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INTRODUCAO

Do ponto de vista ambiental, os corantes apresentam um grande potencial de poluicao, dados seus elevados
consumos em processos de coloracao juntamente com a adicao de aditivos. O corante Amido Black 10B esta entre os corantes

mais utilizados em todo o mundo em industrias como téxteis, curtimento e graficas.
Devido a falta de dados toxicologicos sobre o corante azo Amido Black 10B, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade do mesmo para induzir
danos em células HepG2 através do Teste MTT, Ensaio Cometa e Teste do

Micronucleo.
METODOLOGIA

As células HepG2 foram mantidas em meio DMEM High

Glucoso, suplementadas com soro fetal bovino (10%), e
mantidas a 372C em com CO2 a 5%. Para o Ensaio de MTT as
células foram expostas durante 3h a sete concentracoes
diferentes de Amido Black 10B (0,03125 mg/mL- 1 A 2
mg/mL- 1) e apds foram incubadas com solucdo de MTT. A
suspensao foi lida no espectrofotdmetro e a densidade 6ptica
(OD). Para o Ensaio Cometa as células Hep G2 advindas do
cultivo celular sao expostas ao Azo corante Amido Black 10B
por 3 horas. As laminas sao preparadas, levadas a solucao
lise. Ap6s levadas a eletroforese. Entao as laminas sao
neutralizadas, fixadas e coradas com nitrato de prata. O Teste
de Micronucleos consiste na insercao da amostra exposta ao
corante, advinda da Cultura celular na Citocentrifuga, por 5
minutos a 700 RPMs. Apos as laminas sao coradas e entao
analisadas. Nas analises sao verificadas as divisdes celulares
(mono, bi, tri e poli celuladas) e os danos celulares:
Micronucleos, Brotos Celulares (BUD) e as Pontes nucleares.
Além de morte celular: Apoptose e Necrose.

RESULTADOS:

Os resultados para o Teste MTT indicam que nenhuma
das concentracdoes conduz a uma citotoxicidade elevada, um

vez que todas as doses mostraram viabilidade celular acima
de 70% (Figura 2).
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Figura 2: Figura 2: Citotoxicidade de Amido Black 10B em células HepG2 por Ensaio
MTT.
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Figura 1: Estrutura quimica do corante Amido Black
10B.

Os resultados para o Teste de Cometa expostas as
concentracdes de Amido Black 10B expressas em Indice de
Danos (DI) e Frequéncia de Danos (DF), apresentaram-se
significativas em relacao ao controle negativo em DI e DF

(Figura 3).
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Figura 3: Genotoxicidade para HepG2 exposta a diferentes concentracdoes de Amido
Black 10B. *** p <0,001,significativamente diferente em relacao ao controlo
negativo.

Para o Ensaio Micronucleo foram analisadas

frequéncia de Micronucleos (MN), Pontes celulares (NPB) e
brotos nucleares (BUD). Analisada a proliferacao pelo indice
de divisao nuclear (NDI). Necrose e apoptose. O teste MN
demonstrou que que houve aumento significativo de danos
ao DNA através do aumento de MN nas 2 concentracoes
maiores, mas nao se observou aumento de morte celular
para qualquer das concentracdoes testadas em células
HepG2.(Tabela 1).

Concentracao Controle

0.25mg/ml  0.125mg/m|  Positivo

Controle
Negativo®

Parametros

2.0 mg/ml 1.0mg/ml 0.5mg/ml

Proliferagao celular
(1000 ceélulas)

NDI 133+019 117+ 007 119+ 005 131+015 134016 1312016 12210.10
BN 306.30 + 181.10 140.80 + 53.80 163.80 + 30.20 273.80+129.60 309.50+155.20 299.30+157.90 201.50+104.10
Danos ao DNA
(1000 binucleadas)
MN 175+ 050 850+ 580 575+550 6256+287 375+250 300+ 082 1250+4.35"
NPB 200+ 082 975+974 375+250 250+ 300 400+316 200+ 0.81 425+ 457
NBUD 350+ 251 1675+ 998 925+ 650 1075+ 957 825+ 709 575+ 287 19.00+4.24"

Morte celular
(1000 células)

Apoptose 000+ 000 050+058 075+09 000+000 000+000 000z 0.00

1.00+£141 050+100 150+129 175+171 1.00£082 050+0.58

0.25+0.50
0.25+ 0.50

Necrose

*Meio de Cultura: ® Benzo [a] pireno {mpi}; * Significativo de P <0,05 em rela:éﬁﬂ a0 controle negativo.
Tabela 1: : Deteccao de Frequéncia de Micronucleos (MN), Pontes Nucleares (NPB),

Botdes Nucleares (NBUD), Divisao Nuclear(NDI), Células Binucleadas (BN), Células
Apoptoticas e Necroticas em Ensaio com culturas de células HepG2.

CONCLUSAO

Os dados gerados nesta pesquisa indicam que o corante Amido Black 10B apresenta efeitos genotoxicos em células de
mamiferos na sua forma pura. Esse corante pode estar parcialmente relacionado com a toxicidade observada nos estudos
realizados com animais e com linhagens celulares expostos a efluentes de industrias graficas, de couro e téxtil que utilizam
corantes azo em seus processos de tingimento. No entanto, mais estudos voltados aos corantes azo sao necessarios a fim de
gue se possa estabelecer critérios para o descarte seguro desses xenobioticos. By
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