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Ele me faz deitar em pastagens relvosas;
Conduz-me junto a lugares de descanso bem regados.

Refrigera a minha alma.
Guia-me nos trilhos da
justica por causa do seu nome.

Ainda que eu ande pelo vale da sombra tenebrosa,
Nao temerei mal nenhum,

Porque tu estds comigo;

Tua vara e teu bastdo sdo as coisas que me consolam.

Aprontas diante de mim uma mesa perante
0s que me sdo hostis.

Untaste-me a cabeca com 6leo;

Meu copo esta bem cheio.

Decerto, a prépria bondade e benevoléncia estardo no meu
encalco todos os dias da minha vida;

E eu vou morar na casa

de Jeova pela longura dos dias.

Salmo 23: 2-6.
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RESUMO

O desenvolvimento industrial juntamente com osasuetores da economia mundial gerou
progresso e subsidio para o crescimento econbmeigaides do mundo todo. No entanto, os
beneficios dos avancos tecnolégicos vém acompashddoum aumento dos efluentes e
despejos provenientes de diferentes tipos de indsistos quais se tornam indesejaveis
subprodutos que carregam consigo milhfes de teelde quimicos téxicos langcados todo
ano no solo, ar e agua. Em especial, as industea=fino de petréleo produzem efluentes
ricos em metais pesados e quimicos inorganicosgénimos, como os hidrocarbonetos
aromaticos, conhecidamente toxicos. Neste contéxtese necessario o desenvolvimento e
aplicacado de ferramentas para avaliacdo de amastnhgentais possivelmente impactadas
por dejetos quimicos. Neste trabalho, os efeitol®gicos de um efluente industrial de refino
de petroleo foram observados por meio de diferanttedologias ecotoxicoldgicas aplicadas
emAllium cepae emCorbicula flumineajn vivo, e em células de hepatoma de rato (HTIC),
vitro. A exposigcao do bivalve ao efluente foi avaliagtogeste do cometa (pH>13), em trés
diferentes tempos (6, 24 e 96h) e depois de cadpotes animais foram transferidos para
aquérios com agua de poco para recuperacdo p@224144h. Um controle foi feito usando
agua de poco artesiano. Como resultado da exposlgdave, as 96h, um aumento
significativo de quebras que geram fragmentos deADMetectadas apds a corrida
eletroforética, que foram gradualmente reparadasermpos de recuperacdo. Enquanto isso,
parametros bioquimicos enzimaticos, catalase (@AJlutationa-S-transferase (GST), foram
avaliados quanto a sua fisiologia nas branquiaste®sltados significativos indicam que o
animal apresentou reduzida atividade da CAT em Béhede tratamento, ja que pode ter
havido excrecédo direta de peroxido de hidrogéniaspéranquias ou suficiente acdo da
enzima endogena glutationa peroxidase (GPx). Emi@ta GST esteve aumentada em 24 e
96h de tratamento e se manteve elevada mesmo eperacéo na hora 144. Os fragmentos
(quebras e sitios alcali-labeis) detectados pekaiendo cometa podem ser atribuidos,
principalmente, aos hidrocarbonetos policiclicosonaaticos (HPA) que, quando
metabolizados a compostos intermediarios, formaonctad de DNA. No entanto, além da
eliminacdo das lesbes pelo sistema de reparo cetulata atividade da GST na hora 144,
demonstra haver agdo protetora excretando possiveismediarios metabdlitos quando nao
mais exposto a mistura complexa. Num outro sistsi@, o efluente foi avaliado quanto a
capacidade de quebras ou perdas cromossémicaepd@adas pelo menos apds um ciclo
celular. O teste do micronucleo eAllium cepando detectou em 24 e 48h nenhum
micronucleo, porém, os quimicos presentes nesteerdgf#t produziram lesdes primarias no
DNA, detectadas pelo ensaio do cometa, com 2h pleseéo direta em cultura. Estes ensaios
forneceram respostas diferentes mostrando haver sensibilidade e eficiéncia do ensaio do
cometa. Além do ensaio, deve ser considerada &idage de metabolizacdo de xenobidticos
apresentada pelo tipo celular usado neste eirsaitro, ou seja, células HTC, que sao xeno-
metabolizadoras, capacidade esta menos eficiesteahalas vegetais aplicadas neste estudo.
Os resultados sugerem ainda que 0s principais egjeatisadores de lesdes genotoxicas deste
despejo industrial devam ser dependentes de metatéd celular. Portanto, as observacdes
reforcam a idéia de que os HPA séo os principaisamores de lesdes no DNA avaliadas



neste trabalho e que os mecanismos de avaliacageuetoxicidade tornam-se melhor
entendidos quando bioensaios de natureza difes@nteombinados na analise.
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ABSTRACT

The industrial development together with other sexgi® of the world economy has generated
progress and funds for the economical growth oessdwountries around the world. On the
other hand, the benefit of the technology advarmees together with an increase of the
effluents and wastes, originated from several dbfie industries, generating by-products that
are thrown into the environment. Special atteni®mesignated to the petroleum industry,
since they generate effluents rich in heavy metaiganic (mainly polycyclic aromatic
hydrocarbon — PAH) and inorganic chemical substsmegh known toxic effect. This way,
makes it necessary the development of tools for ahalysis of environmental samples
probably impacted by chemicals waste. In the prteserk, the biological effect of an
industrial waste produced by a petroleum refinewere analyzed by different
ecotoxicological methodologies appliedAflium cepaandCorbicula flumineain vivo, and

in the cell line HTCin vitro. The bivalve was exposed to the effluent and difie times of
exposure were applied (6, 24 and 96h). After expo8uecuperation times (24, 72 and 144h)
were given to the animals. The control was wateamésian well. Genetic damaged was
assessed by the comet assay (pH>13). We obseraedtti6h, an increase in DNA damaged
occurred and these were gradually repaired ingbeperation times. Together with the comet
assay also biochemical parameters of the gills \aaedyzed, these were catalase (CAT) and
glutathione-S-transferase (GST). The results shdhatthe animals showed reduced activity
of CAT activity in the 24 and 96h of treatment,cgrthat it could possibly already have direct
excretion of hydrogen peroxide by the gills, orfisignt action of the endogenous enzyme
glutathione peroxidase (GPx). As for the GST, thés kept at higher levels at the 24 and
96h, and was kept high even with 144h recuperdteEatment. The breakages detected by the
comet assay could be attributed mainly to the PAtitky when metabolized to intermediary
compounds can form DNA-bulky adducts. We can agotlsat, together with the elimination
of the damage by the DNA repair machinery, the h@BT activity found in the 144h,
showed that a protective effect could be takinggldy eliminating possible metabolites of
the PAH when not exposed to the effluent. In ano#issay, the effluent was analyzed for his
capacity to induce breaks or chromosome loss. Allem cepamicronucleus assay did not
demonstrated a raise in the number of micronunl@d4i and 48 hours. By the other hand, the
chemicals have caused primary damage in the cal HTC when exposed for 2h. Both
assays showed different responses, demonstrathighar sensibility and efficiency in the
comet assay. The metabolization system shouldb&gaeken in account since the cell HTC is
proficient in phase | and Il enzymes, and this cdapan metabolization is lower in the plant
cells used in this study. The results suggest labthe main causers of damage present in
the effluent need metabolic activation. So, thisesteation reinforce the idea that the PAH are
the main factor causing DNA damage in this workd #mat the mechanism of genotoxicity
are better understand when bioassays of differ@oir@ are combined in the analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Efluentes Industriais e os Danos ao DNA

No Brasil, o crescimento da industria incidiu direente na geragdo de empregos. De
janeiro a setembro de 2006, a industria de prodaieenticios, téxteis, quimicos,
metallrgicos, etc., liderou os novos empregos ris phrindo 346.644 novos postos de
trabalho, conforme o Cadastro Geral de Empregadassempregados (Caged) de setembro
de 2006. Os beneficios a sociedade estdo ligadoxrescimento econbmico e ao
desenvolvimento de novas tecnologias, assim commilbgres de produtos gerados pelas
industrias, no Brasil e também no mundo todo, esfacionados aos dejetos gerados ao final
das etapas de producado. Baseado no documentd déca@éncia regulatoria ambiental norte-
americana, &S EPA’s Toxic Relatory Inventaf/RI), milhdes de toneladas de despejos sdo
liberados no ar, solo e agua anualmente sem tratam@specificos (fisicos, bioldgicos,

reclicagem) que visem o destino adequado.

Quando impropriamente manuseados, estes despejesy@cancar 0 meio ambiente
e sao capazes de alterar a composicdo anterioretio davido a sua composi¢do (HOUK,
1992). O despejo de grande carga organica de esgoimésticos devolvida aos cursos
d’agua sem tratamento, a queima de combustiveiautomoveis como fontes liberadoras de
compostos quimicos toxicos e os despejos indusijiaé podem conter compostos organicos
e inorganicos além de metais, sdo potencialmempi@zea de alterar um sistema biolégico em
niveis crescentes estendendo-se do nivel molesulhioquimico, para o nivel fisiolégico ou
individual, até os niveis da populacdo e ecosss{SGMEGEMAN et al., 1992). Assim sendo,
os efluentes e os despejos industriais sdo moevgrande preocupacao dos especialistas e
gestores ambientais. Trabalhos de pesquisadonmesiddo todo relatam que eles sédo danosos
ao homem e ao meio ambiente (MCGEORGE et al. 1968&jK, 1992; WELLS et al., 1994;
CLAXTON et al.,, 1998; LE PENNEC; LE PENNEC, 200IACGHECO; SANTOS, 2001;
JHA, 2004; OHE et al., 2004).

Os compostos quimicos presentes nestes dejetostriagki podem causar danos na
molécula de DNA dos organismos. As lesdes consist@engualquer modificacdo capaz de
introduzir um desvio da estrutura normal da mokdpla e podem ser classificadas em

duas categorias: 1) modificacbes de uma Unica basalgumas bases e 2) distor¢des
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estruturais. A primeira afeta a sequéncia do DNAue permite que ocorra a replicacdo e a
transcricdo quando a fita do duplex de DNA é seafzardd as distor¢des estruturais podem

resultar em impedimentos fisicos para a replicagadranscricao (LEWIN, 2001).

As consequéncias das atividades destes agentespaatiar desde quebras de fita
simples e de fita dupla na cadeia de DNA, até figagcruzadasc(oss-link$ entre bases de
DNA ou entre bases de DNA e proteinas e formacdaddetos por adicdo de compostos
quimicos as bases do DNA (PRESTON; HOFFMANN, 20@y.agentes podem provocar
quebras de cadeia de quatro maneiras diferentediretamente por ligacdo dos compostos
genotéxicos; 2) através da interacdo com radiaigxiyénio; 3) por meio da interacdo com
outros intermediarios metabolitos reativos e 4) @muonsequéncia da acdo de enzimas de
reparo por excisao (EASTMAN; BARRY, 1992; SPEIT; RAMANN, 1995).

Os danos descritos acima sdo os precursores dagdas no DNA, que podem
ocorrer pontualmente nos genes, assim como nosossmmos, ambas podendo ocorrer em
células somaticas e/ou germinativas. As mutacdagae envolvem mudanca de uma ou
poucas subunidades, por substituicdo, delecéo igéicade pares de bases. Enquanto isso, as
mutacBes cromossémicas podem ser classificadaascatdo com o tipo de dano, sendo os
estruturais os que envolvem delegcédo, duplicac@mslimcacdo ou inversdo de partes de
cromossomos. Os danos numéricos envolvem ganh@rola ple um ou mais cromossomos
(aneuploidia) (HOUK, 1992) e também os individuos espécies com ndameros
cromossomicos (n) multiplos do comum na espécisagénero (PRESTON; HOFFMANN,
2001).

Assim sendo, mutacdes sdo as alteragbes genéegcaedithrias ndo resultantes de
processos de recombinagao ou segregacao. Aindeoque alta fidelidade do mecanismo de
replicacdo de DNA somado ao aparato de reparoace(tdvisao), as mutacbes podem se
originar. Quando é resultante de atividades cedalau interacbes ao acaso com o ambiente
as mutacdes sdo chamadas espontaneas, entretamtdp@® DNA é exposto ou tratado com
compostos chamados mutagenos, tal como muitos ciogquimicos, estes podem elevar os
niveis (nimeros) de mutacdes espontaneas e saa aditgs mutacOes induzidas (LEWIN,
2001).

O acumulo de mutacdes pode levar ao cancer. Dvéirsus de cancer, tais como o de
bexiga, o gastrointestinal e a leucemia, além déommdacdo congénita e anomalias de carater
reprodutivo, tém sido observados em populacéesviygan proximas a areas de despejos
(BUDMICK et al., 1984; GOLDMAN et al., 1985; GRIFHTet al., 1989; JOHNSON, 1999).
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Nestas populacdes, ja foram registrados casos rdéedcabeca, nausea, irritacdes na pele e
até doencas graves, como as que afetam o cora€dd(@AN et al., 1985; GRIFFITH et
al., 1989; SHINKA et al., 1991; MORIKAWA et al., 29; MATHUR et al., 2005).

Além dos seres humanos, plantas e outros aninoaisnp ser prejudicados quando

expostos aos despejos industriais (HOUK, 1992)kikVeski e Levin (1979) relataram que
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1.2 Alguns Despejos Industriais e os Compostos Preseste

Os despejos industriais tém diversas origens e deimatureza variada. Ohe e
colaboradores (2004) revisaram estudos de mutadada/genotoxicidade feitos em aguas de
superficie onde foram lancados diferentes tiposdelepejos. Entre estes estdo casos de
despejos ilegais de industrias de quimicos em ldgo€hina (NUKAYA et al., 2001), de
dejetos de industrias petroquimicas nos rios d@QdSAYATO et al.,, 1993) e no rio
Schwechat da Polénia (HELMA et al., 1996), de eftas de grandes complexos industriais
no rio Guaiba no Brasil (VARGAS et al., 1995) emndetais pesados no rio St. Laurence do
Canada (LANGEVIN et al., 1992), além dos despejosgnientes diretamente de industrias
quimicas no rio Saale, na Alemanha (BRAUN et &94lapud OHE, 2004). Estes trabalhos
demonstraram que € preciso haver séria preocugagd® destino destes rejeitos industriais,

pois é um risco a saude ambiental e humana.

A quantidade de despejos toxicos lancados no amebie alarmante. Somente nos
EUA, no ano de 2001, o relatério t& EPA(Toxic Relatory Inventory -TIRhponta que as
industrias de alimentos e produtos relacionadosrdifam mais de 25.000 toneladas de
guimicos em aguas de superficie e 0 mesmo volunsnmasfera. O relatério ainda destaca
qgue o0s principais emissores de agentes quimicodgna de superficie e no ar sdo: as
indUstrias de processamento de metais, as refindeapetrdleo e, a maior de todas, as

industrias de produtos quimicos e produtos relaclos.

Dentre as diferentes origens dos poluentes indistdestacam-se 0s provenientes de
induUstrias de substancias quimicas (manufaturadgwastos quimicos, plasticos, borrachas,
tinturas, corantes e pesticidas), industrias deelpamle metais, e em especial, os efluentes
provenientes de industrias de refino de petroledesvados. Estes se caracterizam por
apresentar toxicidade alta, atribuida, na maiotepdas vezes, a parte sollivel que contém
compostos inorganicos (ex. sais, metais) e orgéni@x. Oleos, graxa), cadeias de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPA), entiutros (CLAXTON et al., 1998;
ALMEIDA-VAL et al., 2002). Os compostos quimicos nomaromaticos (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos) sdo descritos como presemesfluentes provenientes de refinarias de

petroleo e relatados como mutagénicos em divestad@s revisados por Ohe et al. (2004).

Estudos de campo revelam que hidrocarbonetos puiiicos despejados na agua e

no sedimento aos quais populacdes de peixes saostagpestado relacionados com o
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aparecimento de neoplasias (STEIN et al., 1990; RSt al., 1991), demonstrando suas
propriedades carcinogénicas (PACHECO; SANTOS, 20BtBtais, tais como As, Cd, Cr
entre tantos outros, também podem ser encontradaiespejos e efluentes industriais e, por
sua vez, também sao prejudiciais a biota do meiausam danos a saude humana. Sendo
assim, sdo necessarias avaliacbes quimicas pantficdgdo destes metais, bem como
avaliacdes toxicoldgicas a respeito de seus efbitddgicos (STEINKELLNER et al., 1998;
KNASMULLER et al., 1998).

1.3 Ecotoxicologia

Pesquisadores pelo mundo todo buscam esclareceea@ismos de acéo e os efeitos
provocados por meio da liberacdo de compostos qagrtoxicos no ambiente (atmosfera,
agua e solo). A Ecotoxicologia é a ciéncia que ¢emo principio basico o estudo dos efeitos
dos agentes fisicos, quimicos e bioldgicos sobrerganismos vivos no ecossistema. Inclui
as formas de transporte, distribuicdo, transformaigdieracao e destino final desses agentes
(WALKER et al., 1996). Mais especifico ainda pode @ estudo da Ecogenotoxicologia, que
aplica os principios e técnicas da genética to&gioh para avaliar os potenciais efeitos da
poluicdo ambiental, por exemplo, de misturas corgdeindustriais, na forma de agentes
genotoxicos sobre a saude do ecossistema (KLEIJAMAN SCHOOTEN, 2002;
BELFIORE; ANDERSON, 2001).

De acordo com o nivel de organizacédo biolégicafisados parametros que sinalizam
biologicamente alterac6es associadas a presengardaminantes. Sendo assim, pode-se
atribuir o nome de biomarcadores aos parametrogxjpressam qualquer alteragdo bioldgica
relacionada a presenca de um composto quimico beeata medida dentro do organismo ou
em seus produtos (DNA, enzimas, fezes e penas)jngiea uma mudanca comparada ao
estado normal e que nédo pode ser detectada nasmgaimtacto. Outro parametro é chamado
de bioindicador; trata-se de um organismo que ftwn@formacdes sobre as condigbes
ambientais de seu habitat por sua presenca ou a@aisén pelo seu comportamento (VAN
GESTEL; VANBRUMMELEN, 1996).

Muitos principios e técnicas da ecogenotoxicolagigficam alterac6es na sequéncia
do DNA gendmico (KLEIJANS; VAN SCHOOTEN, 2002). 3& conhece que todos os

organismos sofrem um determinado numero de mutacoeso resultado normal de
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operagfes celulares normais ou de interacbes caamlbente. Porém, a ocorréncia de
mutacdes pode ser aumentada pela interagdo, cantati@tamento com certos compostos
(LEWIN, 2001), sendo entdo avaliadas nos estudosfeleos adversos de xenobidticos em
organismos vivos (PARKINSON, 2001).

Segundo lan Freshney (2001) e Brendler-Schwaadl. ef2@05), muitos ensaios
bioldgicos que ja existem séo aplicadasyitro ouin vivo, para compostos quimicos isolados
ou em misturas complexas com 0s objetivos de eucsdus mecanismos de acado, as
respostas que induzem e de medir a genotoxicidadeesl agentes. Jha (2004) salienta a
importancia de testem vitro, tais como ensaios com bactérias e cultura delasélde
mamiferos e, por outro lado, os testesivo, com plantas e animais, ressaltando que ambos

sao relevantes como metodologias de estudo e que po
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1.4 Bivalves eCorbicula fluminea como Bioindicadores de Genotoxicidade

Na literatura se destacam iniUmeros tipos de bieessom o objetivo de analisar os
efeitos toxicos e genotoxicos de varias espéci@sigas sobre os organismos vivos (MA,
1999), o que inclui medir a genotoxicidade de ummla série de despejos e efluentes
industriais (CLAXTON et al., 1998). Nos ultimos anaota-se um aumento nas pesquisas
toxicoldégicas que utilizam moluscos e mexilhdes l@oensaios ambientais (KLEINJANS;
VAN SCHOOTEN, 2002). A escolha destes animais @ddea sua capacidade de filtrar
grandes volumes de agua, acumular uma ampla gac@ntieminantes e refletir as mudancas

nos niveis de polui¢cdo de seu ambiente.

Nos estudos que utilizam moluscos, de uma formal,geas células da glandula
digestiva, das branquias e da hemolinfa sdo asnfiemtas biologicas utilizadas para
avaliacdo toxicolégica ambiental (MITCHELMORE; CHUWRN, 1998; JHA, 2004;
MILLER et al., 2005). Em se tratando de ensaiogyéeotoxicidade, alguns autores usam
preferencialmente a hemolinfa. Steinert (1998)izeal avaliagbes genotoxicas utilizando
hemolinfa do moluscdMytilus galloprovincialise observou que, quando este esteve na
presenca de HPA e simultaneamente submetido a diar, shouve uma reducdo do
crescimento do animal e um aumento nos danos do &NAelagdo ao organismo controle.
Pavlica et al. (2001) utilizaram hemdcitos para ©GE de mexilhdo zebr®reissena
polymorphaexposto ao pentaclorofenol ou mantido em pontofRidoSava, o qual recebe
efluentes de uma industria quimica e esgoto doowéskilobucar et al. (2003) avaliaram
hemolinfa do mesmo mexilhdo quanto a genotoxicidllamostras ambientais por meio do
ensaio do cometa e do teste do micronucleo. Rigaoetaal. (2005) descreveram a utilizacao
de hemolinfa como um bom tecido para estudo, dadafacilidades de manipulacéo e a
eficiente resposta frente a compostos estressorBdNd. Villela et al. (2006) padronizaram a
utilizacdo de mexilhdo douradoLifhnoperna fortungi quanto a sua exposicdo a
contaminantes ambientais, a partir do ensaio detonem hemolinfa.

O molusco bivalveCorbicula flumineautilizado no presente trabalho, teve sua origem
no sudeste da Asia e, ao final do século XIX, fitidduzido na América do Norte de onde se
espalhou pelas Américas (ARAUJO et al., 1993).\ile frequentemente em cérregos e rios
com fundos arenosos ou enlameados, contendo pedrashas frouxas (THE ASIATIC
CLAM, 2006).
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Dentre as caracteristicas morfofisiologicas demt@®ais destacam-se o fato de serem
hermafroditas, tendo um testiculo anterior e unriovdosterior, que juntos confluem num
gonoduto comum. Os ovos sao fertilizados numa casigsrabranquial, e as larvas trocéfora
e veéliger, 1° e 2° estagios larvais respectivamesde fertilizadas na camara branquial.
Quando avanca em seu desenvolvimento, as larvaenveho entdo expelidas para a coluna
d"agua. Estes mariscos vivem de 2 a 4 anos e déis de crescimento sdo produzidos por
ano, alcancando tamanho médio de 3,5 a5 cm (THEAWS CLAM, 2006).

Johns e Luoma (1990), Roberts (1996), Bilos ef(1398) e Basack et al. (1998)
consideram em especial o bivalvé. fluminea um organismo adequado para o
monitoramento ecotoxicolégico, uma vez que comptam@ente podem apresentar respostas
fisiologicas e bioquimicas diferenciadas, quandposios a contaminantes. Esta espécie
possui a capacidade de filtrar grande volume de,dgoaumulando uma ampla gama de
contaminantes tais como metais pesados (BAUDRIMOMIT al., 1997), retendo
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) (NARBONNE ket 8999) e podem refletir os efeitos
destes e demais compostos quimicos poluentes pFesen ambiente (JOHNS; LUOMA,
1990; ROBERTS, 1996; BASACK, 1997; BILOS et al.,.98R Rigonato et al. (2005)
padronizaram a utilizacao da glandula digestiva Bamolinfa d&C. flumineana avaliacdo de
amostras ambientais num ribeirdo em Londrina —ri@arBrasil, enquanto que Narbonne e
colaboradores (1999) avaliaram o acumulo de HPAgmtes no sedimento neste mesmo

bivalve.

1.5Ensaio do Cometa

No mundo todo, o0Single Cell Gel ElectroforesigSCGE) ou ensaio do cometa, tem
sido amplamente usado como teste de genotoxiciBkE et al., 2000; BRENDLER-
SCHWAAD et al., 2005). Comparado com outros métpdn®nsaio do cometa tem se
mostrado altamente sensivel na deteccdo de dand3N@oem células individualizadas
(SINGH, 1998; SPEIT; HARTMANN, 1999; TICE et al.0@; SINGH et al., 2000;
PAVLICA, 2001; RAJAGURU, 2003; VILLELA et al., 2006Em sua primeira verséo, o pH
neutro na solucdo tampédo eletroforética detectgriabras de cadeia dupla no DNA
(OSTLING; JOHANSON, 1984). Quando utilizado na seasio alcalina, que desnatura o
DNA (SINGH et al., 1998; SPEIT; HARTMANN, 1999),emsaio detecta também quebras de
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cadeia simples e sitios alcali-labeis em célulaviduais. Em certas condigdes, o ensaio
também detecta ligagBes entre moléculas de DNA (IDW#) e DNA ligados a proteinas
(DNA-PTS) evidenciadas apos relativa diminuicdonmigracdo do DNA comparado com
grupos controle (HARTMAN et al., 2003).

Os danos observados no DNA sédo considerados wBn&u seja, sao passiveis de
correcdo; dessa forma, o ensaio do cometa natzaddi para detectar mutagoes e sim lesdes
gendmicas (GONTIJO; TICE, 2003).

O protocolo basico para realizacdo deste testiesenvolve inicialmente a partir de
uma suspensao celular. Esta suspenséo de célolestutada a agarose e depositada sobre
laminas citologicas, que se transforma em gel aplidificacdo. Depois de lisadas, as células
sdo submetidas a desnaturacédo do DNA celular amg&mtampéo alcalina (pH>13) e, entao,
a corrida de eletroforese, que se realiza por unpaeepré-determinado e sob condicdes
previamente estabelecidas. No momento da andléses&o coradas com brometo de etideo e
analisadas ao microscopio de fluorescéncia (SHEARTMANN; 1999).

As metodologias empregadas para avaliar o daneadauwdiferem. A avaliacdo pode
ser feita tanto visualmente como por programasocéfspes de computados¢ftware3. Os
danos sdo medidos e posteriormente classificad@salelo com o tamanho da cauda em 4
classes: classe 0- células que ndo apresentarama;ocglasse 1- com cauda menor que o
didmetro do nudcleo; classe 2- com cauda entre X @ @éametro do ndcleo e classe 3- com

cauda maior que 2X o diametro do nucleo.

A deteccado de migracdo de DNA alterada é depeadknvarios fatores e parametros,
tais como: concentracdo da agarose no gel, tempargtH e duracdo da desnaturacao
alcalina, temperatura, pH, voltagem, amperagemracdo da eletroforese (HARTMANN et
al., 2003).

As vantagens deste ensaio incluem a aplicabilidsdevarios tecidos e/ou tipos de
células de organismos eucaribticos; a sensibiliqzta detectar baixo nivel de danos no
DNA; o uso de um pequeno numero de células por maa@sfacilidade geral do desempenho
do teste, o curto tempo necessario para completastudo e o relativo baixo custo do ensaio
(SPEIT; HARTMANN, 1995; 1999; EASTMAN; BARRY, 1999FE; STEINERT, 2003).

Varios trabalhos relatam o0 uso do ensaio do conwmo indicador de
genotoxicidade, como em células de sangue de vaded e de hemolinfa de invertebrados
aquaticos. Ainda outros incluem aves, anfibiosiegse(PETRAS et al., 1995; NACCI et al.,
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1996, RALPH; PETRAS, 1997; CLEMENTS et al., 199EMOS et al., 2004) como bons
bioindicadores ambientais a partir do ensaio doetanHemolinfa de moluscos, crustaceos e
celomas de anelideos também tém sido usados palfacdo ambiental por meio do ensaio
do cometa (NACCI et al., 1996; BOECK; KIRSCH-VOLDER1997; GAUTHIER et al.,
1997; GIELAZYN et al., 2003; SASTRE et al., 199ALAGOVIC et al., 1996; STEINERT,
1998).

1.6 Teste de Micronucleo enAllium cepa

A aplicacdo deste método € ampla e consiste nastigaedo de danos no DNA
causados por propriedades de varios produtos qusmiocluindo os de industrias
farmacéuticas e também os presentes amostras damieén solo, ar e agua (MACGREGOR,
1987). O teste do micronucleo € o ensmiojivo, mais amplamente utilizado para a deteccao
de agentes clastogénicos (que quebram cromossomoajeugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossOmica anormaland@u isso acontece, o material
genético fragmentado ou perdido ndo se incorporeetamnente ao nucleo da célula filha,
originando um novo ndcleo de tamanho menor quernzipal, o micronucleo (FENECH et
al., 1999) Este teste foi inicialmente desenvolvieln eritrocitos de medula Ossea de
camundongos (SCHMID, 1975), mas é também realizzdoratos (HEDDLE, 1983) e
plantas (MA et al., 1995).

Os bioensaios com plantas sdo conduzidos princgrabnpara monitoramento de
contaminantes ambientais e de misturas complexaséfllas podem apresentar MN caso
misturas complexas industriais, farmacos ou qualguo composto xenobidtico cause dano
ao DNA e este permaneca apés o término do cicldaze{MA et al., 1995). E importante
ressaltar que a divisdo celular € essencial pdoanzacdo de MN, sendo estes, em funcao
disso, analisados nas células da geracdo F1, peesenraiz, que sdo resultantes de mais de

um ciclo celular.

Micronucleo (MN) em pontas de raiz foi inicialmentbservado por Evans et al.
(1959). No entanto, somente apds o aprimoramenfaratocolo experimental desenvolvido
por Ma et al. (1995) para populacdo sincronizadaélaelas de ponta de raiz (células da
geracdo F1), este ensaio passou a ser mais usagtaetas. Segundo Majer et al. (2003),

estes ensaios sdo principalmente conduzidos, emaplgpara monitorar ambientes sujeitos a
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contaminantes e misturas complexas, enquanto, dulagécultivadas de mamiferos e
roedores, in vivo, tém sido mais usados para igasia potencialidade genotoxica de

substancias quimicas industriais e de produtosafeguticos.

Assim como descrito para células animais o priocpio mesmo em plantas, a
ocorréncia de micronucleos se da a partir de coggtranucleares de material cromatideo,
formados como conseqliéncia de quebra cromossémiparcaneuploidia durante a tel6fase
da mitose ou meiose, quando o envoltorio nucleaceénstituido ao redor dos cromossomos
das células filhas (SCHIMID, 1976).

Além de ser um parametro de mutagenicidade, o s&erdo MN emAllium tem a
vantagem do baixo custo para ser realizado, paser#éje condi¢coes laboratoriais caras tal

como casa de vegetacao ou camara de crescimentet(slA 1995).

1.7 Cultura de Célulasin vitro

Ensaios biolégicos de curta duracdo, baixo cusemsiseis e confiaveis séo
procurados para avaliacdo de amostras ambientdiCINELMORE et al., 1998; AVISHAI
et al., 2002; KLOBUCAR et al.,, 2003). Estes ensgmglem detectar mutagenicidade,
clastogenicidade, recombinogenicidade, convers@icgéalteracoes e reparo do DNA, a
partir da acdo de substéncias quimicas genotoxitametivas e potencialmente

carcinogénicas por entrar em contato com a mol&=iRNA (MENOLI, 2000).

Os sistemas vitro apresentam facilidade para padronizar as condeqesrimentais
(densidade populacional, pH, temperatura, composigdmeio de cultivo), economia e boa
reprodutibilidade dos resultados, uma vez que oemaht apresenta uniformidade em
requisitos metabdlicos e em seu comportamento (RABEGAY, et al., 1991). Vale
ressaltar que as células em cultura apresentansmanerganizacdo dos cromossomos e do
DNA que a das células vivo (RODRIGUES, 1991).

Diferentes tipos celulares utilizados nos ensaiastro, sdo aplicados na avaliagcéo de
amostras ambientais aquaticas. Por exemplo, hastuidceeem que foram utilizadas células
epiteliais primarias de truta arco-iris na invesi@ilp de contaminantes ambientais
(DOWLING; MOTHERSILL 2001) e outro em que houvemi@acao da linhagem celular de
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hepatoma de peixe (RTH-149) na avaliagdo genotdacao Kishon, Israel, pelo ensaio do
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funcional polar, por ex. OHno contaminante lipofilico tornando-o mais hidiod. Na fase

Il, ocorre a transformacédo dos xenobibticos porjugatdo com compostos enddgenos de
ocorréncia comum nas células, gerando produtosodsdiiveis e de facil excrecéao,
principalmente pela acdo das enzimas glutationa&fierase (GST) e UDP Glicuronil
Transferases (UDPGT) (MARTINEZ, 2006).

As GST formam um grupo de enzimas multifuncionalegdo envolvidas na
detoxificacdo celular e excrecdo de muitas substarisioldgicas e xenobioticas (VAN der
OOST et al.,, 2003). As Catalases, juntamente co@Sd, decompdem o peroxido de
hidrogénio e a primeira vem sendo também utilizamtao indicador bioquimico (ALMEIDA
et al., 2005). Os bivalves metabolizam muitos aggenarcinogénicos de maneira analoga aos
organismos mamiferos (STEGEMAN; LECH, 1991) fornmtambém os mesmos tipos de
metabolitos dos mamiferos (DE MAAGD; VETHAAK, 1998)

Houk (1992) apontou a relevancia de se detectdaconantes presentes em misturas
complexas que sejam potencialmente mutagénicosaotinogénicos. Para analisar essa
potencialidade existe mais de 200 bioensaios (M#99)1 que, uma vez associados com
indicadores quimicos, identificacdo e analise dossiituintes da mistura e com indicadores
fisicos, como temperatura e condutividade, levarsumesso do estudo (HOUK, 1992; JHA,
2004). No presente trabalho, analises quimicagrmetacdes de atividades enzimaticas,
testes biolégicos com plantaalilum cepa e animais Corbicula fluminea e estudan vitro
com células de hepatoma de (células HTC), foratizegs com a intencdo de caracterizar o
efeito genotoxico potencial de um efluente de eflie petrdleo e correlacionar os resultados

obtidos nestes ensaios.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

A presente pesquisa buscou avaliar um efluentegstondo biorreator de refinaria de
petréleo quanto a sua capacidade de ser genotéximmtagénico em diferentes sistemas
celulares e de alterar atividades enzimaticas. 8usarrelacionar estes resultados com a sua
composicdo quimica a fim de entender os mecanistaosadores de danos, reparo e

alteracdes fisioldgicas.

Objetivos especificos

» Conferir se 0 molusco bivalv€orbicula flumineacomporta-se como um bom
bioindicador de efeitos genotdxicos e bioquimicagsados por substancias quimicas

de amostra complexa.

» Avaliar a capacidade genotdéxica do efluente denaeft de petréleo, por meio da
andlise de hemacitos quanto a producdo de comads, exposicdo do molus.
flumineaa diferentes tempos de tratamento.

» Verificar como este mesmo animal responde a exfosap efluente a partir da

utilizagdo de pardmetros bioquimicos enzimaticaglob nas branquias.

» Avaliar o bivalveC. flumineaquanto a capacidade de se recuperar de possares d

causados ao DNA e de alteracdes enziméaticas oasmjlds exposicao ao efluente.

» Observar 0s possiveis efeitos mutagénicos da suistieste, como quebras
cromossOmicas ou aneuploidias, que viessem a caukamacao de micronucleos

(MN) em células da geracéo F1 de raizesltiem cepa.
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» Avaliar a genotoxicidade do efluente em culturzélelas de hepatoma de rato (HTC)

proficientes em metabolizacao, diretamente exp@staseio de cultivo.

» Analisar os possiveis mecanismos de acdo genot@kisacomponentes quimicos
presentes neste efluente de refino estudado, camgmios resultados alcangados em

diferentes bioensaios, em células animais e vegetam protocolos desenvolvidas
Vvivo ein vitro.
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ARTIGO 1

Indicador genotoxico (SCGE) e bioquimico (GST e CAJlem Corbicula
fluminea (Mollusca) exposto a um efluente de refino de peileo

Artigo a ser submetido a revista “Ecotoxicology afrvironmental Safety”, Elsevier — San
Diego, CA, USA
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Indicador genotdxico (SCGE) e bioquimico (GST e CATem Corbicula fluminea

(Mollusca) exposto a um efluente de refino de peti€o

RESUMO

Milhdes de toneladas de quimicos toxicos sao ldmydaodo ano no solo, ar e agua resultantes
de acdes antropogénicas tais como: transportesudtgra, atividades doméstica e industrial.
Esta dltima, incluindo em especial a de refino eé&gbeo, produz efluentes com metais
pesados e quimicos inorganicos e organicos, commpastos hidrocarbonetos aromaticos,
conhecidamente toxicos. Neste trabalho, os efditoi®gicos de um efluente industrial de
refino de petroleo foram avaliados no bivalve dittor Corbicula fluminea Pelo teste do
cometa foram avaliados os danos causados no nhajenatico de células de hemolinfa,
enquanto os parametros bioquimicos enzimaticosnfon@didos nas branquias pela atividade
enzimatica da catalase (CAT) e glutationa-S-traaste(GST). Um controle foi feito usando
agua de poco artesiano. A exposi¢cdo em aquariceac@om duracdes de 6, 24 e 96h e
depois de cada tempo os animais foram transfepdos aquarios com agua de poco, para
recuperacao, por 24, 72 e 144h. A genotoxicidadddtectada no tempo amostral de 96h e
sua recuperacao foi gradual ao longo do tempo et@ualar ao nivel basal obtido no
controle. A CAT reduziu significativamente sua atade em 24 e 96h, pois pode ter havido
excrecao direta de peroxido de hidrogénio pelasdoias ou suficiente acdo da enzima
enddgena glutationa peroxidase (GPx). Quanto aperagdo, a atividade da GST esteve
aumentada em 24 e 96h e se manteve elevada meésa&fh demonstrando acao protetora
desta enzima, que foi capaz de eliminar os possivéérmediarios metabdlitos apds a
retirada do efluente, reduzindo os danos gradudaéné&mquanto isso, a CAT mostrou sultil
aumento apés 144h, demonstrando recuperacdo domianém agua de poc¢o. Os danos
detectados em 96h podem ser atribuidos, principaéneos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) que, juntamente com os monoaraogtttilbenzeno, Tolueno e Xilenos
(BTEX), foram detectados quimicamente nas amostias efluente. Estes HPA sé&o
metabolizados a compostos intermediarios que pddemar aductos de DNA, os quais,
quando reparados pelo mecanismo de reparo pordexdes nucleotided\Nlcleotide Excision
Repair - NER), geram fragmentos que podem ter sido detestpelo ensaio do cometa.
Admite-se que os danos tenham sido eficientemaparados apds os animais terem sido
retirados do efluente e ainda pela atividade da @88 se manteve elevada mesmo no
periodo de recuperacao, eliminando os agentes dmesade danos. A utilizacdo do
fluminea é recomendada na aplicacdo combinada de ensadd8gibds genéticos e
bioquimicos, pois permite entender melhor os meocaps pelos quais amostras ambientais
podem causar toxicidade.

Palavras-chave Corbicula fluminea Hemolinfa; Branquias; Teste do Cometa; Enzimas;

Dejeto de petroleo.
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1 Introducéo

Os beneficios trazidos pelas indastrias no Brasitrdoém no mundo todo a sociedade
estdo ligados ao crescimento econdmico e ao deseaneato de novas tecnologias. No
entanto, os milhares de produtos gerados pelastiaiiestao relacionados a dejetos gerados
ao final das etapas de producdo. Os despejosentdhiindustriais, que séo produtos do
desenvolvimento econémico e tecnoldgico indusprdam em risco a saude humana e
ambiental (Goldman et al., 1985; Griffith et aB89; Shinka et al., 1991) sendo demonstrado,
em diversos estudos, o seu potencial genotéxicorganismos bioindicadores (MCgeorge et
al., 1985; Wells et al., 1994; Claxton et al., 1998 pennec; Le pennec, 2001; Pacheco;

Santos, 2001; Jha, 2004).

A industria de refino de petréleo, em particulacpéhecida por produzir efluentes
genotoxicos que muitos pesquisadores mostrararmgetencialmente eficazes em relacdo a
outros despejos. Brown et al. (1984) e Donnellgl ef1985) destacam que industrias de
refinaria utilizam muita agua durante o processoeflao e que os despejos gerados contém
normalmente agua, sais, metais, 6leos, graxasterassle varios compostos quimicos
organicos. Houk (1992) afirma que os hidrocarbanptiiciclicos aroméaticos (HPAS),
nitrogénio heterociclico e metais pesados sao nsgpeis, na maioria das vezes, pela

toxicidade destes despejos.

Ensaios genéticos de toxicidade foram muitas vegksados em estudos de despejos
provenientes de industrias de refino de petréleamiH992). Ensaios realizados com
microrganismos mostraram que os tais despejosagizes de induzir mutagdes em
Salmonella typhimuriur(iTeste de Ames) e eAspergillos nidulansbem como causar danos
cromossOmicos neste ultimo (Houk, 1992). DonndlB8Q3) avaliou trés fragdes organicas de

um efluente de petréleo que mostraram ser mutagg€pielo teste de Ames. Andon et al.
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(1986) avaliaram a citotoxicidade de um efluerdaitio de refino de 6leo que mostrou
produzir reducéo superior a 50% tanto na conceidrde ATP celular como no indice de
viabilidade das células de ovario de hamster ciiGEKD). Em anos mais recentes, 0S ensaios
com invertebrados ganharam destaque na literatunaliad para estudos em areas proximas
as industrias de refino e de outros derivados ttélpe. Por exemplo, Klobucar et al. (2003)
avaliaram a genotoxicidade de amostras ambientaisipio do ensaio do cometa e do teste
do microndcleo (MN) utilizando hemdécitos do mexdhéebra Dreissena polymorpha
Rigonato et al. (2005) descreveram haver genotiedie em moluscGorbicula fluminea
expostos as aguas ambientais coletadas em loéaisnas a despejos de postos de gasolina.
Dixon et al. (2002) reforcaram o conceito a regpéd uso de bivalves para monitoramento
ecotoxicolégico por mostrarem que os resultadoslobem estudos de genotoxicidade com
células de bivalves apresentam sensibilidade simitdoservada em mamiferos. Johns e
Luoma (1990), Roberts (1996), Bilos et al. (1998asack et al. (1998) consideram o0s
moluscos, em especial o bivalZe fluminea organismos adequados para monitoramento

ecotoxicolégico.

O molusco bivalve&orbicula flumineautilizado no presente trabalho, tem sua origem
no sudeste da Asia e, ao final do século XIX, ritidduzido na América do Norte de onde se
espalhou pelas Américas. Ele vive frequentemente@magos e rios com fundos arenosos ou
enlameados, contendo pedras e rochas soltas (TaicASam, 2003). Esta espécie possui a
capacidade de filtrar grande volume de 4gua, aamdoluma ampla gama de contaminantes
e podem refletir os efeitos de compostos quimichsgmtes presentes no ambiente (Johns e
Luoma, 1990; Roberts, 1996; Basack, 1997; Bilad.e1998; Narbone et al., 1999; Rigonato

et al., 2005).

Quando um organismo € exposto a contaminantes cpsmbde ocorrer 0 aumento de

intermedidrios reativos e/ou espécies reativaxignio (ERO) que interagem com a célula
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e também com o DNA. Danos na célula e no DNA sé&almgente reparados por mecanismos
de defesa enzimatica e ndo enzimatica que redozrdvel basal de danos (Van der Oost et
al., 2003; Halliwell e Gutteridge, 2005). Estes aresmos de defesa geralmente sdo mais
utilizados na presenca de compostos xenobidtiase-Se que alguns moluscos podem
responder a exposicao a estes agentes pela indests enzimas especificas (Van der Oost
et al., 2003). Este € mais um “endpoint” utilizagasa avaliar a acdo destes agentes nocivos

presentes em amostras Complexas.

No presente trabalho, o ensaio do cometa foi atiizem células de hemolinfa do
bivalve C. fluminea com o objetivo de avaliar a genotoxicidade deefioente de refino de
petréleo, bem como avaliar a capacidade do organisrse recuperar, em agua de poco
artesiano, dos danos induzidos por esse efluetdm disso, este estudo também buscou
caracterizar as respostas quanto a atividade mcgidas enzimas catalase e glutationa-S-
transferase de branquias@eflumineaapds os diferentes tempos de tratamento com o

efluente e tempos de recuperagao posterior a eguosi

2 Materiais e Métodos

2.1 Efluente

No presente estudo foi utilizado um efluente,inedo no refino de petréleo, apés
remocao de sélidos, coldides e tratamento bioldgactocal de sua geracédo, para ser testado

guanto ao potencial genotoéxico.
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O efluente foi fornecido, assim como caracterizgeto Laboratério de Fluorescéncia
e Ressonancia Paramagnética Eletronica (LAFLURBE)ahtro de Ciéncias Exatas da

Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Andlises quimicas para investigar a presenca dexBBenzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xileno) e HPA (Hidrocarboneto Policit Aroméatico), descritas por Cayres
em 2006 (Tabela 1), revelaram a presenca de atfpgtes componentes aromaticos no
efluente, porém em concentracdes abaixo do limébeimmo permitido para descarte de

efluentes industriais em corpos hidricos (CONAMAB5

2.2 Coleta doCorbicula fluminea e sua manutencédo em laboratorio

Aproximadamente 200 moluscos bivalves da esgeaibicula flumineade tamanho
entre 1,5~3,0cm, foram coletados manualmente emnicoe ponto no Lago Igapod I, em
Londrina e imediatamente transportados do loca pdaboratério, em galdo de plastico de
20L, com agua do proprio local. Imediatamente,fodastribuidos em trés (3) aquarios de
vidro de 8L de capacidade, contendo 5L de 4gualofiada, sob aeracdo constante, a
temperatura ambiente em torno de 24°C e protegid@xposicéo direta a luz solar. Nestas
condigdes, os animais foram mantidos durante 20atiges do inicio dos experimentos, com
objetivo de aclimata-los e recupera-los de qualgteito deletério do meio ambiente em que
viviam. Rigonato (2005) e Vilela et al. (2006) deseram haver redugéo ao nivel basal de
danos no DNA destes animais a partir do 9° e &, despectivamente. Isto sugere que ocorra
a recuperacdo dos danos apoés este tempo e questsaanestejam homogéneas no inicio dos

tratamentos experimentais.
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2.3 Teste de toxicidade estatica aguda e teste paeguperacao de danos

Depois do periodo de adaptacdo dos animais, osieMug0os se iniciaram ao mesmo
tempo, em aquarios de 8L de capacidade, nos quais f individualmente, colocados 25
animais. Um (1) aquario, com agua de poco artesr@mclorada, serviu como controle e
outros trés (3) aquarios, contendo o efluente faraados para tratamentos de 6, 24 e 96
horas, conforme definido em ensaio piloto (dad@sapesentados) que mostrou haver morte
dos animais ap0ds 15 dias de exposicdo ao eflubodes os aquarios receberam aeracao
constante e foram cobertos com filme plastico (d€ WydaPratic Red Ro¥@ara evitar
perda por volatilizagcdo dos componentes do eflu@deanimais ndo foram alimentados

durante o experimento e ndo houve morte de nenhumahdurante a experimentacao.

Transcorrido cada tempo de tratamento, cinco (By@s que haviam sido expostos
ao efluente e cinco (5) animais do grupo contnoeb] foram amostrados para o ensaio de
genotoxicidade. Amostras de hemolinfa do muscudgsmr adutor da concha do bivalve
foram coletadas com seringa hipodérmica (de 1motlene). Os animais que restavam nos
aquarios com efluente iam sendo transferidos,re fie cada tempo de tratamento, para um
novo aquario contendo 4gua néo clorada, para goastvessem expostos em condi¢gdes de
recuperacdo dos possiveis danos causados pelagdxpdgos os tempos de 24, 72 e 144
horas nestas condi¢Ges, nova amostragem de heanfiriéita em grupos de 5 animais. Os
resultados observados nestes tempos foram comgasadoos resultados obtidos ao final de

cada tratamento.

2.5 Ensaio alcalino do cometa
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O teste do cometa foi conduzido na sua versaadracadaptado de Speit e Hartmann
(1999). Hemolinfa extraida do musculo posteriortadda concha de cada um dos bivalves
foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos (Ceuntydf Eppendorf) para concentrar as
células. Estas foram ressuspendidas em cerca ik @& sobrenadante, misturadas ap100
de agarose LMP (0,5%, mantida a 37°C) e posterioigngispersas e imobilizadas em um gel
de agarose (NMP, a 1,5%) sobre laminas citolégispsnas uma lamina foi preparada com a
hemolinfa extraida de cada animal. Apos solidificado gel, as laminas foram submersas (1
hora a 4°C) em uma solucéo de lise contendo N&M,Z-DTA 100mM e Tris 10mM mais
DMSO e Triton X-100, um potente detergente paix ks células e dispersar os componentes
celulares. Para a desnaturacdo do DNA, as lamimasfimersas em uma solucéo tampao
alcalina, pH>13, a 4 °C, contendo EDTA titriplex0b®M, NaOH 10N e KD deionizada, por
um periodo de 20min. Em seguida, procedeu-se aawuneida de eletroforese de 20min
(4°C), a 300mA e 25V (~1,2V/cm). As laminas forami&® enxaguadas por 15 minutos com

solugéo de neutralizagéo (0.4M Tris-HCI, pH 7.5ixadas (10 minutos) com etanol absoluto.

2.6 Andlise microscépica das laminas

As laminas coradas com o corante fluorescente DN8pecifico, brometo de etidio
(0,002mg/mL), foram examinadas ao microscopio weréiscéncia (filtro de excitacdo de

515-560nm e filtro de barreira de 590nm), numa &ag@b de 400X, com 6leo de imerséo.

Foram contadas 100 células por lamina, por aniasaduais foram classificadas de
acordo com o dano que apresentavam, ou seja, o@anda cauda formada por arraste de
DNA fragmentado, em 4 classes: classe 0- célulamn§a apresentaram cauda; classe 1- com

cauda menor que o diametro do nucleo; classe 2-caoiia entre 1 a 2X o diametro do
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nacleo e classe 3- com cauda maior que 2X o digndetnucleo. Células com nucleo
totalmente fragmentado néao foram contabilizadases0eres de danos de cada tratamento
foram calculados pela somatoria do niumero de cEidéntificadas em cada classe,
multiplicada pelo valor da classe a qual pertendi@denl a 3). Em todo o experimento, as

células foram analisadas em teste cego, semprar@simo observador.

2.7 Analise de viabilidade celular

A viabilidade das células de hemolinfa coletada€ dflumineafoi realizada como
controle experimental de citotoxicidade por meiawtodo de Azul de Trypan descrito por
Lindl e Bauer (1994). Uma pequena aliquota de agldé cada tratamento (controle, efluente
e recuperacaddi colocada numa camara de Neubauer. As célutasffecoradas com o azul
de Trypan (Trypan blue Stain, 0,4% - GIBCO) e cbititeadas de acordo com o seguinte
critério de coloracdo: azul para células invidypas permite a entrada do corante através da
membrana plasmatica) e células normais, ndo car8dasente foram consideradas viaveis as
amostras com sobrevivéncia celular maior que 8@¥egmtagem obtida com a divisédo do

namero de células vivas pelo total de células dasta

2.8 Andlise de parametros bioquimicos

Amostras das branquias de animais tratados fordizadas para analises das enzimas
glutationa-S-transferase (GST) e catalase (CATe &gao foi extraido de animais controle e
daqueles submetidos aos tratamentos com o efleentntido congelado a -80°C até analise.

Posteriormente, foi pesado, homogeneizado em tafopéaio 0,1M (pH=7,0) (3X 0
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volume), centrifugado durante 20 minutos a 14.7@04C) e o sobrenadante separado para
as determinacfes enzimaticas. De acordo com a&edascrita por Beutler (1975), foi
determinada a atividade da CAT seguindo-se a \addei de decomposicao ded, por

meio do decréscimo de absorbancia em 240nm eastepressa em pmol.mitmg de
proteina extraida das branquias. Segundo a tédaizen e Willian (1976), foi calculada a
atividade da GST seguindo-se a complexacao datigh#areduzida (GSH) com o 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em 340nm e ela foi espeeem nmol.mihmg de proteina
branquial. A concentracdo de proteinas totais Boes@dante foi determinada de acordo com
Lowry et al (1951), em espectrofotometro a 700 nsando albumina de soro bovino (BSA)

para a curva-padrao.

2.9 Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos com a contagem das célulaga®em cauda no ensaio do
cometa foram avaliados pelo teste estatistico diisarde variancia de médias (sigla do
inglés - ANOVA) pelo programdandel Scientific — SigmaStat 2ehtre os tratamentos
aplicados: controle Oh, controles dos tempos danranto e tratamentos com o efluente. A
ANOVA também foi utilizada para calcular a diferarestatistica entre as variaveis
bioquimicas. Em ambos 0s ensaios, genotdxico ailiigo, seguiram-se o teste de Tukey

para comparacao multipla de médias, 0,05 ex = 0,001.

3. Resultados

3.1 Parametros fisico-quimicos e analises quimicas
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Os parametros fisico-quimicos do efluente (Cay@86) foram comparados aos
resultados das medidas dos parametros fisico-qugroiatidos nos tempos amostrais usados
no bioensaio, ou seja, apos exposicdo dos molesaodaboratorio. Estes dados se encontram

na Tabela 2.

3.2 Genotoxicidade em hemacitos deorbicula fluminea e recuperacao de danos

A Tabela 3 mostra os valores médios de célulasdamns (CD) e as classes de danos
que essas ceélulas apresentaram no ensaio do cemgei@nto que a Figura 2 traz o escore
médio de danos (ED). De acordo com a intensidadiade, classe 1, 2 ou 3, 0 escore de
danos permanece igual ou aumenta em relacdo &freiqide células com danos. Sendo
assim, a média de células com danos no tempo d®béh,2 enquanto que o escore médio
nesta exposicéao foi 69,6. Este valor do escorgréfisiativamente diferente (p<0,001) do seu
respectivo controle, que foi de 6,6 sendo que oanameédio de células com danos no
controle, descritos foi 6,2. Os valores do contmoieial (Oh) e dos controles dos itens tempo
de exposicao relativos tanto a CD quanto a ED ifédrdm estatisticamente (p>0,05) entre
Si.

Neste trabalho, foram aplicados trés tempos deperacdo (24, 72 e 144h),
posteriores as exposicdes de 6, 24 e 96h, conuitoilnte avaliar a capacidade de reparo do
DNA deC. flumineaaos danos induzidos pelo eflueriti® entanto, uma vez que apenas com
a exposicao mais prolongada de 96h o efluente mest genotdxico, somente os resultados
da recuperagéo deste tratamento estdo represen@sibguras 3 e 4. Observa-se que a
genotoxicidade (valores de CD e ED) decresceu gtadnte ao longo dos tempos de 24 e

72h, p<0,05, alcangcando o nivel basal de danosredef 144h de recuperacao.
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A Figura 5 mostra a viabilidade celular encontrads grupos de células de hemolinfa
coletados apoés os tratamentos nos tempos amagtraatrole, tratamento com efluente e
recuperacdo. Todas as contagens foram superi@@% aconsiderando-se assim viavel a

realizacdo do ensaio do cometa.

3.3 Indicadores bioquimicos: GST e CAT

As Figuras 6 A e B, mostram, respectivamentetiasiades de glutationa-S-
transferase (GST) e de catalase (CAT) em brangei€@s flumineaexpostas ao efluente. A
atividade da GST, que se manteve constante em t@do@ntroles, mostrou uma tendéncia a
elevar-se a partir das 24h de exposicao ao eflgestemanteve neste nivel significativamente
elevado, visivel a hora 96, até o final do periddwecuperacéo. Por outro lado, a atividade
da enzima antioxidante CAT, especifica para recherioxido de hidrogénio, ainda que
demonstrasse uma tendéncia a elevar-se ao longongh@ dentro dos controles, se mostrou
em queda com a exposicao ao efluente e se mardaegedié o fim do tratamento (96h). Ao
final do tempo de recuperacdo em agua (144h) mlatie enzimatica da CAT demonstrou

uma tendéncia de ligeira recuperacao.

4 Discussao

Este trabalho mostrou que o bivaf®erbiculaflumineafornece respostas de
genotoxicidade e recuperacao de danos avaliadoepsaio do cometa, bem como respostas
bioquimicas das enzimas GST e CAT para o efluemtefiho de petrdleo testado. Alguns

autores sugerem a utilizacdo deste molusco comisammbioindicador de amostras
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ambientais, o que também pode ser sugerido nestegc@ trata de um efluente industrial
(Bilos et al., 1998; Narbonne et al., 1999; Rigorettal., 2005). Foi observado que antes de
0S animais serem expostos a qualquer dos tempostaemento com o efluente, a quantidade
células danificadas ou de danos que apresentayaessmassemelhava ao controle, o que
representa um nivel basal de danos. Este nivelfoasamentando somente com uma longa
exposicao ao efluente de 96h, elevacao esta querptrdceder ao nivel basal com apenas
144h na auséncia do efluente. Esta assim demoastraficiéncia deste organismo como
bioindicador de genotoxicidade. Rigonato et al0)Gambém haviam detectado a
capacidade do C. fluminea, em responder ao agebigasnente genotoxico
metilmetanosulfonado (MMS) usado como controletpasno teste do cometa efetuado no
mesmo tipo celular (hemacitos) e nas mesmas coeslgdperimentais usadas no presente

estudo.

As analises quimicas das amostras se mostraranauigegrelevancia para o
entendimento dos resultados e compreensdo damexfoes obtidas acerca do material de
estudo. Em relacdo aos valores de parametros-fisienicos observados na origem do
efluente, a variagcado no volume de oxigénio dissol¥oi, provavelmente, devida ao fato dos
aquérios com efluente e agua de poco artesiano fgeemanecido sob constante aeracédo. De
forma semelhante, o pH do efluente nos trés trattoaevariou, mantendo-se em torno da
média de 7,83, valor 1,58 superior ao pH da amosiginal do efluente. Este aumento pode
estar relacionado as pequenas diferencas obsemadasperatura, parametro que nao foi

avaliado no momento em que o efluente foi disptinduio.

Quanto aos parametros COT (Carbono organico ®@lpQO (Demanda quimica de
oxigénio) estes foram mensurados em sua origenmaaera a caracterizagao do efluente. A

analise cromatogréfica descrita por Cayres (2006)ificou e quantificou os compostos
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monoaromaticos (BTEX) presentes neste efluentabersetilbenzeno, tolueno e xilenos,

bem como os poliaormaticos (HPA): benzo(a)antraceineno e benzo(a)pireno.

Muitos trabalhos indicam mutagenicidade causad®p&X e HPA, conforme
revisao feita por Ohe et al. (2004). Um relatonieinacional, @S EPA’s Toxic Relatory
Inventory(TRI) de 2001, destacou que estes compostos hith@oatos monoaromaticos
estdo entre os 20 compostos mais liberados noaégua nos EUA. No rio Llobregat, na
Espanha, o resultado positivo para o teste de Aoneseditado, entre outros compostos, aos
alquilbenzenos (composto organico monoaromaticegeartes nas suas aguas. Também o
benzeno e o etilbenzeno, em diversos estudos, fovasiderados mutagénicos em células de
bactérias, fungos e leveduras, sendo o benzena ainthgénico em ensaiwsvitro com
células de plantas e animais. Um derivado do tald@mbém foi relatado como
possivelmente carcinogénico para humanos. Assino @stes resultados foram positivos em
estudos que utilizaram organismos diferentes emi@nhgenéticos diferentes, a presenca de
etilbenzeno, tolueno e xilenos no efluente sugaeetgnha havido contribuicdo destes
componentes no aparecimento de resultados posttivessaio do cometa no molusco

avaliado.

Em especial, outra classe de contaminantes tambesarges no efluente estudado, os
HPA vém sendo descritos como compostos causademsoplasias em peixes (Stein et al.,
1990; Myers et al., 1991) e como agente carcin@géem varios organismos (Pacheco e

Santos, 2001; White, 2002; Cebulska-Wasilewsk# ,e2@05).

Os compostos HPA requerem ativacdo metabdlica detpsovocar dano no DNA.
Isto envolve a producéo de metabolitos eletroflipelo sistema citocromo P-450 e estes
mesmos metabdlitos podem se ligar ao DNA nucleofiiroduzindo uma variedade de lesdes
(Cohen e Rice, 2001; Lee e Steinert, 2003). Alddiag, apos metabolizados, podem ligar-se

a molécula de DNA e dar origem a aductos (Lee m&te2003) com diferentes estruturas e
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atividades biologicas descritas em células de neodf(Ohe, 2004), bem como em
invertebrados commlytilus edulis(Ericson et al., 2002) Breissena polymorphglobucar

et al., 2003).

O benzo[a]pireno e o nitropireno sao dois gruposatepostos aromaticos conhecidos
por formar aductos ap0s a ativacdo metabolica ruamedade de vertebrados (Roy et al.,
1989). Peixes possuem um sistema P-450 muito ataductos de metabolitos do
benzo[a]pireno tém sido encontrados Ranophrys vetulugvVaranasi et al., 1989).epomis
macrochirus, Salmo gairdnefsmolarek et al., 198 Ictalurus nebulosuSikka et al.,
1991). Também foram detectados danos pelo ensaiordeta em hepatocitos 8almo
truta, com exposicéo ao benzo[a]pireno e ao nitropi(®fitchelmore e Chipman, 1998).
Estes aductos podem ser reparados pela via denepaexcisdo de base (do ingEase
Excision Repair BER) ou por excisdo de nucleotideo (do inglésleotide Excision Repair
NER). Esta ultima via, NER, € conhecida por envosvestirada de um fragmento de DNA
em torno da les&o e se constitui na principal gisegparo de danos induzidos por HPA
(Scicchitiano, 2005). Danos incompletamente reerg@r estas vias podem ter sido

detectados pelo ensaio do cometa apds as 96 retetamento.

A relacédo entre a atividade de sistemas enzimétimosa exposicdo a xenobibticos
estdo em grande quantidade na literatura (parsa@vier Van der Oost et al., 2003). Estas
interagdes xenobioticos - sistemas enzimaticoljimto enzimas de detoxificagdo, geram
intermediarios reativos e espécies reativas deeaidg ERO) (Machala et al., 1997). Power e
Sheehan (1996) e Manduzio et al. (2004) observaranento da atividade de GST como
resposta ao estresse oxidativo quando outras emzaint@xidantes estavam em baixa
atividade. Neste trabalho, a presenca de atividadeentada da GST nos tratamentos de 24 e
96h empregados pode estar demonstrando a ocortBnEIRO ou de metabdlitos

intermediarios em nivel acima do basal encontragor@spectivos controles. Camargo e
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Martinez (2006) e Almeida e colaboradores (20053tnavam aumento da GST quando
expuseram peixes em corrego urbancitu) uma vez que ha neste corrego diversos tipos de
despejos e contaminantes. Assim como 0s composhdgnsinantes em aguas ambientais
causaram elevacédo da presenca da GST, os agesgestps no efluente em estudo podem ter

causado efeitos similares.

Para proteger as células contra ERO, além de eazimdetoxificacdo das fases | e I,
enzimas antioxidantes como a superoxido dismu&e®J], a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) sao utilizadas. Varias sdo a€nruids de que xenobioticos geram ERO,
inclusive peroxido de hidrogénio (Wilhelm Filhoadt, 2001). A atividade exclusiva da
catalase é eliminar o peréxido de hidrogénigQhl da célula, convertendo-o diretamente a
oxigénio e agua (Van der Oost et al., 2003) ounpeio da oxidac&o de substratos. Sendo
assim, a atividade da CAT e flumineaseria um importante parametro indicativo de
estresse oxidativo produzido pelo efluente. A teo@éa queda da atividade da catalase em
relacdo ao aumento do tempo de tratamento conuergdl poderia ser atribuida a agéo
alternativa da enzima GPx como mecanismo celufarisnte para a metabolizacédo de(
(AlmeidA et al., 2005), ou a capacidade das bréaagjde excretar diretamente o perdxido de
hidrogénio para a agua (Wilhelm Filho et al., 1994 ainda devido a produ¢do aumentada
do radical superéxido (O, visto que um excesso deste anion pode inibiivalade da

catalase (Bainy et al., 1996).

Uma vez que o ensaio do cometa pode detectar dandblA induzidos num curto
espaco de tempo, poder-se-ia esperar que houvesse causados por agentes genotdxicos
no tempo minimo de exposi¢do de 6h. Buschini g¢{2003) e Bolognesi (2004) avaliaram
amostras complexas obtidas em tempos de exposcdo @ 20h. Porém, neste tempo
minimo de 6h de exposic¢do, ndo foram observadassdsgnificativos, os quais foram

detectados somente com 96h de exposicdo. Mesmalges autores encontrem resultados
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positivos para misturas complexas num curto pergedt@mpo, o resultado deste estudo pode
ser compreendido pelo fato do efluente ser umaunaistomplexa que apresenta muitos
compostos quimicos diluidos (Houk, 1992; Donndllgle 1995; Mitchelmore e Chipman,
1998). Essa mistura aumenta a dificuldade de swifidar os componentes presentes (Doe,
1995; Claxton et al., 1998) bem como de reflepotencial genotdxico em tempos curtos,

tais como 6 e 24h.

Assim como discutido anteriormente, os HPA detexgaw efluente podem ser
genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Serglmags resultados de genotoxicidade
observados apds 96h de exposicéo ao efluente peeteatribuidos principalmente a eles.
Mas, identificar claramente de onde surgiram a®eprimarias no DNA, ndo é uma tarefa
facil. Houk (1992) afirma que em misturas complexalscomo o efluente estudado, pode
ocorrer interacdes quimicas (antagonismos, simaagsetc.) ou a producao de metabdlitos
toxicos resultantes de varias vias de degradagdorigem quimica ou bioldgica. O efeito
biolégico dessas interacdes quimicas e a produgdeethbdlitos toxicos seriam as alteragdes

no padrdo de genotoxicidade, isto é, tempo de &@dms/ou gravidade da lesao.

Para avaliar se os danos produzidos apos a expagc@bh ao efluente eram
reparaveis, os animais foram transferidos para dgyeco artesiano, durante trés tempos de
recuperacao, 0s quais mostraram ser suficientascpare¢ao dos danos observados. Tendo
conhecimento da presenca de alguns dos agentexijpdtgente genotdxicos neste efluente e
conhecendo seus mecanismos de acao € possividgussta correcdo por diferentes
hip6teses: Pode ter ocorrido o reparo por excisauwudleotideos de aductos que tenham sido
induzidos por alguns componentes do efluente. Quatsaibilidade pode ser a presenca de
espécies reativas de oxigénio no interior das aglydor exemplo, o peroxido de hidrogénio
(H20,), que, inclusive, é utilizado como controle pasitpara o teste do cometa por alguns

autores (Singh et al., 1988; Gielazyn et al., 2083educédo deste composto gera inUmeros
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radicais hidroxil extremamente reativos capazesadsarem danos oxidativos no DNA
(Gielazyn et al., 2003). Estes radicais hidroxd sétao eliminados por reparo por excisédo de

bases.

5 Concluséao

Em suma, o bivalv€orbicula flumineamostrou seu potencial como bioindicador
toxicoldgico ao refletir as condicdes ambientaig@ais foi submetido, e assim, confirmar
como ferramenta para biomonitorar locais contanmosadtermitentemente ou ambientes que
tenham sofrido um acidente de contaminacao. Estescmmostrou ter sensibilidade ao
refletir a acdo de agentes contaminantes, o quiefobnstrado por meio de respostas
bioquimicas enzimaticas e de genotoxicidade e oegadanos pelo ensaio do cometa. A
genotoxicidade detectada foi passivel de reparopenido de tempo relativamente curto
quando o molusco foi devolvido a agua limpa, conéer vantagem para a utilizacdo destes

animais em bioensaios.
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Figura 1 — Teste de genotoxicidade em hemdcito€adicula flumineapelo ensaio do
cometa apos 6, 24 e 96 horas de exposicdo ao &flu€n= controle em agua de poco
artesiano; T = Tratamentos com o efluente (mesmaertdracéo). Escore médio de danos
(ED) = somatdria do numero de células danificadaklipticado pelo valor da classe de dano
(de 1 a 3). Valores médios obtidos da contagem Q& cElulas por animal. A e B =
viabilidade celular = 0,90 e 0,97 respectivameht®iferenca estatistica significativa por
meio de ANAVA (P< 0,001) e Tukey; neste caso a igincia foi observada em

comparacao ao controle do respectivo tempo e aooteh.
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Recuperagdo em agua de pogo artesiano
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Figura 2 — Média de células com danos (%) nos tentgorecuperacdo. Eixo X mostra a
classe de danos (0 até 3); Eixo Y mostra os trateseutilizados, onde C=controle e
T=tratamento, junto a seus respectivos tempos; Eixoostra freqiiéncia média de células

com danos (%).
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Recuperacao em agua de poco artesiano
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Figura 3 — Teste de genotoxicidade em hemdcito€aidicula flumineapelo ensaio do
cometa em efluente de refino de petréleo apdés Flexposicdo seguida dos tempos de
recuperacdo dos animais em agua de poco artesiaaiseo valor do controle inicial (Oh). *
Diferenca estatistica significativa por meio de ANO(P< 0,001) e Tukey entre todos o0s
tratamentos de recuperacao, exceto quando foi qawuhpa recuperacédo de 144h e o controle

inicial Oh.
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Viabilidade celular
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Figura 4 — Viabilidade celular mostrada no tratatmate 96h com efluente, e depois, apos a
recuperacao de 144h. C=controle e T=tratamenttg pseus respectivos tempos.
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Figura 5 — Atividade das enzimas GST (A) e CAT €B) branquias d€orbicula fluminea
submetidas a diferentes periodos de tratamentaosilnente permeado de refino de petréleo
e apos 144 horas de recuperacdo (REC) em aguazdeapesiano e mais o valor do controle
inicial (Oh). Diferenca estatistica significative<(0,001) foi observada entre os tratamentos
por meio de ANAVA e Tukey: * em comparacdo ao coletrdo respectivo tempo e ao
controle Oh; ** em comparacdo ao controle do resped¢empo e; *** em comparacdo ao
controle Oh.
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Tabela 1 - Constituintes monoaromaticos e poliatmos presentes no efluente (Cayres,
2006).

Hidrocarboneto Concentracao (ppb)

Monoaromaticos

Tolueno 75
Etilbenzeno 126
Xileno 85
Poliaroméaticos
Pireno 9
Benzo(a)antraceno 33
Benzo(a)pireno 61

ppb = parte por bilhdo
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Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos do efluent#idos nos diferentes tempos
experimentais apds os tratamentos; C = controtzada tempo de exposicdo. T = Tratamento

com o efluente em diferentes tempos.

Tempo Grupo pH oD C T COoT DQO
exposicao
(mg Q/L)  (uS/cm) °C) (ppm) (ppm)
Efluente 6,25 6,20 1242 23 20,07 81,24
original
Oh C 8,25 7,82 188 23 - -
C 8,27 7,91 180 22 - -
6h
T 7,86 7,45 1967 22 - -
C 8,22 8,01 186 23 - -
24h
T 7,97 7,80 1985 23 - -
C 8,19 8,03 191 23 - -
96h
T 7,68 7,90 1920 23 - -

OD=oxigénio dissolvido; C= condutividade; T=tempara; COT=carbono organico total,
DQO=demanda quimica de oxigénio.
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Tabela 3 — Valores médios de danos observadosgumsiaio do cometa em hemdcitos de

Corbicula fluminearatado em trés tempos de exposi¢céao

Classe de dano 0 1 2 3 FrgqUéncia média
Células com danos

Controle Oh 95 4 1 0 5

93 7 0 0 7

88 11 1 0 12

92 7 1 0 8

96 4 0 0 4
Média/DP 92,8 3,11 6,6 +2,88 0,6 +0,54 00 7,243
Controle 6h 95 3 1 1 5

94 5 1 0 6

96 4 0 0 4

98 1 1 0 2

92 8 0 0 8
Média/DP 95 +2,24 4,2 +2 59 0,6 0,55 0,2+0,45 23238
Tratamento 6h 95 3 2 0 5

94 4 2 0 6

93 6 1 0 7

96 4 0 0 4

97 2 0 1 3
Média/DP 95,0 +1,58 3,8+1,48 1,0£1,0 0,2 +0,45 1,58
Controle 24h 91 9 0 0 9

99 1 0 0 1

95 5 0 0 5

99 1 0 0 1

98 2 0 0 2
Média/DP 96,4 £3,44 3,6 3,44 0+0 00 3,6+3,43
Tratamento 24h 100 0 0 0 0

95 5 0 0 5

90 10 0 0 10

98 2 0 0 2

96 4 0 0 4
Média/DP 95,8 £3,77 4,2 +3,77 0 +0 0+0 4,2+3,76
Controle 96h 91 9 0 0 9

95 5 0 0 5

91 7 2 0 9

95 5 0 0 5

97 3 0 0 3
Média/DP 93,8 +2,68 5,8 +2,28 0,4 +0,89 0+0 6,882,
Tratamento 96h 55 20 14 11 45

63 15 18 4 37

67 11 15 7 33

50 23 20 7 50

59 30 5 6 41
Média/DP 58,5 +6,65 19,8 +7,33 14,4 +5,77 7,0 £2,55 41,2+6,64*

N=5; * aumento significativo por meio de ANAVA (Fx001) e Tukey entre o tratamento e
seu respectivo controle; DP=desvio padréo.
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ARTIGO 2

Comparacao dos efeitos de um efluente industrial pdioensaios vegetal e
animal, in vivo ein vitro
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Comparacao dos efeitos de um efluente industrial pdioensaios vegetal e animaln
vivo ein vitro

RESUMO

A genética toxicoldégica tem como objetivo detectarentender as lesdes e alteractes
induzidas por substancias quimicas, fisicas owgichs a partir de ferramentas tais como
estudosin vivo e in vitro de microorganismos, plantas, animais e culturasélglas. Os
agentes quimicos podem ser encontrados em despajssriais tais como os de industria de
refino de petréleo em que os hidrocarbonetos mtitos aromaticos (HPA) se destacam
como toxicos. Duas metodologias, teste do micraai¢MN) emAllium cepa(in vivo) e
ensaio do cometa em cultura de células HirCvitro) foram utilizadas para avaliar um
efluente de refinaria de petroleo a fim de compagadiferentes graus de efeitos detectados
pelas duas metodologias e determinar o potencitdg@nico e genotoxico do dejeto. O teste
do MN emA. cepamostrou resultados negativos para as trés coagéets utilizadas (25, 50

e 100%) tanto em 24 quanto em 48h de exposicad@ Emquanto isso, o0 ensaio do cometa
realizado nas células expostas as concentrac@0d200, 100, 25 e 5ul em 1000u! de meio
de cultura foi positivo para a maior concentracfizada. Os quimicos presentes no efluente
nao causaram quebras ou perdas cromossémicasnaentsido detectadas mesmo apos 24 e
48h pelo teste do MN, porém produziram lesdes piaa&do DNA, que foram detectadas
pelo ensaio do cometa, com apenas 2h de exposreda em cultura. Usados na avaliacédo de
amostras ambientais, estes ensaios forneceramstaspdiferentes mostrando haver maior
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1 Introducéo

A genética toxicolégica € um campo multidisciptinde pesquisa envolvida em
detectar compostos capazes de causar danos efmgegrr@ DNA, buscando entender as

consequéncias biolégicas do dano e 0s mecanismos mo
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S&o0 poucos os estudos disponiveis, em que amasttdentais foram testadas em um
painel de procedimentos diferentes, que permitepapagdes da sensibilidade de sistemas-
teste diferentes (UHL et al., 2003). Sendo assimpssras de um efluente de refinaria de
petréleo foram avaliadas quanto a mutagenicidatte gqesaio do MN enAllium cepae a
mesma amostra foi exposta a cultura de célulapatbma de rato (HTC) (proficientes em
metabolizacdo) para avaliacdo de genotoxicidadedagelo ensaio do cometa.

2 Materiais e Métodos

2.1 Efluente

No presente estudo foi utilizado um efluente, aagio no refino de petrdleo, apds
remocédo de sélidos, colbides e tratamento biolégaéocal de sua geracéo, para ser testado

guanto ao potencial genotoéxico.

O efluente foi fornecido, assim como caracterizgabo Laboratorio de Fluorescéncia
e Ressonancia Paramagnética Eletronica (LAFLURRECdntro de Ciéncias Exatas da

Universidade Estadual de Londrina.

Andlises quimicas para investigar a presenca dé&XBEBenzeno, Tolueno,
Etilbenzeno e Xileno) e HPA (Hidrocarboneto Polictt Aromatico), descritas por Cayres
em 2006 (Tabela 1), revelaram a presenca de aldestes componentes aromaticos no
efluente, porém em concentracbes abaixo do limiéxirmo permitido para descarte de

efluentes industriais em corpos hidricos (CONAMAB5

2.2 Teste do MN e determinacgédo do indice mitdticareAllium cepa

A metodologia utilizada para o teste de MN &lium cepa foi a mesma descrita por
Ma (1995), com modificagbes. Os tempos de exposaghaefluente foram de 24 horas em
concentracdes de 100%, 50% e 25% e 48 horas, @k diluidas em agua de poco
artesiano. Anteriormente aos tratamentos, os butlscebola foram lavados em agua

corrente e colocadas para crescer durante dois(4B#g em estufa tipo BOD a 28,5°C,
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tempo em que as raizes atingiram cerca de 2cmréatemtento controle foi realizado usando
agua de poco artesiano desclorificada. A temperdtimmantida a 280,5°C em BOD, desde

o inicio do cultivo de 3 bulbos por tratamento. d&oranalisadas 5000 células/ tratamento
(1000 células/lamina) da geracdo F1 de célulasadapara observacdo de micronucleos
(MN). Destas mesmas raizes, 1000 células merisiasatie cada lamina foram contadas
para obtencdo do indice mitético (IM) (numero d&leé em divisdo/niumero de células

observadas x 100) e avaliagéo de citotoxicidade.

2.3 Ensaio do cometa em células HTC

Para o ensaio do cometa em células proficientesetabolizacdo hepatoma Rattus
norvegicus(HTC), foi utilizado o protocolo proposto por Ukt al. (1999, 2000) as
premissas propostas por Tice et al. (2000). AslalHTC foram cultivadas meio DMEM
F12, por 24 horas antes do tratamento. Apos esitedoeo meio de cultura foi descartado e as
células foram lavadas com PBS. Todos os trataméntasy aplicados as culturas de células
durante duas horas (2h) de forma direta sobretarauksendo realizadas trés repeticdes para

cada tratamento. Assim, 0s protocolos experimefuaeasn:

a) Tratamento com efluente: O tratamento foi redkz adicionando o efluente no
meio de cultura concentrado nas 5 seguintes difssehluicées: 500, 200, 100, 25 e 5ul para
1000ul de meio de cultura. No momento da realizalighexperimento, o pH do efluente foi

corrigido para 7,2.

b) Controle positivo: 2-amino antraceno foi adi@da na propor¢cdo de 1pg/ml de

meio.

c) Controle negativo: foi acrescentado PBS (pH=&g@lneio de cultura na proporgao
de 1:2.

Ao final dos tratamentos as células foram coletadama pequena amostra utilizada
para a analise de citotoxicidade pelo método dd AeuTrypan. O restante das células foi,
entdo, embebido em agarose de baixo ponto de &uada@ionado a uma lamina previamente
gelatinizada com agarose, seguido de lise ondegmatieovernight sendo entéao realizada a
eletroforese (pH do tampao >13,0; corrida de 20. piacedida de 20min no tampao para
desnaturacao do DNA; 300mA e ~0,8V/cm).
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Para cada tratamento foram realizadas 3 repetipdependentes. Foram analisadas
100 células visualmente (KOBAYASHI et al., 1995)lassificadas de acordo com o seguinte
critério: classe O- células com dano indetectavel, que ndo apresantaaudaclasse 1-
células com cauda menor que o diametro do nuclasse 2- células com cauda entre 1 a
duas vezes o didmetro do nucleockasse 3- células com cauda maior que duas vezes o
didmetro do nucleo. Células apoptéticas que apr@sen o ndcleo totalmente fragmentado
nao foram levadas em consideracdo na analise (SPEARTMANN, 2005). O ensaio do
cometa foi realizado somente para tratamentos presentaram viabilidade superior a 80%,

como mostrado pelo teste do Azul de Trypan.

2.4 Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos foram avaliados pelo progrdamalel Scientific — SigmaStat
2.0. por analise de variancias de médias ANAVA peglulas HTC e Kruskall-Wallis
(ANAVA) para teste déllium cepa,e seguiu o teste de Tukey por comparacao multigla
meédias ¢ = 0,05 ex = 0,001)

3 Resultados

3.1 MN emAllium cepa (in vivo)

A exposicao das raizes @dlium cepaao efluente de refinaria de petréleo produziu
resultado negativo em relacdo ao controle, ou sejaéncia total de MN em células da

geracado F1 para todos os tratamentos, até mesmal8pimras de exposicao ao efluente.

3.2 indice mitotico emAllium cepa

As concentracdes utilizadas (100, 50 e 25%) deefiude refino de petréleo, ndo se

mostraram citotoxicas, uma vez que nao houve reddgidindice mitético em relacdo ao
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controle, demonstrando que a proliferacdo celular nmeristema néao foi retardada ou
interrompida com a exposi¢ao a esta substancia-esjura 2).

3.3 Ensaio do cometa em células HT@n(vitro)

Os resultados obtidos com este bioensaio estdesesgados na Figura 3. As quatro
menores concentracdes do efluente testadas (2002%C 5ul/mL de meio de cultura) ndo
apresentaram efeito genotoxico. No entanto, a craggio de 500uL/mL alterou a migracéo
do DNA, uma vez que o escore de danos ao DNA é&si viezes maior que o encontrado no
controle negativo e nao diferiu significativament®® controle positivo. Todas as
concentracdes testadas ndo apresentaram efeitidx@tm uma vez que em todos oS

tratamentos a viabilidade celular permaneceu supa®0%.

4 Discussao

Neste trabalho, foi avaliado o potencial mutagémiagenotoxico de um efluente de
refino de petréleo, respectivamente pelo ensaimawonucleo (MN) emAllium cepae do
cometa em células HT@ssim como testes vitro sdo sugeridos na detec¢do de agentes
mutagénicos ambientais (KURODA et al, 1992), erssaitlizando plantas também sao
recomendados para detectar compostos presentesm@Esiras ambientais que causem
instabilidade genética no DNA (MA et al., 1983; RPIE; WAGNER, 1993; RODRIGUES
et al., 1997).

As industrias de refino de petrdleo, em especsficeentre as quatro maiores fontes
de emisséo de quimicos toxicos no ambiente (aua)awps EUA, segundodS EPA’s Toxic
Relatory Inventory(TRI) de 2001 e seus despejos caracterizam-seppesentar toxicidade
alta, atribuida, na maior parte das vezes, a gattevel que contém compostos inorganicos
(ex. sais, metais pesados) e organicos (ex. Otgaga, HPA e BTEX) (CLAXTON et al.,
1998; ALMEIDA-VAL et al., 2002). Por analises quiras, foi detectada a presenca de HPA
no efluente em estudo. O histdrico desta classqudmicos revela que em populacdes de
peixes, os HPA presentes na agua e no sedimeidio rethcionados com o aparecimento de
neoplasias (STEIN et al., 1990; MYERS et. al.,, 299demonstrando propriedades
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carcinogénicas (STALKER et al.,, 1991, PACHECO; SANS, 2001; WHITE, 2002,
CEBULSKA-WASILEWSKAA et al., 2005).

Entre os HPA, o Nitropireno e o Benzo[a]pireno (BJasdo capazes de formar
aductos de DNA ap0s a ativacdo metabdlica, reagégepte em vertebrados (ROY et al.,
1989). Comumente, peixes, por exemplo, possuemisiens P-450 muito ativo que produz
metabolitos do benzo[a]pireno e formam aductos fquem detectados em salmasa(mo
truta) (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998), enictalurus nebulosu$SIKKA et al., 1991),
emLepomis macrochiru6SMOLAREK et al., 1987) e efarophrys vetulu§VARANASI et
al., 1989).

A guantidade de B[a]p presente no efluente estuttadte 61ppb e mesmo sendo um
dos mais potentes mutagénicos da classe dos HB#, eituente, a presenca néo foi capaz de
causar quebra ou perda crossémicaddiimm cepa,produzindo resultados negativos quanto a
producdo de MN nas células F1, assim como ocorreuostros estudos com plantas
(VELIMINSKY; GICHNER, 1988). Por outro lado, céldaHTC proficientes em
metabolizacdo, ao serem expostas ao mesmo eflumeimm danos genotoxicos detectados
pelo ensaio do cometa. Sabe-se que os HPA se sarinaetim complexo metabolismo em
mamiferos e humanos (SCHITTIANO, 2005) o qual tamiparece ser desempenhado por
esta linhagem celular (HTGp vitro, ja que elas se mostraram capazes de ativar estes
xenobibticos e refletir as lesdes produzidas pesai® do cometa.

Uhl et al. (2003) afirmam que bioensaios com pkséo relativamente insensiveis a
classe de contaminantes ambientais HPA quando sstescontram no ambiente diluidos e
em concentragdes relativamente baixas. Talvez st@mainda mais importante seja o fato de
eles agirem indiretamente no DNA, isto é, precisamativados metabolicamente para que
possam causar algum dano, o que envolve a prodidgametabdlitos eletrofilicos pelo
sistema citocromo P-450 da fase | do processo wifleacdo (COHEN; RICE, 2001; LEE;
STEINERT, 2003). Plewa e Wagner (1993) relatararma plantas expostas diretamente a
compostos de acao indireta produziram resultadosgexpressivos. Entretanto, plantas com
ativacdo metabolica de agentes quimicos promutdgE&mo sido usadas com mais sucesso.
Estes estudos tém levantado a questdo do quamiardas podem ser usadas para detectar
compostos que causem danos ao DNA e cancer em ban@hEWA; WAGNER, 1993).
Esta extrapolacdo € diretamente dependente daidagados vegetais possuirem sistemas de
metabolizacdo semelhantes aos encontrados em aniiai entanto, Higashi (1988) e

Sanderman (1992) detectaram que as células vegetasno contendo enzimas ativas do
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sistema citocromo P450, apresentam atividade bem baxa do que as encontradas em
roedores e humanos e seus substratos especiffeosntisubstancialmente dos encontrados

em mamiferos.

As diferentes respostas celulares obtidas enttestss do cometa em HTC e do MN
em Allium cepapoderiam também ser atribuidas aos difereselpointsavaliados em cada
metodologia (GUTERRES et al., 2005). O ensaio doeata detecta quebras de cadeia de
DNA e sitios alcali-labeis, entre outras lesGesngrias passiveis de reparo celular (TICE,
2000). Enquanto isso, o teste do micronucleo detgeebras cromossémicas e/ou dispersao
de cromossomos inteiros, quando estas lesfes naedradas e sao fixadas apds um ciclo
celular (RABELLO-GAY et al., 1991). No presente ugki, ndo houve tempo para um
possivel reparo de lesdes provocadas pelos tratasndas células HTC, ja que estas foram
colhidas imediatamente ap0s o periodo de exposigdmetidas ao protocolo do ensaio do
cometa. Assim, é provavel que as lesdes primaoiasadas tenham sido detectadas. Ja no
protocolo do teste de MN usado eNlium cepa mesmo sendo analisadas as células da
geracdo F1, & admissivel que, se HPA presenteshséascia-teste produziram aductos de
DNA, estes aductos ndo foram convertidos em quebmsossdmicas que originariam

micronucleos.

Ha que se considerar ainda os compostos quimicomanumaticos presentes no
efluente de refino que foi aqui estudado (benze&rlagno e etilbenzeno) mostraram efeitos
positivos quanto a mutagenicidade em alguns estedisados por Ohe et al. (2004). No rio
Llobregat, na Espanha, o resultado positivo pateste de Ames foi creditado, entre outros
compostos, aos alquilbenzenos (organico monoaromgiresentes nas aguas daquele rio. O
benzeno e o etilbenzeno, em diversos estudos, fooasiderados mutagénicos em células de
bactérias, fungos e leveduras, sendo o benzena amdagénico em ensaios vitro com
células de plantas e animais. Um derivado do tolugambém foi relatado como
possivelmente carcinogénico para humanos. Estestesg@odem ter contribuido para o
aparecimento de danos no ensaio genotdrieiro realizado no presente estudo com células

proficientes em metabolizacdo de xenobidticos.

Metais pesados também podem estar presentes eentefude refino de petrdleo, os
quais, por sua vez, sdo acumulados em peixes,xgonpto, podendo causar danos a saude
humana via alimentacdo. Neste estudo, os metaslpepresentes no efluente ndo foram
mensurados. Entretanto, outros estudos que estéln sealizados pelo mesmo grupo de

pesquisadores mostram que danos induzidos pelo eneffuente e avaliados pelo ensaio do
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cometa em um sistenia vivo se recuperam gradativa e rapidamente na ausém@afugnte

(dados ndo mostrados), sugerindo ndo haver acuoalldar de metais. Esta observacdo
indica, uma vez mais, que os danos detectadospslio do cometa em células HTC podem
ter sido causados pelos HPA que compdem o efluentpije merece ser confirmado em
estudos adicionais. Como discutido, amostras art@ensempre serdo avaliadas
primeiramente como uma mistura de compostos quanmpee podem ou nao interagir entre

si e contribuir sinergistica, aditiva ou antagomnieate para se tornarem nocivos.

5 Concluséao

Os resultados do presente trabalho reforcam a akigue, por meio de protocolos
experimentais diferentes quanto aos tipos de ensaiotempo de exposicao e ao tipo celular
utilizados, pode-se encontrar a melhor maneiraxaenmar o mecanismo de toxicidade de
uma mistura (KURODA et al.,, 1992). Segundo ZHONGakt(2001), embora o teste do
cometa seja um teste sensivel para detectar damoBNA, diferentes mecanismos e

diferentes parametros estéo envolvidos em testgesrwoxicidade diferentes.

Portanto, embora seja dificil afirmar qual dos congmtes quimicos identificados e
guantificados no efluente estudado causou os d#gtestados, os resultados indicam que os
principais agentes genotdxicos deste despejo inalusdo, como os hidrocarbonetos
aromaticos, dependentes de metabolizacdo celulguahfoi pouco eficiente nas células
vegetais empregadas. Se, nestas células, les@@sAa@hegaram a ser provocadas, 0s tipos

de lesdes induzidos nao foram transformados edsxadmo micronulcleos nas células F1.
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Figura 1 — Indice mit6tico obtido a partir de céimeristematicas de raizes Alium cepa
expostas ao efluente de refino de petroleo. SedAtdal2 exposigcédo para 25 (P25), 50 (P50) e
100% (P100/24h), ainda 48h para 100% de efluerit@0/@8h).
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Ensaio do Cometa em células HTC
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Figura 2 — Teste de genotoxicidade em células gatbma de rato (HTC) pelo ensaio do
cometa em efluente de refino de petrdleo apds axpesicéo direta na cultura. * Diferenca
estatistica significativa comparada ao controleatieg por meio de ANAVA (P< 0,001) e
Tukey. CTR- = controle negativo; CTR+ = controlesppiwo; TR 1, TR2, TR3, TR4 e TR5
sao os tratamentos de 500, 200, 100, 25 e 5ul/1@Omeio de cultura, respectivamente.

N&o ha desvio padrdao na amostra TR5.
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Tabela 1 - Constituintes monoaromaticos e poliatmos presentes no efluente (Cayres,
2006).

Hidrocarboneto Concentracao (ppb)

Monoaromaticos

Tolueno 75
Etilbenzeno 126
Xileno 85

Poliaromaticos

Pireno 9
Benzo(a)antraceno 33
Benzo(a)pireno 61

ppb = parte por bilhdo
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Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos do efluente.

Tempo Grupo pH oD C COoT DQO
exposicao
(mg GJ/L) (LS/cm) (ppm) (ppm)
Efluente
original 6,25 6,20 1242 20,07 81,24

OD=oxigénio dissolvido; C= condutividade; T=tempara; COT=carbono organico total,
DQO=demanda quimica de oxigénio.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O perigo de vazamento e liberacdo de despejostiaiie algo preocupante e afeta
todo o planeta, sendo notério o aumento dos prasede ordem ambiental. Os quimicos
lancados no solo, ar e 4gua causam doencas e aosr@ganismos ao redor, entretanto, as
solugbes podem ser alcancadas somente por meiadangas no volume produzido e no

manejo correto destes dejetos.

As metodologias utilizadas no presente estudo pieami avaliar a mistura complexa
gue constitui o efluente da industria petroquingiegorma simples, com relativo baixo custo
e com grande eficiéncia, vantagens importantesestsdos de toxicologia ambiental. A
combinacdo de bioensaios permitiu concluir firmet@em respeito do potencial toxico da

amostra em estudo.

Entende-se pelos resultados que a utilizacdo @eediles tipos de organismos numa
avaliacdo de ecotoxicidade e, o uso de diferentet®dulogias para avaliacdo de danos e
alteracOes fisiologicas pode ser crucial para apceensdo dos mecanismos e efeitos

bioldgicos causados por amostras ambientais.

Dois ensaios genéticos com principios diferenss;dmo o micronulcleo e o cometa,
puderam demonstrar resultados diferentes quantimtsspara uma mesma amostra. Porém,
somente 0 ensaio do cometa pode ser utilizadovesifecar a capacidade de recuperacao dos
animais apos tratamento com o efluente, sendo @te &specifico para detectar lesdes
passiveis de reparo. Esta correcdo ocorreu quabd@ive se recuperou dos danos em 144h
em 4gua de poc¢o e dois mecanismos, entre outndamente ocorreram: sistema de reparo
celular e eliminacdo de xenobidticos por proceslgoBiotransformacdo enzimatica. Assim, o
ensaio do cometa assume destaque, pois pode gmdappara avaliar o dano causado por
xenobidticos bem como a capacidade de eliminarfeisog destes. Também as enzimas
respondem aos estressores aos quais sdo subneiadosmais, mostrando-se eficientes na
deteccao de efeitos de tratamento de dejetos nlatsteeza e recuperacao.

A capacidade e habilidade de metabolizacdo de x&@ns sdo diferentes os tipos de
células, tal como de plantas, animais e célulasvadbs de figado. Sendo particular de cada
célula, os resultados da exposicdo a quimicos posEm melhor entendidos quando se
conhece a natureza do composto exdgeno e assirsé/gloentender o modo de agédo de

quimicos no DNA da célula avaliada.
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Sugere-se, apés este estudo, que efluentes irmisigtontinuem a ser monitorados e
tratados pelas industrias geradoras como muitaddém e as leis existentes, pertinentes a
lancamentos de dejetos, sejam cumpridas por indsigm todo o mundo. Testes biologicos
de genotoxicidaden vivo ouin vitro, poderdo colaborar para a avaliagdo da qualidestasl
amostras industriais.



81

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA - VAL, V. M. F.; DUNCAN, W. P.; VAL, A. L. Crude oil effects on fish of the
Amazon: Current Status. Iifropical Fish: News and Reviews. Internation Cosgren The
Biology of Fish Vancouver: University Of British Columbia, 20Q2.49.

ALMEIDA, E. A.; BAINY, A. C. D.; DAFRE, A. L.; GOMES, O.F.; MEDEIROS M. H.G,;
DI MASCIO, P. Oxidative stress in digestive glanadagill of the brown musselPgrna
perng exposed to air and re-submersddurnal of Experimental Marine Biology and
Ecology,v. 318, n.1, p. 21-30, 2005.

AL-SABTI, K.; METCALFE, C. D. Fish Micronuclei foAssessing Genotoxicity in Water.
Mutation Researchv. 343, p. 121-135, 1995.

ARAUJO, R.; MORENO, D.; RAMOS, M.A. The Asiatic ctaCorbicula fluminea(Miller,
1774) (Bivalvia : Corbiculidae) in EuropAmerican Malacol Bully. 10 p. 39-49, 1993.

AVISHAI, N. RABINOWITZ, C. MOISEEVA, E. RINKEVICH, B. Genotoxicity of the
Kishon River, Israel: the application of an in gittellular assayyutation Researchv. 518 p.
21-37, 2002.

BASACK, S. B.; ONETO, M. L.; GUERRERO N. R. V.; KE&N E. M. Accumulation and
eliminatio.n of pentachlorophenol in the freshwéataralve Corbicula flumineaBulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, 58, p. 497-503, 1997.

BASACK, S. B.; ONEFO, M. L.; FUCHS, J. S.; WOOD, E; KESTEN, E. M. Esterases of
Corbicula flumineaas biomarkers of exposure to organophosphorusckest. Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicolegy 61, p. 569-576, 1998.

BAUDRIMONT, M.; METIVAUD, J.; MAURY-BRACHET R.; RIBEYRE F.; BOUDOU A.
Bioaccumulation and metallothionein response inAkiatic Clam Corbicula fluminea after
experimental exposure to cadmium and inorganic amgr&nvironmental ToxicologZhem.
v. 16, p. 2096-2105, 1997.

BELFIORE, N. M.; ANDERSON, S. L. Effects of contamnts on genetic patterns in aquatic
organism: a reviewMutation Researchv. 489, p. 97-122, 2001.

BILOS C.; COLOMBO J. C.; PRESA M. J. R. Trace mgial suspended patrticles, sediments
and Asiatic clams Qorbicula fluminea of the Rio de la Plata Estuary, Argentina.
Environmental Pollutiony. 99, p. 1-11, 1998.

BOECK, M.; DE KIRSCH-VOLDERS, M.Nereis virengdAnnelida: Polychaeta) is not an
adequate sentinel species to assessthe genotski(camet assay) of PAH exposure to the
environmentEnvironmental and Molecular Mutagenesis30, p. 82-90, 1997.

BRAUN, R. GEBHARDT, J. BRUSDYLINS, S. PIECHOCKI, tarsucungen zum Gehalt
toxischer und mutagener Verbindungen im Wasser 8aale 1. Mutagenita't von
Dichloromethanextrakten im Ames-Mutagenita“tstBgt]. Zent v. 113 p.305-316, 1994



82

BRENDLER-SCHWAAD S.; HARTMANN A.; PFUHLER S.; SPEIG. Thein vivo comet
assay: use and status in genotoxicity testihgtagenesisv. 20, p. 245-254, 2005.

BROWN, E. R.; HAZDRA, J. J.; KEITH, L.; GREENSPAN,;, KWAPINSKI, J. B.;
BEAMER, P. Frequency of fish tumors found in a polluted waiteds as compared to
nonpolluted Canadian water€ancer Research, v. 33, n. 2, p. 189- 198, 1973.

BUDMICK, L. D.; SOKAL, D. C.; FALK, H.; LOGUE, J. N FOX, J. M. Cancer and birth
defects near Drake Superfund site Pennsylvarighives of Environmental Health. 39, p.
409-413, 1984.

CADASTRO GERAL DE EMPREGADOS E DESEMPREGADOS (Cagé&usponivel em:
https://www.caged.gov.br/index.html#Acessado em: 26/02/2007.

CHANDRA, S.; CHAUHAN, L. K. S.; MURTHY, R. C.; SAXEA, P. N.; PANDE, P. N,
GUPTA, S. K. Comparative biomonitoring of leachatesn hazardous solid waste of two
industries usind\llium test.Science of the Total Environment 347, p. 46-52, 2005.

CHEN, D. J.; DEAVEN, L. L.; MEYNE, J.; OKINAKA, R.T. STRNISTE, G. F.
Determination of direct-acting mutagens and clastsgn oil shale retort process waster. In:
WATERS, M. D.; SANDHU, S. S.; LEWTAS, J.; CLAXTONL..; CHERNOFF, N
NESNOW, S. (Eds.)Short-Term Bioassays in the Analysis of Complexir&mwental
Mixtures Ill. New York: Plenum Press, 1983. p. 269-275.

CHEN, D.; XIANG. D. Preliminary results of Tradesti@-micronucleus tests on the waste-
water samples from several industrial factorieQingdao.Journal Environmenta. Science
4 p. 45-47, 1983.

CLAXTON, L. D.; HOUK, V. S.; HUGHES, T. J. Genotaxiy of industrial wastes and
effluents.Mutation Researchv. 410, p. 237-243, 1998.

CLEMENTS, C., RALPH, S., PETRAS, M., Genotoxicity select herbicides irRana
catesbeianaadpoles using the alkaline single-cell gel DNA&attophoresis (comet) assay.
Environmental and Molecular Mutagenesis29, p. 277-288, 1997.

DE BOECK, M. KIRSCH-VOLDERS, MNereis virens(Annelida: Polychaeta) is not an
adequate sentinel species to assess the genoiskicomet assay) of PAH exposure to the
environmentEnvironmental and Molecular Mutagenesis 30, p. 82-90, 1997.

DE MAAGD, P. G.; VETHAAK, A. D. BiotransformationfdPAHs and their carcinogenic
effects in fish. In: NEILSON, A.H. (Ed.)The Handbook of Environmental Chemistry, Part |
PAHs and Related Compoundgs 3. Berlin: Springer, 1998. p. 266-309.

DIXON, D. R.; PRUSKI, A. M.; DIXON, L. R. J.; JHA AN. Marine invertebrate eco-
genotoxicology: a methodological overvieMutagenesisv. 17, p. 495-507, 2002.

EASTMAN, A.; BARRY, M. A. The origins of DNA breaks consequence of DNA damage,
DNA repair or apoptosisCancer Investigationv. 10, p. 229-240, 1992.



83

EVANS H.J., NEARY G.J., WILLIAMSON F., The relativieiological efficiency of single
doses of fast neutrons and gamma-ray¥icia fabaroots and the effect of oxygen. Part Il.
Chromosome damage: the production of micronuclaierhationalJournal of Radiation
Biology, v. 3, p. 216-229, 1959.

FENECH, M.; HOLLAND, N.; CHANG, W. P.; ZEIGER, E. 8ONASSI, S., The human
micronucleus project-An international collaboratiseidy on the use of the micronucleus
technique for measuring DNA damage in humaviatation Researchv. 428, p. 271-283,
1999.

GAUTHIER, J.M. DUBEAU, H. RASSART, EIn vitro analysis of genotoxic effects of
environmental contaminants in beluga whale (Delpbierus leucas) cells using the
micronuclei and comet assays, Abstracts of the ¥8thual Meeting of the Society of
Environmental Toxicology and Chemistrn§ociety of Environmental Toxicology and
Chemistry Pensacola, FL, 1997, p. 43.

GIELAZYN, M. L.; RINGWOOD, A.; PEGORSCH, W. W.; ST&CYK, S. E. Detection of
oxidative DNA damage in isolated marine bivalve begtes using the comet assay and
fomamidopyrimidine glycosylase (Fpdjlutation Researchv. 542, p. 15-22, 2003.



84

HELMA, C.; MERSCH-SUNDERMANN, V.; HOUK, V. S.; GLABRENNER, U.; KLEIN,
C.; WENQUING, L.; KASSIE, F.; SCHULTE-HERMANN, R.KNASMU’'LLER, S.



85

LEMOS, N. G., DIAS, A. L., SILVA-SOUZA, A. T., MANDVANI, M. S., Evaluation of
environmental waters using the comet assayilapia rendalli. Environmental Toxicology
and Pharmacology2004.

LEWIN, B. Genes VII. Traducédo de Henrique Ferraitaal. Porto Alegre: Artmed Editora,
2001. p. 990

MA T.H.; XU Z.; XU C.; McCONNELL H.; RABAGO E. V., ARREOLA G. A.; ZHANG,
H. The improvedAllium/Viciaroot tip micronucleus assay for clastogenicitgo¥ironmental
pollutants Mutation Researchv. 334, p. 185-195, 1995.

MA T. H. The international program on plant bioassand the report of the follow-up study
after the hands-on workshop in Chihutation Researchv. 426, p. 103-106, 1999.
MACGREGOR, J.T. et al. Guidelines for the conductnicronucleus assays in mammalian
bone marrow erythrocyteblutation Researchv. 189, p. 103-112, 1987.

MALINS, D. C.; MCCAIN, B. B.; BROWN, D. W.; CHAN, SL. ; MYERS, M. S,
LANDAHL, J. T.; PROHASKA, P. G.; FRIEDMAN, A. J.; RODES, L. D.; BURROWS, D.
G.; GRONLUND, W. D.; HODGINS, H. O. Chemical pdiunts in sediments and diseases
of bottom-develling fish in Puget Sound, Washingténvironmental science & technolqgy
v. 18, n. 3, p. 705-713, 1984.

MARTINEZ, C. B. R. Parametros bioquimicos de peipasa avaliacdo da qualidade da agua.
In: SILVA-SOUZA, A. T. Sanidade de organismos aquaticos no Br&dio paulo: Abrapoa,
2006.

MATHUR, N. BHATNAGARA, P. NAGARB, P. KUMAR M. Mutagnicity assessment of
effluents from textile/dye industries of Sangarkaipur (India): a case studgcotoxicology
and Environmental Safety, 61 p. 105-113, 2005.

MCGEORGE, I. J.; LOUIS, J. B.; ATHERHOLT, T. B.; MGARITY, G. J. Mutagenicity
analysis of industrial effluents results and coesation for integration into water pollution
control programs. In: WATERS, M.D., SANDHU, S.S.EWTAS, J., CLAXTON, L.,
STRAUSS, G., NESNOW, S. (Eds$hort Term Bioassays in the Analysis of Complex
Environmental Mixtures, IMNew York: Plenum Press, 1985. p. 247-268.

MENOLI, R. C. R. N. Avaliacdo dos efeitos mutag@siou antimutagénicos de extratos de
Cogumelo-do-sol (Agaricus blazei) em cultura ceksda Dissertcdo de Mestrado -
Universidade Estadual de Londrina, Parana. 2001.

MILLER, W.A.; ATWILL, E. R.; GARDNER, I. A.; MILLER M. A.; FRITZ, H. M,

HEDRICK, R. P.; MELLI, A. C.; BARNES, N. M.; CONRADP. A.;. Clams Corbicula

flumineg as bioindicators of fecal contamination widhyptosporidiumand Giardia spp. in

freshwater ecosystems in Californiaternational Journal of Parasitology. 35, p. 673-684,
2005.

MITCHELMORE, C. L.; CHIPMAN, J. K. DNA strand breale in aquatic organisms and
the potencial value of the comet assay in envirortedenonitoring,Mutation Researchv.
399, p. 135-147, 1998.



86

MORIKAWA, Y.; SHIOMI, K.; ISHIHARA, Y.; MATSUURA, N.; Triple primary cancers
involving kidney, urinary bladder and liver in aedworkers American Journal of Industrial
Medicine v. 31, p. 44-49, 1997.

MYERS, M. S.; LANDAHL, J. T.; KRAHN, M. M.; MCC, B.B. Relation ship between
hepatic neoplasm and related lesions and exposuoxit chemicals in marine fish from the
U.S. WEST. COASTEnvironmental Health Perspectives 90, p. 7-15, 1991.

NACCI D.E, CAYULA S., JACKIM, E., Detection of DNAlamage in individual cells from
marine organisms using the single cell gel asagyatic Toxicologyy. 35, p. 197-210, 1996.

NARBONNE J. F.; DJOMO J. E.; RIBEIRA, F. V.; GARRUES, P. Accumulation kinetics
of polycyclic aromatic hydrocarbons adsorbed toimmedt by the molluskCorbicula
fluminea Ecotoxicol Environmental Safety, 42, p.1-8, 1999.

NUKAYA, H.; SHIOZAWA, T.; TADA, A.; TERAO, Y.; OHE, T.; WATANABE, T,
ASANOMA, M.; SAWANISHI, H.; KATSUHARA, T.; SUGIMURA T,
WAKABAYASHI, K. Identification of 2-[2-(acetylaminp 4-amino-5-methoxyphenyl ]-5-
amino-7-bromo- 4 - chloro-2H-benzotriazole (PBTAa$) a potent mutagen in river water in
Kyoto and Aichi prefectures, Japaviutation Researchy. 492, p. 73-80, 2001.

OHE, T. WATANABEB, T. WAKABAYASHI. K. Mutagens in grface waters: a review,
Mutation Research. 567 p. 109-149, 2004.

OSTLING O.; JOHANSON J., Microlelectrophoretics dies of radiation-induced DNA
damages in individual mammalian celB3ochemical BiophysicdResearch Communications,
v. 123, p. 291-298, 1984.

PACHECO, M.; SANTOS, A. M. Biotransformation, Endme, e Genetic Responses of
Anguilla anguillaL. to Petroleum Distillate Products and Environnadigt Contaminated
Waters Ecotoxicology and Environmental Safety49, p. 64-75, 2001.

PARKINSON, A. Biotransformation of xenobiotics. IC€URTIS D. KLAASSEN, (Ed.).
Casarett & Doull’s, Toxicology, the basic sciendepoisons.6. ed. USA: McGraw-Hill
Companies, 2001. p 133-224.

PAVLICA, M.; KLOBUCAR, G. I. V. M.; MOJAS, N.; ERBHE, R.; PAPES, D. Detection of
DNA damage in haemocytes of zebra mussel using tagsayMutation Researchy. 490,
p. 209-214, 2001.

PETRAS, M. VRZOC, M. PANDRANGI, R. RALPH, S. PERRX,Biological monitoring
of environmental genotoxicity in southwestern Oiatain: F.M. Butterworth, L.D. Corkum,
J. Guzman-Rincon (Eds.), Biomonitors and Biomarkass Indicators of Environmental
Change, Plenum Press, New York, 1995, p. 115-137.

PRESTON, J. R.; HOFFMANN, G. R. Genetic toxicology. CURTIS D. KLAASSEN,
(Ed.). Casarett & Doull’s, Toxicology, the basic sciené@oisons6. ed. USA: McGraw-Hill
Companies, 2001. p 321- 350.



87

RAJAGURU, P.; SUBA, S.; PALANIVEL, M.; KALAISELVI,K. Genotoxicity of a polluted
river system measured using the alkaline Cometyassa fish and earthworm tissues.
Environmental Molecular Mutagenesis41, p. 85-91, 2003.

RALPH, S.; PETRAS, M. Genotoxicity monitoring of athbodies of water using two
species of tadpoles and the alkaline single cell (gemet) assayEnvironmental and
Molecular Mutagenesisv.29, p. 418-430, 1997.

RANK, J.; NIELSEN, M. H. Allium cepaanaphase-telophase root tip chromosome aberration
assay on N-methyl-N-nitrosourea, maleic hydrazidpdigm azide, and ethyl
methanesulfonat®dlutation Researchv. 390, p. 121-127, 1993.

RIGONATO, J.; MANTOVANI, M. S.; JORDAO, B. Q.. Corheassay comparison of
different Corbicula fluminea(Mollusca) tissues for the detection of genotayicGenetics
and Molecular Biologyv. 28, n. 3, p. 464-468, 2005.

ROBERTS, C. A. Selenium contamination in Corbicubnsplanted into agricultural drains
in the Imperial Valley, California, Division of Emenmental Contaminants, Carsbad Field
Office U. S Fish and Wildlife Servigel996.

RODRIGUES, M. A. L. R. Teste CHO/HGPRT. In: RABELLGAY, M. N.; RODRIGUEZ,

M. A. L. R.,; MONTELEONE-NETO, R., eds. Mutagénesarcinogénese e teratogénese:
métodos e critérios de avaliacdo. Ribeirdo Pretwiefade Brasileira de Genética, 1991.
p.67-74.

RUIZ, E. F.; RABAGO. V. E. R.; MA, T. H. Presenala agentes genetoxicos en aguas
residu-ales empleadas para riego utilizando edrsigide micronucieos en cellulas gameticas
de Tra~descantia clone 4430. In: /// Semana dedtoBi@ y Protection del Ambiente. 50: pp.
198. 1987. Universidad Autonoma de Queretaro. Mexic

SALAGOVIC, J., GILLES, M., VERSCHAEVE, L., KALINA,l. The comet assay for the
detection of genotoxic damage in the earthwormspr@mising tool for assessing the
biological hazards of polluted sitdsplia Biologica,v. 42, p. 17-21, 1996.

SASTRE, M. STEINERT, S. STREIB-MONTEE, R., Singlellgel/comet assay applied to
the analysis of pollution-induced damage in the nuatk Nassarius teguland the ribbed
mussel Musculista senhousjaAbstracts of the 18th Annual Meeting of the Stcief
Environmental Toxicology and Chemistngociety of Environmental Toxicology and
Chemistry, Pensacol&L, p. 77, 1997.

SAYATO, Y.; NAKAMURO, K.; UENO, H.; GOTO, R. Iderication of polycyclic aromatic
hydrocarbons in mutagenic adsorbates to a coppbeigityanine derivative recovered from
municipal river waterMutation Researchv. 300, p. 207-213, 1993.

SCHMID, W. The micronucleus ted¥lutation Researchv. 31, p. 9-15, 1975.
SCHMID, W. The Micronucleus Test for Cytogeneticmafisis. In: Hollander, A. (ed.)

Chemical Mutagens; Principles and Methods for Thedtection. New York: Plenum Press,
1976; v. 6, p. 31- 53.



88

SCHNURSTEIN, A. BRAUNBECK, T. Tail moment versusl tength - application of an in
vitro version of the comet assay in biomonitoriog §enotoxicity in native surface waters
using primary hepatocytes and gill cells from zébha (Danio rerig). Ecotoxicology
Environmental Safefy. 49 p. 187-196, 2001.

SHINKA, T.; SAWADA, Y.; MORIMOTO, S.; FUJINAGA, T.; NAKAMURA, J,;
OHKANA, T. Clinical study on urothelial tumors of/d workers in Wakayama Cityournal
of Urology, v. 146, p. 1504-1507, 1991.

SILVA, J. da, HEUSER, V., ANDRADE, V. Biomonitoram&® Ambiental. In: SILVA, J.;
ERDTMANN, B.; HENRIQUES, J.A.P. (orgs). Genética xXiamlégica. Porto Alegre:
Alcance. 2003. Cap.8, p. 167-170.

SINGH, N. P. Microgels for estimation of DNA strabdeaks, DNA protein crosslinks and
apoptosisMutation Researcghv. 455, p. 111-127, 2000.

SINGH, N.P.; MC COY, M. T.; TICE, R. R.; SCHNEIDER, L. A simple technique for
quantification of low levels of DNA damage in indiual cells Experimental Cell Research,
v. 175, p. 184-191, 1988

SPEIT, G.; HARTMANN, A. The contribution of excisiaepair to the DNA effects seen in
the alkaline single cell gel test (comet asskgtagenesisy. 10, p. 555-559, 1995.

SPEIT, G.; HARTMANN, A. The comet assay (singleltgml test) - a sensitive genotoxicity
test for the detection of DNA damage and repair.Henderson,D.S. (ed.), Methods in
Molecular Biology, DNA Repair Protocol&ucaryotic System$iumana Press, Totowa, NJ.
1999. v. 113, p. 203-212.

SRIVASTAVA, R.; KUMAR, D.; GUPTA, S. K. Bioremedian of municipal sludge vy
vermithecnology and toxicity assesment Allium cepa. Bioresource Technology 96, p.
1867-1871, 2005.

STEGEMAN, J.J; BROUWER, M.; DI GIULIO, R.T.; FORLINL.; FOWLER, B.A;
SANDERS, B.M.; VAN VELD, P.A. Molecular responses énvironmental contamination:
enzyme and protein systems as indicators of chéraiqaosure and effect. In: HUGGET,
R.J.; KIMERLE, R.A.; MEHRLE JR, P.M.; BERGMAN, H.L.(eds.) Biomarkers.
Biochemical, physiological, and histological maskaf anthropogenic stress. Boca Raton,
Lewis Publishers, 1992, p. 235-335.

STEGEMAN, J. J.; LECH, J. J. Cytochrome P-450 momygenase systems in aquatic
species: carcinogen metabolism and biomarkers &wcirtogen and pollutant exposure.,
Environmental Health Perpectived0, 101-109, 1991.

STEIN, J. E.; REICHERT, W. L.; NISHIMOTO, M.; VARAASI, U. Overviewof studies on
liver carcinogenesis in English sole from Pugetr&blEvidence for a xenobiotic chemical
etiology. Il. Biochemical studie§cience Total Environmental. 94, p. 51-69, 1990.

STEINERT, S. A.; STREIB-MONTEE, R.; LEATHER, J. MGHADWICK, D. B. DNA
damage in mussels at sites in San Diego Bajation Researchy. 399, p. 56-85, 1998.



89

STEINKELLNER, H.; MUNSIK, K.; HELMA, C.; ECKER, S.MA, T. H.; HORAK, O.;
KUNDI, M.; KNASMULLER, S. Genotoxic effects of hegv metals: comparative
investigation with plant bioassaysnvironmental and Molecular Mutagenesis 31, p. 183-
191, 1998.

THE ASIATIC CLAM, Corbicula fluminea Disponivel em
>http://www.pnl.gov/ecology/rivers/aquarium/clamzeéssado em: 15/08/2006.

TICE, R. R.; ORMISTON, B. G.; BOUCHER, R.; LUKE, &\.; PAQUETTE, D. E.
Environmental biomonitoring with fetal rodent spexiin: SANDHU, S. S.; DeMARINI, D.
M.; MASS, M. J.; MOORE, M. M.; MUNFORD, J. L. (Eds.Short-term bioassays in the
analysis of complex environmental mixtures V. Neark: Plenum Press, 1987. p. 175-180.

TICE,R.R., The single cell gel/lcomet assay: a ngefoelectrophoretic technique for the
detection of DNA damage and repair in individudlsdn Phillips,D.H. and Venitt,S. (eds),
Environmental MutagenesiBios Scientific, Oxford, UK, p. 315-339, 1995.

TICE, R. R.; AGURELL, E.; ANDERSON, D.; BURLINSONB.; HARTMANN, A.;
KOBAYASHI, H.; MIYAMAE, Y.; ROJAS, E.; RYU, J. C.SASAKI, Y. F. The single cell
gel/comet assay: Guidelines farvitro andin vivo genetic toxicology testingenvironmental
Molecular Mutagenesjs/. 35, p. 206- 221, 2000.

U.S. EPA, 20011999 Toxics Release Inventory Public Data Rele&@ssponivel em:
http://www.epa.gov/triexplorer/industry.htrAcessado em: 25/09/2006.

VAN GESTEL, C. A. M.; VAN BRUMMELEN, T. C. Incorpation of the biomarker
concept in ecotoxicology calls for a redefinitiohterms. Ecotoxicology v. 5, p. 217-225,
1996.

VAN DER OOST, R.; BEYER, J.; VERMEULEN, N. P. E. Fish bioaccumulation and
biomarkers in environmental risk assessment: aewevEnvironmental Toxicology and
Pharmacologyy. 13, p. 57-149, 2003.

VARGAS, V. M. F.; GUIDOBONO, R. R.; JORDAO, C.; HRNQUES, J. A. P. Use of two
short-term tests to evaluate the genotoxicity oferi water treated with different
concentration/extraction procedurbfutation Researchv. 343, p. 31-52, 1995.

VIDAL, M.; BASSERES, A.; NARBONNE, J. Potential biwarkers of trichloroethylene and
toluene exposure iGorbicula flumineaEnvironmental Toxicology and Pharmacology 9,
p. 87-97, 2001.

VILLELA, I. V. DNA Damage and repair in haemolympbells of golden mussel
(Limnoperna fortungiexposed to environmental contaminaMsitation Researchv. 697, p.
78-86, 2006.

WALKER, C. H.; HOPKIN, S. P.; SIBLY, R. M.; PEAKALL D. B. Principles of
ecotoxicology2. ed. London: Taylor & Francis, 1996, p. 309.



90

WELLS, M.J.M.; ROSSANO, A.J.; ROBERTS, E. C. Teativastewater effluent toxicity
identification evaluationEnvironmental Contamination and Toxicology 27, p. 555-560,
1994.

ZHENG, D. Tradescantia-micronucleus tests on tdestrial wastewater from a printing and
dying factory in Fuzhou cityl. Fujian No. Uni p 5-7. 1985.

ZHONG Y.; FENG, S.L.; LUO, Y.; ZHANG, G.D.; KONG,.Kl. Evaluating the genotoxicity
of surface water of Yangzhong city using tieia faba micronucleus test and the comet
assayBulletin of Environental Contamination and Toxiogjyov. 67 p. 217—-224, 2001.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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