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RESUMO

Derivados de petroleo como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) sdo
hidrocarbonetos monoaromadticos muito utilizados como solventes e matéria-prima em
diversos processos industriais, além de estarem presentes, em grandes quantidades, nos
combustiveis fosseis. Pelo seu amplo uso e alta solubilidade em &gua, o BTEX vem
caracterizando um poluente freqiiente das dguas, em especial, as subterraneas. A aplicagdo do
processo de biorremediagdo parece constituir uma metodologia promissora para o tratamento
de 4guas contaminadas por essa mistura. Testes citogenéticos sdo adequados e eficientes para
identificar e avaliar efeitos danosos de substancias sobre os organismos, em suas diversas
concentracdes e tempos de exposicdo. Neste trabalho foi avaliado o efeito de cinco
concentragdes do BTEX, antes e apds o processo de biodegradacdo por microrganismos
selecionados de efluente bruto de refinaria de petroleo, sobre os sistemas testes de Allium
cepa e cultura de células HTC. A comparagdo do total de aberragdes cromossdmicas e
nucleares (alteracdes genotdxicas) realizada entre as concentragdes de BTEX ndo
biodegradadas e biodegradadas revelou uma diminui¢@o significativa destas anormalidades
para as concentragdes BTEX 1, 2 e 4. As alteragdes mutagénicas, avaliadas pelo teste do
micronucleo (MN) em células meristematicas, foram significativas para as concentragdes
BTEX 1, 2, 4 e 5 ndo biodegradadas. Ao se comparar as freqiiéncias de MN entre a
concentra¢do preparada de BTEX com a sua respectiva concentra¢do biodegradada, observou-
se uma reducdo significativa para as biodegradadas 1 e 4. Nao houve inducio significativa de
MN para as células F; para nenhuma das concentragdes testadas. O BTEX ndo provocou
nenhum efeito citotdxico significativo para este organismo. O teste do MN realizado com
células HTC revelou que o BTEX foi mutagénico, apenas para a maior concentracdo, tanto
antes como apoés a sua biodegradacdo. Os danos genotoxicos, avaliado pelo ensaio do cometa,
mostrou que o BTEX foi genotoxico para todas as concentragdes nao biodegradadas, testadas
nos ensaios com células HTC, tendo esse potencial reduzido apds o processo de
biodegradacdo. Pelos resultados obtidos, podemos afirmar que a mistura BTEX pode
promover alteragdes danosas no material genético de Allium cepa e de células HTC. O
processo de biodegradagdo por microrganismos, da mistura aquosa do BTEX, foi eficiente na
diminui¢do dos efeitos genotdxico e mutagénico, indicando que os compostos da mistura
foram degradados em metabolitos ndo toxicos para as células. Além disso, concluimos que
efluentes brutos de refinaria de petréleo podem conter microrganismos capazes de degradar

compostos organicos, como o BTEX.



ABSTRACT

Oil products as benzene, toluene, ethylbenzene and xylene (BTEX) are monoaromatics
hydrocarbons widely used as solvents and raw materials in several industrial processes, and are
present in large quantities in fossil fuels. By its widespread use and high solubility in water, the
BTEX is featuring a common pollutant of water, particularly groundwater. Implementation of
the bioremediation seems to be a promising method for treatment of contaminated water with
this mixture. Cytogenetic tests are appropriate and efficient to identify and assess the harmful
effects of substances on the organisms in their several concentrations and time of exposure.
This study evaluated the effect of five BTEX concentrations, before and after the
biodegradation process by microorganisms selected from raw sewage from oil refinery using
the test systems of Allium cepa and HTC cells. The comparison of total chromosomal and
nuclear aberrations (genotoxic alterations) performed between BTEX concentrations
bioremedied and not bioremedied showed a significant decrease of these abnormalities for
BTEX concentrations 1, 2 and 4. Mutagenic alterations, evaluated by the micronucleus test
(MN) in meristematic cells, were significant to the BTEX concentrations 1, 2, 4 and 5 not
bioremedied. When comparing the frequencies of MN between the prepared concentration of
BTEX with its concentration bioremedied, there was a significant reduction for the
bioremedied 1 and 4. There was no significant induction of MN to cells F1 to any of the
concentrations tested. The BTEX did not cause any significant cytotoxic effect to those
organisms. The test performed with micronucleus of the HTC cells revealed that the BTEX
was mutagenic, but only to the highest concentration, both before and after the biodegradation.
Genotoxic damage as measured by the comet assay showed that BTEX was genotoxic for all
concentrations not bioremedied, tested in experiments with HTC cells, and this potential was
reduced after the biodegradation process. By the obtained results, we can suggest that the
BTEX mixture can promote harmful effects in the genetic material of Allium cepa and HTC
cells. The biodegradation process by microorganisms, of BTEX aqueous mixture, was efficient
by reducing the genotoxic and mutagenic effects, showing that the compounds of the mixture
were degraded into metabolites not toxic to cells. Furthermore, it was observed that raw
sewage from oil refinery may contain microorganisms capable of degrading organic

compounds such as BTEX.
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1. INTRODUCAO GERAL

O petrdleo, assim como os seus derivados, tem sido considerado um dos principais
contaminantes do meio ambiente. Devido ao grande aumento na escala de produgdo,
transporte e utilizagdo mundial, tanto como fonte de energia como na fabricacdo de diversos
produtos como plésticos, solventes, produtos farmacéuticos, cosméticos, combustiveis fosseis,
borrachas sintéticas e muitos outros, muitos pesquisadores tém dedicado uma atengao especial
na investigagdo dos possiveis impactos que estes produtos possam promover no meio
ambiente.

Contaminagdes pelo petrdleo e seus produtos sdo comumente observadas no ambiente
como decorrentes de acidentes no processo de carga, descarga, transporte, producdo de
subprodutos e combustdo (PEDROZO et al., 2002). Quando esses produtos atingem o solo,
eles podem percorrer trés caminhos distintos: ficar retido nos espagos porosos do solo;
dissolver na 4gua subterrdnea ou evaporar e atingir a atmosférica (NADIM et al., 1999),
apresentando, assim, uma potencialidade de contaminagdo dos diversos meios fisicos.

Derivados do petrdleo como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) sdo
compostos que tém despertado um interesse especial nos pesquisadores, pelas suas
caracteristicas toxicas; pela mobilidade no meio-ambiente, tanto na fase gasosa, liquida como
solida, e pela alta solubilidade da mistura em &agua. Tais caracteristicas levam a uma
preocupacdo especifica, quanto a poluicdo das 4guas, principalmente, as subterraneas
(LOVLEY, 1997; ANNESER et al., 2008).

O BTEX ¢ constituido por hidrocarbonetos monoaromadticos que sdo comumente
encontrados no petréleo bruto e em alguns de seus derivados, como, por exemplo, a gasolina

(CHEN et al., 2008). Eles também sao produzidos na escala de megatoneladas por ano, como
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produtos quimicos a granel para uso industrial, sendo utilizados como solventes e matérias-
primas na fabricacdo de pesticidas, plasticos e fibras sintéticas (HUTCHINS et al., 1991).

Uma alternativa para a degrada¢do do BTEX em aqiiiferos contaminados € o processo
de biorremediacdo que, segundo Barthe (1986) e Bouwer et al. (1994), ¢ um processo atrativo,
seguro ¢ efetivo, frente as técnicas fisicoquimicas convencionais que sdo empregadas no
tratamento de solos e de 4guas contaminadas por derivados de petroleo.

A tecnologia de biorremediacdo por microrganismos ¢ implementada em ambientes
impactados pelo favorecimento do crescimento e da reprodu¢do de microrganismos
naturalmente presentes no local, por meio do fornecimento de um aceptor de elétrons
(oxigénio ou nitrato), nutrientes (nitrogénio e fosforo) e de uma fonte de energia (carbono),
que serve para acelerar o processo de biodegradacdo. Como o petrdleo e seus derivados sdo
constituidos basicamente de hidrocarbonetos, a biodegradacdo destes produtos se da pela
utilizagdo destas moléculas organicas como fonte de energia (PEDROZO et al., 2002).

Para que uma biorremediag¢do seja considerada eficiente, o produto resultante da
decomposicdo deve ser constituido apenas por dgua e gas carbdnico. Porém, muitos estudos
relatam que atividades microbianas podem transformar compostos ndo toxicos ou com baixa
toxicidade em toxicos potentes, sendo que, em muitos casos, produtos resultantes da
biorremedia¢do sdo, reconhecidamente, carcinogénicos (ALEXANDER, 1999). Desta forma,
para se avaliar a efetividade do processo de biorremediagdo no tratamento de aqiiiferos
contaminados com petréleo, torna-se necessario, além de uma avaliacdo quimica, o uso de
bioensaios, por estes fornecerem dados mais consistentes e confidveis na analise de riscos
genotoxicos, permitindo um melhor reconhecimento da genotoxicidade de possiveis
metabolitos formados durante o processo da biodegradagdo (REUSSER et al., 2002 e PLAZA
et al., 2005).

Segundo Maila e Cloete (2005), o uso de atividades bioldgicas como bioindicadores
da remoc¢do de poluentes organicos pode ser um complemento as ferramentas tradicionais
existentes por possibilitar, pelas respostas bioldgicas apresentadas pelos bioindicadores, uma
melhor avaliagdo da eficiéncia dos processos tecnoldgicos aplicados na melhoria das
condi¢des ambientais.

A genética toxicoldgica tem por finalidade identificar e analisar a agdo de agentes
tdxicos que sdo capazes de interagir com o material genético dos seres vivos. O entendimento
das propriedades fisicas e quimicas dos compostos quimicos, bem como de seus efeitos sobre

as células, constituem importantes informag¢des para a avaliagdo da potencialidade do
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composto comprometer o material genético dos organismos expostos ou mesmo da
possibilidade de causar a sua morte. (ARNAIZ, 1995).

As plantas sdo consideradas excelentes organismos testes a serem usados no
monitoramento ambiental. Esta caracteristica se deve as respostas que estes organismos
apresentam frente as alteracdes ambientais, uma vez que altas freqiiéncias de células
aberrantes, frequentemente, estdo associadas a instabilidades genéticas decorrentes da
exposicdo dos organismos a condicdes ambientais desfavoraveis (BEZRUKOV;
LAZARENKO, 2002).

Dentre os vegetais mais utilizados em estudos de biomonitoramento, destaca-se a
espécie A. cepa. Muitos testes para identificacdo da presenca de quimicos potencialmente
genotoxicos e mutagénicos vém sendo realizados com este organismo, mostrando bons
resultados para este tipo de andlise. As células de meristemas radiculares de A. cepa
apresentam caracteristicas que as credenciam como um eficiente material para estudos
citogenéticos, sendo indicadas para ensaio de aberragdes cromossOmicas com poluentes
ambientais (ATEEQ et al., 2002; MATSUMOTO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007,
LEME; MARIN-MORALES, 2008; CARITA; MARIN-MORALES, 2008).

Culturas de células de mamiferos sdo utilizadas, com sucesso, nos estudos de
avaliacdo da mutagenicidade dos agentes toxicos. Estes testes apresentam vantagens pela
facilidade de padronizacdo das condi¢des do ensaio, pela possibilidade de realizar tratamentos
das células em varias fases do ciclo celular e pela organizagdo do material genético
assemelhar-se as células in vivo (RABELLO-GAY, 1991), além de serem reprodutiveis,
rapidos, sensiveis e financeiramente acessiveis (ROGERO et al., 2003).

Dentre as linhagens celulares mais utilizadas para testes de genotoxicidade e
mutagenicidade (CHO, V79, HepG2, HTC, etc.), as HTC (Hepatoma Tissue Culture)
constituem sistemas simples e sensiveis para realiza¢do de ensaios in vitro. As células HTC
apresentam alta atividade metabolica e, por isso, sdo largamente utilizadas em pesquisas para
verificar, in vitro, a influéncia da toxicidade de substancias quando metabolizadas pelo figado

(GAD, 2000).
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2. OBJETIVOS

Frente ao exposto acima, este trabalho teve como objetivos:

> Investigar a potencialidade citotoxica (andlise de morte celular e de indice
mitdtico), genotdxica (teste de aberragdes cromossOmicas) e mutagénica (teste de
microntucleo) de diferentes concentragdes da mistura BTEX sobre células meristematicas do
sistema-teste de Allium cepa;

> Investigar o potencial mutagénico (teste do microntcleo) de diferentes
concentragcdes da mistura BTEX sobre células F; do sistema-teste de A. cepa,

> Investigar as potencialidades genotdxicas (ensaio do cometa) e mutagénicas
(teste do micronucleo), in vitro, de diferentes concentragdes da mistura BTEX, sob células de
hepatoma de rato (HTC);

> Conhecer e selecionar os microrganismos capazes de biodegradar a mistura
BTEX, para possivel utilizagdo de tratamento de biorremediagdo de ambientes aquaticos
contaminados com este composto;

> Comprovar a eficiéncia do processo de biodegradacdo, quanto a capacidade de
promover redu¢do dos efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos do BTEX, por meio de
ensaios com células meristematicas de A. cepa;

> Comprovar a eficiéncia do processo de biodegradagdo, quanto a capacidade de
promover redu¢do dos efeitos mutagénicos do BTEX, por meio de ensaios com células F; do
sistema-teste de A. cepa;

> Comprovar a eficiéncia do processo de biodegradacgdo, quanto a capacidade de
promover reducdo dos efeitos genotdxicos e mutagénicos do BTEX, por meio de ensaios com

células HTC.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Caracterizacio fisico-quimica do BTEX

A sigla BTEX ¢ um acronimo formado a partir dos nomes das substancias quimicas:
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (o-xileno, m-xileno, p-xileno). Como essas
substancias sdo geralmente encontradas juntas no ambiente, utiliza-se a expressdo BTEX
como uma referéncia conjunta a elas.

O BTEX pertence a um grupo quimico denominado de Compostos Organicos Volateis
(COVs). Por apresentarem uma caracteristica de alta volatilidade, contaminam a atmosfera, ao
invés de persistirem nas superficies de dguas e solos. Esses compostos sdo poluentes que
contribuem nos processos de degradacdo ambiental, interferindo, por exemplo, na redugdo do
ozonio estratosférico e na formagdo do ozdnio troposférico. A oxidagdo dos COVs, na
presenca de 6xidos de nitrogénio, leva a formagdo do smog fotoquimico, prejudicial para os
seres humanos, animais ¢ vegetagao (FALCO; MOYA, 2007). Em relacdo a agua, os COVs
estdo entre os poluentes mais comumente encontrados em aguas subterraneas (SAFAROVA
et al., 2004). Estes hidrocarbonetos possuem uma alta mobilidade em sistemas solo-dgua,
devido ao seu menor coeficiente de particdo entre octanol-agua.

O coeficiente de parti¢cdo octanol (2-Etil Hexanol - C4H;90)-4gua (Kow) ¢ uma medida
da lipofilicidade de um composto e ¢ definido como a razdo da concentragdo do mesmo, no
equilibrio, apds dissolugdo em um sistema de duas fases, formadas por dois solventes
imisciveis, dgua e octanol. Ele representa o balango entre as propriedades hidrofilicas e
lipofilicas do composto e influencia o transporte de um composto organico no ambiente
(SILVA; FERREIRA, 2003). Um menor coeficiente de particio implica em uma lenta

absorcdo no solo e, conseqiientemente, um transporte preferencial via dgua, favorecendo a
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contaminacdo de reservatorios, por migrarem mais rapidamente pelas aguas (NAKHLA,
2003). Estes compostos, freqlientemente, ocorrem em niveis trago em aguas superficiais,
como resultado da sua volatilidade, mas encontram-se em uma concentragdo bem mais
elevada nas aguas subterraneas, sendo considerados como contaminantes prioritarios a serem
avaliados nas analises de agua (FALCO; MOYA, 2007).

A mistura BTEX representa um grupo homogéneo de hidrocarbonetos organicos
volateis com propriedades fisico-quimicas semelhantes (Tabela 1). O benzeno, o tolueno, o
etilbenzeno e os xilenos sdo hidrocarbonetos monoaromaticos, incolores € com odor
caracteristico, sendo soluveis em agua, mas geralmente misciveis com outros solventes
organicos, como o éter etilico, acetona, etanol e cloroformio (DEAN, 1978). Os meios
contaminados com esses quimicos incluem o ar, a 4gua e o solo (ATSDR, 2004). Sdo os
principais componentes aromaticos encontrados em muitos produtos do petrdleo, estando
presente, com freqiiéncia, em aguas subterraneas, como resultado de vazamentos de tanque de
estocagem e de dutos subterraneos (JOHNSON et al., 2003), além de atividades industrias.

Os limites para a concentracdo destes compostos em aguas subterraneas sdo bastante
restritos e correspondem aos limites de potabilidade. A concentracdo maxima total permitida
em aguas subterrdneas para o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos é Sug/L, 170png/L,
200ug/L e 300ug/L, respectivamente (CETESB, 2004).

Estes quimicos t€ém sido utilizados na induastria quimica para preparar catalisadores
solidos, em reagdes de polimerizacdo, para dissolver composi¢des fotossensiveis e para
sintetizar pesticidas e produtos farmacéuticos (BARRETO et al., 2007). Representam cerca de
35% da composi¢do dos combustiveis fosseis, estando presentes, particularmente, na gasolina
automotiva, combustiveis de avido e querosene, € em menor quantidade no dleo diesel. Além
disso, s@o utilizados como solventes em inimeros produtos, como tintas e revestimentos
(ATSDR, 2004) e na fabricagdo de plasticos e fibras sintéticas (HUTCHINS et al., 1991).

Devido a elevada concentragdo da mistura BTEX no petrdleo e a utilizagdo maciga
desta mistura como fonte de energia, como solventes e na produg¢do de outros quimicos
orgéanicos, aumenta a possibilidade de contaminacdo de recursos hidricos por este composto, o
que pode acarretar em sérios problemas para o ambiente e para a satide publica (WALDEN;
SPENCE, 1997).

O benzeno tem sido amplamente utilizado como solvente em industrias farmacéuticas,
em tintas, colas e derivados, porém, recentemente, hd uma forte pressdo em se restringir esse
amplo uso, pelas evidéncias comprovadas das suas caracteristicas carcinogénicas (ROMA—

TORRES et al., 2006). Dentre os hidrocarbonetos de petréleo, o benzeno ¢ um dos compostos
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mais soliveis em agua. No meio ambiente, ele ¢ encontrado na atmosfera devido,
principalmente, a sua presenga em gases de exaustdo de motores a gasolina, pelo préprio
processo de sua producdo, bem como pelo uso industrial como produto intermediario. Na
agua, ele aparece decorrente de descargas de efluentes industriais ou por vazamentos (IRWIN
et al., 1997).

O tolueno ¢ um composto organico volatil, da classe dos hidrocarbonetos
monoaromdticos (MACKAY et al.,1992), considerado um poluente em potencial pela USEPA
(1991;1995 a; b). Como o etilbenzeno e os xilenos, o tolueno é um alquilbenzeno. Ele difere
do benzeno por conter um grupo metil adicionado ao anel benzénico (IRWIN et al., 1997). O
tolueno ¢ amplamente utilizado como solvente de tintas, tiners, adesivos e em produtos
farmacéuticos, sendo também misturado na gasolina, juntamente com o benzeno e os xilenos
(ROMA-TORRES et al., 20006).

O etilbenzeno caracteriza-se por ser um hidrocarboneto aromatico presente no petroleo
e ¢ um dos componentes de combustiveis liquidos. Ele € usado como solvente na produgao de
borracha sintética e estireno. Este composto ¢ comumente encontrado no ar na forma de
vapor, movendo-se facilmente do ar para a 4gua e do ar para o solo. Uma vez na atmosfera, a
molécula de etilbenzeno reage, por fotolise, com outros produtos quimicos, formando as
substancias constituintes dos ‘“smogs”. Na superficie da &agua, o etilbenzeno reage
naturalmente com os outros compostos presentes na agua, enquanto que, no solo, grande parte
do etilbenzeno ¢ degradada por bactérias. Como o etilbenzeno liga-se moderadamente ao solo,
ele também pode se mover através do mesmo, contaminando as aguas subterraneas (ATSDR,
1999).

O xileno ¢ um hidrocarboneto aromatico, composto por dois grupos metil ligados ao
anel benzénico, apresentando trés diferentes formas isoméricas: ortho, meta e para, sendo que
a mistura dessas formas ¢ usada em uma variedade de solventes, principalmente nas industrias
de tintas (ROMA-TORRES et al., 2006). O xileno tende a evaporar rapidamente quando
exposto a atmosfera, mas pode ser mais persistente em sedimentos, no solo ou em aguas
subterraneas, onde ndo se encontra exposto diretamente ao ar. O xileno tende a migrar para as

aguas subterraneas e persistir nelas por meses ou até mesmo anos (ATSDR, 1993).
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3.2. Efeitos do BTEX sobre os organismos

O ser humano pode se expor ao BTEX por ingestdo ou por inalagdo. A exposicao
aguda a essa classe de compostos ¢ associada a irritacdo da pele, depressdo do sistema
nervoso central e efeitos sobre o sistema respiratdrio. A exposi¢do prolongada ao BTEX
também pode afetar drglos, tais como rins e figado, e o sistema circulatério (MAZZUCO,
2004), sendo também considerados perigosos pela sua potencialidade de causar leucemia
(CORSEUIL; ALVAREZ, 1996). De acordo com Irwin et al. (1997), os efeitos cronicos do
BTEX incluem, no homem, danos ao figado, rins, coragdo, pulmdes e sistema nervoso.

Estudos toxicocinéticos em humanos e animais indicam que esses quimicos sdo bem
absorvidos, extensivamente metabolizados e distribuidos para tecidos ricos em lipideos e
altamente vascularizados, como o cérebro, a medula 6ssea e o tecido adiposo, devido a alta
lipofilicidade que apresentam. No entanto, ndo persistem no corpo por longos periodos, sendo
facilmente eliminados (ATSDR, 2004). Estudos com animais ¢ com o homem demonstram
uma rapida absor¢do desses compostos pela via pulmonar, com indices de reten¢do para o
homem entre 30 a 80%. Em relacdo a via oral, a absor¢do do BTEX ¢ rapida e eficiente, entre
80 a 97% da dose ingerida. A absor¢do de vapores desses hidrocarbonetos pela pele ¢ menos
significativa do que por via pulmonar e oral, embora a absor¢do cutdnea, em sua forma
liquida, seja dependente da hidratagdo e espessura da camada cdrnea e da taxa de perfusdo
sangiiinea da derme (PEDROZO et al., 2002).

Em relagdo ao processo de biotransformacdo, o BTEX ¢ biotransformado pela via
oxidase do citocromo P-450, sofrendo modifica¢des tanto no carbono aromatico como nos
grupos alquilados da cadeia lateral. Estes intermediarios oxidados sdo conjugados com
substratos endogenos, como o acido glicurdnico, sulfatos, glutationa, cisteina ou glicina,
tornando-se passiveis de serem excretados pelos rins ou, em alguns casos, pela bile. A
biotransformacao destes compostos pode resultar em produtos menos téxicos do que o proprio
quimico (tolueno em acido hiptrico) ou em produtos com um efeito toxico ainda maior
(benzeno em hidroquinona) (PEDROZO et al., 2002).

Trabalhadores expostos ocupacionalmente a derivados do petroleo com equivalente de
carbono entre 5 ¢ 9, nos quais incluem-se BTEX, podem apresentar alteragcdes das enzimas
hepaticas, expressas pelo aumento dos niveis sé€ricos das transaminases, além de um aumento
do figado, infiltracdo gordurosa e insuficiéncia hepatica, decorrentes da acdo hepatotdxica
cronica destas substancias (ATSDR, 1995; GOES, 1997).

De acordo com Chen et al (2008), o BTEX pode ser considerado genotdxico para

linfécitos humanos mantidos em cultura, pois induziu uma variedade de danos no DNA, como
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quebras de fita simples, quebras de fita dupla e modificagdo de base oxidativa, detectados
pelo ensaio do cometa.

O conhecimento sobre o mecanismo de ac¢do e o efeito toxico da a¢do conjunta do
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, bem como o efeito aditivo, antagdnico ou sinergistico
dessas substincias sobre os organismos alvos é bastante limitado, sendo que informagdes
sobre a interacdo desses quimicos ficam restritas, principalmente, a combinagdes binarias dos

mesmos (ATSDR, 2004).

3.2.1. Benzeno

O benzeno ¢ um poluente potencialmente carcinogénico (USEPA,1986 ; 1991). A
exposicdo cronica ao benzeno pode resultar em sérios efeitos hematoldgicos para o homem,
nos quais todos os componentes do sangue podem ser afetados (WHO, 1993; 2000).
Exposi¢des a altas concentracdes de benzeno levam a degradagdo progressiva da medula
Ossea, anemia aplastica, leucemia, além de alteracdes imunoldgicas (YARDLEY-JONES et
al., 1990). Danos cromossomicos t€ém sido encontrados entre trabalhadores expostos a niveis
muito baixos de benzeno (GREEN, 1988), sendo estes resultados confirmados em testes com
outros animais (USEPA, 1985). A exposi¢do ocupacional ao benzeno tem sido associada com
uma elevada freqiiéncia de aberragdes cromossomicas em linfocitos periféricos (DABNEY,
1994). Alguns autores afirmam que o aumento do indice de aberragdes cromossomicas ¢ dose
e tempo dependente da exposi¢do ao benzeno (TOMPA et al., 1994; SMITH; ROTHMAN,
2000).

Inumeros estudos de genotoxicidade in vitro tém indicado que o benzeno é fracamente
mutagénico ou ndo mutagénico para ensaios de mutacdo em genes padronizados, mas € capaz
de induzir quebras cromossdmicas e pode interferir na segregacdo cromossdémica (DEAN,
1985; WATERS et al., 1988; BIRD et al., 2005). De acordo com Dean (1985), o benzeno ¢
capaz de induzir tanto aberracdes cromossdmicas estruturais como numeéricas (aneuploidias)
em células mantidas em cultura.

Estudos realizados por Whysner (2000) indicam que o benzeno induziu micronucleos
em células de medula 6ssea de camundongo, quando testados in vivo, ndo confirmado em
testes in vitro. Estes dados, segundo o autor, mostram que para o benzeno agir ¢ necessaria
uma ativagdo metabolica. Ja& quando testes in vitro foram realizados com metabdlitos do

benzeno, estes se mostraram positivos.
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De acordo com Whysner et al. (2004), o benzeno induziu altera¢des cromossdmicas
significativas em cultura de linfdécitos, mas ndo em células CHO, possivelmente pela auséncia
da capacidade de metabolizacdo dessas ultimas.

Estudos in vivo realizados sobre o mecanismo de a¢do do benzeno em células da
medula déssea e do bago de camundongos indicaram que a formagdo de micronucleo ¢
resultado tanto de perda como de quebra cromossdmica. Dessa forma, os autores concluiram
que a exposicdo ao benzeno acarreta tanto efeitos clastogénicos como aneugénicos € que o
tipo de ag@o pode variar dependendo do d6rgdo-alvo ou do tipo celular (Chen et al., 1994). No
entanto, diversos estudos demonstram a prevaléncia da capacidade clastogénica do benzeno,
embora adutos de DNA instaveis, danos oxidativos e perturbagcdes no fuso também sejam
responsaveis pelo efeito toxico deste quimico (Whysner et al., 2004).

Segundo Bird et al. (2005), o benzeno produz efeitos citogenéticos em animais e
humanos, incluindo danos aos cromossomos e/ou ao processo de divisdo. Au et al. (1991)
observaram um aumento significativo na freqiiéncia de aberracdes cromossdmicas em
linfocitos de camundongos CD-1 expostos a baixos niveis de benzeno (40 e 100 ppb).

Mullin et al. (1998) investigaram a freqiiéncia e o padrdo de mutacdes no transgene
lacl em tecidos de pulmdes de camundongos Big Blue expostos ao benzeno. Esses autores
concluiram que o benzeno ¢ uma substidncia mutagénica para células de pulmdes, pois,
quando estas células foram expostas a vapores de benzeno, apresentaram um aumento da
freqtiéncia de genes mutados e um aumento na extensao das dele¢des, em relagdo aos animais
ndo expostos a esse quimico.

O uso de marcadores citogenéticos, observados pela metodologia de hibridizagdo in
situ (FISH), mostrou que o benzeno induz aneuploidia em células metafasicas de humanos
(BIRD et al., 2005). Os autores observaram que os cromossomos 5 ¢ 7 do caridtipo humano
parecem ser mais sensiveis a perdas decorrentes da ag¢do deste produto do que os demais
cromossomos, embora, segundo os autores, esse dado ndo tenha sido devidamente
comprovado nestes ensaios.

Ensaios com células dos filamentos estaminais de Tradescantia, realizados por Van't
Hof e Schairer (1982), mostraram que a concentragdo de 4.000 mg/L de benzeno, na sua
forma gasosa, promoveu um aumento significativo da freqiiéncia de mutagdes nestas plantas,
comprovando a sua potencialidade mutagénica para este organismo teste. O benzeno também
induziu um aumento significativo na freqiiéncia de aberragdes cromossodmicas de células de
raizes de Allium cepa, submetidas a exposicdo na concentragdo de 100 uM (RANK;
NIELSEN, 1994).
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Hoje em dia, o principal interesse dos estudos sobre o benzeno esta na avaliacdo da
exposi¢do continua e prolongada a baixos niveis de benzeno, tanto no meio ocupacional como
no ambiente (DUARTE-DAVIDSON et al., 2001; SUL et al., 2002).

Os mecanismos de agdo toxica do benzeno ainda ndo estdo totalmente esclarecidos,
embora acredita-se que estejam relacionados com os processos de biotransformacgdo, ¢ a
decorrente formacdo dos seus principais metabdlitos: fenol, catecol, muconaldeido e
hidroquinona (PEDROZO et al., 2002). Segundo a Organizagdo Pan-americana da Satde
(OPS, 1996), a toxicidade do benzeno estad relacionada com capacidade de ligacdo de seus
metabolitos com o DNA ou o RNA, que interfere no processo de reparo e replicagdo celular,

resultando em danos cromossdmicos e carcinogénese.

3.2.2. Tolueno

O tolueno ¢ um inibidor de atividades do sistema nervoso central (NLM, 1994) ¢
promotor de outros efeitos a este sistema, tais como, perda de memdria e danos progressivos
do cérebro e dos nervos, tanto em exposi¢des agudas como cronicas (DABNEY,1994). A
intoxicac¢do aguda pelo tolueno pode se expressar pela sindrome da encefalopatia tdxica, cujas
caracteristicas sdo dadas por sintomas como euforia, instabilidade emocional ¢ motora e
alteracdes da linguagem em uma fase inicial, seguidas por sonoléncia e comprometimento das
fun¢des motoras e intelectuais (PEDROZO et al., 2002). Exposi¢des a altas concentragdes de
tolueno (entre 5000 a 30000 ppm) podem levar, em poucos minutos, a um quadro neurologico
de desorientacdo, alucinacdes, perda de coordenagdo motora, tremores, convulsdes e
inconsciéncia, podendo chegar até ao coma (OPS, 1996; AITIO; WADA, 1993).

O tolueno é ocasionalmente detectado em amostras de 4gua potdvel em niveis
geralmente abaixo de 3 pg/L (IRWIN et al., 1997). Estudos realizados pela Universidade de
Washington (1990) descreveram uma minima ou pequena teratogenicidade para o tolueno.
Quanto a mutagenicidade do composto, EC (1993) cita que esta ¢ inexistente para mamiferos
€ microorganismos, porém seus ensaios mostram-se inconclusivos. Também foram
registrados resultados controversos para ensaios de aberragdes cromossdmicas realizados com
o tolueno para esses mesmos organismos (DABNEY, 1994).

Estudos realizados por Hammer (2002) mostraram um aumento significativo de trocas
entre cromatides irmas em linfocitos do sangue de trabalhadores expostos ocupacionalmente a
concentragdes de 141 a 328 mg/m’de tolueno, comprovando o efeito genotéxico dessa

substincia.
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De acordo com Murata et al. (1999), os danos oxidativos no DNA, promovidos pelo
tolueno e seus metabolitos, identificados pelo uso de sondas (*2P-5-end-labeled) de
fragmentos de DNA de genes humanos, sdo fatores importantes nos processos de indugdo de
carcinogenicidade e na toxicidade reprodutiva, embora o potencial carcinogénico do tolueno
seja mais baixo do que o benzeno.

Como relatado pela USEPA (2005), em sua revisao toxicologica do tolueno, feita com
inimeros estudos realizados por diversos pesquisadores, o tolueno ndo apresentou efeito
positivo para os testes de mutacdo reversa com Salmonella typhimurium, tanto com a adigéo
da fracdo S9 como sem a presenga desse sistema de metabolizagdo, e para o teste de mutagdo
reversa com E. coli. Nenhum aumento na troca de cromatides irmds ou aberragdes
cromossomicas em células CHO e em linfocitos humanos expostos, in vitro, ao tolueno foi
reportado, até mesmo em concentracdes que inibiram o crescimento celular.

A inalacdo de 1500 mg/L de tolueno por ratos Wister machos induziu danos
oxidativos no pulmao, rins e figado, observados pela utilizagdo do marcador imunoreativo 8-
hidroxi-2'-deoxiguanosina (TOKUNAGA et al., 2003).

De acordo com McGregor (1994), testes in vitro indicam que o tolueno ndo ¢
genotoxico e avaliagdes In vivo, realizadas com roedores e humanos, ndo sdo conclusivas
quanto a genotoxicidade deste composto. Esse mesmo autor sugere que exposicdes ao tolueno
ndo resultam em danos genéticos em células somaticas. De acordo com Hammer (2002), o

efeito genotdxico do tolueno ¢ ainda matéria para muita investigagao.

3.2.3. Etilbenzeno

O etilbenzeno foi classificado pela International Agency for Research on Cancer
(IARC, 2000), como uma substancia possivelmente carcinogénica para humanos, devido aos
resultados significativos de carcinogenicidade para animais.

Hidrocarbonetos aromaticos, como o etilbenzeno, se tornam metabolizdveis quando
dissolvidos em uma solucdo aquosa (SIKKEMA et al., 1995). O etilbenzeno ¢
biotransformado, preferencialmente, por hidroxilagdo catalisada por enzimas da fragdo
microssomal hepatica e posterior conjugacido de seus metabdlitos (PEDROSO, et al., 2002).
No homem, os principais metabolitos formados sdo os acidos mandélico e fenilglioxilico
(ATSDR, 1999).

A entrada do etilbenzeno na célula se da, passivamente, através da bicamada lipidica
da membrana celular, podendo resultar em mudangas na sua estrutura e integridade,

conferindo, assim, um mecanismo de toxicidade do composto. As mudangas na integridade da
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membrana podem afetar, subseqiientemente, suas fungdes, particularmente as de barreira
biologica, transdutoras de energia, além de alterar sua matriz protéica (SIKKEMA et al.,
1995).

O potencial genotoxico do etilbenzeno foi investigado, primeiramente, utilizando
ensaios in vitro com Salmonella typhimurium (FLORIN et al., 1980; DEAN, 1985; NTP
1986, 1996), Escherichia coli (DEAN, 1985) e Saccharomyces cerevisiae (NESTMANN;
LEE, 1983; DEAN, 1985). Estes dados indicaram que o etilbenzeno ndo ¢ mutagénico para
bactérias ou leveduras, tanto na presenga como na auséncia de atividade metabdlica.

O potencial do etilbenzeno induzir aberragdes cromossOmicas ¢ trocas entre
cromatides-irmas foi estudado em células de CHO (NTP 1986, 1996). Nenhuma resposta
mutagénica foi observada para os ensaios com doses de 75, 100, ou 125 mg/L. Entretanto, o
etilbenzeno foi considerado mutagénico, na concentracdo de 80 mg/L, pelos ensaios
realizados com linfoma de camundongo, sem atividade metabolica, e letal para as células de
linfoma de camundongo, na concentracdo de 100 mg/L (MCGREGOR et al., 1988). Os
resultados positivos sugerem que o etilbenzeno pode causar um aumento no potencial
genotdxico em humanos (ATSDR, 1999).

Uma revisdo realizada por Henderson et al. (2007) relata que o etilbenzeno ndo ¢
mutagénico para bactérias, ndo induziu mutacdes em leveduras e nem trocas entre cromatides
irmds em células CHO. Este quimico ndo foi considerado clastogénico para células CHO e
para linhagens celulares de figado de rato, mas ocasionou a forma¢do de micronucleos em
células SHE, in vitro. Ainda segundo esses mesmos autores, nenhuma evidéncia de
genotoxicidade foi observada em humanos expostos a altos niveis de etilbenzeno. Os estudos
da genotoxicidade do etilbenzeno sdo controversos, necessitando mais investigagdes sobre

este assunto.

3.2.4. Xileno

A inalacdo do xileno pode causar hemorragia, inflamacdo e edema pulmonar,
dependendo do grau de exposi¢do. No entanto, esses sintomas sdo dificilmente observados,
pois os xilenos sdo irritantes e apresentam odor reconhecivel em concentragdes muito mais
baixas do que aquelas necessarias para produzir o edema. A aspira¢do do liquido para o
interior dos pulmdes pode resultar em pneumonia quimica, que pode ser fatal (MEDITEXT,
2000). Intoxicacdes agudas por xileno podem acarretar em alteragdes renais transitorias com

elevagdo da quantidade de uréia no sangue e diminui¢@o da creatina urinaria (OPS, 1996).
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A acdo neurotdxica do xileno manifesta-se por meio de uma disfungdo cognitiva,
aumento dos niveis das catecolaminas hipotaldmicas, at¢ um quadro de hiperatividade motora
e convulsdes (ATSDR, 1995).

O xileno ¢ biotransformado pela oxidacdo do seu grupamento metila, formando os
compostos acidos orto, meta ou para-toluico (referente a cada um de seus trés isomeros: orto,
meta e para xileno) e, apds sua conjugacdo com a glicina, origina seu principal metabolito, o
acido metilipurico (LEITE, 1996).

Foram observados resultados negativos em ensaios de mutagenicidade com
Salmonella, com linfoma de camundongo L5179Y e em ensaios de danos cromossdmicos
com células da medula 6ssea expostas a dosagens de xileno (NLM, 1988). No entanto, o
xileno freqiientemente ocorre associado a outros compostos aromaticos, sendo essa mistura,
possivelmente, mais genotdxica do que quando ele aparece isolado (IRWIN et al., 1997). Em
ratos, a exposi¢do ao xileno resultou em efeitos embriotoxicos e teratogé€nicos, afetando o
cérebro, o figado, os pulmdes e o coragdo dos organismos (NLM, 1988).

Segundo Dean (1985), o xileno pode ser considerado como ndo mutagénico, pois
testes realizados com bactéria, cultura de células de mamiferos e com animais in Vivo,
apresentaram resultados negativos conclusivos para a mutagenicidade do xileno.

Estudos de toxicidade com Daphnia magna mostram que o etilbenzeno ¢ o m-xileno
sd0 os mais toxicos dentre os BTEX, quando se avalia suas concentracdes em massa/volume,
enquanto que o benzeno é potencialmente mais toxico, por ter a mais baixa CLsy dentre os
compostos do BTEX (IRWIN et al., 1997).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1986 e¢ 1997), tanto o
tolueno como o xileno ndo apresentaram efeitos genotdoxicos nem carcinogénicos para

humanos e animais de laboratorios.

3.2.5. Estudos de misturas quimicas

As substancias quimicas, quando liberadas no ambiente, constituem misturas
complexas, tornando-se, geralmente, mais mutagénicas devido ao efeito sinergistico. Cardozo
et al. (2006) observaram que amostras de dguas coletadas em rios contaminados por
compostos organicos apresentaram potencial mutagénico para ensaios com Salmonella e para
testes de micronucleos em células V79. Quando realizaram ensaios testando, isoladamente,
cada um dos compostos quimicos presentes nas aguas, estes foram negativos. Os autores
concluiram que a mutagenicidade da 4gua era decorrente da ag¢do conjunta dos compostos nela

presentes.
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Os produtos mutagénicos, segundo Claxton et al. (2004), podem ser produzidos a
partir de hidrocarbonetos simples e ndo mutagénicos (como o tolueno) ou por combustio
(como o diesel), sendo que estes componentes estio comumente presentes em atmosferas
urbanas e apoOs a sua exposi¢do a gases reativos, como NOx e O3, sob condicdes fotoativas,
transformam-se em compostos mutagénicos. Estes produtos derivados podem ser carreados
para a agua de dois modos: diretamente do ar para a agua ou percolando através do solo
(CARDOZO et al., 2006).

Biomarcadores constituem pardmetros adequados para estudos com misturas de
contaminantes, pois € possivel observar os efeitos sinergisticos das substancias, a partir de

uma rede complexa de processos bioquimicos (ROOS et al., 2004).

3.3. Biorremediacio

Diversos estudos mostram vdrias alternativas para a degradagdo do BTEX em
aquiferos contaminados (LOVLEY, 1997; REUSSER et al., 2002; SCOW; HICKS, 2005).
Entre essas técnicas encontra-se o processo de biorremediacdo que, segundo Barthe (1986) e
Bouwer et al., (1994), ¢ uma alternativa atrativa, segura e efetiva frente as técnicas
fisicoquimicas convencionais que s3o empregadas no tratamento de solos e de aguas
contaminadas por derivados de petroleo.

Os tratamentos fisicos convencionais retiram os contaminantes do ambiente sem
destrui-los ou transforma-los quimicamente, gerando o acumulo de residuos toxicos. Além
disso, possuem um custo bastante elevado. Ja os processos bioldgicos de biorremediagdo sdo
considerados uma tecnologia limpa e promissora, principalmente devido a sua simplicidade,
baixo custo e alta eficiéncia, quando comparados a outras alternativas (ALEXANDER, 1994).

De acordo com Mariano (2006), a biorremediacdo pode ser considerada como uma
nova tecnologia para tratar locais contaminados mediante o uso de agentes bioldgicos capazes
de modificar ou decompor poluentes alvos. O principio desta técnica consiste na remocao de
poluentes do ambiente natural e/ou a sua conversdo em produtos menos prejudiciais,
utilizando, para isso, comunidades de microrganismos enddégenos do ambiente contaminado
(BAMFORTH; SINGLETON, 2005). Como resultado, hd uma mineralizacdo destes
poluentes, de modo a transformd-los em compostos inorganicos menores, como gas
carbonico, agua, formas inorgéanicas de N, P e S e componentes celulares (ALEXANDER,
1994; EWEIS et al., 1998).

A biodegradacdo geralmente ocorre por um consércio de diferentes espécies de

microrganismos capazes de metabolizarem os produtos e subprodutos da biodegradagdo, em
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diferentes etapas (REGIS, 2000). Os biodegradadores podem pertencer a diferentes grupos
taxonOmicos como, algas, bactérias, fungos e protozoarios (GHIORSE; WILSON, 1988;
MELO; AZEVEDO, 1997).

A comunidade microbiana envolvida na degradagdo de poluentes ambientais pode ser
dividida em: microrganismos primarios e secunddrios. Os microrganismos primarios siao
aqueles capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao sistema, enquanto que os
microrganismos secundarios utilizam, como fonte de energia, os produtos liberados pelos
microrganismos primarios (BULL; SLATER, 1982 apud GRADY, 1985).

Em relagdo aos compostos organicos, a maioria destes pode ser metabolizada por
microrganismos, desde que as condi¢des fisico-quimicas do meio estejam adequadas as
necessidades desses microrganismos. Além disso, a proximidade dos microrganismos ao
composto alvo da biodegradacdo, a disponibilidade do composto no meio e a participagcdo do
composto em alguma via metabdlica dos microrganismos devem também ser consideradas
(REGIS, 2000; SILVA et al., 2002; INAZAKI, 2003).

Para a biodegradacdo dos hidrocarbonetos, ¢ essencial que haja uma reacdo de oxi-
reducdo, em que o hidrocarboneto ¢ oxidado (doador de elétron) e um aceptor de elétron &
reduzido. Existem diferentes compostos que podem agir como aceptores de elétrons, entre
eles o oxigénio (O,), o nitrato (NO3), os 6xidos de Fe (III) e o sulfato (SO47). Além dos
aceptores de elétrons, outras varidveis podem estar relacionadas com os processos biologicos,
como o pH e o potencial redox da substancia (KAO e WANG, 2000; ROLING; VERSEVEL,
2002; HUNKELER et al., 2002, CHEON et al., 2004).

Nos tratamentos de aguas subterrdneas contaminadas com hidrocarbonetos, a
biorremedia¢do natural mostra-se interessante devido, principalmente, aos baixos custos e por
ser uma técnica que requer uma intervencdo minima no ambiente impactado
(BHUPATHIRAJU et al.,, 2002). Os principais mecanismos de biotransformacdo de
contaminantes organicos em aguas subterraneas acontecem nos biofilmes. Os biofilmes sdo
formados por bactérias e polimeros extracelulares que se aderem a subsuperficie (camada
intermedidria e interface dgua-sedimento), obtendo energia e nutrientes por meio do fluxo da
agua subterranea (BITTON; GERBA, 1984). As estratégias de biorremediagdo implicam em
fornecer as condi¢des adequadas da agua, do ar e a suplementagdo dos nutrientes para os
microrganismos, a fim de promover a metabolizagdo dos contaminantes (BAMFORTH;
SINGLETON, 2005).

Entre as possiveis técnicas de biorremediacdo incluem: a utilizagdo de microrganismos

autdctones, ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de
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remediacdo (biorremediacdo intrinseca ou natural); a adi¢do de agentes estimulantes como
nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimula¢do) e a inoculagdo de consoércios
microbianos enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al., 2003).

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma profunda influéncia na
habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas, especialmente com respeito
as taxas e extensdo da biodegradacdo. Alguns compostos organicos sdo rapidamente
biodegradados (como os hidrocarbonetos com baixo a médio peso molecular e alcodis),
enquanto outros sdo recalcitrantes (como compostos quimicos mais complexos e,
principalmente, os hidrocarbonetos halogenados) (MARIANO, 2006). Geralmente,
compostos ramificados e polinucleados sdo mais dificeis de degradar que moléculas
monoaromaticas ou com cadeias simples (ALEXANDER, 1965 apud ATLAS, 1997).

A habilidade de determinados microrganismos degradarem o BTEX ¢ conhecida desde
1908, quando Stormer observou a capacidade da bactéria Bacillus hexabovorum em crescer
aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno. A capacidade de microrganismos naturais
do solo degradarem BTEX foi primeiro demonstrada por Gray e Thornton em 1928. Estes
pesquisadores encontraram, entre 245 espécies de bactérias presentes em amostras de solos
ndo contaminados, 146 capazes de degradar hidrocarbonetos (GIBSON; SUBRAMANIAM,
1984 apud CORSEUIL; ALVAREZ, 1996).

Chiang et al. (1989), num estudo de biodegradagdo aerdbia de BTEX em aqiiifero
arenoso raso, reforcaram a idéia de que a quantidade de BTEX na 4gua subterrdnea ¢
inversamente proporcional a disponibilidade de oxigénio dissolvido. Os autores observaram
que quando a concentragdo de oxigénio dissolvido era superior a 0,9 ppm, o BTEX ndo era

mais detectado, devido a sua utilizagdo no processo de biodegradagao.

3.3.1. Efetividade do processo de biorremediac¢ao

A avaliagdo da efetividade do processo de biorremediagcdo geralmente ¢ feita apenas
por andlises quimicas. Contudo, ha uma necessidade eminente de se associar a estas
avaliacdes quimicas outras metodologias que auxiliem na detec¢do e quantificagdo das
transformagdes moleculares, decorrentes dos processos de biorremediagcdo. Dentre estas
metodologias, sdo importantes as ferramentas capazes de reconhecer a genotoxicidade de
possiveis metabolitos formados durante a biorremediagdo. No caso do BTEX, diferentes
metodologias, incluindo testes biologicos, podem detectar e estimar os efeitos das

transformagdes do benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) e, assim, avaliar a
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viabilidade do processo de biorremediagdo no tratamento de aqiiiferos contaminados com
essas substancias (REUSSER et al., 2002).

Ao analisar solos contaminados por derivados de petroleo submetidos ao processo de
biorremediacdo, Alexander et al. (2002) observaram um aumento significativo da
genotoxicidade e sugeriram que os microorganismos responsaveis pela degradacdo dos
compostos estavam transformando os quimicos presentes em novas substancias com evidentes
potenciais genotoxicos.

Phillips et al. (2000) relataram, em seus estudos realizados com solo, que, embora os
tratamento de biorremediagdo reduzisse a quantidade dos hidrocarbonetos totais de petroleo,
ele induzia um aumento na toxicidade, observado pelos testes de germinacdo de sementes e de
toxicidade com minhoca, indicando que metabdlitos toxicos intermediarios poderiam ter sido
formados durante a biodegradacao.

Atividades microbianas, nas quais compostos ndo toxicos ou com baixa toxicidade sdo
convertidos em toxicos potentes, tém sido relatadas para muitos compostos, sendo que alguns
produtos sdo, reconhecidamente, carcinogénicos (ALEXANDER, 1999).

Um aumento da genotoxicidade também foi observado por Randerath et al. (1999),
quando analisaram solos contaminados com diesel submetidos a biorremediacdo em
laboratorio.

Segundo Maila e Cloete (2005), o uso de testes bioldgicos como bioindicadores da
remocdo de poluentes organicos deve ser utilizado como um complemento as ferramentas
tradicionais existentes, sendo possivel entender o efeito do tratamento tecnoldgico e das
condi¢des ambientais nas respostas apresentadas pelos bioindicadores. De acordo com Plaza
et al. (2005), o uso de bioensaios combinados com analises quimicas apresentam resultados
mais confidveis para analise de riscos genotdxicos. Esta combinagdo de ensaios, segundo os

autores, ¢ indicada para a avaliacdo da efetividade de processos de biorremediagao.

3.4. Mutagénese Ambiental
A preservacdo do meio ambiente e a prevencdo de possiveis efeitos danosos que este
meio pode sofrer vém sendo uma preocupacdo constante e crescente no mundo atual. A
utilizacdo acentuada de produtos como farmacos, agroquimicos, cosméticos, corantes e
muitos outros vem causando um aumento nas taxas de mutagénese ambiental (RIBEIRO et
al., 2003). Sabe-se que muitos destes compostos podem causar mudangas prejudiciais,

herdaveis, no material genético, sem que se expressem de imediato (VOGEL, 1982) e, quando
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lancados no ambiente, podem representar um risco para a saude do homem, em virtude do seu
potencial para induzir mutagdes (TAVARES, 1991).

A poluicdo, segundo Dixon & Wilson (2000), pode atuar sobre o material genético de
duas formas: exercendo pressdo seletiva sobre a estrutura genética das populagdes ou
desencadeando mudangas amplas e ndo programadas no DNA (mutagdes).

A genética toxicoldgica tem por finalidade identificar e analisar a agdo de agentes
tdxicos que sdo capazes de interagir com o material genético dos seres vivos. O entendimento
das propriedades fisicas e quimicas dos compostos quimicos, bem como de seus efeitos sobre
as células, constituem importantes informag¢des para se avaliar o comprometimento
hereditario, deletério ou mesmo a potencialidade de agdo letal que um determinado produto
exerce sobre os organismos (ARNAIZ, 1995).

O estudo de danos no DNA ¢ parte essencial da genética toxicologica, assim como a
avalia¢do da inducdo de mutagdo cromossdmica constitui um evento importante para estudos
de carcinogénese. Uma mutacdo ¢ definida como uma mudanga na seqiiéncia do DNA, que
leva a uma alterag@o herdéavel da funcdo génica (RIBEIRO et al., 2003).

O aparecimento de mutagdes ocorre em todos os seres vivos, sendo um processo
fundamental para a evolugdo e diversidade das espécies. Muitas das muta¢des ndo implicam
em mudangas detectdveis na atividade metabolica da célula ou do organismo e, portanto,
passam despercebidas. Outras mutacdes podem determinar a morte celular e, por
conseqiiéncia, ndo sdo também detectdveis. Assim, apenas um pequeno numero de mutagdes
que ocorrem em genes especificos pode se caracterizar em vantagens ou determinar um
crescimento desordenado das células. Os chamados agentes mutagénicos, que vao alterar a
seqliéncia das bases no DNA, podem acelerar ou aumentar o aparecimento de mutagdes que
estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias. Apds passar por varias divisdes, uma
célula podera acumular mutagdes que, se em numero elevado, poderdo determinar a perda do
controle de sua divisdo, determinando, assim, o aparecimento do cancer (RIBEIRO et al.,
2003).

Efeitos genotoxicos podem promover quebras no DNA, acarretando perda de material
genético e mutagdes que inviabilizam a célula ou que decorram em processos carcinogénicos.
Atualmente, a genotoxicidade vem sendo avaliada por meio de diversos testes, realizados com
varios organismos, e que resultam em informagdes seguras e precisas, quanto a potencialidade
em causar lesdo no DNA (FERNANDES, 2005).

E importante conhecer os processos mutacionais e os fatores que os produzem, pois

possibilita administrar ¢ minorar os riscos (SILVA et al.,, 2003), além de servir na
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identificacdo e analise das substancias que sdo capazes de interagir com o material genético
dos organismos.

Testes bioldgicos de toxicidade e genotoxicidade sdo indispensaveis para se avaliar as
reacdes dos organismos vivos expostos a poluicdo ambiental, como também para identificar
os efeitos sinergisticos potenciais de varios poluentes (MORAES, 2000). Biomarcadores
constituem parametros adequados para estudos com misturas de contaminantes, pois ¢
possivel observar os efeitos sinergisticos dessas substancias a partir de uma rede complexa de
processos bioquimicos (ROOS et al., 2004; FERETTI et al., 2008).

Os métodos utilizados para a deteccdo de danos ao DNA podem ser divididos em duas
categorias: os capazes de identificar alteragdes visiveis nos cromossomos (macroescala) e
aqueles capazes de detectar mudancas na estrutura génica (escala molecular). Porém, esta
distingdo ¢ artificial, pois os cromossomos sdo a manifestacdo fisica da replicagdo do DNA e
as anormalidades estruturais cromossdmicas sdo o resultado de danos no DNA (DIXON &
WILSON, 2000).

Resultados provenientes de bioensaios genéticos podem, segundo HOUK (1992),
constituir informagdes relevantes a saude humana. Como o alvo dos estudos toxicoldgicos é o
DNA, o qual existe em todas as formas celulares vivas, pode se inferir que compostos que se
mostram reativos com o DNA de uma espécie t€ém o potencial para produzir efeitos
semelhantes em outras espécies.

Segundo Thiriot-Quiévreux (2002), a citogenética é uma area do conhecimento que
possibilita a realizacdo de inimeros estudos. Os cromossomos podem ser estudados como
uma manifestacdo morfologica do genoma, sendo possivel a visualizacdo microscopica de
seus tamanhos, formas, nimero ¢ comportamentos, durante a mitose e a meiose.

Testes citogenéticos sdo adequados para identificar os efeitos perigosos de substancias
em suas diversas concentragdes ¢ em diferentes tempos de exposicdo, além de serem
eficientes na avaliagdo da influéncia destas substancias sobre os organismos. Os estudos da
potencialidade mutagénica de substancias sdo realizados, geralmente, em organismos-teste e
comumente aplicados em biomonitoramentos para a avaliagdo da extensdo da polui¢do, bem
como em estudos de avaliacdo de efeitos combinados de substancias tdxicas e mutagénicas,
sobre os organismos no ambiente natural (MORAES, 2000).

De acordo com Vanzella (2006), existem mais de 200 testes de curta duragdo, utilizando
uma ampla variedade de organismos-teste (desde procariontes até mamiferos), com a
finalidade de avaliar agentes potencialmente causadores de danos genéticos presentes no

ambiente.
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3.5. O uso da espécie Allium cepa como organismo teste

Vegetais superiores constituem um importante material para teste das alteragdes
genéticas provocadas por poluentes ambientais e sdo, atualmente, reconhecidos como
excelentes indicadores de efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de ambientes com
presenca de substancias quimicas (GRANT, 1994; YI; MENG, 2003).

Sistemas testes de plantas podem detectar a genotoxicidade mais rapida e
eficientemente do que ensaios animais, sendo mais simples e econdmicos, podendo ser usado,
com sucesso, em monitoramento ambiental (YI; MENG, 2003). E aceito que condigdes nio
favoraveis sdo menos adequadas para o desenvolvimento de plantas, levando as suas células,
com maior freqiiéncia, a anormalidades decorrentes de instabilidades gendmicas
(BEZRUKOV e LAZARENKO, 2002). Segundo Grant (1994), os vegetais superiores,
quando utilizados como organismos-teste, sdo excelentes indicadores de efeitos toxicos, pois
respondem com uma alta sensibilidade e produzem poucos resultados falsos positivos. De
acordo com Guimardes et al. (2000), testes com plantas sdo, ainda, apropriados para
realizacdo de estudos de mutagénese em curto periodo, tanto em laboratérios como no
biomonitoramento in situ.

Dentre os vegetais superiores, Allium cepa tem sido indicado como um eficiente
organismo-teste para estudos dos mecanismos basicos de ag¢do e de determinacdo dos efeitos
de alguns quimicos (FISKEJO, 1985; BUSHRA ATEEQ et al., 2002), devido as
caracteristicas que possui na sua cinética de proliferacdo, pelo crescimento rapido de suas
raizes, pelo grande numero de células em divisdo, pela sua alta tolerancia a diferentes
condig¢des de cultivo, pela sua disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e
por possuir cromossomos em numero reduzido (2n=16) e de grande tamanho (QUINZANI-
JORDAO, 1978; RANK e NIELSEN, 1998; PATRA ¢ SHARMA, 2002; MATSUMOTO et
al., 2006), além de serem facilmente corados e observados (KURAS et al., 2006).

A espécie A. cepa tem sido considerada pela “Royal Swewdish Academy of Science”
(FISKEJO, 1985) e pelo “Gene-Tox Program” (GRANT, 1982) como um material-teste
padrdo para deteccdo de possiveis danos genéticos resultantes da polui¢do ou do uso de
quimicos ambientais. A utilizagdo desta espécie como organismo-teste também foi validada
em estudos de colabora¢do internacional realizados entre o “United Nations Environmental
Program” (UNEP), “World Health Organization” (WHO) e “US Environmental Protection
Agency” (USEPA), que provaram a eficiéncia deste organismo na deteccdo de danos

genéticos ocasionados pela agdo de poluentes ambientais (GRANT, 1999).
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Segundo Ateeq et al. (2002), as células de meristemas radiculares de A. cepa
apresentam caracteristicas que as credenciam como um eficiente material para estudos
citogenéticos, sendo indicadas para ensaio de aberragdes cromossOmicas com poluentes
ambientais. Muitos endpoints podem ser monitorados por meio das analises destas células,
tais como indug¢do de aberragdes cromossomicas e cromatidicas, troca entre cromatides irmas,
alteragdes no indice mitdtico e formacgao de micronucleos (MIGID et al., 2007).

Para Grant (1982) e Chauhan et al. (1999), o A. cepa ¢ um eficiente sistema-teste,
sendo rotineiramente utilizado para avaliar o potencial genotoxico de quimicos no ambiente,
devido a sua sensibilidade ¢ boa correlagdo com sistemas-teste de mamiferos. De acordo com
Rank e Nielsen (1993), a sensibilidade do teste de mutagenicidade com Allium foi calculada
como sendo superior em 82% aos resultados obtidos com roedores. Estes mesmos autores
mostraram ainda que o teste de A. cepa foi mais sensivel que os testes de Ames e de
Microscreen. Outros autores afirmam que a espécie A. cepa apresenta uma maior
sensibilidade em relacdo a outras plantas superiores utilizadas como organismos-teste, como,
por exemplo, a espécie Vicia faba (MA et al., 1995; MIGID et al., 2007) e a Tradescantia
(COTELLE et al., 1999). Pelos estudos realizados por Grover et al. (1990), sobre os efeitos
genotoxicos de pesticidas em sistemas-teste vegetal e de mamifero (aberragdes
cromossdmicas/micronicleo em medula 6ssea de células de rato), foi comprovada uma
correlacdo significativa de 91,5% entre os dois sistemas. Da mesma forma, outros trabalhos
afirmaram que sistemas-teste vegetais e de mamiferos apresentam uma correlacdo que varia
entre 75% a 90% (GRANT, 1978; 1982).

A espécie A. cepa constitui um dos mais antigos sistemas para analise de aberragdes
cromossdmicas (NILAN, 1978). Seu uso foi introduzido por Levan, em 1938, com a
demonstracdo de que a colchicina poderia causar disturbios no fuso mitotico, levado a uma
poliploidizag@o das células meristematicas das raizes dessa espécie. Mais tarde, este mesmo
autor mostrou que diferentes solucdes de sais organicos induziam diversos tipos de aberracdes
cromossdmicas em células meristematicas de raizes de A. cepa (LEVAN, 1945). Desde entao,
inimeros trabalhos tém sido realizados com esse organismo-teste a fim de se obter uma
resposta confiavel e rapida para a avaliagdo da contaminag¢do ambiental (COTELLE et al.,
1999; GROVER; KAUR, 1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES; 2004; GRISOLIA et
al., 2005; EGITO et al., 2007; FERNANDES et al., 2007; CARITA; MARIN-MORALES,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008).
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3.6. Cultura de células de mamiferos como sistema teste

Com o controle cada vez mais rigoroso do uso de animais de laboratério em
experimentos bioldgicos, tornou-se necessario o desenvolvimento e a padronizacdo de testes
in vitro que pudessem detectar a toxicidade das substancias (ROGERO et al., 2003). De
acordo com Morales (2008), métodos alternativos que substituam a utilizagdo de animais em
experimentos devem ser utilizados, sempre que possivel, e a busca dessas metodologias
precisa ser um dos alvos da ciéncia moderna.

Como animais utilizados em pesquisa precisam ser acondicionados, alimentados e
mantidos nas melhores condi¢des possiveis de higiene e saide, caso contrario ndo podem ser
utilizados para propdsitos cientificos, os testes in vitro vém sendo cada vez mais utilizados
pela comunidade cientifica. A utilizagdo de testes in vitro, além de ndo esbarrar em fatores
éticos, leva a uma diminui¢do do numero de animais experimentados, uma redug@o nos custos
operacionais e de infra-estrutura (OFFICE OF TECHNOLOGY ASSESSMENT - OTA,
1986).

Nos ultimos 20 anos, o modelo in vitro ganhou uma ampla aceitagdo na investiga¢do
toxicologica por proporcionar ferramentas avancadas, protocolos confidveis e possuir
diferentes aplicagdes, desde estudos de morte celular até a toxigendmica, contribuindo na
avaliacdo dos efeitos celulares causadas por poluentes ambientais (BERTHEUSSEN et al.,
1997; EL-DEMERDASH et al., 2001; ZUCCO et al, 2004) e na obtencdo de resultados mais
rapidos (BARLIE, 1994).

Ensaios com cultura de células constituem uma importante ferramenta de investigagio
basica, na atualidade, servindo a diversas areas de investigacdo, como a imunologia, a
virologia, a genética e a toxicologia in vitro (LEWINSKA et al., 2007). Células mantidas em
cultura sdo facilmente manipuladas e observadas do ponto de vista microscdpico, bioquimico
e molecular, possibilitando o seu uso em diversos ensaios de toxicidade (MORALES, 2008).

Uma das maiores aplicagdes da cultura celular é a investigagdo da acdo de varios
produtos como drogas, detergentes, cosméticos, agrotoxicos, dentre outros, sobre células
individualizadas. Contudo, os resultados obtidos com cultura de células ndo podem ser
extrapolados diretamente para os animais, mas servem de suporte para a avaliagdo dos efeitos
ocasionados por essas substincias em sistemas bioldgicos. E sabido que se um produto causa
danos em células mantidas em culturas, ele também podera apresentar um efeito similar sobre
os organismos expostos (CARVALHO, 1996).

Métodos in vitro possibilitam uma melhor padronizagdo das etapas experimentais,

possibilitando manipular ou introduzir variaveis desejadas, como tempo de tratamento, tipos
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de combinagdes das substancias testadas, temperatura, pH, dentre outros (BRUSICK, 1987,
CARVALHO, 1996), sendo adequados para a determinacdo de mecanismos de ag¢do de
agentes toxicos (BRUSICK, 1987). De acordo com Rogero et al. (2003), a cultura de células
apresenta vantagens sobre os métodos in Vvivo pela possibilidade de limitar o numero de
variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente e por ter periodos de
experimentacdo mais curtos. Adicionalmente, resultados satisfatdrios podem ser obtidos
mesmo com pequenas amostras de células e sem a necessidade de sacrificio de grandes
quantidades de animais (CARVALHO, 1996).

Testes in vitro, com células de mamiferos, podem ser utilizados nos estudos de
avaliacdo da mutagenicidade e genotoxicidade dos quimicos ambientais (CARDOZO et al.,
2006). Estes testes apresentam além das vantagens da facilidade de padronizacdo das
condi¢cdes do ensaio, a possibilidade de realizar tratamentos das células em varias fases do
ciclo celular, pelas células apresentarem uma organiza¢do do material genético semelhante as
células in vivo (RABELLO-GAY, 1991).

Entre os métodos in vitro, as células de mamiferos sdo as mais comumente utilizadas
em ensaios de genotoxicidade, porque apresentam uma boa correlagdo entre o efeito
observado e o efeito esperado no homem (BRUSICK, 1987).

Dentre as células de roedores comumente utilizadas para estes testes (CHO, V79,
HTC, etc.), as HTC (Hepatoma Tissue Culture) constituem sistemas simples e sensiveis para
realizag@o de ensaios in vitro, com a vantagem de detectar danos cromossdmicos causados por
carcinogenos dependentes de ativagdo metabdlica (BIANCHI, 2008). As células HTC sao
células metabolizadoras provenientes de figado de ratos (Rattus novergicus), que expressam
as enzimas de fase I e de fase II do processo de metabolizagdo de substincias quimicas
(OLIVEIRA et al., 2006). Essas células apresentam alta atividade metabolica e, por isso, sdo
largamente utilizadas em pesquisas para verificar, in vitro, a influéncia da metabolizagdo pelo
figado na toxicidade de substancias (GAD, 2000).

Os maiores indices de expressdo e de atividade catalitica das enzimas envolvidas na
metabolizacdo de drogas s@o observados nos hepatdcitos, o que justifica a utilizagdo deste tipo
celular em ensaios toxicoldgicos (ZUCCO et al., 2004), fato este considerado uma valiosa
ferramenta para avaliagdo in vitro (GUILLOUZO, 1998; SINZ, 1999). A indu¢do ou a
inibicdo de componentes do sistema enzimatico, que metabolizam quimicos tdxicos, podem
constituir uma ferramenta importante para a obtencdo de informacdes sobre os mecanismos
pelos quais os metabdlitos destes produtos induzem efeitos toxicos sobre as células

(KNOWLES et al., 1980).
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Em experimentos realizados por Dean et al. (1980), sobre a potencialidade da
aflatoxina B1 induzir trocas entre cromatides irmas, as células HTC, quando comparadas com
as células V79, se mostraram cerca de 200 vezes mais sensiveis a acdo desta droga. Ao testar
o potencial mutagénico do extrato n-butanodlico do cogumelo Agaricus blazei, em células
HTC e CHO-K1, Bellini et al. (2006) verificaram uma maior freqiiéncia de micronuicleos nas
células HTC do que nas CHO. Malatesta et al. (2008) utilizaram células HTC como um
modelo para investigacdo de efeitos de baixas concentracdes do herbicida Roundup e
obtiveram importantes informagdes sobre a interferéncia deste quimico em diversas vias
metabolicas das células. Esses autores mostraram ainda que esta cultura detectou, mais
eficientemente, a toxicidade de baixos niveis de pesticidas do que testes realizados com
animais.

Bianchi (2008) afirmou que as células HTC constituem um sistema-teste bastante
eficaz para ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade pela aplica¢do do ensaio do cometa e

teste do micronucleo.

3.7. Teste de Aberra¢does Cromossomicas

As aberragdes cromossomicas (AC) tém sido reconhecidas como um importante
marcador da exposi¢do de organismos a agentes genotoxicos (NATARAJAN, 2002). As AC
sdo decorrentes de alteragdes na estrutura normal dos cromossomos, sendo originadas a partir
de quebras cromossOmicas, trocas de material cromossomico, disturbios na divisdo celular
(SWIERENGA et al., 1991; FERETTI et al., 2008), ou ainda de alteragdes no nimero total de
cromossomos. Todas estas alteracdes podem ocorrer espontaneamente nos organismos ou
como resultado da exposi¢do a agentes quimicos ou fisicos (RUSSEL, 2002). A maioria das
aberragdes cromossOmicas ¢ letal para as células, mas existem muitas delas que, mesmo
causando danos genéticos permanentes em células somaticas ou germinativas, mantém as
c€lulas viaveis (SWIERENGA et al., 1991).

Agentes quimicos e fisicos podem induzir AC por meio de diferentes mecanismos,
envolvendo tanto a¢des clastogénicas como aneugénicas. A acdo clastogénica € caracterizada
pela inducdo de quebras cromossomicas durante a divisdo celular (FENECH, 2000),
ocasionando alteracdes cromossdmicas estruturais (ALBERTINI et al., 2000). A acdo
aneugénica ¢ decorrente da inativacdo de estruturas citoplasmaticas da célula (como, por
exemplo, o fuso mitotico) (FENECH, 2000), que leva a uma segregacdo anormal dos
cromossomos, tendo como conseqiiéncia desta anormalidade a formagdo de células

aneuploides e ou polipldides (ALBERTINI et al., 2000).



Revisdo da Literatura 37

As AC representam a parte visivel de uma grande variedade de alteragdes do material
genético, resultantes da atuagdo de diferentes mecanismos de reparo das quebras do DNA
(OBE et al., 2002). As quebras nas cadeias duplas do DNA sdo as lesdes primarias,
fundamentais para a formagdo de AC. Apesar de varios mecanismos de reparo estar
envolvidos com a manutencdo da estabilidade celular, muitos deles podem ndo ocorrer de
maneira eficiente, gerando alteragdes no DNA e, conseqiientemente, as AC (PFEIFFER et al.,
2000).

O teste de AC ¢ uma das metodologias mais antigas utilizadas no monitoramento
ocupacional e ambiental como biomarcador de efeitos genotdxicos induzidos por quimicos
ambientais (HAGMAR et al., 2004). Esse teste, baseado na citogenética convencional, ¢ um
dos poucos métodos diretos para mensurar alteracdes em sistemas expostos a mutdgenos ou
carcindgenos potenciais (RANK et al., 2002).

Os testes de AC tém apresentado posi¢do de destaque entre a bateria de testes
recomendados por lei, para a avaliacdo de agentes genotdxicos. As vantagens destes testes
incluem a possibilidade de identificacdo dos diferentes tipos de AC, de detecg¢dode alteragdes
no indice mitdtico e de avaliagdo do modo de ag@o dos quimicos testados (MATEUCA et al.,
2006). Além disso, é considerado um teste simples, facil, rapido, confidvel e de baixo custo
(GROVER; KAUR, 1999).

Um bom organismo teste para ensaios de AC ¢ aquele que apresenta caracteristicas
cromossOmicas especiais, como cromossomos grandes, baixo nimero cromossomico e
morfologia cromossdémica bem definida, caracteristicas estas comuns a espécie A. cepa
(MATSUMOTO et al., 2006). O teste de aberragdes cromossdmicas realizados com A. cepa ¢
um método rapido e eficiente para se estudar os efeitos genotoxicos e mutagénicos de
quimicos ambientais (GRANT, 1982; 1994; FISKEJO, 1985; 1988; RANK; NIELSEN, 1994;
MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004; LEME; MARIN-MORALES, 2008; CARITA;
MARIN-MORALES, 2008).

3.8. Teste do micronucleo
O teste do micronucleo tem sido muito utilizado para a avaliacdo de efeitos
mutagénicos, tanto em animais (CRISTALDI et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2006;
HOSHINA et al., 2008; VENTURA et al., 2008; ROZGAJ et al., 2009) como em vegetais
(WANG; WANG, 1999; BISCARDI et al.,, 2003; LEME; MARIN-MORALES, 2008;
CARITA; MARIN-MORALES, 2008), por ser um teste altamente sensivel e eficiente na

deteccao de poluentes ambientais.
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Este teste ¢ considerado uma técnica vantajosa pela simplicidade de andlise de
resultados e pela possibilidade de aplicacdo em qualquer populacdo celular em proliferacao,
ndo sendo necessdrio o conhecimento cariotipico prévio do organismo-teste utilizado
(HAYASHI et al., 1998). Além disso, o teste do micronudcleo possibilita uma rapida detecg¢do
de danos causados no material genético de organismos expostos a quimicos ambientais, como
quebras e perdas de cromossomos inteiros, que sdo facilmente visualizados nas células filhas
como uma estrutura similar ao nucleo principal, porém, de tamanho reduzido (VALENTIN-
SEVERIN et al., 2003).

O teste do microntcleo é comumente utilizado para avaliar a indugdo de aberracdes
cromossdmicas estruturais € numéricas por agentes clastogénicos e aneugénicos (HEDDLE et
al., 1991).

Os micronucleos sdo estruturas compostas de cromatina que possuem a aparéncia de
um pequeno nucleo. Estas estruturas se formam a partir de fragmentos cromossomicos ou de
cromossomos inteiros perdidos na fase de anafase, estando presentes nas células filhas, apds a
divisdo celular NATARAJAN, 2002; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005). Fenech et al.
(1999) afirmam que a presenca de micronucleo nas células € uma evidéncia da presenga de
aberragdes cromossdmicas estruturais ¢/ou numéricas ocorridas durante a mitose.

Para que uma estrutura composta de material genético seja considerada um
micronucleo, ela deve apresentar algumas caracteristicas tais como, um didmetro com cerca
de 1/16 a 1/3 do didmetro do nucleo principal da célula; ndo ser refringente; ndo estar
conectado ao nucleo principal; apresentar envoltorio visivelmente separado da membrana
nuclear; possuir a mesma intensidade de coloracdo do nucleo principal ou, eventualmente,
apresentar uma coloracdo mais intensa (FENECH, 2000).

O teste do micronucleo com bloqueio da citocinese ¢ uma técnica citogenética
amplamente utilizada para a avaliagdo de danos cromossomos, como quebra ou perda
cromossOmica, em ensaios In Vivo ou in vitro (Fenech, 2006). No teste do MN in vitro, o uso
da citocalasina B leva ao bloqueio da citocinese, mas ndo evita a divisdo nuclear, resultando
em um acimulo de células binucleadas, formadas a partir de células que passaram por apenas
um ciclo de divisdo, independentemente do grau de sincronia e da propor¢do de células em
divisdo, sendo possivel distinguir entre as células que ndo se dividiram e aquelas que
completaram a divisdo celular na cultura (FENECH, 1997; FENECH, 2000; KIRSCH-
VOLDERS et al., 2002). Nos utltimos anos, o teste do MN in vitro tornou-se uma ferramenta
atraente para testes de mutagenicidade, devido a sua simplicidade e a sua ampla aplicabilidade

em diferentes tipos celulares (DECORDIER; KIRSCH-VOLDERS, 2006). A
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reprodutibilidade do teste ¢ alta e a contagem das laminas € facil, objetiva e rapida, resultando
em uma maior eficiéncia do teste (CORVI et al., 2008).

Entre os diversos parametros citologicos observados em células meristemdticas de
pontas de raizes de plantas, para deteccdo de danos ocasionados por poluentes ambientais, a
formacdo de microntucleo ¢ considerada o endpoint mais efetivo e simples (MA et al.1995).
Esses mesmos autores apontam também uma alta eficiéncia na utilizacdo de células F; para
contagem de micronucleos, ja que quando comparadas as células meristematicas, essas células
apresentam um indice mitdtico muito mais baixo e um alto grau de sincronia em intérfase.
Apbs o término da divisdo mitotica das células meristematicas, os possiveis danos no DNA
dessas células seriam visualizados na forma de MN em suas células filhas, que nesse caso,
correspondem as células F;.

Mais recentemente, foi mostrado que o micronticleo também pode ser usado como um
parametro adicional no estabelecimento do risco de cancer (GUZMAN et al, 2003;
OLAHARSKI et al., 2006). Rajagopalan et al. (2004) demonstraram uma correlacdo positiva
entre a presenca de MN e o cancer, a partir de observacdes em cancer de colo-retal e adenoma
humanos deficientes no controle do checkpoint em G1-S como resultado de mutagdes hCD4,
mostrando um aumento da instabilidade gendmica correspondente a uma alta freqiiéncia de
MN.

Os protocolos do teste do MN vém sofrendo continuas inovagdes, o que tem ampliado
a sua aplicabilidade, com a possibilidade de ser incluido na bateria de testes recomendados
pelas agéncias governamentais, nos ensaios obrigatorios dos produtos que entram anualmente

no mercado mundial (SALVADORI et al., 2003).

3.9. Ensaio do cometa

Testes que avaliam danos no material genético, por meio da deteccdo de quebras na
fita do DNA, s3o considerados testes sensiveis para ensaios de genotoxicidade
(GUSTAVINO, 2005). Alguns autores (DARROUD; NATARAJAN, 1993; MCNAMEE et
al., 2000) apontam o teste do cometa como uma ferramenta eficaz para o biomonitoramento
ambiental, onde podem ser detectadas altera¢des na molécula de DNA das células que sdo
expostas aos agentes quimicos e fisicos, tanto em testes in vitro como in vivo.

O ensaio do cometa ou SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay) ¢ um método de
estudo genotoxicoldgico sensivel, que avalia danos no DNA de células individualizadas. Este
ensaio combina a simplicidade de técnicas bioquimicas (deteccdo de quebras de fita simples

de DNA e/ou sitios alcali-labeis) com as abordagens tipicas dos ensaios citogenéticos em
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c€lulas individualizadas (HARTMANN; SPEIT, 1997), sendo capaz de detectar danos no
DNA induzidos por agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (TICE et al., 2000).

Comparado com outros testes de genotoxicidade, o ensaio do cometa pode ser
considerado como uma técnica sensivel, rapida, de facil aplicacdo e econdmica, que permite a
deteccdo de diferentes respostas celulares ao dano e reparo de DNA, em pequenas amostras
celulares, de qualquer populagdo de células eucaridticas que possa ser obtida por suspensdo
simples (KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 1997; SASAKI et al., 1997; MITCHELMORE;
CHIPMAN, 1998; BUCKER et al., 2006). O ensaio do cometa tem sido indicado como um
excelente método para se detectar mudangas muito pequenas na estrutura do DNA, célula a
c€lula, tais como as atividades de reparo, o modo de empacotamento do material genético e a
propria integridade do DNA (KOPPEN et al., 1999).

O desenvolvimento da técnica se deve, principalmente, aos trabalhos de Ostling e
Johanson (1984), que utilizaram metodologia de eletroforese do DNA em micro-gel, ¢ aos
trabalhos de Singh et al. (1988), que aperfeigoaram esta técnica, atribuindo-lhe maior
sensibilidade com o uso de solucdo alcalina. Atualmente, muitos grupos de pesquisadores
internacionais tém publicado normas e critérios para a realizagdo do ensaio, com o objetivo de
estabelecer protocolos de alta qualidade, para obter dados validos, reprodutiveis e fidedignos
(KLAUDE et al., 1996, BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005; DI-PAOLO, 2006).

O ensaio do cometa tem se mostrado uma ferramenta bastante util na avaliacdo da
genotoxicidade de areas impactadas por petrdleo e seus derivados. Exemplo disso pode ser
visto nos estudos de Hamoutene et al. (2002), pela aplicagdo da técnica em invertebrados
expostos a aguas contaminadas por uma mistura complexa de hidrocarbonetos, que mesmo
em baixas concentragdes foram capazes de gerar lesdes no DNA dos organismos expostos.

Esta técnica também tem sido realizada com sucesso em células de mamiferos
mantidas em cultura. Estudos realizados por Boeira et al. (2001), utilizando células de
mamiferos em teste in vitro, comprovaram a sensibilidade da técnica pela observagdo da
inducdo de danos no DNA promovidos por exposicdes destas células aos alcaldides harman e
harmina. Matsumoto et al. (2005) afirmaram que o ensaio do cometa, aplicado em cultura de
células de mamifero, comprovou ser bastante eficiente no monitoramento de aguas
contaminadas por cromo, decorrentes de despejos de efluentes de curtume. Mais
recentemente, em estudos realizados com cultura de células HTC, foi observado que o ensaio
do cometa ¢ mais sensivel que o teste do MN, na avaliacdo de danos do DNA promovidos

pelo inseticida Malation (BIANCHI, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Hidrocarbonetos monoaromaticos testados

O composto BTEX compreende uma mistura dos hidrocarbonetos benzeno (grau de
pureza 99% - CAS N° 71-43-2), tolueno (grau de pureza 99% - CAS N° 108-88-3),
etilbenzeno (grau de pureza 99,80% - CAS N° 100-41-4) e xileno (grau de pureza 99%,
mistura de isomeros - CAS 1330-20-7).

Foram preparadas cinco diferentes concentragdes de BTEX. O preparo destas
concentragdes foi feito com base em dois pardmetros distintos: 1. Solubilidade em dgua: Trés
concentragdes diferentes de BTEX foram preparadas a partir dos indices de solubilidade em
agua de cada um dos componentes da mistura BTEX (benzeno: 1780mg/L, tolueno: 535mg/L,
etilbenzeno: 152mg/L e xilenos: 135mg/L — valor este que corresponde a solubilidade do
isomero menos soluvel, m-xileno). A primeira concentragdo (mais alta) corresponde a propria
mistura citada acima (BTEX 1). As outras concentracdes foram obtidas pela dilui¢do da
solu¢do BTEX 1 pelos fatores 10 (BTEX 2) e 100 (BTEX 3); 2. concentragdes-limite em dgua
potavel: a concentragdo BTEX 4 foi preparada seguindo as concentragdes-limite de cada
componente do BTEX para 4dgua potavel, estabelecido pelo 6rgio de fiscalizagdo ambiental
do Estado de Sdo Paulo/Brasil - CETESB (benzeno: 5ug/L, tolueno: 170ug/L, etilbenzeno:
200ug/L e xilenos totais: 300ug/L). A quinta concentracdo (BTEX 5) foi elaborada simulando
a presenca da mistura, com valores abaixo das concentragdes limite para agua potavel
(benzeno: 1,25pg/L, tolueno: 42,5ug/L, etilbenzeno: 50ug/L e xilenos totais: 75ug/L). As
cinco dilui¢des citadas foram preparadas com agua ultra pura aerada por 12 horas a 20° C,
para serem utilizadas nos testes com culturas de células (mesma solugao utilizada também nos

processos de biodegradacdo) e sem aeragdo para os testes com A. cepa.
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4.2. Obtencao do inoculo e biodegradagdo das amostras

As mesmas concentragdes do BTEX, descritas acima, foram submetidas ao processo
de biodegradacdo por microrganismos, sendo, que o produto biodegradado foi testado, quanto
a sua citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Para a obtencdo das amostras biodegradadas das concentragdes propostas do BTEX,

um consorcio de bactérias foi selecionado, de acordo com o protocolo abaixo:
Em um recipiente de vidro com tampa furada, para possibilitar a entrada de ar, foi adicionado
250 mL de 4gua do rio Atibaia (recurso hidrico considerado de classe II) e 250 mL de um
efluente de refinaria de petrdleo (rico em bactérias). Nesta solugdo, acrescentou-se 0,5 g de
sacarose, 0,5 g de peptona caseina e 0,5 g de extrato de levedura, com a finalidade de fornecer
fonte de energia, fosforo e nitrogénio, aos microorganismos presentes nesta mistura. Esse
indéculo foi mantido a 23°C + 1°C, em ambiente semi-escuro, por 24 horas. Apos esse periodo,
foi adicionado ao inéculo, como fonte de carbono, 50 uL de solug¢do pura de cada um dos
componentes da mistura BTEX, seguido por agitacdo em shaker por 5 minutos a 30 rpm.
Decorrido mais 24 horas, acrescentou-se mais 25 pL de cada componente puro, agitando
novamente em shaker por 5 minutos a 30 rpm. A partir dai, foi sendo adicionado a cultura,
por um periodo de 75 dias, 25 pL. de cada componente a cada 48 horas, seguido por agitacio
em shaker por 5 minutos a 50 rpm, a fim de selecionar apenas as bactérias que utilizassem o
BTEX como fonte de carbono. Uma semana antes do inicio da biodegrada¢do, passou-se a
adicionar 37,5 pL de cada um dos componentes do BTEX, mantendo o mesmo padrdo de
agitacdo. Essa cultura foi filtrada em papel de filtro comum, diluida em agua ultra pura, na
propor¢ao de 5 mL da cultura para 100 mL de agua, e aerada por 2 horas.

Uma parte de cada concentracdo preparada (conforme descrito no item 4.1) foi
separada para a realiza¢do da andlise quimica. Ao restante das amostras foi adicionado 1 mL
da cultura de microrganismos diluida e uma cépsula de nutriente da Hach para DBO. O
monitoramento do processo de biodegradacgdo foi realizado em BODTrak Apparatus (HACH),
em garrafas de vidro &mbar com agitacdo constante a 20°C. Para uma maior confiabilidade
dos dados, esse processo foi realizado em duplicata. Ao final do processo, uma parte das

amostras biodegradadas foi separada para realizagdo da analise quimica.

4.3. Sistemas testes e tratamentos
4.3.1. Sistema teste Allium cepa
O material bioldgico utilizado neste estudo, como sistema-teste vegetal para avaliagdo

dos efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos do BTEX, para as cinco concentragdes
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determinadas, constituiu-se de sementes de Allium cepa (2n = 16 cromossomos) de um
mesmo lote e mesma variedade (cebola baia periforme).

Os ensaios foram realizados em recipientes com tampa contendo membranas de teflon,
por apresentar condicdes especiais e apropriadas para o desenvolvimento do teste
(impedimento da volatilizagdo do composto para a atmosfera), para garantir a constante
concentracdo do BTEX, durante todo o ensaio. Por se tratar de uma mistura volatil, alguns
cuidados foram tomados no desenvolvimento do trabalho, como por exemplo, a estabiliza¢ao
do potencial de volatilizagdo da mistura no volume de ar presente no recipiente. Para a
promoc¢do da estabilizagdo, foi necessario calcular a pressdo de vapor de cada uma das
substancias presente na mistura (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), por meio da lei de
Raoult. Estes calculos mostram a necessidade de se acrescentar nas solucdes preparadas,
quantidades adicionais de cada um dos componentes da mistura (0,09 pL. de benzeno, 0,007
pL de tolueno, 0,000715 pL de etilbenzeno e 0,005 uL de xileno), o que garantiu a constancia
das concentracdes do BTEX na agua.

Os ensaios foram realizados adicionando 60 mL de cada uma das cinco concentracdes
preparadas, das concentragdes biodegradadas, do MMS (controle positivo), da dgua ultra pura
(controle negativo) e do branco (controle da biodegradacdo) em frascos separados. As
sementes foram colocadas para germinar sobre membranas de polipropileno umedecidas com
cada uma das substancias acima descritas. Apds atingirem cerca de 2 cm de comprimento, as
raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol : 4cido acético, v/v) por 6-12h, sendo,
apos este periodo, transferidas para um novo Carnoy, onde foram conservadas, sob
refrigeragdo, até sua utilizagdo.

Duas repeti¢des foram realizadas para os tratamentos com as cinco concentracdes
preparadas de BTEX e um tnico ensaio para as concentragdes biodegradadas.

Esses ensaios foram realizados em duas repeti¢des, com temperatura constante de
24°C £ 1°C. O horario de coleta dos meristemas foi realizado entre 12h e 13h, pois neste
periodo a divisdo mitotica, para essa espécie, apresenta os seus maiores indices.

Para a confec¢do das laminas, as raizes previamente fixadas, passaram por trés banhos
em agua destilada e foram, seqiiencialmente, submetidas a reagdo de Feulgen, que consta de
uma hidrolise 4cida em HC1 1 N a 60°C por 11 minutos e coloracdo pelo reativo de Schiff por
2 horas. As células da regido meristematica e da regido F; das raizes foram espalhadas por
esmagamento suave em uma gota de carmim acético 2%. As laminas foram recobertas com

laminulas, que foram extraidas em nitrogénio liquido e, posteriormente, montadas em Entelan.
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Para as amostras biodegradadas, somente foi realizado o tratamento continuo, sem o

periodo de recuperagdo.

4.3.2. Cultura de células HTC e o teste do micronucleo

O material bioldgico utilizado como sistema-teste para avaliagdo dos -efeitos
mutagénicos do BTEX, nas cinco concentragcdes determinadas, por meio do teste do
microntcleo, foi constituido de células HTC (Hepatoma tissue culture), que sdo células
metabolizadoras cancerosas obtidas de figado de Rattus novergicus adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro, Brasil.

As células foram cultivadas em um meio contendo D-Mem + HAMF12 (1:1)
suplementado com 10% de soro bovino fetal a 37°C, sendo mantidas em frascos descartaveis
de 25 cm® em estufa BOD a 37°C.

Para a realizacdo do teste do microntucleo, as células foram cultivadas por um ciclo
celular completo (24 horas), antes da adicdo dos tratamentos. Em seguida, foram realizados
tratamentos simultaneos de 24 horas, com a adicdo de 50 puL das 5 concentragdes do BTEX,
das amostras biodegradadas, do MMS (4x102M) (controle positivo) e do PBS (controle
negativo).

Apos os tratamentos, as c€lulas foram lavadas por duas vezes com PBS e adicionados
5 mL de meio de cultura completo com 3 pg/mL de citocalasina B, onde permaneceram por
28 horas. Decorrido este tempo, as células foram colhidas e fixadas em Carnoy
(metanol/acido acético 3:1 — v:v). A seguir, foram depositadas algumas gotas da cultura de
c€lulas sobre laminas limpas, geladas e contendo um filme de dgua. Apds secagem, as laminas

foram coradas com Giemsa 5% por 5 minutos.

4.3.3. Cultura de células HTC e o ensaio do cometa

Apos serem cultivadas por 24 horas (um ciclo celular completo) em meio de cultura
completo, as células das trés repeticoes de todos os tratamentos foram tratadas,
independentemente, por 24 horas, com cada uma das concentracdes de BTEX (com e sem
biodegradacdo) e com as substancias controle, conforme ja descrito para o teste de MN. Apds
o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com 0,5
mL de tripsina-EDTA 0,025% por, no maximo, 2 minutos. Decorrido este tempo, o processo
foi interrompido pela adicdo de 5 mL de meio de cultura completo. As células foram entdo
transferidas para tubos Falcon e centrifugadas a 1000 r.p.m. por 5 minutos. O sobrenadante

foi descartado, reservando-se, apenas, 0,5 mL da solugdo, onde o pellet foi ressuspendido.
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Para o prosseguimento do ensaio do cometa, foram realizados testes de viabilidade
celular para todos os tratamentos. Para isto, 20 pL de suspensdo celular de cada tratamento
foram misturados com 20 pL de Azul de Trypan 0,4% e transferidos para cadmara de
Neubauer. Foram contabilizadas as quantidades de células vidveis (brancas) e inviaveis
(coradas em azul), presentes nos quatro quadrantes da cAmara.

Apos a verificacdo de que todos os tratamentos apresentassem, no minimo, 80% de
viabilidade celular, uma aliquota de 20 pL de suspensdo celular foi misturada com 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (37°C), em uma concentracdo de 0,5% e, rapidamente,
gotejada sobre laminas secas previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(60°C), diluigdo 1,5%. As laminas foram cobertas com laminula e levadas a geladeira
(temperatura de 4°C), por 20 minutos. Apos a remo¢ao cuidadosa das laminulas, as laminas
foram imersas em solucdo de lise gelada, recém preparada, contendo 89 mL de solugdo de lise
estoque (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris com pH ajustado para 10 com
auxilio de 8 g de NaOH, 890 mL de 4gua destilada e 1% de lauril sarcosinato de sddio), mais
I mL de triton X-100 e 10 mL de DMSO, onde permaneceram por 1 hora, em geladeira, a
4°C.

As laminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese e cobertas
com solu¢do tampao (pH > 13) recém preparada (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA,
preparado de uma solugdo estoque contendo NaOH 10N e 200 mM de EDTA, pH 10), onde
permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para desnaturagdo do DNA. A corrida de
eletroforese foi realizada a 4°C, por 20 minutos, a uma corrente de 25V e 300 mA. Seguindo-
se a corrida, as laminas foram submersas em solu¢do de neutralizag¢do (0,4 M de tris-HCI, pH
7,5) em trés séries de 5 minutos cada, secas a temperatura ambiente e fixadas com etanol por
10 minutos. Apds a fixa¢do e secagem, as laminas foram coradas com 30 pL de solugdo de
brometo de etidio 1x, preparada de uma solugdo estoque 10x (200 pg/mL) e cobertas com

laminula.

4.4. Forma de analise dos resultados
4.4.1. Ensaio com Allium cepa
Para anélise das irregularidades celulares, foram confeccionadas 10 Idminas para cada
ensaio realizado. Em cada lamina foram analisadas, aproximadamente, 500 células,
totalizando 5000 para cada tratamento.
Para a analise dos efeitos citotoxicos, foram analisados os indices mitdticos, os indices

de fase e os indices de morte celular de cada tratamento, utilizando-se as seguintes relagoes:
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LM (indice Mitético) = _ n° de células em divisdo x 100
n° total de células observadas

LF (Indice de Fases) = n°de células da fase investigada x 100
n° de células mitdticas

MC (Morte Celular) = n° de células em processo de morte celular x 100
n° total de células observadas

Para a avaliacdo do potencial de inducdo de aberragcdes cromossOmicas, foram
observados e quantificados todos os possiveis tipos de aberragcdes cromossomicas encontradas
nas células de todas as laminas de cada tratamento.

A analise dos efeitos mutagénicos foi feita por meio da observacdo e contagem de
células micronucleadas, registradas para todas as laminas de cada tratamento.

Todos os resultados obtidos foram comparados com o controle negativo, por meio do

teste estatistico de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 0,05.

4.4.2. Teste do microntucleo com cultura de células HTC

Foram analisadas, sob microscopia de luz (aumento de 1000 vezes), cerca de 1000
células binucleadas com membranas nuclear e citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos
similares ndo sobrepostos e com o mesmo padrdo e intensidade de coloragdo por lamina,
sendo duas laminas para cada repeti¢do. Como todo experimento foi realizado em triplicata,
obteve-se um total de cerca de 6000 células contabilizadas para cada concentrag@o e controles
avaliados. Para a avaliacdo do potencial mutagénico do BTEX, os resultados dos ensaios de
MN foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05). Para verificar
a efetividade do processo de biodegradacdo na reducdo da mutagenicidade do BTEX, foram
comparadas as freqliéncias de MN, entre a concentracdo preparada e a sua correspondente

amostra biodegradada, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).

4.4.3. Ensaio do cometa com cultura de células HTC

A avalia¢do dos resultados do ensaio do cometa, realizado com o sistema teste de
mamiferos (células HTC), foi feito pela andlise de 100 nucledides nido sobrepostos e
escolhidos aleatoriamente para cada tratamento, a fim de se verificar o potencial genotdxico
da mistura BTEX, nas suas diversas concentracdes. A analise foi feita em microscopio de
fluorescéncia, filtro B — 3* (excitagdo: A = 420 — 490nM, barreira A = 520 nM), em objetiva de

40x. Os nucledides foram classificados, visualmente, de acordo com a migracdo dos
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fragmentos, em classes 0, 1, 2 ¢ 3 (KOBAYASHI et al., 1995), onde a classe 0 representa
células sem dano, a classe 1 — células com pouco dano, a classe 2 — células com médio dano e
a classe 3 — células com grande dano.

O escore para os 100 nucledides analisados foi obtido pela multiplicacdo do niimero
de células encontradas em cada classe, pelo nimero da classe correspondente, com valores
variando de 0 (auséncia total de danos) a 300 (dano méximo causado). Os resultados obtidos
para todos os tratamentos foram analisados, estatisticamente, pelo teste paramétrico de
ANOVA, com analise posteriori pelo método de Dunnet (p<0,05). A efetividade do processo
de biodegradacdo foi avaliada pela comparagdo dos dados obtidos com os tratamentos
realizados com as concentracdes ndo remediadas e remediadas pelo teste t Student. A fim de

verificar um efeito dose resposta entre as concentracdes, foi utilizada a correlagcdo de Pearson.
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RESUMO

O petroleo e seus derivados tém sido considerados uns dos principais contaminantes
do meio ambiente. Dentre os derivados do petrdleo, o BTEX (benzeno, tolueno, xileno e
etilbenzeno) constitui uma preocupagdo particular pela sua toxicidade e por se acumular,
principalmente, nas aguas subterraneas. A aplicagdo do processo de biorremediacdo parece
constituir uma metodologia promissora para o tratamento de dguas contaminadas por estes
produtos. Neste trabalho foram avaliados os potenciais citotoxico, genotoxico e mutagénico
do BTEX, antes e apos o processo de biodegradacdo, usando o sistema teste de Allium cepa,
por meio do ensaio de aberragdes cromossomicas ¢ do MN, em células meristematicas e de
regido F; de raizes. Sementes de A. cepa foram submetidas a germinagdo em cinco
concentragdes da mistura BTEX, ndo biodegradadas e biodegradadas, em 4gua mili-Q
(controle negativo), em MMS 4x10™*M (controle positivo) e em meio de cultura usado na
biodegradacdo (branco - controle da biodegradacdo). Pelos resultados encontrados, a mistura
BTEX parece ndo causar efeitos citotoxicos em A. cepa, por ndo promover alteracdes no
indice mitdtico e na freqiiéncia de morte celular. O potencial genotdéxico do BTEX foi
confirmado pelas freqiiéncias significativas de aberracdes cromossOmicas e nucleares
observadas. A freqiiéncia de MN, em células meristematicas, foi significativa para a maioria
das concentracdes testadas, caracterizando um efeito mutagénico para a mistura. No entanto, o
BTEX nao foi mutagénico para as células F;, mostrando que ndo houve a fixacdo dos danos
apos a divisdo celular das células meristematicas. Uma diminui¢@o significativa desses efeitos
foi observada para as concentragdes biodegradadas, em relagdo as suas respectivas
concentragcdes ndo biodegradadas. Assim, inferimos que a a¢do toxica da mistura BTEX ¢
decorrente do efeito sinergistico de seus constituintes e que o processo de biodegradagdo
caracteriza-se em uma alternativa segura e efetiva no tratamento de dguas contaminadas pelo

BTEX.

Palavras-chave: BTEX, biodegradacdo, genotoxicidade, mutagenicidade, Allium cepa.
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1. INTRODUCAO

O petrdleo, assim como os seus derivados, tem sido considerado um dos principais
contaminantes do meio ambiente. Devido ao grande aumento na escala de producio,
transporte e utilizagdo mundial, tanto como fonte de energia como na fabricacdo de diversos
produtos como plésticos, solventes, produtos farmacéuticos, cosméticos, combustiveis fosseis,
borrachas sintéticas e outros, muitos pesquisadores tém dedicado uma atencdo especial na
investigacdo dos possiveis impactos que estes produtos possam promover no meio ambiente.

Contaminagdes pelo petrdleo e seus derivados sdo comumente observadas no ambiente
como decorrentes de acidentes no processo de carga, descarga, transporte, producdo de
subprodutos e combustdo (PEDROZO et al., 2002).

O benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, coletivamente conhecido como BTEX, sdo
compostos que tém despertado um interesse especial nos pesquisadores, pelas suas
caracteristicas toxicas, mobilidade no meio-ambiente e alta solubilidade em Aagua. Tais
caracteristicas levam a uma preocupacdo especifica, quanto a poluicdo das aguas,
principalmente, as subterraneas (LOVLEY, 1997; ANNESER et al., 2008).

O benzeno ¢ um quimico reconhecidamente carcinogénico para humanos, por induzir
leucemias e certos tipos de linfomas (BIRD et al., 2005). Estudos in vitro, contudo, apontam o
benzeno como fracamente mutagénico ou ndo mutagénico, mas com capacidade de induzir
quebras cromossdmicas e interferir na segregacdo cromossomica (DEAN, 1985; WATERS et
al., 1988; BIRD et al.,, 2005; CHEN et al., 2008). Na 4gua, ele aparece decorrente de
descargas de efluentes industriais ou por vazamentos (IRWIN et al., 1997).

O tolueno, segundo Hammer (2002), tem a¢do neurotoxica e teratogénica, mas com
discussdes ainda controvertidas sobre a sua potencialidade genotoxica e mutagénica.

Exposi¢des cronicas ao etilbenzeno estdo associadas com efeitos prejudiciais ao
sistema respiratdrio e aos rins (NTP, 1999; ATSDR, 2004). Segundo Henderson et al. (2007),
esse composto parece nao induzir efeito genotdxico nos organismos, porém, muitos ensaios
sdao também controversos a esse respeito.

Em relagdo ao xileno, exposi¢des cronicas estdo associadas com efeitos prejudiciais ao
sistema nervoso, figado e rins (ATSDR, 2004; USEPA, 2005). De acordo com WHO (1997),
esta substancia ndo ¢ considerada genotoxica nem carcinogénica para humanos ou animais de
laboratdrio.

O conhecimento sobre o mecanismo de acdo e o efeito toxico da mistura BTEX, bem

como o efeito aditivo, antagénico ou sinergistico dessas substancias sobre os organismos
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alvos ¢ bastante limitado, sendo que informagdes sobre a interacdo desses quimicos sdo
restritas, principalmente, a combinagdes binarias de seus componentes (ATSDR, 2004).

O processo de biorremediagdo tem sido utilizado como uma ferramenta muito util na
remog¢do de poluentes organicos ambientais. Este processo se utiliza da propria comunidade
microbioldgica enddgena presente no ambiente contaminado, mantida sobre condigdes
controladas de aeragdo e suplementacdo de nutrientes, para degradar o contaminante do
ambiente natural e/ou converté-lo em substancias menos prejudiciais aos organismos expostos
(BAMFORTH; SINGLETON, 2005).

Segundo Maila e Cloete (2005), o uso de atividades bioldgicas como bioindicadores
da remoc¢do de poluentes organicos pode ser um complemento as ferramentas tradicionais
existentes, por possibilitar, pelas respostas bioldgicas apresentadas pelos bioindicadores, uma
melhor avaliagdo da eficiéncia dos processos tecnoldgicos aplicados na melhoria das
condi¢des ambientais. Dentre as metodologias empregadas para avaliacdo da eficiéncia de
processos de biodegradacgdo, as mais indicadas s@o aquelas com capacidade de reconhecer a
genotoxicidade e mutagenicidade de possiveis metabdlitos formados durante a biodegradacdo
(PLAZA et al., 2005).

Dentre os vegetais mais utilizados em estudos de biomonitoramento, destaca-se a
espécie Allium cepa. Muitos testes para identificagdo da presenca de quimicos potencialmente
genotoxicos e mutagénicos vém sendo realizados com este organismo, mostrando bons
resultados para este tipo de andlise. As células de meristemas radiculares de A. cepa
apresentam caracteristicas que as credenciam como um eficiente material para estudos
citogenéticos, sendo indicadas para ensaio de aberragdes cromossOmicas e de micronucleos
com poluentes ambientais (ATEEQ et al., 2002; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004;
FERNANDES et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2008; CARITA; MARIN-
MORALES, 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos genotoxicos e mutagénicos de
diferentes concentracdes da mistura BTEX e do produto biodegradado dessa mistura, por
meio do teste de aberragdes cromossomicas ¢ do micronticleo em células meristematicas e F,
de raiz de Allium cepa, além de avaliar a eficiéncia do processo de biodegradagdo na redugéo

de efeitos danosos do BTEX.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Hidrocarbonetos testados

Para o desenvolvimento dos ensaios, foi testada a mistura BTEX que compreende o
benzeno (grau de pureza 99% - CAS N° 71-43-2), tolueno (grau de pureza 99% - CAS N°
108-88-3), etilbenzeno (grau de pureza 99,80% - CAS N° 100-41-4) e xileno (grau de pureza
99%, mistura de isomeros - CAS 1330-20-7).

Foram preparadas cinco diferentes concentragdes de BTEX. O preparo destas
concentragdes foi feito com base em dois parametros distintos: 1. Solubilidade em agua: Trés
concentragdes diferentes de BTEX foram preparadas a partir dos indices de solubilidade em
agua de cada um dos componentes da mistura BTEX (benzeno: 1780mg/L, tolueno: 535mg/L,
etilbenzeno: 152mg/L e xilenos: 135mg/L — valor este que corresponde a solubilidade do
isomero menos soluvel, m-xileno). A primeira concentragdo (mais alta) corresponde a propria
mistura citada acima (BTEX 1). As outras concentracdes foram obtidas pela dilui¢do da
solucdo BTEX 1 pelos fatores 10 (BTEX 2) e 100 (BTEX 3); 2. concentragdes-limite em agua
potavel: a concentracido BTEX 4 foi preparada seguindo as concentragdes-limite de cada
componente do BTEX para 4dgua potavel, estabelecido pelo 6rgio de fiscalizagdo ambiental
do Estado de Sado Paulo/Brasil — CETESB (2004) (benzeno: 5Spug/L, tolueno: 170pg/L,
etilbenzeno: 200ug/L e xilenos totais: 300ug/L). A quinta concentragdo (BTEX 5) foi
elaborada simulando a presenca da mistura, com valores abaixo das concentracdes limite para
agua potavel (benzeno: 1,25pug/L, tolueno: 42,5ug/L, etilbenzeno: 50ug/L e xilenos totais:
75ng/L).

O teste controle negativo foi feito com agua ultra-pura e o controle positivo com Metil

Metano Sulfonato- MMS (CAS N° 66-27-3), na concentracdo de 4x10™ M.

2.2. Amostras biodegradadas

As concentragdes do BTEX, submetidas a degradacdo bacteriana, foram preparadas
com agua aerada por 12 horas a 20 °C. As bactérias usadas no processo de biodegradacdo
foram selecionadas de um pool de bactérias presentes em um efluente bruto de refinaria de
petréleo. O monitoramento do processo de biodegradacdo foi realizado em HACH BOD Trak
Apparatus, em garrafas de vidro ambar completamente vedadas, com agitagdo constante a
20°C durante 20 dias. Cada garrafa continha uma das concentragdes de BTEX testadas neste
trabalho e uma quantidade fixa de nutrientes (HACH BOD solution) e bactérias. Todo o

consumo do oxigénio disponivel nos ensaios, contabilizado pelo aparelho, foi relacionado
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com o processo de biodegradacdo do BTEX, por ser este a unica fonte de carbono disponivel
no meio.

Um outro ensaio foi realizado com o meio de cultura e a bactéria, porém sem adicio
de BTEX, para servir como controle da biodegradacio (branco). Este teste foi desenvolvido
para uma certificagdo de que os possiveis efeitos genotoxico ou mutagénico observados nos

ensaios fossem decorrentes das concentragdes testadas e ndo da solucdo nutritiva utilizada.

2.3. Analise quimica
A andlise de BTEX presente nas amostras, antes € apos o processo de biodegradacgio,
foi realizada pelo laboratorio Analytical Technology Company (Sdo Paulo — Brasil). O
método utilizado foi por inje¢do por Headspace e cromatografia gasosa com detector de

fotoioniza¢do (GC/PID), de acordo com a USEPA-SW846 método 8021B.

2.4. Organismo teste
O material bioldgico utilizado neste estudo, para avaliacdo dos efeitos citotdxicos,
genotoxicos e mutagénicos do BTEX, para as cinco concentracdes determinadas, constituiu-se
de sementes de Allium cepa (2n = 16 cromossomos) de um mesmo lote ¢ mesma variedade

(cebola baia periforme).

2.5. Metodologia

A germinacdo das sementes de A. cepa foi feita em frasco de vidro (volume de 500
mL) com tampa contendo membranas de teflon, por apresentar condicdes especiais e
apropriadas para o desenvolvimento do teste (impedimento da volatilizagdo do composto para
a atmosfera), o que garantiu que a concentragdo do BTEX fosse constante durante todo o
ensaio.

Os ensaios foram realizados adicionando 60 mL de cada uma das cinco concentragdes
preparadas, das cinco concentragdes biodegradadas, do MMS (controle positivo), da dgua
ultra pura (controle negativo) e do branco (controle da biodegradagdo) em frascos separados.
As sementes foram colocadas para germinar sobre membranas de polipropileno umedecidas
com cada uma das substancias acima descritas. Apds atingirem cerca de 2 cm de
comprimento, as raizes foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol : dcido acético, v/v)
por 6-12h, sendo, apds este periodo, transferidas para um novo Carnoy, onde foram

conservadas, sob refrigeragdo, até a sua utilizagdo.
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Duas repeti¢des foram realizadas para os tratamentos com as cinco concentracdes

preparadas de BTEX e um unico ensaio para as concentragdes biodegradadas.

2.6. Preparo das laminas
Para a confeccdo das laminas da regido meristematica das raizes e da regido F; foi

seguida a metodologia descrita por Leme e Marin-Morales (2008).

2.7. Analise dos resultados

Para analise das irregularidades celulares, foram confeccionadas 10 laminas para cada
ensaio. Em cada lamina foram analisadas, aproximadamente, 500 células, totalizando 5000
células por ensaio para cada tratamento.

A citotoxicidade foi avaliada por meio do indice mitético, indice de fases e presenca
de morte celular, observados nas células meristematicas. Para a avaliagdo do potencial
genotoxico, foram observados e quantificados todos os possiveis tipos de aberracdes
cromossomicas e nucleares, encontradas nas células meristematicas de todas as laminas de
todos os tratamentos. A analise dos efeitos mutagénicos foi feita por meio da observagdo e
contagem de células micronucleadas, da regido meristematica e da F;, registradas para todas
as laminas de todos os tratamentos.

Todos os resultados obtidos foram comparados com o controle negativo, por meio do
teste estatistico de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 0,05.

Para avaliar a efetividade do processo de biodegradacdo na redugdo de danos
genotoxicos e mutagénicos induzidos pelo BTEX, foram comparadas as freqiiéncias das
alteracdes de cada concentracdo, antes e apds o processo de biodegradacdo. Exclusivamente
para esta comparacdo, como foram realizadas duas repeticdes para o ensaio com as
concentragdes ndo biodegradadas e uma com as biodegradadas, as comparagdes foram feitas
entre a média obtida com as ndo biodegradadas e os valores obtidos nos ensaios

biodegradados.

3. RESULTADOS
3.1. Analise quimica
O resultado das analises quimicas, referente a quantificagdo do BTEX nas amostras
testadas, estd apresentado na Tabela 1.
Ao se comparar a concentragdo inicial de BTEX com sua concentracdo biodegradada

correspondente, pode-se observar que houve uma reducdo da quantidade de BTEX para todas
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as concentragdes analisadas, o que comprova a eficiéncia das bactérias presentes no efluente
bruto de refinaria de petréleo na remoc¢do desses compostos da agua. Como o sistema
utilizado para a realizagdo da biodegrada¢do era de ambiente totalmente fechado, a
diminui¢do nas concentragdes testadas foi atribuida, exclusivamente, ao consumo do BTEX

como fonte de carbono pelas bactérias ali presentes.

3.2. Inducgéo de citotoxicidade

As tabelas 2 e 3 mostram, respectivamente, os resultados obtidos para os ensaios com
as concentragdes preparadas e para as concentragdes biodegradadas do BTEX.

Nenhuma das concentragdes testadas levou a indugao significativa de morte celular.

Em relacdo ao indice mitdtico, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
os resultados obtidos nos ensaios com as concentragdes ndo biodegradadas de BTEX. Para os
indices de fase, foi observado um aumento significativo de células em profase e uma
diminui¢cdo de células em telofase para a maior concentracdo testada, somente na primeira
repeticdo dos ensaios.

Quanto as concentragdes biodegradadas, o indice mitdtico ndo apresentou nenhuma
diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao branco. Foi observada uma diminui¢ao
significativa de células em telofase para a maior concentragdo (biodegradada 1) e um aumento
significativo de células em andfase para a concentracdo biodegradada 3, quando comparadas

com o branco.

3.3. Inducio de genotoxicidade

Os tipos de aberragdes cromossdmicas e nucleares observadas e suas freqii€ncias estdo
apresentados na Tabela 4 e 5, Figura 1.

A andlise dos efeitos genotdxicos, realizada pela quantificacio de alteracdes
cromossdmicas e nucleares em células meristematicas de A. cepa, apontou resultados
significativos para aderéncia cromossdmica e broto nuclear para todas as concentragdes nao
biodegradadas testadas. A segunda maior concentragdo testada (BTEX 2) induziu um
aumento significativo de quebras e pontes cromossdmicas. Uma freqiiéncia significativa de
c€lulas polinucleadas foi observada para a maior concentragdo testada (BTEX 1). O total de
aberracdes foi significativo para todas as concentragdes testadas, quando comparadas com o
controle negativo.

Apobs o processo de biodegradagdo, foram observados resultados significativos, em

relagdo ao controle da biodegradagdo (branco), apenas para a presen¢a de broto nuclear
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(concentragdes BTEX 1, 2, 3) e perda cromossomica (concentragio BTEX 1). O total de
aberragdes foi significativo para as trés maiores concentragdes biodegradadas testadas, em
relagdo ao branco.

A comparagdo do total de aberragdes cromossdmicas e nucleares, observado para as
concentragcdes de BTEX, antes e apos a biodegradacio, revelou uma diminui¢do significativa
destas anormalidades para as concentragdes BTEX 1, 2 e 4, indicando uma reducdo dos

efeitos genotoxicos, apos o processo de biodegradagdo (Figura 2).

3.4. Inducio de mutagenicidade

Os efeitos mutagénicos, avaliados por meio do teste de MN, foram observados em
ensaios utilizando células da regido meristemdtica e da regido F; de radiculas de A. cepa
(Tabela 6 e 7, Figura 3).

Nas células meristematicas, as concentragdes de BTEX 1, 2, 4 ¢ 5 induziram um
aumento na freqiiéncia de MN, quando os valores foram comparados com o controle negativo.
Para as células da regido F;, nenhuma diferenca significativa foi observada em relacdo ao
controle negativo, com exce¢do do controle positivo. As concentragdes biodegradadas
testadas ndo induziram altera¢do significativa na freqiiéncia de MN, tanto para as células
meristematicas como para as da regido F, (Tabela 7).

Ao se comparar as freqiiéncias de MN entre a concentragdo preparada de BTEX com a
sua respectiva concentracdo biodegradada, observou-se uma redugdo significativa para as
biodegradadas 1 e 4 (Figura 4). Para as células da regido F;, ndo foram observadas alteragdes
nas freqliéncias de MN, entre as amostras das concentracdes ndo biodegradadas e

biodegradadas (Figura 3).

4. DISCUSSAO

Devido ao intenso uso do BTEX em varias atividades humanas (HUTCHINS et al.,
1991; BARRETO et al., 2007), este composto ¢ comumente encontrado no meio ambiente,
principalmente contaminando dguas subterraneas (LOVLEY, 1997).

Embora alguns trabalhos tenham sido realizados com os componentes da mistura
BTEX, de forma isolada, avaliagdes conclusivas sobre os efeitos genotoxicos e mutagénicos
da mistura BTEX sdo ainda bastante limitadas (ATSDR, 2004).

Segundo Leme e Marin-Morales (2008), o organismo A. cepa provou ser bastante
sensivel para a detecgdo dos efeitos toxicos dos hidrocarbonetos do petroleo, fato este também

confirmado em nossos estudos.
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Diversos autores tém mostrado que alteragdes no indice mitdtico da espécie Allium
cepa (SMAKA-KINCL et al., 1997, FERNANDES et al., 2007; CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008), bem como a presenga de morte
celular (BIANCHI, 2008) pode constituir bons pardmetros para avaliagdo do potencial
citotéxico de quimicos ambientais. Em nossos estudos, a mistura BTEX ndo induziu morte
celular e nem alteragdes significativas no indice mitético. Contudo, foi observada uma sutil
alteracdo nos indices de fase. Dessa forma, acreditamos que esse quimico ndo apresenta
efeitos citotoxicos consideravel para as células meristematicas de A. cepa.

Ensaios de genotoxicidade, realizados com as diferentes concentragdes de BTEX,
mostram que essa mistura foi capaz de induzir diversos tipos de aberracdes cromossdmicas €
nucleares em células meristematicas de A. cepa. A aberragdo cromossomica mais
freqiientemente observada, para todas as concentragdes testadas, foi aderéncia cromossdmica.
Segundo Fiskesj6 e Levan, 1993; Marcano ¢ Del Campo, 1995; Marcano et al., 1999 ¢
Tiirkoglu (2007), aderéncia cromossomica € uma alteragcdo indicativa de efeitos toxicos sobre
o material genético, que pode causar efeitos irreversiveis para as células, inclusive o processo
de morte celular. Essa alteracdo também estd envolvida com a formacdo de pontes
cromossdmicas e, posteriormente quebras cromossdmicas (MARCANO et al., 2004; LEME et
al., 2008), justificando as freqii€ncias significativas dessas ultimas alteragdes, observadas para
a segunda maior concentracdo aqui testada.

Em relacdo as aberragdes nucleares, a alteracdo mais freqiientemente observada foi a
presenga de broto nuclear. De acordo com Serrano-Garcia e Montero-Montoya, (2001), a
formac¢do de broto nuclear esta relacionada com a formag¢do do envoltério nuclear antes do
cromossomo estar totalmente incorporado ao nucleo, fato este decorrente de atrasos na
segregacdo de alguns cromossomos. No entanto, segundo Fernandes et al. (2009), tal
altera¢do ndo deve ser considerada como genotdxica, pois ndo acarreta em danos ou perda de
material genético das células. Os autores afirmam que esta alteracdo constitui, apenas, um
evento morfoldgico transitério do nucleo.

Danos cromossdmicos tém sido encontrados entre trabalhadores expostos a niveis
muito baixos de benzeno (GREEN, 1988), sendo estes resultados confirmados em testes com
outros animais (USEPA, 1985). Estudos realizados por Rank e Nielsen (1994), mostraram que
o benzeno induziu um aumento significativo na freqiiéncia de aberragdes cromossomicas em
células meristematicas de raizes de Allium cepa, submetidas a exposi¢do na concentragio de
100 uM. Os demais constituintes do BTEX ndo apresentam efeitos genotdxicos significativos,

embora muitos experimentos apresentem resultados controversos e confusos, principalmente
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em relagdo a seus efeitos em plantas (DEAN, 1985; WHO, 1986; 1997). Dessa forma,
acreditamos que o efeito genotoxico observado para o BTEX, nas células meristematicas de
A. cepa, pode ser decorrente da ag@o genotoxica do benzeno, bem como de uma acdo
sinergistica entre os componentes da mistura.

A presenca significativa de micronucleos em células meristematicas de A. cepa indica
que a mistura BTEX ¢é capaz de causar efeitos mutagénicos sobre esse organismo-teste. Os
microndcleos podem ser originados de fragmentos acéntricos (a¢do clastogénica), perda
cromossdmica ou md formacdo do fuso mitético (acdo aneugénica) (SUDHAKAR et al.,
2001), ou ainda, pela eliminacdo do material excedente de células polipléides com a formagao
e expulsdo de brotos nucleares (FERNADES et al., 2007). Em nosso estudo, acreditamos que
os micronucleos tenham sido formados, em sua maioria, pela indugdo de quebras
cromossdmicas durante o processo de divisdo. Dessa forma, nossos resultados corroboram
com os de Whysner et al. (2004), que apontam para uma prevaléncia da capacidade
clastogénica do benzeno, embora, segundo esses mesmos autores, adutos instaveis de DNA,
danos oxidativos e perturbacdes no fuso também sejam responséaveis pelo efeito genotoxico
deste quimico. Ensaios com células dos filamentos estaminais de Tradescantia, realizados por
Van't Hof e Schairer (1982), mostraram que a concentragdo de 4.000 mg/L. de benzeno, na sua
forma gasosa, promoveu um aumento significativo da freqiiéncia de mutagdes nestas plantas,
comprovando uma potencialidade mutagénica para este organismo teste. No entanto,
resultados obtidos com ensaios de avaliagdo de mutacdo apontam que o benzeno ¢ fracamente
mutagénico ou ndo mutagénico (DEAN, 1985; WATERS et al., 1988; BIRD et al., 2005).
Assim, o resultado aqui encontrado pode ser explicado pela acdo sinergistica da mistura, cujo
efeito potencializa a acdo mutagénica dos componentes da mistura.

Nossos resultados, obtidos com a mistura BTEX, corroboram os de Roma-Torres et al.
(2006), que, ao estudarem trabalhadores expostos ao BTX (benzeno, tolueno e xileno),
mostraram que essa mistura foi capaz de induzir efeitos genotoxicos e mutagénicos, como
aberracdes cromossdmicas, micronucleos e danos no DNA em leucécitos de sangue
periférico.

Como as células F; sdo derivadas de divisOes mitoticas de células meristematicas
(MA; XU, 1986), a auséncia de freqiiéncias significativas de MN em células da regido F; de
raizes de A. cepa, para todas as concentragdes testadas, significa que os danos observados nas
células meristematicas ndo foram transferidos e fixados nas F;. A presenca de alteragdes

celulares em células meristematicas e a ndo correspondéncia de MN em células F; podem



Artigo 1 60

estar relacionadas com a inviabilidade celular, decorrente das alteracdes registradas em
conseqiiéncia da exposicdo ao BTEX, fator este envolvido com o processo de morte celular.
Pelas andlises quimicas realizadas, antes e ap6s o processo de biodegradagdo, foi
possivel provar uma eficiéncia do processo de biodegradacdo na redu¢do da quantidade de
BTEX presente nas amostras, comprovado pela reducdo dos danos observados no material
genético das células de A. cepa. As comparagdes entre os resultados obtidos com as
concentracdes de BTEX e as suas respectivas concentragdes biodegradadas mostram uma
diminui¢do significativa dos danos genotdxicos e mutagénicos. Porém, quando os
tratamentos biodegradados foram comparados com o branco, a freqiiéncia do total de
alteragdes cromossOmicas e nucleares continuou com mesmos niveis de significancia dos
tratamentos sem biodegradagdo, para as trés maiores concentracdes. Isso provavelmente
ocorreu porque o BTEX ainda estava presente nas amostras biodegradadas em concentragdo
suficiente para continuar induzindo alteragdes genotdxicas nas células, indicando que o
periodo utilizado para o processo de biodegradagdo (20 dias) deve ser aumentado, para que
haja uma maior eficiéncia das bactérias na eliminacdo do BTEX. Assim, os resultados
bioldgicos estdo de acordo com os resultados das andlises quimicas realizadas, pois, de
maneira geral, quanto maior a biodegradacdo do BTEX das amostras, menor foram os efeitos

genotoxicos € mutagénicos registrados.

5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos com o organismo teste A. cepa, o BTEX se mostrou
potencialmente genotdxico e mutagénico para células meristematicas, inclusive quando
testado em baixas concentracdes.

A espécie A. cepa caracteriza-se em um eficiente organismo-teste para deteccdo de
efeitos toxicos induzidos por hidrocarbonetos do petrdleo, como o BTEX. Ensaios de
aberragdes cromossdmicas € de MN com estes organismos constituiram ferramentas bastante
sensiveis na deteccdo de danos ao DNA induzidos pela mistura BTEX.

Avaliacdes de genotoxicidade e mutagenicidade, realizadas com células
meristematicas e F; de A. cepa, indicaram que o processo de biodegradacdo por
microrganismos foi eficiente na biodegradagdo da mistura aquosa do BTEX, por diminuir os
efeitos genotoxico e mutagénico, indicando que os compostos da mistura foram degradados

em metabdlitos ndo toxicos para as células.
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Tabela 1. Analise quimica quantitativa do BTEX detectado nas amostras, antes e apds o processo de biodegradacio.

Amostras iniciais (ng/L) Amostras biodegradadas (ng/L)

Amostra Composto
Concentracdo  LD(pg/L) FD  VI(mL) Concentracdo LD(pg/L) FD  VI(mL)
B ND
T ND
ﬁﬁigg E ND 30 1 10,00 ~ - -
X (m,p) ND
X (0) ND
Total ND
B 902344,00 322254,00
T 168698,00 63700,00
BTEX1 © 4040400 o000 2000 10,00 1480900 35000 1000 0,01
X (m.p) 9222,00 3114,00
X (0) 2520,00 930,00
Total 1123188,00 404807,00
B 41862,90 20701,15
T 11137,90 2540,50
BTEX2 © 420660 3000 100 0,10 30665 4500 50 020
X (m.p) 999,20 104,30
X (0) 328,80 4185
Total 58535,40 23694,45
B 8922,95 8,03
T 2602,45 2,95
BTEX3 © 103985 4500 50 020 L3 630 I 10,00
X (m,p) 236,35 ND
X (0) 70,65 ND
Total 12872,25 12,10
B 436 347
T 22,29 1,62
BTEX4 © 45,62 30 1 10,00 ND 39 1 10,00
X (m,p) 9,82 ND
X (0) 341 ND
Total 85,51 5,09
B 1,65 ND
T 3,03 ND
BTEXS © 489 030 1 10,00 ND 39 1 10,00
X (m,p) ND ND
X (0) ND ND
Total 9,57 ND

ND: Nio detectavel; LD:

8021B.

Limite de detecgdo; FD: Fator de diluicdo; VI: Volume inicial da amostra. USEPA-SW 846 método
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Tabela 2. Indice mitético, indices de fases e freqiiéncia de morte celular observados em células meristematicas de Allium
cepa expostas a diferentes concentra¢des da mistura BTEX.

ENSAIOS REPETICOES M PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE MC

oN 1 4426+1587 85.11+4.79 471+246  254+139  7.64+251 0.01+0.05
2 5330+6.80 87.46+3.16 278+120  1.55+0.65 822+229 0.16+0.29

cp 1 35324992 82.55+530 5.77+1.69  351+197  8.17+3.25 0.00+0.00

2 5434+6.51 88.84+241 325+095 1.54+036  636+2.17 0.17+0.37

BTEX 1 1 39.36+823 9025+284%* 372+1335 138+0.79 4.65+1.70* 0.19+0.38
2 5254+589 88.64+425 293+107 1.60+092  683+4.03 0.21+03]

BTEX 2 1 3337+4.56 83.56+3.83 563+156 3.84+1.78  697+191 0.03+0.09
2 52.65+3.00 87.70+£2.59 350+137  213+0.80  6.66+1.88 0.04+0.12

BTEX 3 1 35.08+2.53 84.65+2.83 512+158  251+068  7.72+147 0.07+022
2 5249+373 8626+135 326+0.77  2.03+0.51  845+1.02 0.00+0.00

BTEX 4 1 53.59+3.46 86.10+4.06 3.08+127 227+0.58  855+3.80 0.08+0.24
2 52.85+4.67 85.61+241 3.76+099  2.06+0.75  856+237 0.08+0.25

1 33.68+4.72 82.84+470 506+186  3.17+£093  894+292 0.00+0.00

BTEXS 2 53.33+520 86.40+3.53 3.63+1.08  2.09+091  7.89+230 0.02+0.06

CN: controle negativo; CP: controle positivo; IM: indice mitético; MC: morte celular.
* Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05), pelo teste estatistico de Mann-Whitney.

Tabela 3. Indice mitético, indices de fases e freqiiéncia de morte celular observados em células meristematicas de
Allium cepa expostas a diferentes concentra¢des da mistura BTEX submetidas ao processo de biodegradagéo.

ENSAIOS IM PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE MC
Branco 59.98+7.19 83.02+£262 229+1.07 0.78+048 13.91+2.64 0.05+0.16
Biodegradado 1  61.45+8.69 85394237 264+049  150+091 10.46+1.86*  0.00+ 0.00
Biodegradado 2  55.04+524 84.02+432 235+1.06 132+0.73 1231+3.65 0.15+0.34
Biodegradado 3 5576 +8.31 84.36+5.11 224+1.02 201+121* 11.40+3.78  0.00 + 0.00
Biodegradado 4 5556 +5.08 81.24+286 2.79+0.83  123+0.82 14.75+3.03  0.00+ 0.00
Biodegradado 5 59.44+7.63 81.77+3.64 245+0.71  150+0.78  14.28+290  0.00+ 0.00

* Estatisticamente diferente do branco (p<0,05), pelo teste estatistico de Mann-Whitney.
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Artigo 1

Tabela 6. Freqiiéncias de micronucleo (MN) observadas em células
meristematicas e da regiio F; de Allium cepa expostas a diferentes

concentragdes nio biodegradadas da mistura BTEX.

ENSAIOS REPETICOES MN MN F,

CN 1 0.03 £0.06 0.84 £ 0.69
2 0.04 £0.08 0.79 £0.65
CP 1 2.52 £0.53* 5.55 £3.00*
2 347+ 1.48% 5.30 +£2.89%*
1 0.33 £0.34* 1.05+£0.95

BTEX 1
2 0.30 £0.27* 1.00 £0.92
1 0.39 £0.36* 0.68 £0.67

BTEX 2
2 0.27 +0.23* 1.23+1.24
1 0.07£0.12 1.78 £ 1.34

BTEX 3
2 0.10+£0.14 1.68 £1.26
1 0.44 £0.74%* 1.05+£0.72

BTEX 4
2 0.28 + 0.25%* 1.01 £0.70
1 0.13 £0.09* 0.47 £0.49

BTEX S
2 0.28 £0.26* 0.44 £0.46

CN: controle negativo; CP: controle positivo

* Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05), pelo teste

estatistico de Mann-Whitney.

Tabela 7. Freqiiéncias de microntcleo (MN) observadas
em células meristematicas e da regido F; de Allium cepa
expostas a diferentes concentragdes da mistura BTEX,
submetidas ao processo de biodegradacio.

ENSAIOS MN MN F,

CN 0.11+0.13 0.77+0.43

Cp 1.94 + 0.62* 529+ 191*
Branco 0.18£0.21 0.39 +£0.50
Biodegradado 1 0.12+0.14 0.56 £ 0.63
Biodegradado 2 0.16£0.16 0.96 £0.83
Biodegradado 3 0.25+0.21 0.69 +0.48
Biodegradado 4 0.10£0.14 0.46 £0.49
Biodegradado 5 0.14+0.13 0.55+0.79

CN: controle negativo; CP: controle positivo

* Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05),
pelo teste estatistico de Mann-Whitney.
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Figura 2. Comparag@o entre a freqiiéncia de danos genotdxicos (aberragdes cromossomicas
e nucleares) ocasionados ao material genético de células meristematicas de Allium cepa,
pela exposi¢do as concentracdes de BTEX ndo biodegradadas e as suas respectivas
amostras biodegradadas. *Diferenca significativa entre a concentragdo nio biodegradada e
sua respectiva concentragdo biodegradada, de acordo com o teste de Mann-Whitney
(p<0,05).

Figura 3. Alteragdes mutagénicas observadas em células de raizes de Allium
cepa expostas ao BTEX. A. Célula meristematica micronucleada; B. Célula
de regido F; micronucleada.
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Figura 4. Comparacdo entre a freqiiéncia de danos mutagénicos (microntcleos - MN)
ocasionados ao material genético de células meristematicas de Allium cepa, pela exposigdo
as concentracdes de BTEX ndo biodegradadas e as suas respectivas amostras
biodegradadas. *Diferenca significativa entre a concentracdo ndo biodegradada e sua
respectiva concentrag@o biodegradada, de acordo com o teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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Resumo

Devido ao seu amplo uso, o BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) ¢ um
poluente constante do ambiente, com alta potencialidade de contaminar recursos hidricos, em
especial, os subterrdneos. O processo de biorremediagdo por microrganismos tem sido
freqientemente utilizado como uma ferramenta para a remo¢do do BTEX de locais
contaminados. A aplicacdo de ensaios bioldgicos tem se mostrado util na avaliagdo da
eficiéncia dos processos de biorremediacdo, por estes, além de identificar a toxicidade dos
contaminantes originais, permitirem também uma melhor identificacdo dos efeitos de
possiveis metabdlitos formados durante o processo de biodegradagdo sobre os organismos-
teste, promovendo informagdes que podem oferecer uma maior confiabilidade ao processo.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade genotdxica e mutagénicas de cinco
diferentes concentracdes do BTEX, antes e apds a biodegradagdo, sobre células HTC
mantidas em cultura. Foi observado um efeito mutagénico, avaliado pelo teste do
micronucleo, para a maior concentracdo testada e para a sua respectiva concentragdo nao
biodegradada. A genotoxicidade, avaliada por meio do ensaio do cometa, foi significativa
para todas as concentracdes ndo biodegradadas testadas e ndo significativa para as
biodegradadas. Pelos resultados obtidos, podemos afirmar que o BTEX ¢ mutagénico em
concentracdes proximas a sua solubilidade em agua e genotdxico até mesmo em
concentracdes mais baixas, contrariando alguns resultados descritos para os componentes da
mistura testados individualmente, sugerindo assim um efeito sinergistico da mistura. O
processo de biodegradag@o constitui uma metodologia segura e eficiente para ser aplicada em

locais contaminados com BTEX.

Palavras-chave: BTEX, Ensaio do cometa, micronucleo, cultura de células de mamiferos,

Células HTC, biodegradagao.
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1. Introducio

Derivados do petroleo como benzeno, o tolueno, o etilbenzeno e o xileno (BTEX) sdo
hidrocarbonetos monoaromaticos com caracteristicas toxicas; alta mobilidade no meio-
ambiente, tanto na fase gasosa, liquida como soélida; e alta solubilidade em 4gua. A presenca
do BTEX no ambiente ¢ preocupante, principalmente pela sua potencialidade em contaminar
recursos hidricos, em especial, os subterraneos (LOVLEY, 1997; ANNESER et al., 2008).

Desde 1982, o benzeno tem sido considerado uma substancia carcinogénica para
humanos, devido ao seu potencial em induzir vérios tipos de leucemias (IARC, 1987). Testes
in vitro tém demonstrado que o benzeno apresenta uma fraca ou ausente agdo mutagénica,
mas ¢ capaz de induzir quebras ou interferir na segrega¢do cromossomica (DEAN, 1985;
WATERS et al., 1988; BIRD et al., 2005).

O tolueno ¢ um inibidor de atividades do sistema nervoso central (NLM, 1994), que
promove perda de memoria e danos progressivos do cérebro e dos nervos, tanto em
exposi¢des agudas como cronicas (DABNEY, 1994). Segundo a Organizagdo Mundial da
Satde (WHO, 1986), o tolueno nio é genotdxico nem carcinogénico para animais € humanos.

O etilbenzeno foi classificado como uma substincia possivelmente carcinogénica para
humanos, devido a resultados significativos de carcinogenicidade obtidos em animais (IARC,
2000). Segundo Henderson et al. (2007), esse composto parece ndo induzir efeito genotoxico
nos organismos, porém, muitos ensaios sdo controversos a esse respeito.

O xileno possui uma a¢@o neurotoxica que se manifesta por meio de uma disfungdo
cognitiva, aumento dos niveis das catecolaminas hipotalamicas, até um quadro de
hiperatividade motora e convulsdes (ATSDR, 1995). Entretanto, de acordo com a
Organiza¢do Mundial da Saide (WHO, 1997), o xileno ndo apresenta efeitos genotoxicos
nem carcinogénicos para humanos e animais de laboratério.

O conhecimento sobre o mecanismo de a¢do e o efeito tdxico da ag¢do conjunta do
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, bem como o efeito aditivo, antagénico ou sinergistico
dessas substancias sobre os organismos alvos, € bastante limitado, sendo que informagdes
sobre a interacdo desses quimicos sdo restritas, principalmente, a combinagdes bindrias destes
compostos (ATSDR, 2004).

Devido a elevada utilizacdo do BTEX como solventes e matérias-primas na fabricagdo
de pesticidas, plasticos, fibras sintéticas, tintas e produtos farmacéuticos (HUTCHINS et al.,
1991; BARRETO et al., 2007) e a sua alta concentracdo em combustiveis fosseis, o BTEX ¢
um poluente constante do meio ambiente, o que tem estimulado o desenvolvimento de

diversas metodologias que possibilitam a sua remo¢do de locais contaminados. Uma
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alternativa para a degradacdo do BTEX em aqiiferos contaminados ¢ o processo de
biorremediacdo que, segundo Barthe (1986) e Bouwer (1994), ¢ uma metodologia atrativa,
segura e efetiva, frente as técnicas fisicoquimicas convencionais que sdo empregadas no
tratamento de 4guas contaminadas por derivados de petréleo.

Para avaliar a viabilidade do processo de biorremediacdo no tratamento de aqiiiferos
contaminados com essas substancias, o uso de bioensaios, combinados com avalia¢des
quimicas, apresentam resultados mais confidveis para andlise de riscos genotoxicos,
permitindo reconhecer a genotoxicidade de possiveis metabdlitos formados durante o
processo de biodegradacdo (REUSSER et al., 2002; PLAZA et al., 2005).

A cultura de células de mamiferos tem sido amplamente utilizada como sistemas-teste
em estudos de investigagdo do potencial genotdxico e mutagénico de poluentes ambientais
(MATSUMOTO et al., 2003; 2005; CHENG et al., 2005; CARDOZO et al., 2006; BAO et
al., 2007; BIANCHI et al., 2008; SPEIT et al., 2008). Entre essas culturas, a de HTC
(Hepatoma Tissue Culture) tem sido considerada como uma linhagem propicia para esse fim,
principalmente, por ser capaz de metabolizar substancias quimicas (GAD, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar, por meio do ensaio do cometa e do
teste do micronucleo em linhagem de células de hepatoma de rato (HTC), a potencialidade
genotoxica e mutagénica de diferentes concentragdes da mistura BTEX, antes e apds processo
de biodegradacdo, e avaliar a eficiéncia deste processo na redugdo dos efeitos tdxicos da

mistura BTEX.

2. Material e métodos
2.1. Quimico testado

O composto BTEX, avaliado neste trabalho, compreende uma mistura de benzeno
(grau de pureza 99% - CAS N° 71-43-2), tolueno (grau de pureza 99% - CAS N° 108-88-3),
etilbenzeno (grau de pureza 99,80% - CAS N° 100-41-4) e xileno (grau de pureza 99%,
mistura de isomeros - CAS 1330-20-7).

Foram preparadas cinco concentragdes diferentes da mistura BTEX. O preparo destas
concentragdes foi feito com base em dois parametros distintos: 1. Solubilidade em agua: Trés
concentragdes diferentes de BTEX foram preparadas a partir dos indices de solubilidade em
agua de cada um dos componentes da mistura BTEX (benzeno: 1780mg/L, tolueno: 535mg/L,
etilbenzeno: 152mg/L e xilenos: 135mg/L — valor este que corresponde a solubilidade do

isomero menos soluvel, m-xileno). A primeira concentragdo (mais alta) corresponde a propria
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mistura citada acima (BTEX 1). As outras concentracdes foram obtidas pela diluicdo da
solucdo BTEX 1 pelos fatores 10 (BTEX 2) e 100 (BTEX 3); 2. Concentragdes-limite em
agua potavel: a concentracdo BTEX 4 foi preparada seguindo as concentracdes-limite de cada
componente do BTEX para 4dgua potavel, estabelecido pelo 6rgio de fiscalizacdo ambiental
do Estado de Sado Paulo/Brasil — CETESB (2004) (benzeno: 5Spug/L, tolueno: 170pg/L,
etilbenzeno: 200ug/L e xilenos totais: 300ug/L). A quinta concentragdo (BTEX 5) foi
elaborada simulando a presencga da mistura, com valores abaixo das concentracdes limite para
agua potavel (benzeno: 1,25pug/L, tolueno: 42,5ug/L, etilbenzeno: 50ug/L e xilenos totais:
75ng/L). As diluigdes foram preparadas com agua ultra pura, acrada por 12 horas a 20° C.

O teste de controle negativo foi feito com meio de cultura mais PBS e o de controle

positivo com metil metano sulfonato- MMS (CAS N° 66-27-3), na concentra¢do de 4x107 M.

2.2. Amostras biodegradadas

As amostras biodegradadas foram obtidas pela degradacdo bacteriana das
concentracdes de BTEX, descritas anteriormente. As bactérias usadas no processo de
biodegradacdo foram selecionadas de um pool de bactérias presentes em um efluente bruto de
refinaria de petréleo. O monitoramento do processo de biodegradacdo foi realizado em
HACH BOD Trak Apparatus, em garrafas de vidro &mbar completamente vedadas, com
agitacdo constante a 20 °C durante 20 dias. Cada garrafa continha uma das concentragdes de
BTEX testadas neste trabalho e uma quantidade fixa de nutrientes (HACH BOD solution) e
bactérias. Todo o consumo do oxigénio disponivel nos ensaios, contabilizado pelo aparelho,
foi relacionado com o processo de biodegradacdo do BTEX, por ser este a unica fonte de
carbono disponivel no meio.

Um outro ensaio foi realizado com o meio de cultura e a bactéria, porém sem adicio
de BTEX, para servir como controle da biodegradacio (branco). Este teste foi desenvolvido
para uma certificagdo de que os possiveis efeitos genotoxico ou mutagénico observados nos

ensaios fossem decorrentes das concentragdes testadas e ndo da solucao nutritiva utilizada.

2.3. Analise quimica
A andlise de BTEX presente nas amostras, antes e apos o processo de biodegradacgio,
foi realizada pelo laboratorio Analytical Technology Company (Sdo Paulo — Brasil). O
método utilizado foi por inje¢do por Headspace e cromatografia gasosa com detector de

fotoionizacdo (GC/PID), de acordo com a USEPA-SW846 método 8021B.
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2.4. Linhagem celular
O material biologico utilizado como sistema-teste para realizagdo do ensaio consistiu de
células HTC (Hepatoma tissue culture), obtidas da espécie Rattus novergicus, adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil. As células foram cultivadas em um meio
contendo D-Mem + HAMF12 (1:1) suplementado com 10% de soro bovino fetal a 37 °C,

sendo mantidas em frascos descartaveis de 25 cm? em estufa BOD a 37 °C.

2.5. Teste do Microntucleo

Para a realizagdo do teste do micronudcleo, as células foram cultivadas, por um ciclo
celular completo (24 horas), antes da adi¢do dos tratamentos. Em seguida, foram realizados
tratamentos simultaneos de 24 horas, em triplicata, com a adi¢cdo de 50 pL de cada uma das 5
concentracdes do BTEX, das amostras biodegradadas, além dos ensaios com MMS (4x10°M)
(controle positivo), com PBS (controle negativo) e com o branco (controle da biodegradagio).
Cada uma das concentragdes foi testada individualmente. Apds os tratamentos, as células
foram lavadas por duas vezes com PBS e adicionados 5 mL de meio de cultura completo com
3 pg/mL de citocalasina B, onde permaneceram por 28 horas. Decorrido este tempo, as
células foram colhidas e fixadas em Carnoy (metanol/acido acético 3:1 — v:v). A seguir,
foram depositadas algumas gotas da cultura de células sobre ladminas limpas, geladas e
contendo um filme de dgua. Apds secagem, as laminas foram coradas com Giemsa 5% por 5
minutos.

Foram analisadas, sob microscopia de luz (aumento de 1000 vezes), cerca de 1000
células binucleadas com membranas nuclear e citoplasmatica integras, nicleos de tamanhos
similares ndo sobrepostos € com o mesmo padrdo e intensidade de coloragdo por lamina,
sendo duas laminas para cada repeti¢do. Como todo experimento foi realizado em triplicata,
obteve-se um total de cerca de 6000 células contabilizadas para cada concentrag@o e controles
avaliados. Para a avaliacdo do potencial mutagénico do BTEX, os resultados dos ensaios de
MN foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05). Para verificar
a efetividade do processo de biodegrada¢do na redu¢do da mutagenicidade do BTEX, foram
comparadas as freqiiéncias de MN, entre a concentracdo preparada e a sua correspondente

amostra biodegradada, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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2.6. Ensaio do cometa

Apos serem cultivadas por 24 horas (um ciclo celular completo) em meio de cultura
completo, as células das trés repeticoes de todos os tratamentos foram tratadas,
independentemente, por 24 horas, com cada uma das concentracdes de BTEX (com e sem
biodegradacdo) e com as substancias controle, conforme ja descrito para o teste de MN. Apds
o tratamento, as c€lulas foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com 0,5
mL de tripsina-EDTA 0,025% por, no méaximo, 2 minutos. Decorrido este tempo, o processo
foi interrompido pela adicdo de 5 mL de meio de cultura completo. As células foram entdo
transferidas para tubos Falcon e centrifugadas a 1000 r.p.m. por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado, reservando-se, apenas, 0,5 mL da solugdo, onde o pellet foi ressuspendido.

Para o prosseguimento do ensaio do cometa, foram realizados testes de viabilidade
celular para todos os tratamentos. Para isto, 20 pL de suspensdo celular de cada tratamento
foram misturados com 20 pL de Azul de Trypan 0,4% e transferidos para cadmara de
Neubauer. Foram contabilizadas as quantidades de células viaveis (sem coloragdo) e inviaveis
(coradas em azul), presentes nos quatro quadrantes da camara.

Apds a verificagdo de que todos os tratamentos apresentaram, no minimo, 80% de
viabilidade celular, uma aliquota de 20 pL de suspensdo celular foi misturada com 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (37 °C), em uma concentragdo de 0,5% e, rapidamente,
gotejada sobre 1aminas secas previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal (60
°C), dilui¢do 1,5%. As laminas foram cobertas com laminula e levadas a geladeira
(temperatura de 4 °C), por 20 minutos. Apo6s a remocdo cuidadosa das laminulas, as ldminas
foram imersas em solucdo de lise gelada, recém preparada, contendo 89 mL de solugdo de lise
estoque (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris com pH ajustado para 10 com
auxilio de 8 g de NaOH, 890 mL de 4gua destilada e 1% de lauril sarcosinato de sodio), mais
1 mL de triton X-100 e 10 mL de DMSO, onde permaneceram por 1 hora, em geladeira, a 4
°C.

As laminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese e cobertas
com solu¢do tampdo (pH > 13) recém preparada (300 mM de NaOH, 1 mM de EDTA,
preparado de uma solugdo estoque contendo NaOH 10N e 200 mM de EDTA, pH 10), onde
permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para desnaturacdo do DNA. A corrida de
eletroforese foi realizada a 4 °C, por 20 minutos, a uma corrente de 25V e 300 mA. Seguindo-
se a corrida, as laminas foram submersas em solucdo de neutralizagio (0,4 M de tris-HCL, pH
7,5) em trés séries de 5 minutos cada, secas a temperatura ambiente ¢ fixadas com etanol por

10 minutos. Apos a fixacdo e secagem, as laminas foram coradas com 50 pL de solugdo de
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brometo de etidio 1x, preparada de uma solugdo estoque 10x (200 pg/mL) e cobertas com
laminula.

Para cada tratamento foram analisados 100 nucledides nao sobrepostos e escolhidos
aleatoriamente, a fim de se verificar o potencial genotoéxico do composto nas suas diversas
concentragdes, para este sistema teste de mamiferos. A andlise foi feita em microscopio de
fluorescéncia, filtro B — 3* (excitagdo: A = 420 — 490nM, barreira A = 520 nM), em objetiva de
40x. Os nucledides foram classificados, visualmente, de acordo com a migracdo dos
fragmentos, em classes 0, 1, 2 ¢ 3 (KOBAYASHI et al., 1995), onde a classe 0 representa
células sem dano, a classe 1 — células com pouco dano, a classe 2 — células com médio dano e
a classe 3 — células com grande dano.

O escore para os 100 nucledides analisados foi obtido pela multiplicagdo do numero
de células encontradas em cada classe, pelo nimero da classe correspondente, com valores
variando de 0 (auséncia total de danos) a 300 (dano maximo causado). Para a comparacio
entre os escores obtidos dos tratamentos realizados com as concentragdes de BTEX com o
controle negativo e das concentragdes biodegradadas com o branco (controle biodegradado),
utilizou-se o teste estatistico ANOVA, com andlise posteriori pelo método de Dunnet
(p<0,05). Para estimar uma possivel reducdo ou aumento dos danos ocasionados pela
biodegradacdo, em relacdo a concentracdo original, os dados foram comparados entre si
(concentracdo ndo biodegradada e biodegradada) pelo teste de t Student. Para a verificacdo da
existéncia de um efeito dose resposta entre as concentragdes, foi utilizada a correlagdo de

Pearson.

3. Resultados
3.1. Analise quimica

O resultado das andlises quimicas referente a quantificagdo do BTEX nas amostras
testadas estd apresentado na Tabela 1. As 5 concentragdes de BTEX quantificadas
quimicamente diferiram das inicialmente preparadas para a realiza¢do dos ensaios bioldgicos.
Dessa forma, o valor quantificado nas analises quimicas corresponde a real concentracido de
cada amostra testada (tabela 1), devendo ser este o valor a ser considerado para os testes aqui
apresentados.

Pelos resultados das andlises quimicas feitas apos a biodegradagdo, pode-se observar
que houve uma reducdo da quantidade de BTEX, para todas as concentragdes analisadas, o

que comprova a eficiéncia das bactérias presentes no efluente bruto de refinaria de petréleo na
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remogdo desses compostos da dgua. Como o sistema utilizado para a realizagdo da
biodegradacdo era de ambiente totalmente fechado, a diminui¢do nas concentragdes testadas
foi atribuida, exclusivamente, ao consumo do BTEX como fonte de carbono pelas bactérias

ali presentes.

3.2. Teste do Micronticleo com bloqueio de citocinese

A avaliacdo do potencial mutagénico do BTEX, por meio do teste do micronucleo,
revelou que apenas a maior concentracdo testada (BTEX 1) e o controle positivo diferiram
estatisticamente do controle negativo, pela presenca de um maior nimero de células
portadoras de microntcleos (Figura 1). Quanto as amostras biodegradadas, somente a maior
concentracdo testada (Biodegradado 1) apresentou resultados significativos de
mutagenicidade, em relacdo ao branco (controle biodegradado) (Tabela 2).

Ao se comparar as freqliéncias de MN presentes nas células HTC expostas as 5
concentragdes preparadas do BTEX e as suas respectivas concentragdes biodegradadas, nao
foram observadas diferengas significativas entre elas para este quesito. Foi observado um
aumento estatisticamente significativo da freqiiéncia de MN entre o teste branco e o controle
negativo, no entanto, tal diferenca ndo induziu a um aumento significativo de micronucleo nas
amostras biodegradadas, quando comparadas com as amostras correspondentes ndo

biodegradadas (Figura 2).

3.3. Ensaio do cometa

Os resultados obtidos para a viabilidade celular, avaliada pelo método da coloracdo
exclusiva com Azul de Trypan, estdo apresentados na Tabela 3. A porcentagem de células
vivas presentes em todas as repeti¢des de todos os tratamentos realizados esteve sempre acima
dos 94%, indicando que as concentragdes testadas do BTEX ndo foram citotdxicas para as
células HTC.

A genotoxicidade do BTEX, avaliada por meio do ensaio do cometa, mostrou
resultados significativos para o controle positivo e para todas as concentragdes testadas
(BTEX 1, 2, 3, 4 ¢ 5), quando comparados ao resultado apresentado pelo controle negativo
(Tabela 3). Enquanto o controle positivo apresentou uma maior freqiiéncia de danos de classe
3 (grande dano), as amostras de BTEX induziram médios danos (classe 2) e, principalmente,
pequenos danos (classe 1) (Figura 3). Em relacdo as amostras biodegradadas, nenhum

resultado obtido foi significativo quando comparado com o branco.
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A efetividade do processo de biodegradagdo foi comprovada pela redugdo de danos
genotoxicos nas células HTC, observada para todas as concentracdes biodegradadas, em
relacdo as concentracdes correspondentes ndo biodegradadas do BTEX (figura 4),
independentemente de o teste branco ter apresentado um resultado superior de
genotoxicidade, em relagdo ao controle negativo.

Pelo teste de correlacio de Pearson podemos afirmar que houve um efeito dose-
resposta dependente para as concentragdes do BTEX, indicando que um aumento da
concentracdo da mistura leva a um aumento do dano genotoxico nas células HTC. Esse

mesmo padrio foi observado também para as amostras biodegradadas.

4. Discussao

O benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno sdo geralmente encontrados juntos, como
residuos quimicos em ambientes contaminados, estando presentes na agua, no solo e na
atmosfera. Devido a sua reconhecida agéo toxica sobre os organismos ¢ as suas caracteristicas
quimicas, tais como solubilidade e baixo coeficiente octanol-agua (K,y), essas substancias sdo
consideradas poluentes em potencial de dguas subterraneas (CHEN et al., 2008; ANNESER et
al., 2008). No entanto, apesar da grande preocupagdo existente em relacdo ao BTEX,
informagdes que caracterizam o risco a saude e a relagdo dose-resposta a exposi¢ao a misturas
contendo exclusivamente benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) sdo bastante
limitadas (ATSDR, 2004).

Segundo Whysner et al. (2004), estudos realizados com cultura de células geralmente
exibem a mesma resposta genotoxica que estudos com animais in vVivo. Esses mesmos autores
afirmam que, como os produtos de biotransformac¢do do benzeno sdo similares entre as
espécies, estudos utilizando cultura de células animais apresentam resultados bastante
satisfatorios para explicar um possivel efeito genotdxico em humanos.

Nossos resultados mostraram uma freqiiéncia significativa de microntcleos no ensaio
realizado com a maior concentragdo testada (BTEX 1). Esse resultado sugere que o BTEX,
em concentracdes proximas as da solubilidade de seus constituintes em d4gua, ¢
potencialmente mutagénico para as células de hepatoma de ratos mantidas em cultura.

Alguns autores tém reconhecido, por meio de ensaios com diversos organismos teste,
desde bactérias até mamiferos, tanto in vitro como in vivo, que o benzeno ¢ fracamente
mutagénico ou ndo mutagénico (DEAN, 1985; WATERS et al., 1988; BIRD et al., 2005). No

entanto, Mullin et al. (1998) concluiram que o benzeno ¢ uma substancia mutagénica para



Artigo 2 84

células de pulmdes de camundongos Big Blue (transgene lacl), pois, quando animais foram
expostos a vapores deste quimico apresentaram um aumento na freqii€éncia de mutacdes na
extensdo das delegdes no transgene lacl, em relagdo aos animais ndo expostos. A auséncia de
um efeito mutagénico também foi relatada para o tolueno (USEPA, 2005), para o etilbenzeno
(HENDERSON et al., 2007) e para o xileno (DEAN, 1985).

Dessa forma, o resultado aqui encontrado pode ser explicado pela agdo sinergistica da
mistura, de modo que, quando essas substidncias encontram-se misturadas, tem sua agdo
mutagénica potencializada. Nossos resultados corroboram com o obtido por Roma-Torres et
al. (2006), onde trabalhadores expostos ao BTX (benzeno, tolueno e xileno) apresentaram um
aumento significativo dos indices de micronucleos em leucdcitos de sangue periférico.

O processo de biodegradacdo, embora tenha reduzido a quantidade de BTEX presente
nas amostras analisadas, mostrou ndo ser totalmente eficiente na redu¢do dos danos
mutagénicos para as células HTC expostas a maior concentragdo da mistura (BTEX 1). Isso
provavelmente ocorreu porque a quantidade de BTEX presente na amostra biodegradada
ainda era alta, superior aquela apresentada na segunda maior concentragdo (BTEX 2),
considerada como ndo mutagénica. Esse fato pode ser explicado pela necessidade de um
maior tempo de biodegradacdo para aguas contaminadas com altas concentra¢des de BTEX,
que deve exceder ao tempo simulado na concentracdo BTEX 1. Estes dados comprovam a
necessidade da combinagdo de ensaios quimicos e biologicos para uma melhor avaliagdo da
eficiéncia de processos de remogdo de poluentes do ambiente, como afirmam Reusser et al.
(2002); Plaza et al. (2005) e Maila e Cloete (2005).

Pelos resultados do ensaio do cometa, ¢ possivel sugerir que o BTEX ¢ uma mistura
potencialmente genotoxica para células HTC. Chen et al. (2008) também concluiram que o
BTEX ¢ genotdxico para linfocitos humanos, por meio de seus experimentos realizados
individualmente com diversas concentragdes para cada um dos componentes da mistura
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno). Esses autores observaram, pelo ensaio do cometa em
pH alcalino, um aumento no escore de danos ao DNA para todos os quimicos testados ¢ em
pH neutro, que o benzeno e o xileno induziram quebras de fita dupla, na concentracdo de 200
uM. Segundo estes autores o BTEX também produziu danos oxidativos em linfocitos
humanos. Outros autores afirmam que o benzeno ¢ uma substancia promotora de aberragdes
cromossomicas, tanto em estudos in vitro como in vivo (DEAN, 1985; WATERS et al., 1988;
AU et al., 1991; DABNEY, 1994; TOMPA et al., 1994, SMITH; ROTHMAN, 2000; BIRD et
al., 2005), no entanto, acredita-se que para o benzeno agir seja necessaria uma ativagao

metabolica (WHYSNER, 2000). Os demais constituintes do BTEX ndo apresentam efeitos
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genotoxicos significativos, embora muitos experimentos apresentem resultados controversos e
confusos (DEAN, 1985; WHO, 1986; 1997). Assim, acreditamos que o efeito genotdxico
observado para o BTEX nas células HTC pode ser decorrente da agcdo genotoxica do benzeno,
apos ser metabolizado por estas células, bem como de uma acdo sinergistica entre os
componentes da mistura.

Os danos genotoxicos observados no ensaio do cometa com as células HTC, expostas
as concentragdes mais baixas do BTEX, ndo corresponderam aos danos mutagénicos
observados no teste do MN. Isto pode ser explicado, nestes casos, pela possibilidade dos
danos genotdxicos serem eventos transitorios, portanto, passiveis de reparo, o que, segundo
Dearfield et al. (2002), ndo caracterizam eventos mutagénicos, por ndo promover alteracdes
permanentes no conteudo ou na estrutura do material genético dos organismos.

Devido as altas taxas de danos observados no ensaio do cometa, acreditamos que os
micronucleos formados nas células expostas ao BTEX sejam decorrentes, principalmente, de
quebras cromossdmicas, ja que, segundo Whysner et al. (2004), diversos estudos apontam
para uma prevaléncia da capacidade clastogénica do benzeno, embora adutos instaveis de
DNA, danos oxidativos e perturbagdes no fuso também sejam responsaveis pelo efeito
genotoxico deste quimico.

Em relacdo ao processo de biodegradacdo, este parece ndo ter formado nenhum
metabolito toxico para as células HTC, apds a degradacdo do BTEX pelas bactérias. No
entanto, esse processo foi mais eficiente na redugdo de danos genotoxicos do que
mutagénicos, como observado para os ensaios realizados com a concentracdo mais alta do
BTEX (BTEX 1). Porém, esta mutagenicidade pode ser explicada pela necessidade de um
tempo maior de biodegradacdo, para que haja um maior consumo do BTEX pelas bactérias e
assim, diminuir os seus efeitos toxicos. Pelos nossos resultados, observamos que o processo
de biodegradagdo constitui uma ferramenta eficaz ¢ segura a ser utilizada em tratamentos de
aguas contaminadas com BTEX. A diminui¢do da genotoxicidade e a manuten¢do dos efeitos
ndo mutagénicos observados, pos biodegradacdo, indicam que ndo houve formacgdo de

metabolitos toxicos durante o processo.

5. Conclusao
Assim, inferimos que o BTEX ¢ uma substidncia potencialmente genotoxica para
células HTC, inclusive em baixas concentracdes e mutagénica para concentragdes proximas a

da solubilidade dos seus constituintes em agua.
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O ensaio do cometa foi uma ferramenta bastante sensivel na deteccdo de danos
genotoxicos da mistura BTEX. O teste do MN constituiu uma metodologia bastante eficiente
na avaliagcdo de danos mutagénicos de células HTC expostas ao BTEX.

Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, realizados com células HTC, indicaram
que o processo de biodegradacdo por microrganismos foi eficiente na biodegradagdo da
mistura aquosa do BTEX, por diminuir os efeitos genotoxico e manter os resultados nao
mutagénicos da mistura, indicando que o BTEX foi degradado em metabdlitos ndo toxicos

para as células.
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Tabela 1. Quantidade de BTEX detectada nas amostras, por meio de analise quimica quantitativa, antes e apos 0 processo

de biodegradacio.
Amostras iniciais (ng/L) Amostras biodegradadas (ng/L)
Amostra Composto
Concentracdo LD (ug/L) FD  VI(mL) Concentracdo LD (ug/L) FD  VI(mL)

B ND
T ND

Branco  © ND 50 1 10,00 - - -
X (m, p) ND
X (0) ND
Total ND
B 902344,00 322254,00
T 168698,00 63700,00

BTEX1 °© 4040400 60000 2000 10,00 14809.00 30000 1000 0,01
X (m, p) 9222,00 3114,00
X (0) 2520,00 930,00
Total 1123188,00 404807,00
B 41862,90 20701,15
T 11137,90 2540,50

BTEX 2 E 4206,60 30,00 100 0,10 306,65 15,00 50 0,20
X (m, p) 999,20 104,30
X (0) 328,80 41,85
Total 58535,40 23694,45
B 8922,95 8,03
T 2602,45 2,95

BTEX 3 E 1039,85 15,00 50 0,20 1,13 0,30 1 10,00
X (m, p) 236,35 ND
X (0) 70,65 ND
Total 12872,25 12,10
B 4,36 3,47
T 22,29 1,62

BTEX 4 E 45,62 0,30 1 10,00 ND 0,30 1 10,00
X (m, p) 9,82 ND
X (o) 3,41 ND
Total 85,51 5,09
B 1,65 ND
T 3,03 ND

BTEXS5 © 489 030 1 10,00 NDos0 1 10,00
X (m, p) ND ND
X (0) ND ND
Total 9,57 ND

ND: Nio detectavel; LD:
método 8021B.

Limite de detec¢@o; FD: Fator de dilui¢do; VI: Volume inicial da amostra. USEPA-SW 846
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Tabela 2. Valores médios e desvios-
padrio da presenca de micronucleo (MN)
em células HTC, expostas ao BTEX,
antes e apos a biodegradacio.

Ensaios MN

CN 6,67+ 1,63
CP 113,50 + 16,79"
Branco 16,33 £ 2,34
BTEX 1 26,83 +1,72°
BTEX 2 20,00 + 2,53
BTEX 3 17.17 + 2.48
BTEX 4 17,50 £ 2,35
BTEX 5 18,67 £ 1,97
Biodegradado 1 27,17 +4,12°
Biodegradado 2 18,33 £3,33
Biodegradado 3 17,83+£2,93
Biodegradado 4 18,00 + 0,89
Biodegradado 5 20,33 £ 3,01

6000 células analisadas por ensaio. Média
+ Desvio padréo.

a . .

Estatisticamente diferente do controle
negativo (p<0,05) pelo teste estatistico de
Kruskal-Wallis.

Estatisticamente diferente do branco

(p<0,05) pelo teste estatistico de Kruskal-
Wallis.
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Tabela 3. Danos genotoxicos avaliados pelo ensaio do cometa em células HTC, apds exposi¢cdo a mistura BTEX e as amostras

biodegradadas.
. Classes Viabilidade
Ensaios Escores

0 1 2 3 celular
Controle negativo 94 5 1 0 7 98.11

92 5 3 0 11 97.85

91 6 3 0 12 97.62
Média + SD 92,33 +1,53 5,33 £0,58 2,33 £1,15 0,00 £ 0,00 10,00 + 2,65 97,86 + 0,25
Controle positivo 0 2 32 66 264 96.05

0 11 58 31 220 98.00

0 6 39 55 249 97.61
Média + SD 0,00 £ 0,00 6,33 £ 4,51 43,00 + 13,45 50,67 £17,90 244,33 £2237** 9722+ 1,03
Branco 66 27 7 0 41 99.48

73 14 10 3 43 99.90

72 20 7 1 37 99.07
Média + SD 70,33 + 3,79 20,33 + 6,51 8,00+ 1,73 1,33 +1,53 40,33 + 3,06 99,48 + 0,41
BTEX 1 45 20 28 7 97 98.55

46 29 22 3 82 98.08

47 19 25 9 96 99.22
Média + SD 46,00 + 1,00 22,67+ 5,51 25,00 = 3,00 6,33+ 3,06 91,67 + 8,39** 98,62 + 0,57
BTEX 2 51 28 19 2 72 98.85

60 30 9 1 51 99.32

45 33 17 5 82 99.14
Média + SD 52,00 +7,55 30,33 £2,52 15,00 + 5,29 2,67 +2,08 68,33 + 15,82** 99,11 £ 0,24
BTEX 3 66 25 7 2 45 99.26

58 34 8 0 50 98.97

66 30 3 1 39 99.52
Média + SD 63,33 £4,62 29,67 £4,51 6,00 + 2,65 1,00 + 1,00 44,67 £5,51* 99,25 + 0,27
BTEX 4 58 35 7 0 49 99.12

54 36 10 0 56 99.14

52 38 10 0 58 98.95
Média + SD 54,67 + 3,06 36,33 + 1,53 9,00+ 1,73 0,00 + 0,00 54,33 + 4,73%* 99,07 +0,11
BTEX 5 64 32 4 0 40 99.15

56 32 11 1 57 98.51

63 33 2 2 43 97.96
Média + SD 61,00 + 4,36 32,33 +0,58 5,67+4,73 1,00 + 1,00 46,67 £ 9,07** 98,54 + 0,60
Biodegradado 1 57 24 18 1 63 99.18

72 17 9 2 41 94.21

63 29 7 1 46 98.11
Média + SD 64,00 + 7,55 2333 +6,03 11,33 +5,86 1,33 +£0,58 50,00 + 11,53 97,17 +2,61
Biodegradado 2 64 25 10 1 48 99.75

77 16 4 3 33 99.47

68 26 4 2 40 97.07
Média + SD 69,67 + 6,66 22,33 +5,51 6,00 + 3,46 2,00 1,00 40,33 + 7,51 98,76 + 1,47
Biodegradado 3 82 16 2 0 20 94.71

81 15 4 0 23 97.84

76 19 5 0 29 99.32
Média + SD 79,67 +3,21 16,67 £ 2,08 3,67+1,53 0,00 + 0,00 24,00 + 4,58 97,29 +£2,35
Biodegradado 4 79 16 5 0 26 97.56

82 13 5 0 23 99.79

69 20 11 0 42 97.99
Média + SD 76,67 + 6,81 16,33 +3,51 7 +£3,46 0,00 + 0,00 30,33 + 10,21 98,45+ 1,18
Biodegradado 5 83 14 3 0 20 99.28

78 18 4 0 26 96.78

80 13 7 0 27 99.48
Média + SD 80,33 +2,52 15+2,65 4,67 +2,08 0,00 + 0,00 24,33 + 3,79 98,51 + 1,51

300 nucledides analisados por ensaio.

" Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05), pelo teste de ANOVA.
" Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,01), pelo teste de ANOVA.
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Figura 1. Células HTC expostas a diferentes concentragdes de BTEX. A. Célula
binucleada (sem alteragio); B. Célula binucleada com micronucleo (efeito mutagénico).
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CONTROLE BTEX1 BTEX 2 BTEX 3 BTEX 4 BTEX 5

B Concentragdo ndo biodegradada O Concentragao biodegradada

Figura 2. Comparagdo entre o valor médio de micronucleos (MN) presentes em células
HTC, expostas a mistura BTEX, antes e apds o processo de biodegradagio. *Diferenca
significativa entre a concentragdo nao biodegradada e sua respectiva concentragio
biodegradada de acordo com o teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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Figura 3. Classes de danos observadas no ensaio do cometa com células HTC expostas a diferentes
concentragdes de BTEX. A. Classe 0: célula sem dano; B. Classe 1: célula com pouco dano; C. Classe 2: célula
com médio dano; D. Classe 3: célula com grande dano.
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Figura 4. Comparacgio entre a média de danos genotoxicos ocasionados ao material genético
de células HTC, pela exposi¢do as concentragdes de BTEX nio biodegradada e as suas
respectivas amostras biodegradadas. *Diferenca significativa entre a concentracdo nio
biodegradada e sua respectiva concentra¢do biodegradada, de acordo com o teste de t Student
(p<0,05).
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RESUMO
A contaminacdo de aguas subterrdnea por benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno

(BTEX) tem sido cada vez mais freqiiente, o que remete a uma eminente necessidade de
desenvolvimento de metodologias que sejam mais eficientes na remog¢ao ou na minimizagao
dos impactos que estes componentes possam promover no ambiente. O processo de
biorremediacdo por microrganismos tem sido considerado uma tecnologia eficiente no
tratamento de locais contaminados por hidrocarbonetos, por ser capaz de transformar e/ou
degradar os poluentes alvos. Neste trabalho, estudou-se a eficiéncia do processo de
biodegradacdo do BTEX por bactérias; a diminuicdo dos danos genotoxicos € mutagénicos
induzidos por estes compostos, por meio de dois sistemas-teste: Allium cepa (ensaios de
aberragdes cromossomicas ¢ do micronucleo) e células HTC (ensaios do cometa ¢ do
micronucleo); e a avaliagdo dos microrganismos envolvidos nesta biodegradagdo. O processo
de biodegradacdo foi realizado em BOD Trak Apparatus (HACH) por um periodo de 20 dias,
utilizando microrganismos selecionados de efluente bruto de refinaria de petrdleo. Os
sistemas testes foram utilizados para comparar os danos induzidos por cinco diferentes
concentragdes ndo biodegradadas de BTEX em relacdo as concentragdes biodegradadas.
Foram isoladas do consorcio cinco espécies de bactérias. A Pseudomonas putida foi
considerada, dentre as cepas isoladas, a bactéria degradadora de BTEX. As andlises quimicas
realizadas mostraram que houve diminuicdo da presenca de BTEX nas concentragdes
biodegradadas. Os resultados obtidos com os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade
mostraram que o processo de biodegradacdo foi capaz de diminuir os danos genotdxicos do
BTEX, para as células de A. cepa e HTC, e mutagénicos, para as células de A. cepa. A
aplicag¢do de bactérias isoladas em processos de biodegradag¢do pode se caracterizar em uma
ferramenta segura e efetiva em tratamentos de aguas contaminadas pela mistura BTEX.
Infere-se, portanto, que efluente bruto de refinaria de petrdleo pode ser uma fonte de obtengao

de microrganismos biodegradadores de hidrocarbonetos.

Palavras chave: Biodegradagdo, BTEX, genotoxicidade, mutagenicidade, Allium cepa,
células HTC, Pseudomonas putida.
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1. INTRODUCAO

Hidrocarbonetos monoaromaticos, como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
(BTEX), pela reconhecida toxicidade aos organismos, representam uma importante classe de
contaminantes ambientais (ANNESER et al., 2008). Sdo substancias quimicas amplamente
utilizadas em diversos processos industriais (HUTCHINS et al., 1991), além de estarem
presentes em grande quantidade nos combustiveis fosseis (ASTDR, 2004), o que promove
contaminagdes atmosféricas, do solo e da 4dgua. Segundo Anneser et al. (2008), a alta
solubilidade do BTEX em d4gua constitui um sério problema de contaminacdo de aguas
subterraneas.

A alta mobilidade destes hidrocarbonetos em sistemas solo-agua esta relacionada com
o seu menor coeficiente de parti¢do entre octanol-dgua, o que implica em uma lenta absor¢ao
no solo e, conseqiientemente, um transporte aquoso preferencial, favorecendo a contaminagdo
de reservatdrios de agua, por migrarem mais rapidamente neste meio (NAKHLA, 2003).

Estes compostos ocorrem freqiientemente em niveis traco em aguas superficiais,
como resultado da sua volatilidade, no entanto, encontram-se em uma concentracdo bem mais
elevada nas dguas subterraneas, sendo considerados contaminantes prioritarios destes
recursos, e, por isso, incluidos como compostos a serem avaliados nas andlises de agua
(FALCO; MOYA, 2007).

A contaminag@o da agua subterrdnea pelos hidrocarbonetos, incluindo BTEX, ¢ cada
vez mais freqliente (REUSSER et al., 2002), o que tem levado a busca de metodologias mais
eficientes na remog¢@o ou na minimizac¢ao de impactos destes componentes.

Os tratamentos fisicos convencionais, além de terem custos operacionais elevados,
retiram os contaminantes do ambiente sem destrui-los ou transforma-los quimicamente,
gerando um acimulo de residuos toxicos. Os processos bioldgicos de biorremediacdo sdo
considerados uma tecnologia limpa e promissora, devido, principalmente a sua simplicidade,
baixo custo e alta eficiéncia, quando comparados as outras alternativas (ALEXANDER,
1994).

De acordo com Mariano (2006), a biorremediacdo ¢ considerada uma nova tecnologia
para tratamento de locais contaminados, que tem como base o uso de agentes biologicos
capazes de modificar ou decompor poluentes alvos.

A habilidade de determinados microrganismos degradarem o BTEX ¢ conhecida,
desde 1908, quando Stormer observou a capacidade da bactéria Bacillus hexabovorum
crescer, aerobiamente, em meio contendo tolueno e xileno. A capacidade de microrganismos

naturais do solo degradarem o BTEX foi primeiro demonstrada por Gray e Thornton em 1928.
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Estes pesquisadores, segundo Gibson e Subramaniam (1984, apud CORSEUIL; ALVAREZ,
1996), encontraram, entre 245 espécies de bactérias presentes em amostras de solos ndo
contaminados, 146 capazes de degradar hidrocarbonetos.

Para que uma biorremediacdo seja considerada eficiente, o produto resultante da
decomposic¢do deve ser constituido apenas por agua e gas carbdnico. Porém, muitos estudos
relatam que atividades microbianas podem transformar compostos ndo téxicos ou com baixa
toxicidade em tdéxicos potentes, sendo que, em muitos casos, produtos resultantes da
biorremediacdo sdo, reconhecidamente, carcinogénicos (ALEXANDER, 1999). Desta forma,
para se avaliar a eficiéncia do processo de biorremediagdo nos tratamentos de aqiiiferos
contaminados com petrdleo, ¢ indicada, além de uma avaliagdo quimica, uma avaliagdo
bioldgica, pelo uso de bioensaios, por estes fornecerem dados mais consistentes e confidveis
sobre os reais riscos dos organismos, decorrentes da agdo de possiveis metabolitos formados
durante o processo da biodegradacdo (REUSSER et al., 2002 e PLAZA et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo o estudo da biodegradacdo em meio aquoso de
diferentes concentragdes de BTEX, por microrganismos obtidos em efluente bruto de uma
refinaria de petréleo, bem como avaliar o efeito genotoxico e mutagénico de amostras
biodegradadas do BTEX, para a certificagdo da eficiéncia do processo de biodegradagio,
quanto a ndo formacao de possiveis metabdlitos toxicos, e a identificacdo dos microrganismos
degradadores, para a sua possivel utilizacdo em processos de descontamina¢do ambiental pelo

BTEX.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Selecdo dos microrganismos via enriquecimento

Para estudar a biodegrada¢do do BTEX em diferentes concentragdes, selecionou-se um
consorcio bacteriano, a partir de microrganismos presentes em uma amostra de efluente bruto
de refinaria de petréleo.

Em um frasco de vidro com vedagdo parcial, para permitir a troca de gases, adicionou-
se 250 mL de 4gua do rio Atibaia (classe II) e 250 mL de efluente bruto de refinaria de
petroleo contendo 9,6x10° UFC/mL de bactérias. Nesta suspensdo, acrescentou-se 0,5 g de
sacarose, 0,5 g de peptona de caseina e 0,5 g de extrato de levedura, com a finalidade de
fornecer, minimamente, fonte de energia, fosforo e nitrogénio aos microrganismos presentes.
Esse in6culo foi mantido a 23°C + 1°C, em ambiente com pouca luminosidade, por 24 horas.
Ap6s esse periodo, adicionou-se ao indculo, como unica fonte de carbono, 200 pL. de BTEX.

A amostra foi agitada em shaker por 5 minutos a 30 rpm. Decorrido 24 horas, acrescentou-se
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mais 100 pL de BTEX puro, seguindo-se o0 mesmo procedimento de agitacdo. Da mesma
forma, por um periodo de 75 dias, 25 pL de cada componente puro foi acrescentado a cada 48
horas, seguido sempre de agitacdo em shaker por 5 minutos a 50 rpm. Deste modo, procedeu-
se um enriquecimento seletivo das bactérias biodegradadoras dos hidrocarbonetos, além da
manuten¢do da cultura até a sua utilizagdo. Uma semana antes do inicio do procedimento para
a biodegradag¢do, adicionou-se 150 pL. de BTEX puro a cada 48 horas, mantendo o mesmo
padrdo de agitagdo (repetiu-se esse procedimento 4 vezes). No final, a cultura foi filtrada em
papel de filtro comum, diluida em dgua ultra pura, na propor¢do de 5 mL da cultura para 100
mL de 4gua, e aerada por 2 horas. Este material constituiu o in6culo dos experimentos de

biodegradacao.

2.2. Preparo das concentracoes

Para o desenvolvimento dos ensaios, foram preparadas cinco concentra¢des da mistura
BTEX que compreende o benzeno (grau de pureza 99% - CAS N° 71-43-2), tolueno (grau de
pureza 99% - CAS N° 108-88-3), etilbenzeno (grau de pureza 99,80% - CAS N° 100-41-4) e
xileno (grau de pureza 99%, mistura de isdbmeros - CAS 1330-20-7).

As concentragdes foram elaboradas com base em dois pardmetros distintos: 1.
Solubilidade em agua: Trés concentragdes diferentes de BTEX foram preparadas a partir dos
indices de solubilidade em dgua de cada um dos componentes da mistura BTEX (benzeno:
1780mg/L, tolueno: 535mg/L, etilbenzeno: 152mg/L e xilenos: 135mg/L — valor este que
corresponde a solubilidade do isomero menos solivel, m-xileno). A primeira concentragdo
(mais alta) corresponde a prdopria mistura citada acima (BTEX 1). As demais concentragdes
foram obtidas pela dilui¢do da solucdo BTEX 1 pelos fatores 10 (BTEX 2) e 100 (BTEX 3);
2. Concentragdes-limite em agua potavel: a concentragdo BTEX 4 foi preparada seguindo as
concentragdes-limite de cada componente do BTEX para agua potavel, estabelecido pelo
orgao de fiscalizagdo ambiental do Estado de Sdo Paulo/Brasil - CETESB (benzeno: 5ug/L,
tolueno: 170pg/L, etilbenzeno: 200ug/L e xilenos totais: 300ug/L). A quinta concentracio
(BTEX 5) foi elaborada simulando a presenca da mistura, com valores abaixo das
concentragdes limite para dgua potavel (benzeno: 1,25ug/L, tolueno: 42,5ug/L, etilbenzeno:
50ug/L e xilenos totais: 75ug/L). As dilui¢cdes foram preparadas com agua ultra pura, aerada
por 12 horas a 20° C. Uma parte de cada concentragdo foi separada para analise quimica

quantitativa das concentragdes propostas.
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2.3. Ensaio da biodegradacio

Em frascos de vidro ambar proprios para ensaio de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) adicionou-se 420 mL de cada concentracdo, 1 mL da cultura da suspensdo de
microrganismos diluida e uma capsula de solugdo nutritiva (BOD nutrient buffer — Hach).
Adaptou-se as garrafas ao aparelho BOD Trak Apparatus (HACH) e conectadas a um tubo
unico ligado aos sensores de pressdo do instrumento, de forma que se formasse um sistema
completamente fechado, para evitar que mudancas na pressdo atmosférica externa
interferissem nos dados do experimento. O liquido permaneceu em agitacdo constante a 20
+1°C, durante 20 dias.

Este aparelho determina a DBO pela quantificacdo da queda da pressdo no interior das
garrafas vedadas. Essa diminui¢do na pressdo acontece devido ao consumo do oxigénio
disponivel para os microrganismos, sendo expresso em mg/L. O CO, produzido pelos
microrganismos, por meio da oxidacdo da matéria organica, ndo interfere na mensuragdo da
pressdo, pois € removido por cristais de hidroxido de litio presentes nas tampas das garrafas,
mas que nfo entram em contato com as amostras.

Uma garrafa contendo apenas a cultura de microrganismos e a solucdo nutritiva
também foi preparada para servir como um controle da biodegradacdo. Para maior
confiabilidade dos dados, esse processo foi realizado em duplicata. Ao final do processo,

parte das amostras foi separada para realizagao da analise quimica quantitativa do BTEX.

2.4. Analise quimica
A andlise de BTEX presente nas amostras, antes € apds o processo de biodegradacgio,
foi realizada pelo laboratério Analytical Technology Company (S@o Paulo — Brasil). O
método utilizado foi a andlise de BTEX por inje¢do por Headspace e cromatografia gasosa

com detector de fotoionizacdo (GC/PID) de acordo com a USEPA-SW846 método 8021B.

2.5. Isolamento e identificacdo dos microrganismos do indéculo.

O in6culo preparado a partir do efluente bruto da refinaria de petroleo foi
homogeneizado, diluido em solucgdo salina 0,85M e plaqueado em meio Agar sangue, Agar
chocolate, Agar Sabouraud, Agar CLED e Agar MacConkey. As placas foram incubadas em
estufa a 35 °C por 7 dias. Das placas contendo as colonias foram isolados cinco biotipos, os
quais foram identificados pelo procedimento de automag¢do em Microbiologia para

identificacdo Vitek I ® BioMerieux.
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2.6. Identificacdo dos microrganismos degradadores de BTEX

Para verificar quais os microrganismos encontrados no indculo eram degradadores de
BTEX utilizou-se o meio de Bushnell-Haas modificado (substitui¢do do nitrato de amdnia por
peptona bacteriolégica OXOID LP037), o qual contém todos os nutrientes necessarios para o
crescimento de bactérias, com exce¢do de fontes de carbono. O meio de cultura modificado
foi separado em tubos de ensaios. Em cada tubo adicionou-se uma quantidade especifica de
BTEX (5ul, 10ul, 15ul ou 20ul) e 100ul da turvagcdo de uma das bactérias isolada em salina
na escala a 0,5 de Mac Farland. Este protocolo foi repetido para cada uma das bactérias
identificadas. Outro teste foi desenvolvido adicionando ao meio Bushnell-Haas com as
diferentes quantidades de BTEX acima descritas, o conjunto das bactérias identificadas no
consorcio bacteriano inicial. Um tubo contendo glicose 0,1%, sem BTEX, foi usado como
controle positivo de crescimento bacteriano. A Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foi
utilizada como controle de crescimento positivo em meio contendo BTEX. Todos os ensaios
foram desenvolvidos em duplicata.

Os tubos foram incubados em estufa a 35 °C por 10 dias, realizando leitura diaria. A
analise qualitativa de crescimento bacteriano foi feita segundo os seguintes critérios de
inspegdo visual dos tubos:

(+): turvacdo positiva, crescimento pobre.

(++): turvagdo positiva, crescimento moderado.

(+++): turvagdo positiva, crescimento intenso.

(-): turvagdo negativa, auséncia de crescimento.

As amostras positivas foram repicadas, reisoladas e, para confirmac¢ado dos resultados,

reidentificadas, para a certificacdo da ndo contaminagao do meio.

2.7. Testes de genotoxicidade e mutagenicidade

- Teste in vivo

O material bioldgico utilizado neste estudo, como sistema-teste vegetal para avaliagdo
dos efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos das concentragdes do BTEX e das
amostras biodegradadas dessa mistura, constituiu-se de sementes de Allium cepa (2n = 16
cromossomos) de um mesmo lote ¢ mesma variedade (cebola baia periforme).

O ensaio foi realizado em recipientes com tampa contendo membranas de teflon, a fim
de impedir a volatilizacdo de substancias presentes nas amostras biodegradadas.

As sementes foram continuamente expostas as diferentes concentragdes de BTEX

biodegradadas, sendo um recipiente para cada concentracdo. Quando as raizes atingiram cerca
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de 2 cm de comprimento foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol : dcido acético,
v/v). Os testes controles foram realizados com agua ultra pura (controle negativo) e com
Metil Metano Sulfonato (MMS) na concentracdo de 4x10™ (controle positivo).

Para a confec¢do das laminas, foi seguida a metodologia descrita por Fernandes et al.
(2007). Foram analisadas 10 laminas para cada tratamento, 500 células por lamina,
totalizando 5000 células para cada concentragdo estudada de BTEX, tanto as biodegradadas
como as nao biodegradadas.

Para a avaliacdo do potencial de inducdo de aberragcdes cromossOmicas, foram
observados e quantificados todos os possiveis tipos de aberracdes cromossomicas encontradas
nas células de todas as laminas para cada tratamento. Os efeitos mutagénicos foram
verificados mediante observacdo e contagem de células micronucleadas, registradas para
todas as ldminas de cada tratamento.

A comparacdo entre os resultados obtidos para as concentracdes de BTEX ndo
biodegradadas e sua respectiva concentragdo biodegradada foi feita por meio do teste

estatistico de Mann Whitney, com nivel de significancia de 0,05.

- Teste in vitro

Foram realizados testes in vitro com células HTC (Hepatoma tissue culture), obtidas
da espécie Rattus novergicus, para avaliagdo de genotoxicidade (ensaio do cometa) e de
mutagenicidade (teste do MN) da mistura BTEX, antes e apos processo de biodegradagdo.

Para a realiza¢do do teste do micronucleo, as células foram cultivadas, previamente,
por um ciclo celular completo (24 horas). Em seguida, foram realizados tratamentos
simultaneos de 24 horas, para cada uma das concentragdes do BTEX, adicionando, em cada
frasco, 50 pL da mistura especifica (tratamentos ndo remediados e remediados), do Metil
Metanosulfonato - MMS (4x102M) (controle positivo), do tampdo fosfato salino - PBS
(controle negativo) e do branco (controle da biodegradagao).

ApoOs os tratamentos, as células foram lavadas por duas vezes com PBS e adicionados
5 mL de meio de cultura completo com 3 pg/mL de citocalasina B, onde permaneceram por
28 horas. Decorrido este tempo, as células foram colhidas e fixadas em Carnoy
(metanol/acido acético 3:1 — v:v). Sobre laminas geladas e contendo um filme de agua, foram
depositadas algumas gotas da cultura de células. Apds secagem, as laminas foram coradas
com Giemsa 5% por 5 minutos. Foram analisadas cerca de 1000 células binucleadas com
membrana nuclear e citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos similares ndo sobrepostos e

com o mesmo padrio e intensidade de coloragdo para cada repeti¢do, sendo duas ldminas para
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cada repeti¢do, num total de 6000 células por tratamento. A analise estatistica da comparagdo
do numero de células portadoras de micronucleo, de cada concentracdo testada e de sua
respectiva amostra biodegradada, foi realizada pela aplicacdo do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney (p<0,05).

No ensaio do cometa, ap6s serem cultivadas por 24 horas (um ciclo celular completo)
em meio de cultura completo, as células das trés repeticdes de todos os tratamentos foram
tratadas, independentemente, por 24 horas, com cada uma das concentragdes de BTEX (com e
sem biodegradacdo) e com as substancias controle, conforme ja descrito para o teste de MN.
Apbs o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com
0,5 mL de tripsina-EDTA 0,025% por, no maximo, 2 minutos. Decorrido este tempo, o
processo foi interrompido pela adi¢dao de 5 mL de meio de cultura completo. As células foram
entdo transferidas para tubos Falcon e centrifugadas a 1000 r.p.m. por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, reservando-se, apenas, 0,5 mL da solucgdo, para a ressuspensio
do pellet.

Para o prosseguimento do ensaio do cometa, foram realizados testes de viabilidade
celular para todos os tratamentos, misturando 20 pL de suspensédo celular com 20 pL de Azul
de Trypan 0,4%. A contagem das células viaveis foi feita em camara de Neubauer,
considerando as células sem coloragdo como viaveis e as coradas em azul como inviaveis.
Apos a verificacdo de uma viabilidade celular superior a 80%, uma aliquota de 20 pL de
suspensdo celular foi misturada com 120 pL. de agarose de baixo ponto de fusdo (37 °C), em
uma concentragdo de 0,5% e, rapidamente, gotejada sobre laminas secas, previamente
cobertas com agarose de ponto de fusdo normal a 60 °C, dilui¢do 1,5%. As laminas foram
cobertas com laminula e levadas a geladeira (temperatura de 4 °C), por 20 minutos. Apos a
remogdo cuidadosa das laminulas, as ldminas foram imersas em solucdo de lise gelada, recém
preparada, onde permaneceram por 1 hora, em geladeira, a 4°C.

As laminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese e cobertas
com solugdo tampao (pH > 13) recém preparada, onde permaneceram por 20 minutos antes da
eletroforese, para desnaturagdo do DNA. A corrida de eletroforese foi realizada a 4 °C, por 20
minutos, a uma corrente de 25V e 300 mA. Seguindo-se a corrida, as laminas foram
neutralizadas em Tris 0,4M, em trés séries de 5 minutos cada, secas a temperatura ambiente e
fixadas com etanol por 10 minutos. As laminas foram coradas com 30 pL de solug¢do de
brometo de etidio 1x, preparada de uma solucdo estoque 10x (200 pg/mL) e cobertas com

laminula.
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A analise das laminas foi feita em microscopio de fluorescéncia, filtro B — 3*
(excitacdo: A = 420 — 490nM, barreira A = 520 nM), em objetiva de 40x. Cerca de 100
nucledides, para cada tratamento, foram classificados, visualmente, de acordo com a migragao
dos fragmentos, em classes 0 (sem dano), 1 (pouco dano), 2 (médio dano) e 3 (grande dano),
de acordo com KOBAYASHI et al. (1995). O escore de dano foi obtido pela multiplicagdo do
numero de nucledides pelo numero da classe correspondente (0, 1, 2 e 3). Para estimar uma
possivel redu¢do ou aumento dos danos ocasionados pela biodegradagdo, em relacdo a
concentragdo original, os dados foram comparados entre si (concentragdo nao biodegradada e

biodegradada) pelo teste de t Student.

3. RESULTADOS
3.1. Analise quimica

Os resultados das andlises quimicas referente a quantificagdo do BTEX nas amostras
testadas estdo apresentados na Tabela 1. A andlise quimica feita apds a biodegradagdo,
mostrou uma diminui¢do da quantidade de BTEX para todas as concentracdes analisadas. O
BOD Trak Apparatus (HACH), onde foi realizado a biodegradagdo, ¢ um sistema totalmente
fechado, o que garantiu que as diminui¢des das concentracdes testadas do BTEX foram,
exclusivamente, decorrentes do consumo da mistura, como Unica fonte de carbono, pelas

bactérias ali presentes.

3.2. Biodegradacao

Para a avaliag@o da biodegradagdo, foram feitas leituras continuas do consumo de O,,
durante todo o processo. Este processo, realizado no aparelho BOD Trak Apparatus (HACH),
transcorreu 20 dias consecutivos até a finalizacdo dos experimentos. Como o tempo maximo
de registro do aparelho utilizado ¢ de 10 dias, houve a necessidade de submeter as amostras a
2 tratamentos consecutivos. Os valores de consumo de oxigénio, obtidos nos 10 primeiros
dias, foram anotados e o aparelho religado por mais 10 dias. A comprovagdo da
biodegradacdo do BTEX pode ser vista nas figuras 1 e 2.

Pelo consumo do oxigénio registrado, pode-se inferir que os microrganismos
consumiram a matéria organica presente (BTEX). Por esta analise, ¢ possivel estimar o tempo
onde o consumo de O, comeca a entrar em declinio, sinalizando o momento de interrup¢do do
experimento. Neste caso, o periodo citado foi de 20 dias. Os maiores indices de consumo de
O, foram observados para as concentragdes BTEX 2 ¢ BTEX 3. Apesar da concentragdo

BTEX 1 (maior concentragdo testada) apresentar a maior quantidade de fonte de carbono
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disponivel, o consumo de O, ndo foi tdo alto, o que indica que, provavelmente, essa
concentracdo tenha sido mais toxica que as demais para as bactérias. As taxas de consumo de
O, das duas menores concentracdes (BTEX 4 e BTEX 5) foram as mais baixas obtidas,

proximas daquela apresentada para o branco.

3.3. Identificacdo dos microrganismos degradadores de BTEX.

Diferentes microrganismos foram encontrados no consoércio microbiano, obtido a
partir do efluente bruto de uma refinaria de petréleo. No meio MacConkey e Agar CLED,
foram identificadas trés espécies diferentes de bactérias (Acinetobacter Iwoffi, Pseudomonas
putida e um Bacilo Gram negativo ndo-fermentador nio identificado - BGNF). No meio Agar
Sangue e Agar chocolate, foram identificadas outras duas espécies de bactérias (Moraxella sp
e Brevundimonas diminuta) (TABELA 2). Nao houve crescimento de fungos leveduriformes
ou filamentosos no Agar Sabouraud.

Todos os microrganismos encontrados foram avaliados para a certificacdo da sua
capacidade de degradacdo do BTEX ou se apenas sobreviviam no meio com a presenca dessa
mistura.

Os resultados obtidos em relagéo a identificagdo dos microrganismos degradadores de
BTEX estdo apresentados na Tabela 2. A bactéria P. putida turvou em meio contendo glicose
¢ em todos os meios com BTEX. As bactérias A. lwoffii, Moraxella sp, B.diminuta ¢ BGNF
turvaram em meio contendo apenas glicose, porém ndo cresceram na presenca de BTEX, para
nenhuma das concentragdes testadas. A Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, utilizada
como controle, apresentou turvagdo em todos os tubos, tanto na auséncia como na presenga de
BTEX. Os tubos que continham as cinco linhagens de bactérias obtidas do efluente de
refinaria também turvaram.

O plaqueamento realizado com os tubos que apresentaram turvacdo positiva (P.putida,
consorcio das cinco bactérias e P. aeruginosa - controle) mostrou a presenga de P.putida para
o plaqueamento do tubo com P.putida e com o consoércio de bactérias e de P. aeruginosa para
o ensaio com P. aeruginosa.

Dessa forma, a P. putida foi a Gnica bactéria isolada do efluente bruto de refinaria que
apresentou crescimento na presenca de BTEX. A cepa P. aeruginosa ATCC 27853 mostrou-

se eficiente como controle positivo neste teste.

3.4. Avaliacio do potencial genotéxico e mutagénico

-Teste in vitro
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Os resultados referentes as freqii€ncias de aberragdes cromossdmicas € de microntcleo
dos testes realizados com o organismo teste A. cepa estdo apresentados na tabela 3. A
comparacdo entre o total de aberragdes cromossomicas observadas para a concentracdo de
BTEX e sua respectiva concentra¢do biodegradada, revelou uma diminuicéo significativa para
as concentragdes BTEX 1, 2 e 4, indicando uma redugdo dos efeitos genotdxicos induzidos
pelo BTEX, apds o processo de biodegradagao.

As comparagdes entre as freqiiéncias de MN das concentragdes de BTEX e sua
respectiva concentracdo biodegradada revelaram uma diminui¢do significativa para a
concentragdo BTEX 1 e BTEX 4, evidenciando uma diminui¢do dos efeitos mutagénicos

ocasionados pelo BTEX, apds o processo de biodegradacao.

-Teste in vitro

Comparando-se as freqii€ncias de MN presentes nas células HTC expostas as 5
concentracdes do BTEX com as suas respectivas concentragdes biodegradadas, ndo foram
observadas diferencas significativas entre elas. Observou-se um aumento estatisticamente
significativo da freqiiéncia de MN entre o teste branco e o controle negativo, no entanto, tal
diferenca n3o induziu a um aumento significativo de micronicleo nas amostras
biodegradadas, quando comparadas com as amostras correspondentes ndo biodegradadas
(Tabela 4).

Pelos testes realizados com células HTC, observou-se, para todas as concentragdes
biodegradadas, uma diminui¢do significativa de danos genotdxicos, independentemente do
teste branco ter apresentado um resultado superior de genotoxicidade, em relacdo ao controle

negativo (Tabela 4).

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Microrganismos encontrados no solo, aguas superficiais e subterraneas sido capazes de
degradar compostos organicos, utilizando-os como fonte de energia, e promover a sua
eliminacdo do ambiente contaminado (PEDROZO et al., 2002). De acordo com Kataoka
(2001), a biodegradacdo de compostos orgéanicos ocorre de forma mais eficaz quando os
microrganismos inoculados sdo pré-selecionados, portanto mais adaptados aos poluentes
alvos.

Embora diversos autores afirmem que a biodegradacdo geralmente ocorre por um
consorcio de diferentes espécies de microrganismos, incluindo as algas, as bactérias, os

fungos e os protozoarios (GHIORSE; WILSON, 1988; MELO; AZEVEDO, 1997; REGIS,
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2000), pode-se afirmar, pelos estudos realizados, que o consdrcio microbiano utilizado era
constituido exclusivamente de bactérias.

Dentre as bactérias identificadas no indculo, a P. putida foi a tinica capaz de degradar
o BTEX. O papel das demais bactérias presentes no indculo ndo foi identificado, sugerindo a
necessidade de mais testes para se conhecer um provavel envolvimento na degradagdo de
metabdlitos intermediarios.

Assim como obtido em nossos resultados, diversos trabalhos citam a P.putida como
degradadora de BTEX. Lee et al. (1994) observaram que a bactéria P. putida TB10S5,
modificada em laboratorio, foi capaz de metabolizar mistura de benzeno, tolueno e p-xileno
sem a formac¢do de nenhum metabdlito intermediario. Shim et al. (2005) concluiram que
culturas mistas de P. putida e P. fluorescens sdo capazes de degradar todos os componentes
do BTEX, tanto em condi¢des aerdbias como anaerdbias, resultando em completa
mineralizagdo dos compostos, sem a formacdo de metabolitos intermedidrios. Otenio et al.
(2005) testaram a agdo da bactéria P. putida CCMI 852, isolada de uma estagdo de tratamento
de efluentes, sobre a biodegradacdo dos compostos benzeno, tolueno e xileno,
individualmente e em misturas. Os resultados obtidos nos testes isolados com cada um dos
componentes da mistura mostraram que essa bactéria foi capaz de metabolizar o tolueno e o
xileno, mas ndo o benzeno. Segundo os autores, a analise de degradagdo da mistura BTX
revelou que além do benzeno ndo ser metabolizado, houve também um decréscimo de 50% na
taxa de metabolizag@o do tolueno e do xileno.

Pelo resultado das analises quimicas, foi possivel comprovar que a P. putida, presente
no efluente bruto de refinaria de petroleo e utilizada nesse ensaio, foi capaz de degradar todos
os constituintes do BTEX, portanto pode ser considerada uma eficiente bactéria degradadora
desta mistura.

O efluente bruto de refinaria de petréleo usado neste trabalho, para obtencdo de
degradadores de BTEX, mostrou que efluentes podem conter microrganismos capazes de
degradar compostos organicos, como o BTEX, caracterizando-se como um importante
material a ser utilizado em programas de descontaminagdo ambiental por derivados de
petréleo.

Além da diminuicdo da quantidade de BTEX das amostras, o processo de
biodegradacdo mostrou-se eficiente também na diminui¢do dos danos provocados ao material
genético das células de A. cepa e de células HTC. A comparagdo entre os resultados obtidos
para as concentragdes de BTEX e suas respectivas concentragdes biodegradadas mostraram

uma diminui¢cdo significativa dos danos genotoxicos e mutagénicos, para as células
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meristematicas de A. cepa. Para as células HTC, o processo de biodegradagdo foi bastante
eficiente na diminuicdo dos danos genotdxicos, € na manuten¢do da ndo mutagenicidade de
amostras ndo biodegradadas, apds biodegradacdo, com exce¢do da maior concentragdo
testada, onde ndo se observou diminui¢do na freqiiéncia de MN entre as concentragdes nao
biodegradada e biodegradada.

Os resultados apresentados indicam que, provavelmente, as concentragdes mais
elevadas de BTEX ndo foram suficientemente degradadas pela bactéria, apresentando, por
isso, uma acdo indutora de alteracdes mutagénicas nas células expostas. Assim, parece ser
necessario um maior tempo de biodegradacdo, superior ao periodo de vinte dias utilizado
neste trabalho, para a total degradacdo do BTEX presente nas concentra¢des mais altas

testadas.
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Tabela 1. Andlise quimica quantitativa do BTEX detectado nas amostras, antes e apds o processo de biodegradacio.

Amostras iniciais (ug/L) Amostras biodegradadas (ug/L) PD (%)
Amostra Composto Concentracio LD(ug/L) FD  VI(mL) Concentracio LD(ug/L) FD  VI(mL)
B ND
T ND
Aguade E ND s 110
Dilui¢do x (m,p) ND - - - - -
X (0) ND
Total ND
B 902344 322254 64,3
T 168698 63700 62,2
BTEX 1 E 40404 600 2000 10 14809 300 1000 0,01 63,3
X (m,p) 9222 3114 66,2
X (0) 2520 930 63,1
Total 1123188 404807 63,9
B 41862,9 20701,15 50,5
T 11137,9 2540,5 77,2
BTEX 2 E 4206,6 30 100 0,1 306,65 15 50 0,2 92,7
X (m,p) 999,2 104,3 89,6
X (0) 328.,8 41,85 87,3
Total 58535,4 23694,45 59,5
B 8922,95 8,03 99,9
T 2602,45 2,95 99,9
BTEX 3 E 1039.85 15 50 0,2 L13 0,3 1 10 99,9
X (m,p) 236,35 ND 100
X (0) 70,65 ND 100
Total 1287225 12,1 99,9
B 4,36 3,47 20,4
T 22,29 1,62 92,7
BTEX 4 E 45,62 0,3 1 10 ND 0,3 1 10 100
X (m,p) 9,82 ND 100
X (0) 3,41 ND 100
Total 85,51 5,09 94,0
B 1,65 ND 100
T 3,03 ND 100
BTEX 5 E 4,89 0,3 1 10 ND 0,3 1 10 100
X (m,p) ND ND 100
X (o) ND ND 100
Total 9,57 ND 100

ND: Néo detectavel; LD: Limite de deteccdo; FD: Fator de diluicdo; VI: Volume inicial da amostra; PD: Porcentagem de
diminui¢do da quantidade de BTEX da amostra inicial em relagdo a amostra final. USEPA-SW 846 método 8021B.
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Tabela 2. Crescimento de bactérias na auséncia e na presenga de 4 diferentes concentragdes de BTEX

em meio Bushnell-Haas (modificado).

Glicose 0,1% (pL) BTEX (nL/3mL)
Cepa

12 5 10 15 20
Acinetobacter lwoffii i ) ) ) _
BGN + - - - -
Pseudomonas putida +++ ++ + + +
Moraxella sp + - - - -
E_ire_vundlmonas iy ) ) } )
diminuta
A. Iwoffii, BGN, P.
putida,
Moraxella sp, B. I o " ! "
diminuta
Pseudomonas it 4t i i +

aeruginosa ATCC 27

853

(+): turvagdo positiva, crescimento fraco

(++): turvacgdo positiva, crescimento moderado
(+++): turvagdo positiva, crescimento intenso
(-): turvagdo negativa, auséncia de crescimento

Tabela 3. Freqiiéncias de aberragdes cromossomicas (AC) e de
micronticleo (MN) em células meristematica de Allium cepa
expostas a diferentes concentragdes de BTEX, antes e apods o

processo de biodegradacdo.

ENSAIOS AC MN
Negativo 0.31+0.14  0.04+0.07
CONTROLE Positivo 1.59+£0.57 299+1.01
Branco 1.17 £0.48** 0.18+£0.21
Nao Biodegradado 3.21+£0.72  0.31+£0.30
BTEX 1 .
Biodegradado 2.15+0.81*%* 0.12+£0.14*
Nao Biodegradado 2.87+0.56  0.33+0.30
BTEX 2 .
Biodegradado 1.74 £ 0.55%* 0.16+£0.16
Nao Biodegradado 1.83+0.39  0.08 +£0.13
BTEX 3 .
Biodegradado 1.94+£0.78 0.25+0.21
Nao Biodegradado 4.11+1.09  0.36+0.49
BTEX 4 .
Biodegradado 1.62+£0.61** 0.10£0.14*
Nio Biodegradado 1.61+0.54  0.20 +0.18
BTEX 5
Biodegradado 1.33+£042 0.14+0.13

* Redugdo estatisticamente significativa, de acordo com o teste de

Mann-Whitney (p<0.05).

** Redugdo altamente significativa, de acordo com o teste

estatistico de Mann-Whitney (p<0.01).
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Tabela 4. Freqiiéncia de micronicleo (MN) e a média de escores
observados em células HTC expostas as concentra¢cdes de BTEX, antes e
apods o processo de biodegradacio.

ENSAIOS MN ESCORES
Negativo 6.67 £1.63 10.00 £ 2.65
CONTROLE Positivo 113.50 +16.79  244.33 +22.37
Branco 16.33 +£2.34 40.33 +£3.06*
Nao Biodegradado 26.83 £1.72 91.67 +8.39
BTEX 1 .
Biodegradado 27.17+4.12  50.00 £ 11.53*
Nao Biodegradado 20.00 +2.53 68.33 +15.82
BTEX 2 .
Biodegradado 18.33 £3.33 40.33 £7.51*
Nao Biodegradado 17.17+2.48 44.67+£5.51
BTEX 3 .
Biodegradado 17.83 +£2.93 24.00 + 4.58*
Nio Biodegradado 17.50 £2.35 5433+£4.73
BTEX 4
Biodegradado 18.00+0.89  30.33+10.21*
Nao Biodegradado 18.67 £ 1.97 46.67 £9.07
BTEX 5
Biodegradado 20.33 £ 3.01 24.33 £ 3.79*

* Reducdo estatisticamente significativa, de acordo com o teste de t
Student (p<0.05).
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Figura 1. Valores médios do consumo de O,, de cada uma das
concentragdes de BTEX (mg/L), pelas bactérias presentes na solugdo,
durante os 10 primeiros dias de experimento.
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Figura 2. Valores médios do consumo de O,, de cada uma das
concentragdes de BTEX (mg/L), pelas bactérias presentes na solucdo,
durante os 10 ultimos dias de experimento.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos nos ensaios realizados com diferentes concentragdes da
mistura BTEX, com os sistemas testes Allium cepa e células HTC, mantidas em cultura, pode-

se concluir:

> BTEX ¢ uma mistura de hidrocarbonetos com potencial genotéxico para
c€lulas de meristemas radiculares de A. cepa e células HTC, mantidas em cultura;

> A mistura BTEX foi mutagénica para células meristematicas de A. cepa para
todas as concentracdes testadas. A mutagenicidade dessa mistura foi observada, também para
células HTC, mas somente para as concentragdes proximas a da solubilidade dos seus
constituintes em agua.

> Analises quimicas quantitativas das diferentes concentracdes da mistura
BTEX, antes e ap6s o processo de biodegradagdo, mostraram um decréscimo nas
concentragdes dos componentes, apds biodegradagao.

> Avaliagcdes de genotoxicidade e mutagenicidade, realizadas com células
meristematicas e F; de A. cepa, indicaram que o processo de biodegradacdo por
microrganismos foi eficiente na biodegradacdo da mistura aquosa do BTEX, por diminuir os
efeitos genotdxicos e mutagénicos, indicando que os compostos da mistura foram degradados
em metabdlitos ndo toxicos para as células.

> Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, realizados com células HTC,
indicaram que o processo de biodegradacdo por microrganismos foi eficiente na

biodegradacdo da solucdo aquosa do BTEX, por diminuir os efeitos genotdxico e manter os
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resultados ndo mutagénicos da mistura, indicando que o BTEX foi degradado em metabolitos
nao toxicos para as células.

> Pela anélise microbioldgica do consdércio microbiano usado como agente de
biodegradacdo, é possivel concluir que este consorcio foi composto, exclusivamente, por
bactérias.

> Dentre as bactérias identificadas no consoércio, a Pseudomonas putida foi a
unica espécie capaz de biodegradar, com eficiéncia, o BTEX.

> O efluente bruto de refinaria de petréleo usado neste trabalho contém
microrganismos capazes de degradar o BTEX, caracterizando-se em um importante material a
ser utilizado em programas de descontamina¢do ambiental por esta mistura.

> As concentragdes mais elevadas de BTEX ndo foram totalmente degradadas
pelo consorcio, apresentando, por isso, uma acdo indutora de alteracdes mutagénicas nas
células expostas, o que indica a necessidade de um tempo superior a 20 dias de biodegradagao
para a total degradagdo do BTEX presente nas concentracdes mais altas testadas.

> A espécie A. cepa e células HTC caracterizaram-se em eficientes sistemas
testes para detecgdo de efeitos toxicos induzidos pelo BTEX.

> Ensaios de aberragdes cromossomicas e de MN, realizados com o organismo
teste Allium cepa constituiram ferramentas bastante sensiveis na detec¢do de danos ao DNA
induzidos pela mistura BTEX.

> O ensaio do cometa foi uma ferramenta bastante sensivel na detec¢do de danos
genotoxicos da mistura BTEX.

> O teste do MN constituiu uma metodologia bastante eficiente na avaliagdo de

danos mutagénicos de células HTC expostas ao BTEX.
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