para avaliar a genotoxieidad
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1.6. Objetivo

O objetivo do presente trabalho é avaliar o posngénotoxicoin vivo do
corante azo reativo Remazol preto B na forma highdh através do teste do cometa em

hemacitos de caramujos da espdimmphalaria glabrata.
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2. METODOLOGIA

2.1. Corante Remazol Preto B 133%

O corante Remazol Preto B 133% (C.l. Reactive Bdki cedido pela

DySar do Brasil na forma sulfatoetilsulfona.

2.2. Preparo do corante na forma hidroxietilsulfona

A partir da solugdo concentrada do corante, o pHafestado para 11-12
adicionando-se NaOH 40%. A solucédo foi aquecid®-80 C por 90 minutos e, em
seguida, a reacado foi interrompida ajustando-séig@ra 4,5-5,0 com HCI 31%. A

modificacdo do RPB para hidroxietilsulfona estaespntada na Figura 1.
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Figura 1. Modificagdo estrutural do corante Remaz@to B 133%: vinilsulfona e
hidroxietilsulfona (PINHEIRO, 2011)
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2.3. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Apés modificacdo estrutural dos corantes foi real& cromatografia em
camada delgada para confirmacédo do processo ddicagdp. A placa cromatografica
de aluminio revestida com RP18 F 254 (Merck) fdizaida como fase estacionéaria e
solugédo de metanol (45%), solugcdo tampéo pH 7soditiMerck (20%) e NaCl 5%
(35%) como fase movel. Para analiseiL5dos corantes (2 g L-1) foram aplicados na
placa. O tempo de desenvolvimento do cromatograsnald aproximadamente 80

minutos.

Figura 2. Cromatografia do corante Remazol Preto 18% (2 g/L); (1)
sulfatoetilsulfona; (2) hidroxietilsulfona.
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2.4. Exposicéo

30 caramujos da espédeomphalaria glabrata mantidos em laboratério, com
idade entre 2 e 6 meses, em agua filtrada e aaata@ntados diariamente com alface,
foram divididos em 5 grupos. A exposicéo de cadp@ise deu em copos de vidro com
capacidade volumétrica aproximada de 200 mL. A agiliaada nos grupos controle e
na preparacéo das diferentes concentracfes deedoafiltrada em filtro de particula

e sistema de carvéao ativado. Todas as solu¢céegpdaiedo foram trocadas a cada 48h.

Tabela 1. Tempo de exposicdo de cada grupo de gprana sua solugédo e
concentracdo correspondentes.

Grupo e concentracéo Tempo de

exposicao

Controle negativo (agua filtrada)

Corante hidrolisado 0,5lg*

Corante hidrolisado 1lg™ 7 dias

Corante hidrolisado 2g™

Controle positivo

(etilmetanosulfonato 50 i) 72h
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2.5. Teste do cometa

A técnica de eletroforese em gel de células indwisl foi realizada a partir da
metodologia de Grazeffet al (2008) de acordo com Singh (1988). Cada animal foi
submetido a estimulacdo pedal mecéanico para coletd00 pL de hemolinfa. A
viabilidade dos hemdcitos presentes na hemolirifagificada pelo teste de exclusao
do Trypan Blue (TENNANT, 1964) e foi adotada conoeitivel a viabilidade celular
de 70-80 %. Em seguida, a hemolinfa foi diluidas@ pL de agarose de baixo ponto
de fusdo 0,5% diluido em PBS livre de?Ca Mg a 37° C. A suspenséo foi disposta
sobre duas laminas pré-recobertas com uma camadaatese de ponto de fuséo
normal 1,5% (diluida em PBS livre de t& Md" e solidificada overnight). Cada
lamina foi recoberta com laminula (26 x 76 mm) brsetidas a temperatura de 4° C
por aproximadamente 5 min até solidificacdo da esusgio de hemolinfa em agarose.
As laminulas foram removidas e as laminas imersasa@ucédo de lise (2,5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% sarcosinato de sodih Triton X-100, 10% DMSO
pH 10.0) por 2 horas, a 4° C, protegidas da luz. §aguida, as laminas foram
posicionadas lado a lado em uma cuba de eletréfdBscm x 55 cm) e imersas em
tampéo alcalino (1 mM EDTA, 300 mM NaOH) por 30 otms e em seguida
submetidas a eletroforese (0,74 V/cm, 150 mA) @b@nutos a 4° C. Ao fim, cada
lamina foi neutralizada sendo imersa em Tris 0,4dvitrés exposi¢coes de 5 minutos,
sendo a solugao trocada entre cada exposicaoadaxem etanol absoluto por 10
minutos. Por ocasido da leitura, cada lamina fairaéada em agua destilada por 10
minutos e entdo, corada com solucdo de brometotid® ena concentracdo de 20

ng/mL. Os cometas foram analisados em microscépiftudrescéncia (Carl Zeiss) em
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aumento de 400 x, com filtro de excitagdo de 5560 nm e filtro de barreira de 590

nm. As laminas foram analisadas em teste cego.

2.6. Contagem de cometas e estimativa de dano

Foram contadas 200 células por animal (100 cépdasamina) e estas foram
classificadas visualmente em classes de 0 a 3 adelacom a extensdao de DNA
migrado. A classificacdo visual teve como paranseteo aparéncia dos cometas,
incluindo comprimento da cauda, diametro e intaadsdde fluorescéncia da cabeca da
seguinte forma: cometas com cabecas luminosas e csma aparente serdo
classificados como classe 0; cometas com cabegaspbgquenas e caudas longas e
difusas, como classe 3; cometas apresentando edstichs intermediarias entre as
categorias 0 e 3 foram previamente padronizadas faailmente serem distinguiveis
como categorias 1 e 2 (Tabela 2). Cometas com aatbepasiado pequena ou néo
existente e cauda extensa e difusa ndo foram douduia analise (GRAZEFFE et al.,

2008).
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Tabela 2. Classes de danos detectados em cometasnmdiito deB.glabrata por
analise visual. Adaptado de Pinheiro (2011) e Giaseal. (2008).

Classe

Critérios de classificacédo Aparéncia

0

Células sem dano: comete

com cabeca grande e sel .
cauda, sem migracdo dc

DNA.

Ceélulas pouco danificadas .
cometas com cauda ber '.
curta, com pouca migracao

do DNA

Células danificadas: cometa .
com caudas longas, con K _;‘
migracdo intermediaria de

DNA.

Células muito danificadas

cometas com cabecas ber = . . i’
pequenas e uma cauda muit S g
longa, com muita migracac

de DNA.

Para a andlise quantitativa do dano foi utilizadgdéamula descrita por

Jaloszynsket al. (1997):

_1Iny +2n, 4+ 3n;
B >/100

Onde ‘DD’ é o dano quantitativo, ‘n’ correspondendmero de cometas por

classe de 0 a 3, a soma de;'#n2n, + 3y’ corresponde ao SCORE E'; a soma de

todos os cometas contados. Os resultados foramsahad estatisticamente por

ANOVA seguido do Método de Tukey (PINHEIRO, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada amostra utilizada no teste apresentou populded hemécitos com
viabilidade > 75%. Apenas laminas de 3 animaiyestm em condi¢des de leitura no
grupo exposto a etilmetanosulfonato (controle pasit Os resultados da analise visual
do teste do cometa em hémocitos de caramujos éaie8tomphalaria glabrata estéo

expressos respectivamente na Tabela 3 e Figura 3.

Tabela 3. Teste do cometa em caramujos aduBiosnphalaria glabrata
expostos ao corante Remazol Preto B 133% - hiditsxidona (DD: dano
quantitativo; n=6 *n=3)

ConcentracdoN® de Categoria de dano no DNA (%) DD
(mg LY células 0 1 2 3

0 1000 774 (77,4)128 (12,7) 41 (4,1) 57 (5,7) 38
500 1100 760 (69,1)172 (15,6) 92 (8,4) 76 (6,9) 53
1000 1100 338 (30,7292 (26,5) 236 (21,4) 249 (22,6) 137
2000 1041 219 (21,063(25,3) 231 (22,2)328(31,5) 164

*EMS (50) 600 31(5,2) 211 (35,1181 (30,2) 177 (29,5) 184
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Figura 3. Dano quantitativo dos cometas de henm®cite caramujos expostos a
diferentes concentracdes da forma hidrolisada dante Remazol Preto B. *50 m¢. ™
*** p < 0,001 em relagéo ao controle.

Remazol Preto B - Hidrolisado
S00-
g *EE
+§ 200 = *kdk
*** II“:III
5
(e}
E 100+
a -
& - ~ ~ &
@'.‘r q\r 6&\,- 6&\,- ﬁ_@
& @n‘o S )
D Dy
Concentragoes

As duas maiores concentracdes do corante testhdag ¢ L ) apresentaram
genotoxicidade significativamente maior em relagaogrupo controle (p < 0,001), o
que ndo ocorreu cOM 0O grupo exposto ao corantemeentracdo 500 mglL . Ao
mesmo tempo, ndo houve diferenga significativa eaotpxicidade entre grupos
expostos a 1000 e 2000 mig ™.

Pinheiro (2011) realizou o teste do cometa em h#o®ae caramujos da
espécie deBiomphalaria glabrata expostos ao corante Remazol Preto B na forma
sulfatoetilsulfona (forma industrial) e ndo encountrdiferenca significativa entre os

grupos expostos a diferentes concentragcoes doteaanrelacao ao controle.
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Gottlieb (2003) verificou fraca genotoxicidade daramte Preto Reativo 5 na
forma hidrolisada em teste de impedancia elétnmabactérias com sistema de reparo
deficiente e ndo encontrou genotoxicidade na forawahidrolisada.

Uma maior genotoxicidade do corante na forma hsdh, poderia corroborar
com a afirmacdo de Novotny (2006) de que a preseecagrupos sulfénicos na
molécula pode diminuir sua mutagenicidade, ja qderma sulfatoetilsulfona possui
mais grupos sulfénicos que a forma hidroxietilsudfo

Nao se pode deixar de pontuar que o corante wuldifai modificado a partir da
sua forma industrial, inclusos os aditivos (em esg€ncia, detergentes e sais) utilizados
para otimizacdo dos processos industriais de tiagion Dessa forma, ndo se pode
atribuir os efeitos observados apenas ao corantsuanforma molecular. A0 mesmo
tempo, o corante testado teoricamente possui cogdmosjue representaria aqueles
utilizados na industria, logo seus efeitos poders@nrepresentativos em relacdo aos
gue ocorreriam no ambiente.

Testes direcionados sdo necessarios para elucsdarecanismos pelos quais

ocorre a genotoxicidade observada.
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4. CONCLUSAO

Dado o objetivo do presente trabalho, conclui-se guorma hidrolisada do
corante Remazol Preto B apresenta genotoxicidagigfisativa para caramujos da

espécieBiomphalaria glabrata expostosn vivo.
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