XXXl Congresso de 2 QW

. . ~ . . g
Iniciagdo CientiFica ET —
. E= 0

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ Unicamp =z P¥

Avaliacao da genotoxicidade do corante emodin modificado
utilizando um organismo aquatico

Palavras-Chave: Ensaio Cometa, Parhyale hawaiensis, mutagenicidade

Autores(as):

Amanda Rocha Rodrigues, FT - UNICAMP

Gabriel Rampazzo Magalhaes (Coorientador), FT - UNICAMP

Marina Tendrio Botelho (Coorientadora), FT - UNICAMP

Profa. Dra. Gisela de Aragdao Umbuzeiro (Orientadora), FT - UNICAMP

INTRODUGAO:

Os processos convencionais de tingimento utilizados pelas industrias téxteis consomem até 150
litros de &gua para cada quilograma de fibra tingida (ZHENG, 2016). Como alternativa, ha os processos
gue nao utilizam agua (waterless), como diéxido de carbono supercritico (SC-CO,) e plasma atmosférico.
No primeiro processo, o solvente utilizado € o diéxido de carbono no estado supercritico, sendo um gas
inerte que, em altas pressées e temperaturas, se dissolve e tinge os materiais (RAISANEN, MONTERO,
FREEMAN, 2021). Ja o tingimento por plasma atmosférico ocorre quando descargas elétricas sob
pressdo atmosférica geram um gas parcialmente ionizado (plasma) que reage com a superficie do
material, alterando suas propriedades fisicas e quimicas, fazendo com que o corante seja facilmente
absorvido pelo substrato (ELABID et al, 2016).

O emodin é um corante natural pertencente ao grupo das antraquinonas e que apresentou boa
fixacdo no tingimento de fibras termoplasticas e naturais por meio do SC-CO, (RAISANEN, 2019).
Entretanto, para ser utilizado no plasma atmosférico, seria necessario um grupo acriloil. Esse corante
apresentou toxicidade e mutagenicidade, in vivo e in vitro, para diversos organismos, devido a sua
estrutura planar (DONG et al, 2016; HE et al, 2012; BROWN, BROWN, 1976; NESSLANY et al, 2009).

O projeto BioColour (www.biocolour.fiy € um consércio internacional em que estdo sendo
desenvolvidos corantes naturais e novas aplicacdes, objetivando desenvolver alternativas ao uso dos
corantes sintéticos. No Brasil, é representado pela Prof.2 Dr.2 Gisela de Aragdo Umbuzeiro, que
coordenou o projeto ToxBioColour (Processo Fapesp n° 2020/04628-8). Esse projeto teve por objetivo
caracterizar a toxicidade de corantes naturais considerados promissores, utilizando organismos
aquaticos em ensaios de toxicidade aguda e cronica e de genotoxicidade in vivo. Perante a esses
projetos e visando remover a mutagenicidade do emodin, além de permitir seu uso no processo de
tingimento por plasma atmosférico, a substancia passou por um processo de modificacdo quimica por
meio da incorporacdo do grupo acriloil & estrutura molecular no emodin, pelo Dr. Harold Freeman, que

também faz parte do BioColour, e é do Wilson College of Textiles, da North Carolina State
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University. Desta forma, o presente projeto tem como objetivo avaliar a genotoxicidade in vivo das

modificacBes do corante emodin utilizando o organismo Parhyale hawaiensis.

METODOLOGIA:
1. Derivatizagdo do emodin

O grupamento etéxi de acriloila foi incorporado nos grupos -OH do emodin, gerando dois
derivados, o Em-DR1 e Em-DR2 (Figura 1).
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Figura 1. Reagéo de modificagdo do emodin e seus produtos, Em-DR1 e Em-DR2. FONTE: Prof. Dr. Harold Freeman

Os corantes foram dissolvidos em DMSO no seu limite de solubilidade e testados em 0,01% de

DMSO, de acordo com a OECD (2019). Desta forma, o emodin foi testado nas concentracdes de 0,15 e

0,30 mg/L, enquanto o Em-DR1 em 0,075 e 0,15 mg/L e 0 Em-DR2 0,3 e 1,25 mg/L. As solucdes foram

preparadas em agua salina.

2. Ensaio Cometa

O ensaio cometa alcalino foi realizado a partir de adaptacbes de Lacaze et al. (2010) e
recomendacdes de Mgller et al. (2020). Os ensaios foram feitos com o emodin, seus derivativos (Em-
DR1 e Em-DR2) e DMSO 0,1% e 1%. Como controle positivo utilizou-se 0 EMS 2 mM (metanossulfonato
de etila) e, como controle negativo para os testes com os corantes utilizou-se o DMSO 0,01% e, para 0s
testes com DMSO, agua salina.

Os cometas foram observados nos hemdcitos que séo
células presentes na hemolinfa de P. hawaiensis. Ap6s 96 h de

exposicao, a hemolinfa foi coletada com um capilar fino inserido

no 2° ou 3° segmento do organismo adulto (8 meses) e

Figura 2. Ensaio cometa com hemdcitos de
transferida para um tubo eppendorf com 20 pL de &gua salina.  Pparhyale hawaiensis. A esquerda, célula sem
dano no material genético e, a direita, célula

com dano no material genético.

Adicionou-se 20 yL de agarose low melting point (LMP) 1% ao
tubo e o conteudo final foi dividido em duas aliquotas de 20 pL que foram colocadas em uma lamina
preparada com agarose normal melting point (NMP) e cobertos por laminulas. As laminas foram
colocadas em uma geladeira a 4°C por 20 min e, depois, retirou-se as laminulas e colocou-se as laminas
em cubetas, com a lise final. As cubetas foram colocadas na geladeira por 2 h. Apds, as laminas foram
lavadas com agua salina gelada, dispostas na cuba de eletroforese e cobertas pela solucdo de
eletroforese, ficando de repouso por 20 min. Depois, iniciou-se a corrida por 24 min nas condi¢des de
20V e 300mA. Lavou-se as laminas com a neutralizacdo, deixando escorrer por 5 min, repetindo esse
processo 2 vezes. Por fim, as laminas foram cobertas por etanol 100% por 15 min e deixadas a

temperatura ambiente para secar. A coloracdo das laminas foi feita com a adicdo de 20uL de brometo
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de etidio (4%). A leitura do ensaio foi feita em microscopio de fluorescéncia, contando-se 100 células
por gel e medindo-se a intensidade e comprimento da cauda, em porcentagem, pelo software Comet
Score 2.0 (Figura 2). Para andlise estatistica, foi utilizado o software RStudio. Os dados foram avaliados
guanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e apresentaram uma distribuicdo ndo normal. Portanto,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para avaliar diferencas entre as condicdes testadas (p < 0,05). Para
validacao do ensaio cometa, realizou-se a viabilidade celular pelo método de exclusao por azul de trypan.

Para todas as condic@es testadas, a viabilidade celular foi acima de 80%.

3. Teste Microntcleo

O ensaio foi feito de acordo com Botelho et al. (2022),
sendo utilizado, como controle positivo, zinco 2,5 mg/L e, como
controle negativo, DMSO 0,01%. Os micronlcleos foram

observados nos hemdcitos de P. hawaiensis (Figura 3). Os

organismos adultos foram expostos por 96 h aos compostos. A ; -

hemolinfa foi retirada e transferida para um eppendorf contendo  Figura 3. Teste micronicleo em hemécitos de
Parhyale hawaiensis. A esquerda, célula com
microntucleo indicado pela seta preta e, a direita,
célula sem microntcleo.

20 pL de agua salina. Essa suspensao foi transferida para uma
lAmina que foi colocada em camara Umida por 15 min. As laminas
foram lavadas com agua salina, cobertas com formaldeido 1:10 e colocadas em camara umida por 15
min. Colocou-se as laminas para secar em temperatura ambiente. ApGs estarem secas, as laminas foram
imersas com metanol por 10 min e, entdo, foram coradas com Giemsa 10% por 20 min. Por fim, as
laminas foram lavadas com agua corrente e agua deionizada e foram postas para secar. A leitura das
laminas foi feita em microscopio no aumento de 1000x, contando-se 500 células em cada lamina. A
andlise estatistica foi feita com o software RStudio, avaliando, primeiramente, os dados quanto a sua
normalidade e homoscedasticidade (Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente). Como os dados nao
possuem uma distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney para

comparar as diferengas entre as condi¢fes testadas (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

No ensaio cometa, ndo houve diferencgas significativas entre o0 emodin e seus derivados (Em-DR1
e Em-DR2) em relag&o ao controle negativo (Figura 4). Esse resultado divergiu de Go et al. (2007), que
observaram que o emodin foi genotdxico para células de ratos expostas in vitro, durante 2 h, a
concentracoes de 7,5 mg/L a 30 mg/L. Entretanto, esses resultados sdo coerentes com os resultados
obtidos por Muller et al. (1996), que observaram que o emodin, na concentracdo de 15 mg/L, ndo

apresentou genotoxicidade a células de rato expostas in vitro por 5 h.
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Figura 4. Média do dano (% de DNA na cauda) nas células da hemolinfa de P. hawaiensis apds exposigdo in vivo por 96 horas ao emodin e
suas derivagées. A barra de erro representa o desvio padrédo da média. (*): p < 0,05.

Por conta do resultado obtido com o ensaio
cometa, decidiu-se aumentar as concentragdes do
emodin. Para isso, inicialmente, foi necessario
verificar qual a concentracdo méaxima de DMSO
gue poderia ser empregada no ensaio cometa
utilizando hemolinfa da P. hawaiensis. Os artigos
de Go et al. (2007) e Muller et al. (1996) utilizaram
concentracoes de DMSO de 1%. Portanto, o ensaio
cometa foi realizado com concentracdes de 0,1% e

1% de DMSO. O DMSO néo causou diferenca
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Figura 5. Média do dano (% de DNA na cauda) nas células da
hemolinfa de P. hawaiensis apds exposigdo in vivo por 96 horas ao
DMSO0 0,1% e 1%. (*): p < 0,05.

significativa em relacdo ao controle negativo (Figura 5). Dessa forma, foi possivel aumentar as

concentracdes do emodin para 3 mg/L e 30 mg/L. Porém, apés o primeiro dia de exposi¢do, 0s

organismos de P. hawaiensis ndo sobreviveram. Com isso, nao foi possivel verificar a genotoxicidade

do emodin em concentragdes maiores.

Perante os resultados obtidos e as
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Figura 6. Frequéncia de microntcleos (%) em hemdcitos de P. hawaiensis para
cada exposi¢cdo. (n) = numero de células analisadas em cada condigdo. A barra
de erro representa o desvio padrdo. (*): p < 0,05.

emodin aumentou a frequéncia de micronucleo em concentra¢cdes maiores que 40 mg/L (LI et al, 2010).

Além disso, o emodin e seus derivados foram mutagénicos no teste de Salmonella/microssoma com a

linhagem TA 1537 na presenca de ativacao metabdlica (Rampazzo et al, submitted).
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CONCLUSOES:

Tanto o emodin como seus derivados ndo causaram dano ao DNA quando medido pelo teste de
cometa alcalino. Entretanto, foram capazes aumentar a frequéncia de microntcleos nos hemacitos de
P. hawaiensis ap6s exposi¢ado de organismos adultos por 96 h. Desta forma independentemente da sua
eficiéncia em colorir tecidos em processos waterless, 0s mesmos nhao se constituem em opc¢des viaveis

do ponto vista da saude humana e ambiental.
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