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RESUMO

Extratos organicos de material particulade de ar, procedentes da regiao urbana de Sao Paulo (Parque
Dom Pedro e Pinheiros) e area industrial de Cubatao (Vila Parisi), foram avaliados quanto ao poten-
cial mutagenico, atraves de bioensaios microbianos. O material particulado fol coletado usando amos
tradores HI-VOL e extraidos em diclorometano por ultra-sonicagao. Amostras combinadas formando
"pools" sazonais foram testadas frente a dois ensaios de mutagao genica reversa com S.typhimurium:
teste de Ames (TA98, TA9Y8NR, TA98/1, BONP_, TAL00) e teste de Kado (TA98, TA97a, TAL00 e TAIOH},FPEE
j te a0 ensaio de mutagao direta ("microforward") enm E.typhimirium TM677 e frente aos ensaios basea-
dos na resposta S0S, Cromoteste e Induteste. Amostras com a maior concentragao mensal de material
particulado foram avaliadas frente ao teste de Ames. Todas as amostras analisadas apresentaram ati-
vidade mutagenica, com maior numero de revertentes frente as linhagens TAS8 e TA97a na ausencia de
ativagao metabolica, sugerindo a prevalgncia de nutagenos de agao direta, que causam deslocamento
do guadro de leitura. Respostas obtidas frente a2 linhagem TALO4 sugerem a presenga de aldeidos com
atividade mutagenica. Os njveis de mutagenicidade detectados em Sao Paulo (12 a 246 rev/m’)  foram
superiores aos de Vila Parisi (3 a 33 rev/m’), e similares aos dos grandes centros urbanos de ou-
tros pa{sas, onde as emissoes veiculares sao a principal fonte de poluigac. Resultados obtides com
ﬁ as linhagens TA98NR e TAQS/I.BDNPB, reforgados pelos dades obtidos no ensaio "microforward" sugerem
| a contribuigao dos nitroarencs na mutagenicidade total das amostras estudadas. Os maiores niveis de
mutagenicidade foram observados nos "pools" de primavera, em Sao Paulo, e verao, em Cubatao, e para
as amostras mensais, no per{udu de junho a novembro. Durante o inverno, resultados mais significati
vos foran detectados com a linhagem TALOO na presenga de ativagao metabolica, resposta tipica  dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos frente ao teste de Ames. 0 risco relativo dos indices de mu
tagsnicid de detectados na atmosfera de Sao Paulo e Cubatao e considerado de potencia noderada
(10" a 10 rev/mg), quando comparados com a mutagenicidade de outras misturas complexas, e similar
Equele detectado para égua potével ¢ emissao de veiculos automotores (gasolina). Os resultados des-
ta pesquisa mostram a importancia de bioensaios bacterianos simples na caracterizagac da mutageni-
cidade de poluentes atmosfericos, e sua aplicagao no estabelecimento de prioridades para os Progra
mas de Controle da Poluigao do Ar e agoes requlamentadoras. -
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3.1. RESUMO

Extratos orgénicos de material particulado de ar procedentes da regido urbana de S#o
Paulo (Parque Dom Pedro e Pinheiros) e area industrial de Cubatfo (Vila Parisi) foram
avaliados quanto ao potencial mutagénico, através de bioensaios microbianos. O
material particulado foi coletado usando amostradores HI-VOL e extraidos em
diclorometano por ultrasonicagdo. Amostras combinadas formando "pools" sazonais
foram testadas frente a dois ensaios de mutacdo génica reversa com S.typhimurium:
teste de Ames (TA98, TA98NR, TA98/1,8DNPg, TA100) e teste de Kado (TA9S,
TA97a, TA100 e TA104), frente ao ensaio de mutagfo direta (“microforward™) em
S.typhimurium TM677 e frente aos ensaios baseados na resposta SOS, Cromoteste e
Induteste. Amostras com a maior concentragdo mensal de material particulado foram
avaliadas frente ao teste de Ames. Todas as amostras analisadas apresentaram atividade
mutagénica, com maior nimero de revertentes frente as linhagens TA98 e TA97a na
auséncia de ativagdo metabolica, sugerindo a prevaléncia de mutagenos de agdo direta
que causam deslocamento do quadro de leitura. Respostas obtidas frente a linhagem
TA104 sugerem a presenga de aldeidos com atividade mutagénica. Os niveis de
mutagenicidade detectados em S#o Paulo (12 a 246 rev/m3) foram superiores aos de
Vila Parisi (3 a 33 rev/m3), e similares aos dos grandes centros urbanos de outros
paises, onde as emissdes veiculares s@o a principal fonte de polui¢do. Resultados
obtidos com as linhagens TA98NR e TA98/1,8DNPg, reforgados pelos dados obtidos
no ensaio “microforward” sugerem a contribui¢do dos nitroarenos na mutagenicidade
total das amostras estudadas. Os maiores niveis de mutagenicidade foram observados
nos "pools" de primavera, em S@o Paulo, e verdo, em Cubatfo, e para as amostras
mensais, no periodo de junho a novembro. Durante o inverno, resultados mais
significativos foram detectados com a linhagem TA100 na presenga de ativagio
metabolica, resposta tipica dos hidrocarbornetos policiclicos aromaéticos frente ao teste
de Ames. O risco relativo dos indices de mutagenicidade detectados na atmosfera de
S#o Paulo e Cubatiio ¢ considerado de poténcia moderada (102 a 104 rev/mg), quando
comparados com a mutagenicidade de outras misturas complexas, e similar aquele
detectado para agua potdvel e emissdo de veiculos automotores (gasolina). Os
resultados desta pesquisa mostram a importancia de bioensaios bacterianos simples na
caracterizacdo da mutagenicidade de poluentes atmosféricos, e sua aplicagdo no
estabelecimento de prioridades para os Programas de Controle da Poluicdo do Ar e

acOes regulamentadoras.
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3.2. RESUMO EM INGLES (SUMMARY)

The mutagenicity of airborne particulate matter at three different sites from S&o Paulo
urban area and the Cubato industrial area, S&o Paulo State, Brazil, was evaluated using
microbial assays over a one year period (June/1990-May/1991). Total suspended
particles (TSP) were collected using a HI-VOL sampler and extracted with methylene
chloride by ultrasonication. Pooled seasonal extracts were tested using Ames
Salmonella/ mammalian microsome mutagenicity assay (TA98, TA98NR,
TA98/1,8DNPg, TA100); Kado test/ Salmonella typhimurium micropreincubation assay
(TA97a, TA98, TA100, TA104); S.typhimurium TM677 microforward assay; SOS
bioassays (Chromotest and Phage induction) with and without metabolic activation.
Organic extracts of the samples with the highest monthly TSP concentration were also
assayed for mutagenicity using Ames test. All samples collected at Sdo Paulo and
Cubatdo showed mutagenicity with higher number of revertants for strains TA98 and
TA97a, and in general, the addition of S9 did not modify the mutagenic response,
suggesting the prevalence of direct-acting frameshift mutagens in the atmosphere of
these sites. Responses of strain TA104 suggested the presence of mutagenic aldehydes.
The levels of mutagenicity detected in the urban areas of Sdo Paulo, mainly downtown
(12 to 246 rev/m3) was higher than in the Cubatéio industrial area (5 to 33 rev/m3) and
similar to the more urbanized cities in the world, where vehicle emissions are the major
pollution source. Results obtained with the strains TA98NR and TA98/1,8DNPg, in
addition to the data from microforward assay, suggested the contribution of
mononitro- and dinitroarenes to the mutagenicity of these atmospheric samples. A
seasonal variation was observed with higher levels of frameshift mutagens, detected
with strain TA98, during Spring in Sdo Paulo and Summer in Cubatdo. During the
Winter, more significant responses were found with strain TA100 in the presence of S9
at all sites, indicating presence of promutagens in these samples. Monthly samples
presented high levels of mutagenicity during the period of June to November. The
relative risks of the mutagenicity detected in ambient air of SZo Paulo and Cubatéo is
considered of moderate potency (102 tol0%4 rev/img) when compared with the
mutagenicity of other complex mixtures, and similar to those found for drinking water
and auto exhaust (gasoline). Results from this research provide support for Air
Pollution Control Programs in the detection of the more potent organic mutagenic
compounds in the atmosphere and may help in the establishment of priorities and

regulatory actions.
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3.3. INTRODUCAQO

E crescente em nosso meio a preocupagio com o efeito causado & satide humana
pelos agentes téxicos presentes no ar atmosférico. Estudos epidemiolégicos tém
atribuido e correlacionado diversos casos de doencgas do aparelho respiratério com
poluentes quimicos presentes no ar, visto que amostras atmosféricas podem conter,
dentre os poluentes mais comuns, aqueles com atividades genotdxica e/ou mutagénica,
principalmente na fracdo orgénica do material particulado do ar. Esses agentes vém
sendo relacionados com a iniciagdo de processos cancerigenos, uma vez que estes
poluentes podem interagir com o material genético dos seres vivos e contribuir para o
aumento da incidéncia de cancer nas populagdes expostas. Além disso, esses agentes
quimicos podem levar ao aumento das doenc¢as hereditirias nas populagfes quando
agem sobre as células germinativas dos individuos.

A deteccio desses compostos nas amostras de material particulado de ar pode ser
realizada, tanto através da identificagdo quimica, como através de bioensaios, medindo-
se diretamente sua atividade genotdxica e/ou mutagénica. Como essas amostras sio de
natureza muito complexa dada a diversidade de compostos quimicos presentes em
concentragBes varidveis, a identificagdo quimica requer vérios passos de fracionamento
quimico, além da utilizacio de equipamentos sofisticados de alto custo, dificultando a
andlise de um grande nimero de amostras concomitantemente, como € necessario em
estudos de monitoramento.

Os ensaios biologicos por sua vez, t€m se mostrado uma ferramenta muito 1til na
avaliagio da atividade genotoxica de amostras complexas, destacando-se
principalmente o0s ensaios microbianos que sfo bastante sensiveis, tém custo
relativamente baixo, sfo de facil execugdo, rapida resposta e bastante confiaveis, além
de mostrarem boa correlagio com os ensaios que utilizam animais.

A andlise de amostras atmosféricas através desses ensaios tem permitido avaliar a
presenca e distribuicdo desses poluentes genotdxicos e/ou mutagénicos em regides
industriais € urbanas, podendo auxiliar na localizag@io das fontes poluidoras, e fornecer
subsidios de grande valia para as agdes de planejamento e de controle da poluigio do ar.

No Brasil, cidades como S&o Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte, com sérios
problemas de polui¢do atmosférica devido a emissdes industriais e de veiculos
automotores, apresentam programas para avaliagdo da qualidade do ar bem
estabelecidos, baseados no atendimento da Resolugio N° 3 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (BRASIL, 1990), que regulamenta os seguintes pardmetros: particulas
totais em suspensdo, fumaga, particulas inalaveis, didéxido de enxoftre, mondxido de

carbono, 0zdnio e diéxido de nitrogénio. Entretanto, poucos estudos tém sido realizados
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para caracterizar os compostos orginicos ¢ medir a atividade biologica do material
organico atmosférico nessas areas (MIGUEL et al., 1990; SANCHEZ et al., 1990;
SATO et al., 1991).

Com o intuito de caracterizar amostras atmosféricas quanto a atividade

genotdxica utilizando bioensaios microbianos foi realizado o presente trabalho.

HIET T 0 B s e
3.4. OBJETIVOS = SRS

e Caracterizar amostras de extrato orginico de material particulado de ar quanto a
presenca de atividade genotdxica, em areas com influéncia de polui¢io industrial e
urbana nas cidades de S&o Paulo e Cubatfo, através da utilizagio de bioensaios
microbianos, visando fornecer subsidios que possam auxiliar no estabelecimento de

metas e critérios para uma politica adequada as agdes de controle da polui¢do do ar.

o Implantar e avaliar diferentes ensaios microbianos utilizados na detec¢fio de
substincias genotéxicas em material particulado de ar, visando conhecer a

aplicabilidade dos mesmos na avaliagdo da qualidade do ar.

3.5. JUSTIFICATIVA

A CETESB mantém uma constante vigilancia da qualidade do ar através de sua
rede automatica de monitoramento, distribuida em diversos locais da regido
metropolitana de Sdo Paulo e Cubatdo, na Baixada Santista. Porém em relacio aos
compostos organicos, devido a dificuldade da sua identificagdo em misturas complexas,
o0 Unico pardmetro avaliado € o carbono total, que ndo fornece informagfo direta sobre a
presen¢a de compostos organicos genotdxicos na atmosfera.

Os recentes avancos ocorridos na area de Toxicologia Molecular tém contribuido
significativamente para a implantacio de metodologias bastantes tteis na deteccio de
atividade genotoxica de compostos orginicos procedentes de emissdes atmosféricas.
Entre os varios sistemas bioldgicos disponiveis, os ensaios microbianos tém se
mostrado uma ferramenta muito util na avaliagio da atividade genotoxica
principalmente porque sfo bastante sensiveis, de custo relativamente baixo, € s8o de
facil execuglo, além de mostrarem boa correlacio com os ensaios em animais de
laboratério.

A CETESB, como o6rgdo de promocdo e desenvolvimento ambiental, deve

manter-se constantemente atualizada em relag@o a novas metodologias de analise para
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detecgdo de poluentes atmosféricos, visando o controle € monitoramento adequado da
qualidade do ar, bem como a preservagéo da saude humana.

Os laboratorios da Divisdo de Analises Microbioldgicas Ambientais da CETESB
executam desde 1980 varios ensaios biologicos que vém sendo utilizados por varios
orgédos de Controle Ambiental nos Estados Unidos e em outros paises na avaliagdo da
atividade mutagé€nica presente em amostras ambientais, sendo que no decorrer deste
projeto pretende-se implantar e padronizar métodos de andlise para a caracterizagdo de
poluentes genotdxicos em amostras de ar.

A realizagdo deste projeto permitird analisar a distribui¢do e o potencial
genotéxico de amostras de ar de areas sujeitas a polui¢cdo ambiental por diferentes tipos
de emissdes, tais como combustdo de veiculos a alcool e gasolina, industrias,
incineradores, etc, proporcionando a oportunidade de localizar possiveis fontes
poluidoras destes agentes. Portanto, o projeto fornecera subsidios de importincia para
os Programas de Controle da Polui¢do do Ar, dando suporte as agdes para
minimizacdes dos efeitos nocivos a saide das populagdes expostas, contribuindo com
as agOes preventivas de saide da comunidade, que vém sendo uma das prioridades do
Governo do Estado de S3o Paulo. No que se refere a legislagdo ambiental, fornecera
subsidios para a complementagdo e aprimoramento de critérios e padrdes de qualidade
do ar relativa a presenca de compostos genotdxicos.

Dessa forma, o PROCOP, com o apoio do Governo do Estado ¢ do Banco
Interamericano de Reconstrugdo e Desenvolvimento ira possibilitar um grande
desenvolvimento da area, permitindo & CETESB ampliar seu instrumental diagnostico
seja quanto a equipamentos, seja quanto a formacdo e especializagdo de recursos
humanos que em conjunto proporcionardo uma a¢io mais efetiva no atendimento a
situagdes de emergéncia e prevengdo da ocorréncia de episodios criticos de poluig¢do
atmosférica.

3.6. REVISAO DE LITERATURA

3.6.1. POLUENTES ATMOSFERICOS

Os poluentes presentes na atmosfera podem ser classificados, de acordo com sua
origem, em primarios e secundérios. Os poluentes atmosféricos primdrios sfo aqueles
liberados diretamente na atmosfera e podem ser naturais (poeira, aerosséis, erupgdes
vulcénicas, processos biogénicos, etc) ou de origem antrdpica (emissdes de combustio

de veiculos, industrias, incineradores, vegetagfo, etc). Como poluentes primdrios
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podemos citar os hidrocarbonetos, 6xidos de nitrogénio, dioxido de enxofre, monoxido
de carbono e orgénicos volateis. Os poluentes secundarios sdo formados na atmosfera a
partir dos poluentes primdrios através de reacBes fotoquimicas. Assim, intimeros
compostos como ozénio, gases acidos, dioxido de nitrogénio, peroxiacetil nitrato
(PAN), sulfatos, nitratos e compostos organicos oxidados séo gerados na atmosfera sob
acdo da luz e de radicais livres (OH e HO,) (FINLAYSON-PITTS & PITTS, 1986;
HUGHES et al., 1980; VanHOUDT, 1990).

O material particulado presente na atmosfera pode ser definido como uma mistura
de compostos solidos e liquidos dispersos em um meio gasoso, com didmetro das
particulas variando entre ~0,002 um até ~ 100 pm. Estudos realizados para determinar
o tempo de vida dos aerossdis no ar sugerem que particulas com menos de 5 pm de
didmetro podem permanecer suspensas por mais de 100 horas, embora a remoc¢io pelas
chuvas possa diminuir esse tempo de retengdo (FINLAYSON-PITTS & PITTS, 1986).

A distribuig8o relativa de poluentes atmosféricos entre a fase gasosa e material
particulado depende da pressdo de vapor, polaridade das moléculas e temperatura.
Dessa forma, compostos orgénicos da fase gasosa podem se adsorver & matriz
particulada em condi¢des determinadas de temperatura, se possuirem polaridade
adequada.

Embora somente 6% do material particulado do ar seja de origem antropica, isso
ndo quer dizer que o risco de exposicdo humana seja de menor importancia. Diferencas
na composicido quimica e fisica podem levar a efeitos nocivos a satde totalmente
diferentes dos aerossois naturais (VanHOUDT, 1990).

As substincias organicas sdo, apds os sulfatos, o segundo maior constituinte das
particulas finas na atmosfera. Uma grande variedade de compostos organicos tém sido
detectados na atmosfera, sendo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) e
seus derivados nitrosos, muitos deles formados na atmosfera através de reagdes
fotoquimicas, os que tém merecido maior ateng¢fo, devido ao seu potencial cancerigeno
(HUGHES et al., 1980, VanHOUDT, 1990). Esses compostos resultam primariamente
da combustdo incompleta de matéria orgénica e sfo gerados principalmente pela

queima de carvio, 6leo e gas nas industrias, veiculos automotores, incineradores, entre
outros (HUGHES et al., 1980).
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3.6.2. POLUICAO DO AR E CANCER

A primeira observagdo das propriedades cancerigenas de produtos gerados em
processos de combustdo foi feita por Sir Percival Pott em 1775, que associou a alta
incidéncia de céncer de escroto em limpadores de chaminé de Londres com periodos
prolongados de exposi¢do ao alcatrdo e a falta de higiene.

Ja neste século, a partir da década de 40, uma série de trabalhos foi realizada com
amostras in natura e extratos orginicos de amostras de ar. Foram realizados varios
ensaios bioldgicos com ratos por exposi¢do dérmica, sub-cutdnea e por inalagdo. Os
resultados mostraram que essas amostras eram cancerigenas.

A atividade biologica observada no material particulado ndo ¢ surpreendente,
porque esse material contém benzo(a)pireno (BaP) e outros hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos relacionados, relatados na literatura mundial em aerossois
urbanos. Esses compostos sdo encontrados em particulas de 1 mm de didmetro
coletadas de fontes primarias como emissdo de veiculos automotores, fumacga de
combustdo de madeira em residéncias, induastrias, usinas de energia, entre outros, 0s
quais penetram profundamente nos pulmdes e se depositam nos alvéolos. Associados a
esses hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, encontram-se também outros compostos,
incluindo seus analogos nitrogenados tais como o0s azo-arenos (carbazois e indois) e as
benzacridinas e dibenzacridinas, conhecidos por seu alto potencial cancerigeno (PITTS,
1985).

Outra consideragdo importante € que os extratos organicos de material particulado
de ar apresentaram potencial cancerigeno, em animais, significativamente maior do que
o esperado para as quantidades de compostos aromaticos policiclicos conhecidamente
cancerigenos determinados analiticamente nas amostras (EPSTEIN er al, 1966;
HUEPER et al., 1962; KOTIN et al., 1954). Este fato sugere a presenca de outros
compostos quimicos, ndo conhecidos, com forte atividade bioldgica nesses extratos.

Apesar do grande interesse e esforgo da comunidade cientifica desde o inicio da
década de 70 em isolar e identificar os compostos quimicos presentes em extratos
orginicos de material particulado de ar responsaveis por essa elevada atividade
bioldgica, bem como determinar suas origens, reagdes e destino, o progresso destes
estudos foi muito lento. Esses compostos biologicamente ativos estdo presentes em
concentragdes-trago no material particulado de ar, e os testes para medir a atividade
cancerigena usando animais s@o muito demorados e onerosos para serem usados
regularmente como componente principal da medida de atividade biologica no
isolamento e caracterizagdo de carcinégenos suspeitos. Entretanto, com o surgimento da
toxicologia genética e o desenvolvimento, na metade da década de 70, de ensaios

bacterianos sensiveis e de curta duragfio para detecgio de mutagenos quimicos, como o
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teste de Ames (AMES et al., 1973, 1975), houve uma mudanga significativa nessa
situacio .

Considerando-se a importancia da mutagfio nos diferentes processos cancerigenos
e a alta correlagdo entre carcindgenos ¢ mutidgenos encontrada para algumas classes de
compostos presentes na atmosfera, tais como aminas aromaticas, nitrocompostos, PAHs
e agentes alquilantes, os ensaios de mutagenicidade utilizando microrganismos,
principalmente o teste de Ames, se constituiram em um marco no estudo da poluigio do
ar, pois, integrado com andlises quimicas, tem permitido elucidar a contribui¢do dos
poluentes orgdnicos mutagénicos e potencialmente cancerigenos na poluicéo
atmosférica das mais diversas regides do mundo, bem como caracterizar as principais

fontes de emissdes dessas substancias e os niveis a que as populagdes estdo expostas.

3.6.3. ENSAIOS MICROBIANOS PARA ANALISE DE MUTAGENOS
ATMOSFERICOS

Atualmente, existem mais de uma centena de bioensaios de curta duracéo,
utilizando desde linhagens de células bacterianas e fagos até células humanas, para
detectar o potencial mutagénico e cancerigeno de substincias quimicas e misturas
complexas (HOFNUNG & QUILLARDET, 1986; HOLLSTEIN et al., 1979). Alguns
desses ensaios tém sido empregados na avaliagdo da atividade mutagénica de extratos
orgdnicos de material particulado de ar e de emissdes primarias de veiculos
automotores e combustio de carvdo e madeira (CHRISP & FISHER, 1980; KRISHNA
et al., 1986; LEWTAS, 1988).

O bioensaio mais extensivamente utilizado na avaliagdo da mutagenicidade de
poluentes atmosférico tem sido o teste de Ames. Apesar das muitas vantagens do teste
de Ames e de sua aplicagdo ampla no mundo todo, houve um esforgo muito grande no
desenvolvimento de metodologias mais sensiveis, uma vez que para muitas amostras
ambientais, principalmente as amostras atmosféricas, ndo se dispde de volume ou
massa de extratos organicos significantes para teste frente a uma maior diversidade de
linhagens e condigbes de metabolizacio.

KADO et al., em 1983, desenvolveram uma modificacdo simples da técnica de
pré-incubagio do teste de Ames para detecgdo de mutdgenos em urina, posteriormente
utilizada na determinagfio de atividade mutagénica de material particulado do ar
(KADO et al, 1986; LOFROTH, 1990; AGURELL & STENTSMAN, 1992). A
modificagdo consiste em misturar uma concentragdo dez vezes maior de bactérias
(aproximadamente 109 bactérias) em um volume 20 vezes menor de amostra, reduzindo
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também de 5 a 10 vezes o volume da mistura S9 (enzimas de metabolizagio), em
relacdo ao método convencional do teste de Ames.

Um outro ensaio que foi modificado para tornar possivel a anélise de pequenos
volumes de amostras foi o ensaio de mutacio direta em Salmonella typhimurium
(LEWTAS et al., 1987). Nos ensaios de mutagfio direta, o alvo para o mutiageno € o
gene estrutural (e possivelmente genes reguladores), que codifica para uma enzima que
converte um composto ndo toxico (8-azaguanina) para um metabolito toxico. A perda
da enzima por mutagdo resulta em resisténcia ao agente seletivo e permite a selecéo de
mutantes em uma populacdo tratada. Este ensaio pode detectar mutagdes por
substitui¢oes de pares de base ou deslocamento do quadro de leitura, que se expressam
fenotipicamente como resisténcia a 8-azaguanina. A vantagem desse ensaio esta na
possibilidade de utilizagdo de uma Unica linhagem de Salmomnella; ao contrario dos
ensaios de mutagdo reversa, como os testes de Ames e Kado, que requerem varias
linhagens para a realizagdo de um teste completo.

Outros ensaios que utilizam somente uma linhagem bacteriana foram
desenvolvidos e dentre estes destacam-se aqueles baseados no sistema de reparo S.0.S.,
tais como o Cromoteste e o Induteste. Estes ensaios séo capazes de detectar, além das
mutacbes de ponto, quebra das cadeias do DNA. Como o "endpoint" destes ensaios é a
detecgdo da lesdo do material genético (através da indugdo do sistema de reparo),
independente da ocorréncia ou ndo da mutagio, a sensibilidade dos mesmos ¢ maior
(ELESPURU & YARMOLINSKY, 1979; QUILLARDET et al., 1982).

A avaliag¢do da mutagenicidade do material particulado de ar através da utilizagio
de bioensaios microbianos inclui uma lista extensa de trabalhos. A seguir serfo citados
os de maior relevincia no monitoramento da qualidade do ar ¢ na comparagfo entre
varios bioensaios.

TOKIWA ef al. (1977) avaliaram a atividade mutagénica de material particulado
de ar coletado de seis locais diferentes da 4rea industrial de Ohmuta e da area
residencial de Fukuoka, Japdo. As amostras extraidas em metanol foram submetidas ao
teste de Ames frente a vdrias linhagens de S. fyphimurium na presenga da frago
microssomal S9. Todas as amostras apresentaram atividade mutagénica significante e o
numero de revertentes/m?® foi mais elevado para as areas industriais (22,2 4 445 rev/m3)
do que para as areas residenciais (7,1 a 77,6 rev/m3).

TALCOTT & WEI (1977) analisaram amostras atmosféricas coletadas em
Buffalo, New York, e na Universidade de Berkeley, Califérnia, frente ao teste de Ames.
O material orginico extraido em acetona foi mutagénico para as trés linhagens testadas.
A adigdo de S9 reduziu a atividade mutagénica do extrato orginico da amostra de

Berkeley, indicando a presenga de mutagenos de agdo direta, enquanto a amostra de
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Buffalo, coletada proxima a uma fabrica de ago, teve sua atividade mutagénica
potencializada pela agdo de S9, indicando a presenga de promutagenos.

PITTS et al. (1977) analisaram extratos orginicos de material particulado da
atmosfera de oito 4areas urbanas (Anaheim, Banning, Lennox, Los Angeles, Los
Alamitos, Pasadena, Pomona e Riverside) e uma é4rea suburbana (Camp Paivika -
Montanha de Sdo Bernardino) no Sul da Califérnia frente ao teste de Ames. Todas as
amostras de ar urbano apresentaram atividade mutagénica para as linhagens de S.
typhimurium que causam deslocamento do quadro de leitura, e esta atividade nio foi
potencializada pela adigo de S9. Os autores sugerem a presenga nessas amostras de
outros mutdgenos que ndo o benzo(a)pireno e outros hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, os quais requerem ativagio metabélica. A poténcia mutagénica variou de
0,10 a 0,44 revertentes por pg de carbono organico, sendo este ultimo valor observado
na amostra coletada em Los Angeles. A amostra de Camp Paivika, regido isenta de
poluigdo atmosférica, ndo apresentou atividade mutagénica.

VariacBes sazonais na mutagenicidade de material orgénico particulado
(<3,5 pm) da atmosfera de Nova York foram estudadas também por DAISEY et al.
(1980) durante o periodo de julho de 1977 a margo de 1979. O maximo de atividade
mutagénica direta por metro cubico, obtida nas fra¢des polares, foi detectado no
inverno, enquanto as fragdes ndo polares e moderadamente polares exibiram valores
méaximos no outono e inverno. Os autores concluem, baseados nesses resultados e
considerando as principais fontes de material particulado orgénico, que as emissdes
geradas das combustdes para aquecimento de ambiente, no inverno, contribuem para
aproximadamente metade da atividade mutagénica por metro cubico em Nova York.

TALCOTT & HARGER (1980) estudaram a mutagenicidade de particulas
atmosféricas de diferentes didmetros, coletadas em Durhan, North Carolina, frente ao
teste de Ames, e observaram que 52 a 98% da atividade mutagénica foi obtida nos
extratos organicos dos filtros que coletaram as menores particulas (<2 pm). A ativagdo
metabdlica ndo alterou significativamente a resposta mutagénica dessas amostras.

MOLLER et al. (1982) compararam a mutagenicidade de material particulado
atmosférico coletado em Oslo, Noruega, ao nivel da rua (2m) e a 25m de altitude
através do teste de Ames. A atividade mutagénica das amostras coletadas ao nivel da
rua foi potencializada pela adigdo de S9 e variou com a intensidade do trafego, assim
como outros pardmetros atmosféricos, tais como CO, NO, e PAHs. A resposta
mutagénica na presenga de ativagdo metabolica das amostras coletadas a 25m fo1 5 a
25% da atividade correspondente das amostras de rua. Os autores observaram uma
redugdo de 15 a 35% da atividade mutagénica medida durante o dia para a medida
durante a noite, mas apenas para as amostras de rua. O fracionamento quimico dos

extratos orginicos obtidos em acetona mostraram que a atividade mutagénica da
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amostra estava principalmente associada aos compostos policiclicos aromaticos.
Somente os extratos de particulas com menos de 3 pm de didmetro mostraram atividade
mutagénica.

PITTS et al. (1982) estudaram as variag¢Ses diurnas nos niveis de mutagenicidade
de material particulado de ar em Los Angeles e Riverside, na costa sul da Califérnia,
utilizando o teste de Ames e mostraram picos significativos de mutagenicidade nas
horas de maior trénsito, principalmente no periodo de 6 as 9h. Esses indices de
mutagenicidade foram muito maiores do que os valores médios de 24 h relatados na
literatura, chegando a atingir valores de 170 revertentes/m> em Los Angeles no
inverno. A mutagenicidade obtida na linhagem TA98NR foi cerca de 50-69% mais
baixa que a da TA98, o que evidencia a presenca de nitroarenos nas amostras. Os
autores observaram um aumento da contribui¢do de promutagenos na mutagenicidade
das amostras durante os periodos de maiores emissdes, valores esses que,
subsequentemente, retornam a niveis iguais a atividade mutagénica direta, sugerindo
que algumas substdncias promutagénicas presentes no material orginico recentemente
emitido estdio sujeitas a rapida destruicdo na atmosfera. Neste estudo, as variagdes
diurnas da poténcia mutagénica foram similares as variagdes das concentragdes de
monoxido de carbono, éxidos de nitrogénio e chumbo.

ALFHEIM et al. (1983) testaram extratos organicos de material particulado
coletado da atmosfera de varias regides da Escandinavia (Suécia e Noruega) frente ao
teste de Ames e detectaram atividade mutagénica tanto na presenga como na auséncia
de ativagdo metabolica com os maiores valores médios registrados durante o inverno. A
resposta mutagénica variou de acordo com a velocidade do vento e estabilidade
atmosférica e as amostras coletadas nas areas urbanas foram consideravelmente mais
mutagénicas que na area rural, sendo que os resultados sugerem que as emissdes dos
veiculos automotores sdo a mais importante fonte de particulas com atividade
mutagénica nas areas urbanas.

ALINK et al. (1983) estudaram a atividade mutagénica de particulas atmosféricas
da 4rea rural de Wageningen, Holanda, durante o periodo de julho de 1979 a junho de
1980, usando o teste de Ames. Os resultados obtidos mostraram que a resposta
mutagénica dos extratos orgénicos estava correlacionada com a diregdo do vento e
indices de SO3, e a poténcia foi mais elevada no inverno do que no verfo.

De RAAT (1983) relatou atividade mutagénica em particulas atmosféricas,
extraidas com metanol, procedentes da drea de Rijnmond, regido altamente
industrializada e densamente povoada da Holanda, usando o teste de Ames. Os maiores
indices de mutagenicidade foram observados na presenca de fragdo microssomal S9
(TA98: 68 rev/m’; TA100: 40 rev/m®) indicando a predomindncia de mutagenos

indiretos.
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TAKEDA ef al. (1984) estudaram a mutagenicidade de amostras de ar
procedentes de dareas industriais (Amagasaki), urbano-residencial (Kobe) e rural
(Hamasaka) do Japéo, utilizando a linhagem de S. fyphimurium TA98 e, observaram
um maior indice de mutagenicidade na area industrial de Amagasaki, atividade essa
potencializada na presenca de S9 (-S9: 14,41 rev/m;* +59: 20,42 rev/rna). O potencial
mutagénico das amostras da drea rural de Hamasaka foi cerca de dez a quinze vezes
menor que o da area industrial (-S9: 1,22 rev/ma; +89: 1,23 rev/ma). Em Kobe, area
urbana residencial, o valor médio de revertentes por m’ de ar foi de 9,41 na auséncia de
ativagio metabolica e 7,74 na presenca desse fator enzimatico.

COURTOIS (1984), analisando material particulado coletado no centro da cidade
de Paris, utilizando o teste de Ames e o Cromoteste, obteve resultados positivos para
ambos 0s ensaios e observou que a genotoxicidade era maior quando se incluia sistema
de metabolizagio (fracdo S9). O valor da concentracdo minima efetiva (CME) obtida
para o Cromoteste foi de 2 m? Para o teste de Ames, os valores obtidos foram
expressos em revertentes/m? e variaram de 4 a 100 para TA98 e de 4 a 88 para TA100.

BUTLER et al. (1985, 1987) investigaram as variagOes da atividade mutagénica
e composi¢do quimica de fragdes orgénicas (ciclohexano, diclorometano e acetona) de
material particulado da atmosfera de cinco centros urbanos (Philadelphia, PA; Nova
York, NJ; Elizabeth, NJ; Pequin, China; e Cidade do México), os quais diferem na
natureza das fontes de combustdo. O resultado do teste de Ames (TA98) mostrou que
na auséncia de S9, a maior atividade foi observada na cidade do México (22,1 rev/m?),
enquanto na presenca de ativagdo microssomal o maior valor foi registrado em Beijing
(60 rev/m?).

ROSSMAN et al. (1985) compararam o teste de Ames e¢ o Induteste para
amostras de material particulado de ar de New York, Cidade do México, Beijing e
Elizabeth, extraidos segiiencialmente em ciclohexano, diclorometamo e acetona. As
fragdes foram testadas em ambos ensaios e os resultados mostram que s6 o Induteste
ndo foi capaz de detectar atividade mutagénica nas fra¢Ses obtidas apds extragdo com
diclorometano nas amostras da Cidade do México e detectou uma resposta fraca para as
amostras de New York. Os autores concluem que a fragdo obtida com diclorometano
deve conter composto(s) que iniba(m) ou seja(m) toxico(s) ao bacteriéfago A e portanto,
mascarem um resultado positivo.

SASAKI et al (1986) avaliaram a presenca de mutdgenos em material
particulado de ar, extraido com benzeno-etanol por ultrassonicagfo, provenientes de
diferentes regides de Toéquio, utilizando o teste de Ames. Os resultados obtidos
mostraram que a mutagenicidade direta e indireta tanto para a TA98 como TA100 foi
mais elevada no inverno e outono do que na primavera e verdo. A média de revertentes
por m? de ar na 4rea urbana foi: 10,6 (TA100-S9), 8,2 (TA100+S9), 12,1 (TA98-S9). A

U UUBULSH CIUSPeId TJ0id "AY 1BpeS  |Busiquy ojuswesues ep mbojouse | ep BiyURIWOD - 9S3130

S¥E

dS - 0Ined OFS - 006-687S50 430

2{LL0) eucele

- ES0EBIL X881 001 L 0L

90 LZ20°E18 (Li0) Xvd

5

211-GLE°1607601 sN 153 "W08U] - 0Z-L000/L6# DL L EY aN

UNY "05U]

L-ELETOE0™8 aN



17

poténcia mutagénica na linhagem TA98NR (-S9) foi somente 20-91% da linhagem
TA98 e a da linhagem TA98/1,8DNP, foi 0-65%, indicando uma maior contribuigdo
dos dinitroarenos na mutagenicidade dessas amostras. A atividade mutagénica por m3
foi mais elevada nas amostras urbanas do que nas rurais, embora a atividade especifica
por mg de particulas apresentasse pequena diferenca entre as duas dreas.

KADO et al. (1986), estudando a mutagenicidade de material particulado fino do
ar (< 2,5 um de didmetro), relataram que o método de microssuspensdo torna o ensaio
aproximadamente dez vezes mais sensivel do que o método padrdo de incorporagdo em
placa para detec¢fio de mutdgenos em extratos organicos de material particulado e foi
aproximadamente 10 a 31 vezes mais sensivel para detecgdo de compostos quimicos
mutagénicos.

LOUIS et al. (1987) relataram a mutagenicidade de particulas atmosféricas
inalaveis coletadas nas cidades Newark, Elizabeth, Camden e a area rural de Ringwood
no Estado de New Jersey, EUA, durante os anos de 1981 a 1983, frente ao teste de
Ames. A linhagem mais sensivel foi a TA98 e os maiores indices de mutagenicidade
foram observados em Newark (25 rev/m?) e os menores em Ringwood (6,8 rev/m?). As
amostras de inverno tiveram 2,8 a 4,5 vezes mais atividade mutagénica direta (-S9) e
1.4 a 1,9 vezes mais atividade mutagénica indireta (+S9) do que as amostras de verdo.

LEWTAS et al. (1987) ¢ LEWTAS (1988) testaram extratos de ar interno
("indoor") e emissdes de diesel frente ao teste de mutagfio direta para microensaio com
S. typhimurium (teste de Kado). Os resultados obtidos mostraram que este ensaio foi
bastante eficiente na detec¢fio da mutagenicidade nos extratos testados.

CREBELLI et al. (1988) estudaram a contribuicdo de nitrocompostos na
mutagenicidade de amostras atmosféricas de Roma, Itdlia, durante o ano de 1986, no
teste de Ames, usando as linhagens de S. typhimurium TA98, TA9ENR e
TA98/1,8DNP6, e observaram que os nitropirenos tém uma contribuigéo relativamente
maior na atividade mutagénica dos extratos orginicos (diclorometano, Soxhlet)
coletados durante a primavera e verdo. O fracionamento dos extratos mostrou que 0s
compostos neutros sfo responsaveis por 2/3 da atividade mutagénica total.

TUOMINEN et al. (1988) estudaram a atividade mutagénica de amostras de ar
(fase particulada e gasosa) coletadas em dareas urbanas (Helsinki e Lahti) e rural
(Ahtari) da Finlandia, frente & S. typhimurium TA98, TA100 e TA98NR no teste de
Ames. Os resultados mostraram uma maior sensibilidade da linhagem TA98, embora
atividade indireta, tipica dos PAHs foi também observada com a TA100. As respostas
mutagénicas foram significativamente mais elevadas durante o invemno, onde os
resultados com a linhagem nitroredutase deficiente (TA98NR) indicaram a presenca de
compostos nitrosos. A atividade mutagénica na fase particulada variou de 1,2 a 7,8

rev/m® para as areas urbanas e esteve ausente nas amostras da area rural, e o
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fracionamento quimico do extrato orgénico demonstrou que a mutagenicidade direta
estava associada a compostos polares caracteristicos de emissdes de trafego,
especialmente exaustdo de diesel.

WATTS et al. (1988) determinaram a mutagenicidade (teste de Ames) e
caracteristica quimica do material particulado fino (< 2,5 pm) da drea residencial de
Juneau, Alaska, impactada pelas emissdes da combustfio de madeira, durante o inverno
de 1985-86. A atividade mutagénica indireta (TA98 +S89) dos extratos organicos variou
de 6,6 a 77,8 rev/m® e, na auséncia de fragdo microssomal foram detectados niveis mais
baixos de atividade (2,7 a 57,5 rev/m®). Os autores observaram durante a maior parte do
estudo uma correlacdo direta entre concentragdo de particulas finas, mutagenicidade
indireta e concentragtes de PAH.

De FLORA et al. (1989) testaram fragbes de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs), purificadas de extratos de material particulado de ar, coletado em
Génova, Italia, frente ao teste de Ames e mostraram que as fragdes de PAH contribuem
somente para uma parte da atividade mutagénica total da amostra, apresentando uma
atividade especifica diferente do material néo fracionado. O maior numero de respostas
positivas foi observado na linhagem TAI00 na presenga de S9 e, menos
frequentemente, também na linhagem TA98 sem ativagdo metabdlica. A poténcia de
mutagenicidade das fragdes de PAH frente a linhagem TAI00 (+S9) estava
significativamente correlacionada com as concentragdes individuais de PAHs na
maioria das amostras analisadas.

LOFROTH (1990), em estudo sobre a caracterizagdo bioldgica e quimica de
material particulado da area urbana de Gothenburg, Suécia, detectou diferengas na
mutagenicidade, medida através do teste de Ames, das amostras coletadas ao nivel da
rua ¢ aquelas coletadas a altitudes mais elevadas, indicando a ocorréncia de
transformagdes atmosféricas. O autor observou que 54% da resposta mutagénica
detectada nas amostras de ar frente a linhagem TA98 na auséncia de S9 era originada da
emissdo de diesel e 26% de gasolina. Na presenca de S9 a contribui¢do entre as
emissdes de diesel (54%) e gasolina (47%) foram mais similares. Este autor também
testou as amostras do material particulado de ar frente ao teste de Kado e observou uma
sensibilidade de 4 a 8 vezes maior do que no teste de Ames.

MIGUEL et al. (1990) determinaram a atividade mutagénica de fragdes orgénicas
(ciclohexano, acetona e diclorometano) de material particulado coletado no Rio de
Janeiro, Brasil; Camden, New Jersey; e Caldecott Tunnel, California, frente ao teste de
Ames. Os autores observaram maior atividade mutagénica especifica frente a linhagem
TA98 na auséncia de fracio 89, enquantc as fracdes obtidas em ciclohexano
apresentaram maior mutagenicidade para a linhagem TA100 na presenca de S9. Néo foi

observada uma diferenca significativa nos indices de mutagenicidade diurnos e
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noturnos para as amostras do Rio de Janeiro, exceto para as fragdes de acetona, que
apresentaram valores mais elevados & noite na presenca de ativagio metabolica. A
atividade mutagénica frente 2 linhagem TA98 foi maior no Rio de Janeiro (18 rev/m?)
comparado com Camden (13 rev/m®), enquanto no timel de Caldecott os niveis de
mutagenicidade atingiram 44 rev/m®. Os autores avaliaram neste estudo também o
Induteste e apontam a utilidade desse ensaio na triagem da genotoxidade de material
particulado de ar para posterior caracterizagdo quimica.

VIRAS et al (1990) estudaram a atividade mutagénica de 172 amostras de
material particulado de ar coletadas de 4reas urbanas e industriais de Atenas, durante o
periodo de fevereiro de 1984 a janeiro de 1985, através do teste de Ames, frente a
Jinhagem TA98 sem ativa¢dio metabdlica. Todos os extratos orgdnicos apresentaram
atividade mutagénica direta, ¢ a média anual dos indices de mutagenicidade foi de 1,9
revertentes/m* (0,2 a 8,1 rev/m®), com os maiores valores registrados durante o
inverno. As concentracdes de benzo(a)pireno foram também determinadas e mostraram
uma boa correlagio com os indices de mutagenicidade, sendo que os maiores valores
desses parimetros foram observados nas 4reas do centro da cidade e ndo nas dreas
industriais.

FLESSEL et al. (1991) monitoraram, durante o periodo de 1984 a 1988 a
mutagenicidade de extratos orgénicos (diclorometano e metanol/ultrassonicagdo) de
material particulado de ar coletado na area da Baia de S#o Francisco (Concord,
Richmond e Pittsburg), usando o teste de Ames (TA98). Os resultados obtidos nestes
quatro anos de monitoramento mostraram sempre uma potencializagdo da resposta
mutagénica na presenga de ativag@o metabélica (-S9: 6 a 38 rev/m®; +59: 7 a 63 rev/m®)
e os indices de mutagenicidade e concentragdes de benzo(a)pireno durante o inverno
foram de 3 a 9 vezes mais altos que nas outras estagoes.

AGURELL & STENSTMAN (1992) em um estudo colaborativo do
"International Programme on Chemical Safety (IPCS) para determinagdo de
mutagenicidade de misturas complexas observou uma variagio de sensibilidade de 3 a
37 vezes major no ensaio de microssuspensio do que no ensaio convencional de
incorporagio em placa, dependendo do tipo de amostra, linhagem e condi¢do
metabdlica, sendo que para as amostras de ar o fator de aumento foi de 3 a 9 vezes.

ADONIS & GIL (1993) empregaram o teste de Ames para determinar a atividade
mutagénica de extratos orgénicos de material particulado de ar de Santiago, Chile e
observaram altos indices de mutagenicidade (TA98), tanto na presenga (309,7 rev/m®)
como auséncia de fragdo S9 (105,8 rev/m?®), sugerindo que essas amostras contém tanto
agentes mutagénicos indiretos (PAHs), como de ag8o direta. Os resultados obtidos com
as S typhimurium nitroredutase-deficientes (TA98NR e TA98/1,8/DNP6) indicaram a

presenga de mononitro- e dinitroarenos nos extratos orgénicos da atmosfera de
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Santiago. Os autores sugerem que a presenga de PAHs e nitroarenos nas particulas
atmosféricas de Santiago, bem como os altos indices de mutagenicidade, representam
um risco a saude da populagfo exposta.

ESPINOSA-AGUIRRE et al (1993) analisaram extratos orgéinicos
(diclorometano) de material particulado da atmosfera da cidade do México, coletadas
durante o verdo e inverno de 1990, frente ao teste de Ames e os resultados detectados
mostraram que as linhagens que possuem alta atividade para nitroredutase classica
(YG1021) e acetiltransferase (YG1024) foram as mais sensiveis, sugerindo que alguns
compostos mutagénicos de agfo direta presentes nessas amostras de ar urbano s&o nitro-
aromaticos. A resposta mutagénica foi maior para as amostras coletadas durante o
inverno do que as de verdo, e os autores atribuem essa diferenca a condig¢des
atmosféricas que facilitariam a formagiio de nitrocompostos pela reagdo entre
hidrocarbonetos aromaticos e Oxidos de nitrogénio. Neste trabalho, os autores
observaram que altas concentragbes de extratos de "chili" causavam um efeito
antimutagénico nos extratos de material particulado de ar.

SCARPATO et al. (1993) monitoraram, durante os anos de 1989 e 1990, a
mutagenicidade de extratos orgdnicos de particulas inalaveis, coletados na regido
nordeste da Ttdlia em uma é&rea rural na qual esta instalada uma inddstria quimica,
usando o teste de Ames. Os resultados mostraram que a atividade mutagénica do
material particulado atingiu os valores maximos durante os meses frios e néo teve
influéncia das emissdes industriais. Analises de correlagfio entre mutagenicidade e
nimero de veiculos indicaram as emissdes decorrentes do trafego como a principal
fonte de mutagenos.

LEE et al. (1994) observaram que a mutagenicidade de extratos organicos de
amostras de material particulado de ar de Kaohsiung, Taiwan, medida através do teste
de Ames (TA98), durante o periodo de agosto de 1990 a julho de 1991, apresentava
uma correlagio inversa com velocidade dos ventos e indices pluviométricos nesta
regifio de clima tropical. As amostras coletadas em novembro de 1990 apresentaram os
maiores indices de mutagenicidade, tanto na presenga (25,8 rev/m?) como na auséncia
(12,5 rev/m®) da frago S9, sendo observada sempre uma maior resposta para o0s
extratos testados com ativagio metabolica. O fracionamento quimico desses
extratos mostrou os nitropirenos (1-nitropireno e dinitropirenos) como responsaveis
pela mutagenicidade detectada nas amostras de ar, e os autores indicam as fontes

moveis como a principal contribuigfio para a polui¢fo atmosférica nesta area.
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VELLOSI et al. (1994) investigaram, durante o ano de 1989, a presen¢a de
mutagenicidade na atmosfera de diferentes dreas de Pisa, Itdlia, com intensidade e
caracteristicas de trafego distintas, através do teste de Ames (TA98 e TA100), e
detectaram uma predominéncia de resposta a mutigenos que causam deslocamento do
quadro de leitura. A atividade mutagénica foi mais elevada no inverno tanto na
presenga como na auséncia de atividade metabolica. Os autores observaram uma
potencializagdo significativa da mutagenicidade das amostras coletadas durante o
segundo semestre, e sugerem que ocorrem variagdes nos tipos de mutagenos
associados ao material particulado nos dois semestres. Trabalho similar realizado por
BARALE et al. (1989) em Pisa sugere que as emissdes de veiculos sdo a principal fonte

de mutagenos nesta cidade.
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3.7. MATERIAL E METODOS

3.71. AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de ar atmosférico procedentes da drea urbana da Regido

Metropolitana de Sdo Paulo e da 4rea industrial de Cubatfo.
3.7.1.1. Caracterizacio da 4drea de estudo

As caracteristicas da Regidio Metropolitana de SZo Paulo e Cubatfio estdo descritas
detalhadamente no Relatério Anual de Qualidade do Ar de S8o Paulo (CETESB,1992) e

resumidas abaixo:
3.7.1.2. Regido Metropolitana de Sio Paulo

Regido Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP) esta localizada geograficamente no
Planalto Atlantico sob o Tropico de Capricérnio, a 80 km da costa, ocupando uma area
de 8.000 km? caracterizada por elevacdes que chegam a atingir de 650 a 1200 m de
altitude acima do nivel do mar. A regido urbana, conhecida como Planalto Paulista, tem
uma rea de 5000 kmz, com altitude variando entre 715 a 900 m. A topografia em geral
¢ bastante complexa e o fluxo de ar ¢ fortemente influenciado pelas condi¢@es locais. O
clima na RMSP pode ser considerado como seco no inverno € Umido no verdo. Situada
entre os maiores conglomerados humanos do mundo, com uma populagdo de
aproximadamente 17 milhdes de habitantes e uma frota de veiculos estimada em 4
milhSes, além de um grande ntimero de industrias pesadas (sidertirgicas e aciarias,
fabricas de cimento, acido sulfurico, fertilizantes, refinarias e indudstrias petroquimicas,
quimicas, etc), a RMSP tem apresentado altos niveis de poluigdo atmosférica hd vérios

anos, principalmente durante o inverno.

3.7.1.3. Area de Cubatio

O Municipio de Cubatfio esté localizado no litoral, a cerca de 44 km da cidade de
Sdo Paulo, com uma area de 162 km? contornada por colinas e montanhas em forma de
U, cobertas por uma floresta tropical classificada como Atlantica Umida, que alcangam
altitudes de 700 a 1000 m acima do nivel do mar. Com uma populagio de

aproximadamente 98.700 habitantes, Cubato apresenta uma localizagio e topografia
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geral bastante complexas, com uma distribui¢do muito irregular de centros industriais e
habitacionais. O complexo industrial instalado no municipio congrega grande nimero e
diversidade de instalagdes industriais, como uma siderurgica, varias fabricas de
fertilizantes e diversas industrias quimicas e petroquimicas, entre outras. A qualidade do
ar em Cubatéo ¢ determinada quase que exclusivamente por essas fontes industriais, que
conferem concentragdes extremamente altas de particulas em suspensfo, principalmente
na Vila Parisi, caracterizando dessa forma um problema totalmente diferente da RMSP,
onde os poluentes relacionados a veiculos automotores contribuem significativamente
para a poluicdo atmosférica. Estudos realizados na 4rea mostraram ser decisiva a
participac@o do grupo de industrias de fertilizantes na formagéo do material particulado
na atmosfera local.

3.7.1.4. Pontos de amostragem

Os locais de coleta foram selecionados com base nos dados histéricos do
Monitoramento de Qualidade do Ar do Estado de S@o Paulo realizado pela Divisdo de
Qualidade de Ar (EQQ/EQ/E) da CETESB. Foram escolhidos trés pontos de
amostragem levando-se em consideracio a presenca de fontes poluidoras de origem

urbana e industrial.

PDP: Parque D. Pedro II, 319 - Centro, S0 Paulo (Vale do Rio Tamanduatei). Estagdo
de amostragem proxima a um terminal de dnibus urbanos e corredores de trafego
intenso (Fig.1). A polui¢fio neste local deve-se principalmente a emissdo de veiculos
automotores € a poeira das ruas, responsaveis por respectivamente 38% e 45% das
particulas totais em suspensdio (ALONSO et al., 1992).

PIN: Pinheiros, Av. Prof. Frederico Hermann Junior, 345 - Pinheiros, Sdo Paulo.
Estacio de amostragem localizada no interior das instalagées da CETESB, em area

predominantemente residencial, na regifo oeste da cidade, a 300 metros da Marginal do
Rio Pinheiros (Fig.2).

CP: Vila Parisi, Rua Prefeito Armando Cunha, 65, Cubatdo. Estagdo de amostragem
situada na E. E. 1° Grau Estado da Bahia, em area residencial dentro do Parque
Industrial (Fig.3). A poluicdo neste local deve-se quase que exclusivamente a fontes
industriais, e os principais responsaveis pelas particulas totais em suspensio sfo o
sulfato de aménia (14,8%), o cimento (19,4%) e a poeira de rua (MARTINS et al.,
1993).

SE " UUBULISH COUBPAl4 J0Id "AY [8peS  [EIUeiGWy clueweeues ap eibojoudce) ep Blyuedwog - g53130

006-58

o OFS -

opne,

xa||L 00LL0LZ (110) BuoeiE) 45 -

£Z20°€18 (1L10) X4 - ES0EBLL

LOCO/LEF 9LLEY 5N DDO

SLETL60'60) aN 753 "RSU| - 0L

e T T T

LE'DED'S aN "JHUNKY



24

3.72. COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de material particulado de ar em suspensfio foram coletadas em filtros
de fibra de vidro Gelman A/E usando amostradores de ar HI-VOL (Sierra Andersen)
(Fig. 4) por um periodo de 24 h e vazdo média de 1,43 m*/min. As amostragens foram
realizadas semanalmente durante o periodo de um ano (junho 1990 a maio 1991) pelo
Setor de Amostragem e Andlise do Ar (EQQA) da CETESB, dentro do Programa de
Monitoramento da Qualidade do Ar. Os filtros foram pesados antes e depois da
amostragem, apos equilibrio a 45% de umidade, para calculo das particulas totais em
suspensdo (PTS). Os filtros foram armazenados & temperatura ambiente em papel

aluminio e papel kraft.

3.7.3. EXTRACAO ORGANICA DE MATERIAL PARTICULADO DE AR

As amostras de material particulado de ar sdo quimicamente muito complexas,
- contendo centenas de compostos orgénicos, muitos deles em concentragfes
extremamente pequenas. Geralmente, a fracdo orgénica do material particulado €
separada da porgdo inorgdnica através de um solvente orgdnico usando o métodos de
soxhlet ou por utrassonicagéo.

KREWSKI et al (1992) em um estudo interlaboratorial do "International
Programme on Chemical Safety", sobre fontes de variagbes na poténcia de
mutagenicidade de misturas quimicas complexas avaliadas frente ao teste de Ames,
observou que néo houve diferenga significativa na poténcia dos resultado obtidos pelos
laboratorios que usaram soxhlet e os que utilizaram ultrassonicagfio, embora tenha sido
detectada uma maior variag#o interlaboratorial para o método de soxhlet.

Uma variedade de solventes tem sido utilizados nesses processos de extragdo,
sejam puros, em misturas, ou em sériec (KRISHNA et al, 1983; LEE et al, 1991,
NIELSEN, 1992; VIAU et al., 1982). Entretanto, o cloreto de metileno (DCM), usado
sozinho, ou seguido por metanol ou acetona, tem sido um dos solventes mais
comumente usados para extracdo de material orginico de ar (MAY et al; 1992;
NIELSEN, 1992). Dados compilados da literatura demonstram que o DCM extrai 4,4 a
6,0% da massa do material particulado de ar. Uma segunda extra¢dio usando metanol
resulta na recuperacdo de material adicional incluindo compostos orginicos mais
polares (ex. acidos orgdnicos) e sais inorganicos (ex. sulfato de aménio) (CLAXTON et
al., 1992; LEWTAS et al., 1990; MAY et al., 1992)
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Os compostos orgénicos adsorvidos ao material particulado de ar foram extraidos
pelo método de ultrasonicagéo de acordo com PITTS ef al. (1982) e COURTOIS ef al.
(1985), usando-se diclorometano (DCM, Merck) na propor¢éo de 1 mL de solvente para
cada mg de PTS.

As amostras denominadas "pool" foram obtidas através de um processo Unico de
extrag8o orgdnica, combinando um quarto de todos os filtros individuais amostrados em
cada esta¢do do ano (13 filtros em média) a saber: inverno (junho, julho, agosto);
primavera (setembro, outubro, novembro); verfo (dezembro, janeiro, fevereiro) e outono
(margo, abril, maio). Para cada estagdo de amostragem foram selecionadas,
mensalmente, as amostras com maior concentragdo de PTS e extratos organicos
individuais foram também preparados a partir de um quarto dos filtros.

As amostras foram ultrasonicadas (900 W, 25 Hz), por trés vezes, em volumes
previamente calculados de DCM, durante 10 minutos, a temperatura aproximada de
25°C. O extrato obtido foi filtrado em membrana de teflon (Fluopore, Millipore) de
0,5 pm de porosidade e posteriormente concentrado em evaporador rotatorio a vacuo a
temperatura de 37°C até o volume de 10 mL. Os extratos foram armazenados em
congelador a -20°C e, no momento dos ensaios de mutagenicidade, volumes apropriados
do extrato foram evaporados em atmosfera de nitrogénio gasoso e ressuspendidos em
dimetilsulféoxido (DMSO, Sigma) de forma a se obter as doses desejadas para teste.

A quantidade de material organico extraido (MOE) em mg/mL presente em cada
amostra foi determinada em balanga eletronica (Mettler). Volumes de 1 mL dos extratos
obtidos em DCM foram pipetados em duplicata em cadinhos de aluminio previamente
secos (104 °C) e de pesos determinados. Apos a completa evaporaco do solvente a
temperatura ambiente e em dessecador por 16 horas, pesou-se novamente os cadinhos, e
calculou-se a concentragfio de MOE pela média das diferencas dos pesos iniciais e finais
para cada amostra. A concentragdio de MOE em pg/m? foi determinada conhecendo a
quantidade total de MOE por filtro e o volume total de ar amostrado.

3.7.4. ENSAIOS DE MUTACAO GENICA REVERSA

Os ensaios de mutagfo génica reversa avaliados neste trabalho foram o teste de
Ames e teste de Kado. Ambos ensaios baseiam-se na utilizago de linhagens de
Salmonella typhimurium auxotroficas para o aminoicido histidina, as quais revertem a
prototrofia pelo tratamento com agentes mutagénicos (AMES erf al., 1973; MARON &
AMES, 1983).
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3.7.4.1. Linhagens de Salmonella typhimurium

Foram utilizadas as linhagens de S. typhimurium TA97a, TA98, TA100, TA104,
TA98NR e TA98/1,8DNP6, fornecidas pelo Dr. Bruce N. Ames (Universidade de
Berkeley, California, USA) e Dra. Virginia S. Houk (U.S. Environmental Protection
Agency, Research Triangle Park, USA). Essas linhagens apresentam diferentes
mutagdes no operon da histidina e outras caracteristicas genéticas que lhes conferem
maior sensibilidade na detecgiio de diversos mutagenos tais como: mutacdo rfa que
causa perda parcial da barreira lipopolissacaridica da parede bacteriana facilitando a
difus@o de moléculas grandes para o interior da célula; dele¢éio do gene uvrB que causa
deficiéncia do sistema de reparo por excisdo e o plasmideo pKM101 que além de
conferir resisténcia a ampicilina, contém os genes muc AB, cuja expressdo causa
estimulo no sistema de reparo susceptivel ao erro ("error prone") (Tabela 1).

As linhagens TA97a ¢ TA98 detectam mutagenos que causam deslocamento do
quadro de leitura do DNA e as linhagens TA100 e TA104 detectam mutagenos que
causam substituicio de pares de bases.

As linhagens TA98NR e TA98/1,8DNPy apresentam as mesmas caracteristicas
~genéticas que a TA98 mas, ao contrério desta, sdo deficientes para nitroredutases. Essas
linhagens sdo de importdncia na detecgio de nitroarenos e outros nitrocompostos
cancerigenos, cuja mutagenicidade € potencializada pela agfio das nitroredutases
bacterianas. A linhagem TA98NR ¢ resistente a I-nitropireno (deficiente em
nitroredutases) e a TA98/1,8DNP, € resistente a 1,6-DNP e 1,8-DNP (deficiente em
nitroredutase e Q-acetiltransferase) (McCOY et al., 1983).

Portanto, uma reducio da resposta mutagénica frente a linhagem nitroredutase
deficiente em relagdo a linhagem parental indica a presenga de nitrocomposto na
amostra.

Para o teste de Ames foram utilizadas as linhagens TA98, TA100, TA98NR e
TA98/1,8DNPg e para o teste de Kado as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA104.

3.7.4.2. Sistema de ativacio metabdlica

Um aspecto importante dos ensaios bacterianos in vitro € a inclusdo de um sistema
de ativagdo metabodlica (homogeneizado de figado de mamiferos) para a detecgdo de
promutagenos ou mutagenos indiretos. Esses compostos néo tém agéio per se sobre o
DNA, mas apds serem biotransformados no organismo, em especial de mamiferos, séo
convertidos em compostos altamente reativos com o DNA. Essas reagdes de

metaboliza¢do (hidroxilagdo, dealquilagfo, sulfoxidagfo, oxidagio, desulforagio,
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dehalogenacdo) sdo dependentes de monooxigenases, conhecidas como citocromos
p450 e p448, que se localizam nos microssomos ¢ membrana nuclear das células de
vérios tecidos do corpo. Estudos tém demonstrado que o figado € o 6rglo mais rico
nessas enzimas e os roedores sdo os mamiferos que tém maior atividade das mesmas,
sendo o homogeneizado microssomal de células de figado de rato, previamente tratado
com agente indutor, o sistema de ativacio metabolica mais comumente utilizado em
ensaios com microrganismos procariotos (KAPPAS & ALVARES, 1975; WRIGHT,
1980). Como exemplo de promutigenos, entre os poluentes atmosféricos podemos citar
o benzo(a)pi!reno,' 0 benzo(a)antréceno ¢ 0s hidrocarbonetos policliclicos em geral.

Os testes de mutagenicidade foram realizados em presenca e auséncia de ativagéo
metabélica. O sistema utilizado foi a fragdo microssomal S9 (S9 mix) preparada a partir
de homogeneizados de figado de ratos Sprague Dawley, previamente tratados com
Aroclor 1254, adquiridos liofilizados da MolTox Molecular Toxicology Inc., Annapolis,
USA.

Volumes adequados da mistura de ativago, S9, foram preparados no momento do
ensaio ¢ mantidos em gelo durante sua execugfo. Apds o ensaio, a mistura néo utilizada
era descartada. Utilizou-se a mistura preparada de acordo com MARON & AMES
(1983).

3.7.4.3. Procedimento do teste de Ames (Salmonelle/mammalian microssome

mutagenicity test)

O método utilizado foi o de incorporagdo em placas descrito por MARON &
AMES (1983) e CETESB (1993).

Volumes de 100 pL do extrato orginico, na concentragfio correspondente a cada
dose, foram adicionados, em duplicata, a tubos contendo 3 mL de agar de superficie,
previamente fundido e mantido a 45°C. A seguir, foram adicionados 100 pL da cultura
bacteriana e 500 pl de mistura S9 para os ensaios com ativagdo metabolica. Apds
homogeneizagdo, o contetido dos tubos foi vertido em placas de dgar minimo, as quais
foram incubadas por 66 h a 37°C. A contagem do nimero de coldnias revertentes foi
realizada em contador automatico tipo Biotran II (New Brunswick, USA).

Para cada amostra foram testadas 6 doses diferentes de extrato orgénico,
previamente determinadas, sendo que a dose maxima de exposi¢do foi de 400 pg de

extrato por placa.
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3.7.4.4. Procedimento do teste de Kado - Ensaio de microssuspensio com
S. typhimurium

Este ensaio é uma modificagdo do método de pré-incubagio do teste de Ames,
baseada no aumento da concentragdo de bactérias e decréscimo da quantidade de
amostra a ser testada, aplicado principalmente na avaliagfio da atividade mutagénica de
extratos organicos onde a massa ou volume de material disponivel € pequeno (KADO et
al., 1983). O método utilizado foi o descrito por KADO ef al. (1986) e modificado por
DeMARINI et al. (1989) (CETESB, 1991a).

Volumes de 2 pL. de extrato orgénico, na concentracfio correspondente a cada
dose, foram incubados por 90 minutos a 37°C com 50 pL da cultura bacteriana e 50 pL
de mistura S9 ou 50 pL de tampdo fosfato diluido (1:13), quando o ensaio foi realizado
sem ativagdo metabodlica. A seguir, adicionou-se a cada tubo, 2 mL de 4gar de superficie
previamente estabilizado a 45°C e apds homogeneizagfo, verteu-se o conteudo em
placas de agar minimo. Apés incubagfo por 66 horas a 37 °C, procedeu-se a contagem
das col6nias revertentes em contador automatico (Biotran II). Os testes foram realizados
em duplicata e as doses testadas foram de: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 pg de

~ extrato orgénico por placa.

3.7.4.5. Controles

Paralelamente a cada ensaio, foram realizados controles negativo e positivo, bem
como controle de toxicidade do extrato orgénico e viabilidade das culturas bacterianas.

O controle negativo empregado nesses ensaios foi sempre o DMSO, no volume de
100 pL para o teste de Ames e 2 pL para o teste de Kado.

Os controles positivos incluiram compostos mutagénicos especificos para cada
linhagem e condi¢do do ensaio, sendo empregadas as seguintes concentragdes por placa:
0,5 pg de 4-6xido-1-nitroquinolina (4NQO) para as linhagens TA97a, TA98 e TA104 ¢
5,0 pg de azida sodica para TA100, em ensaios sem fragdo S9; 2,5 pg de
2-aminoantraceno para todas as linhagens em ensaios com ativagio metabdlica; e
10,0 pg de 2-nitrofluoreno para as linhagens nitroredutases deficientes, TA98NR e
TA98/1,8DNPg.

A toxicidade das amostras foi verificada através do exame da presenca de

crescimento de fundo ("background") nas placas teste de agar minimo.
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A viabilidade das culturas bacterianas utilizadas nos testes foi avaliada através do
plaqueamento de diluigdes 10”7 (teste de Ames) e 109 (teste de Kado) das culturas teste
em agar nutriente. Apds 24 h de incubag@o a 37°C, o niimero de coldnias foi registrado e
a densidade de bactérias calculada, multiplicando o niimero de colénias pelo fator de
diluigéo.

3.7.4.6. Avaliacio e interpretacio dos resultados

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico "Salmonel"
elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle Institute, RTP,
Carolina do Norte, USA. Este programa permite avaliar o efeito dose resposta através
do calculo da analise de varidncia (ANOVA - teste F) entre as médias do niimero de
revertentes nas diferentes doses testadas e o controle negativo, seguido de uma
regresséo linear. O modelo do programa escolhido para analise dos dados foi o modelo
Bernstein (BERNSTEIN er al., 1982). A inclina¢do da reta da parte linear da curva
dose-resposta ¢ também fornecida por esse programa e corresponde ao numero de

- revertentes induzidos por pg de extrato orgéanico analisado.

A partir dos resultados obtidos, calculou-se ainda a razdo de mutagenicidade (RM)
para cada dose analisada, que ¢ a média do numero de revertentes na placa teste
(espontineos mais induzidos) dividida pela média do nimero de revertentes por placa
do controle negativo (espontianeos).

Considerou-se uma amostra positiva quando a razéo de mutagenicidade (RM) foi
maior ou igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e houve uma relagio dose-
resposta estatisticamente significante entre as concentragles testadas e o numero de
revertentes induzidos. Quando somente um dos critérios foi atingido, considerou-se que
a amostra apresentou indicios de mutagenicidade (McGEORGE et al., 1985; VALENT
et al., 1993; VARGAS et al., 1993).

Os resultados foram expressos em revertentes/ug de MOE e revertentes/m*® de
volume de ar, calculado a partir do niimero de revertentes/ug e concentragdo de MOE
por m?. Para compai'agﬁo dos diferentes ensaios os resultados foram expressos em CME
(concentragdo minima efetiva) em pg, que corresponde & menor dose da amostra,
calculada a partir da equagfio da reta de regressfio, para qual se obtém o dobro do
numero de revertentes em relagdo ao controle negativo (BRUSICK & YOUNG, 1981).
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3.7.5. ENSAIO DE MUTACAO DIRETA

O ensaio de mutagdo direta avaliado neste estudo foi o teste de microssuspenséo
com S. typhimurium TM677 usando a 8-azaguanina como agente seletivo. Este ensaio
baseia-se na utiliza¢@io de linhagens de S. typhimurium TM677 sensiveis a 8-azaguanina,
as quais desenvolvem resisténcia a essa droga pela agfio de agentes mutagénicos
(SKOPEK et al., 1978a, b). O termo "micro" refere-se a uma redugfo de 10 vezes no
volume da amostra a ser testada, em relagfio ao ensaio padriio, o que torna este teste
bastante 1til também na avaliagdio de mutagenicidade de amostras com volume limitado

para teste.

3.7.5.1. Principio e procedimento do ensaio (Microforward mutation assay in
Salmonella typhimurium)

A linhagem de S. typhimurium TM677 usada neste estudo foi cedida pelo Dr.
Larry D. Claxton da U.S. Environmental Protection Agency, Research Triangle Park,
Carolina do Norte, USA. Esta linhagem é um derivado isogénico da linhagem TM35
(revertente espontineo da S. typhimurium TA1535 prototréfico para histidina) que
carrega o plasmideo pKM101 (fator R) transferido da linhagem TA2000 por conjugagio
(SKOPEK et al, 1978b). Além do plasmideo pKMI101, essa linhagem apresenta
mutacdo rfa, delecdo do gene uwB e um sistema de sele¢do simples para detec¢do de
mutagdo direta baseado na capacidade de mutantes crescerem na presenca de 8-
azaguanina (8-AG). A 8-AG, um andlogo de base purina, que ao ser metabolizado e
incorporado nos acidos nucléicos, exercem efeito toxico a célula bacteriana. Essa
resisténcia esta relacionada & mutacdo do gene estrutural gpt (e possivelmente genes
reguladores) que codifica para a enzima xantina fosforibosiltransferase, responsavel
pelo transporte e fosforilagdo da 8-AG na membrana celular. Portanto, a perda da
enzima nio permitira a entrada da 8-AG na célula bacteriana., tornando-a resistente a
esse composto.

A metodologia utilizada foi a descrita por SKOPEK et al. (1978a, b) e modificada
por LEWTAS et al. (1987). Aliquota de 1 mL da cultura de TM677 mantida no freezer
foi rapidamente descongelada em banho-maria a 42°C e inoculada em 10 mL de meio
minimo liquido (37°C). Ap6s incubagéo por 3 h a 37°C sob agitagéo (185-200 rpm),
1 mL da cultura foi adicionado a 9mL de meio minimo liquido, de forma a se obter uma

concentracfo de ~ 2 x 107 células/mL (DO 420 nm = 0.11-0.12) para uso no ensaio.
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Volumes de 2 pl de extrato orgénico, na concentragdio correspondente a cada
dose, foram incubados a 37°C sob agitagfio (125 rpm) com 98 pL de uma mistura
composta de cultura bacteriana e fragdio S9, preparada de acordo com LEWTAS et al.
(1987). Nos ensaios realizados sem ativacdo metabdlica, a mistura foi composta de
cultura e de meio minimo liquido.

Ap6s pré-incubagfo por uma hora, aliquotas de 0,1 mL da mistura foram
adicionadas a 10 mL de 4gar de superficie estabilizado a 45°C contendo 0,2 mL de
solugdo de 8-AG (20 mg/mL em DMSO) para selegdo dos mutantes. Apds uma diluigio
dessa mistura em tamp#o fosfato, volumes de 100 pL. foram adicionados a 10 mL de
agar de superficie nfo seletivo (sem 8-AG) para determinagfo das células sobreviventes.
Trés aliquotas, de 2,5 mL cada, dos dois tratamentos (mutantes e sobreviventes), foram
plaqueadas em agar minimo. Aproximadamente 1x100 e 400 células foram plaqueadas
nos tratamentos, mutagenicidade e sobrevivéncia, respectivamente. As placas foram
incubadas invertidas a 37°C por 48 h e o nimero de coldnias mutantes e sobreviventes
foi determinado em contador automético. As doses testadas nesse ensaio foram: 12,5;
25,0; 50,0 € 100,0 pg.

Como controle negativo foi utilizado o solvente DMSO, e os controles positivos
empregados foram benzo(a)pireno (1pg/tubo) e 4NQO (0,5 pg/tubo) para os ensaios

com ¢ sem atividade metabdlica, respectivamente.

3.7.5.2. Avaliaciio e interpretacdo dos resultados

A freqiiéncia de mutantes (FM) para cada dose foi calculada dividindo-se a média
do mimero de colonias mutantes (3 placas M) pela média do nimero de coldnias
sobreviventes (3 placas T) e multiplicando-se pelo fator de dilui¢éo (1 x 10'4). Os
resultados foram expressos como freqii€ncia de mutantes por 10° sobreviventes. A
freqiiéncia de mutantes induzidos por pg de MOE ou m3 de ar foi calculada a partir da
inclinag¢do da reta obtida através da regressfo linear entre as doses expressas tanto em
Lg como em m?>. Para comparacdo com os ensaios de mutacfo reversa, os resultados
foram expressos em CME em pg de MOE ou m3,

A razio de mutagenicidade para cada dose analisada foi calculada dividindo-se a
média de colénias mutantes na placa teste pela média de coldnias mutantes (induzidas

mais esponténeas) na placa controle (esponténeas).
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Os critérios utilizados para determinar a positividade da amostra foram os
mesmos dos testes de mutagdo reversa. Considerou-se uma amostra positiva quando a
razdo de mutagenicidade foi maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses
testadas e houve uma relagfio dose-resposta entre as concentracdes testadas e freqiiéncia
de mutantes. Quando somente um dos critérios foi atingido, considerou-se que a
amostra apresentou indicios de mutagenicidade.

3.7.6. ENSAIOS BASEADOS NA FUNCAO SOS

Os ensaios baseados na fungdo SOS avaliados neste trabalho foram o SOS
Cromoteste e o Induteste. Ambos baseiam-se na indugfo do sistema de reparo SOS em
conseqiiéncia de lesdes causadas no DNA por agentes genotdxicos. Estes testes sédo
capazes de detectar diferentes classes de agentes genotoxicos tais como: metais, agentes
neoplasicos, agentes inibidores da sintese do DNA, agentes que causam quebras no

DNA, bem como mutdgenos que causam mutagdes de ponto.

3.7.6.1. SOS Cromoteste
3.7.6.1.1. Principio e procedimento do ensaio

O Cromoteste ¢ um ensaio colorimétrico baseado na avaliagdo quantitativa de
uma das fung@es do sistema de reparo SOS, a filamentagdo bacteriana, que € controlada
pelo genes sfi.

Utiliza a linhagem PQ37 desenvolvida por QUILLARDET ef al. (1982), derivada
da E. coli K12. Possui uma fusfio dos operons sfiA::lacZ, de forma que a produgdo de
B-galactosidase (expressfio do gene lacZ) esta na dependéncia da indugdo do operador
sfiA, ou seja, sera produzida quando o sistema de reparo SOS for ativado. Além disso, a
linhagem tem a mutagfio uvrA, a mutacdo rfa e apresenta resisténcia a ampicilina (ver
item 3.7.4.1).

O principio do método baseia-se na mistura da linhagem PQ37 com a amostra
teste e, apos um periodo de incubagdo de 2 horas, mede-se a quantidade de P-
galactosidase produzida, utilizando-se X-gal ou ONPG como substrato da enzima
(QUILLARDET & HOFNUNG, 1985).

A intensidade da cor azul (X-gal) ou amarela (ONPG) € proporcional a
quantidade de -galactosidase produzida, que por sua vez € proporcional a extensio dos

danos causados pelos agentes genotoxicos.
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A toxicidade da amostra ¢ avaliada através da medida da enzima fosfatase
alcalina, constitutiva na linhagem PQ37 (mutagfo phoC). A avaliagdo da toxicidade é
importante, pois caso a amostra seja toxica, ambas enzimas (B-galactosidase e fosfatase
alcalina) ndo serdo produzidas ou serdo produzidas em quantidades menores, evitando-
se assim a interpretacéo dos dados como um resultado falso-negativo.

O Cromoteste foi realizado em microplaca de 96 orificios utilizando-se o kit
desenvolvido pela Orgenics Co., Israel segundo as especificagbes do fabricante
(ORGENICS, 1988).

Todos os extratos dos "pools", dissolvidos previamente em DMSO (ver item

3.7.3), proveniente das estacdes de PDP, PIN e os extratos de CP de primavera e

inverno foram testados nas doses de 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 pg de MOE, por
orificio e, para os "pools" de CP de outono e verdo foram utilizadas as doses 2,5; 5;
10; 20; 30; 40 e 50 ng de MOE por orificio. O volume utilizado por orificio foi sempre
de 2 pL.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata (2 orificios/dose) utilizando-se 2
pL de volume para todas as doses testadas.

Foram empregados controles positivos ¢ negativos em paralelo a cada teste. Os
controles positivos utilizados foram a 4 nitroquinoleina-1-6xido (4NQO), nas doses
12,5; 25; 50 ¢ 100 ng , sem S9 ¢ o 2 aminoantraceno (2 AA), nas doses 125; 250; 500 ¢
1000 ng, com S9, ambos fornecidos pelo fabricante do kit. O controle negativo
empregado foi 2 pL do solvente (DMSO).

A leitura dos ensaios foi realizada em espectrofotémetro Uniskan II (Labsystem).

3.7.6.1.2. Avaliagdo e interpretacdo dos resultados

Apo0s o célculo da média da leitura de absorbancia obtida para cada dose, para as
duas enzimas (B-galactosidase e fosfatase alcalina), foi feito o cédlculo das unidades
enzimaticas segundo MILLER (1972).

Em seguida, foi calculada a razfio (r) entre as duas enzimas, dividindo-se os
valores das unidades enzimaticas de [-galactosidase (UE [-gal) pelas de fosfatase
alcalina (UE FA).

Foi calculado o fator de indugfo (FI), tomando-se o valor de (r) de cada dose e
dividindo-o pelo valor de (r) do controle negativo. Com os valores de FI foi realizada
uma analise de regresséo linear, sendo a inclinagéo da reta obtida denominada SOSIP
(onde o valor SOSIP indica a poténcia da amostra em teste), tanto expresso em pg de
MOE como em m’ de ar.
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Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram relagdo dose-

resposta, estatisticamente significativa e/ou FI > 2 em uma ou mais doses testadas.

3.7.6.2. Induteste
3.7.6.2.1. Principio e procedimento

A inducdo do profago A em bactérias lisogénicas constitui uma das fungdes do
reparo SOS, sendo explicada pela clivagem do repressor (CI) do fago, pela atividade
proteica da proteina recA. Desta forma a inducdo do profago passa a ser uma indicacéo
indireta da ocorréncia de uma lesdo no DNA. e serve portanto, como indicacdo da
ocorréncia de uma lesdo no DNA.

A metodologia utilizada neste ensaio foi a descrita por DeMARINI et al. (1990).
Foram utilizadas as linhagens E. coli WP2 A (lonl1, sulAl, trpE34, uvrA155, lambB™)
derivada da E.coli B/r e TH-008 (estreptomicinaR) derivada da E.coli C. A primeira ¢
uma linhagem lisogénica e a segunda € sensivel a atividade litica do fago.

Uma cultura em fase log de E.coli WP2 A foi incubada com dilui¢des seriadas
(1:2) do extrato de cada "pool" em meio minimo (suplementado com glicose e
triptofano), na presenga e auséncia de ativagdio metabolica - mistura S9 (fragdo S9 1%,
v/v), por 20 horas a 37° em microplacas de 96 orificios.

Do extrato de cada "pool" foram testadas 8 dilui¢Ges, sendo a dose méxima de
exposi¢do 500 pg de MOE/ensaio (20 pL) seguida de dilui¢es 1:2 na microplaca até a
dose de 3,91 ng de MOE.

A acetona foi utilizada como solvente dos extratos orgénicos e portanto também
como controle negativo em porcentagens iguais as empregadas nas amostras. A
porcentagem maxima de solvente utilizado foi de 6,7%, diluindo-se 1:2 até 0,05% de
acetona por ensaio.

Foram realizados controle positivos utilizando-se 4-nitroquinoleina-1-6xido sem
fracdo S9 e 2-amino-antraceno com S9. Varias doses desses compostos quimicos
foram utilizadas (curvas dose-resposta) empregando-se como dose maxima 2 pg/ensaio
e como dose minima 0,06 pg.

Ap6s o periodo de incubagédo, 100 pl. de uma diluigdo 1:50 de cada orificio foram
adicionados a 200 pL de cultura em fase log da linhagem indicadora (E.coli TH-008)
devidamente diluida (1:50) em tubos contendo 3 mL de agar de superficie pré-fundido,
mantidos a 45°C, e vertido em placas de agar triptona contendo estreptomicina para
selecdo contra a linhagem lisogénica. Esse procedimento foi feito em triplicata, para
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cada uma das doses testadas.. As placas foram incubadas a 37°C e as placas de lise

foram contadas em contador manual tipo Quebec.

3.7.6.2.2. Avaliagdo e interpreta¢do dos resultados

Para cada dose calculou-se a média de UFP/placa (unidade formadora de placas
de lise por placa de Petri). A seguir foi calculada a razio de indugéo (RI), que € a razéo
entre 0 nimero de UFP/placa em cada dose de amostra testada pela UFP/placa do
controle negativo. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram RI > 4
pelo menos em uma das doses testadas.

Tomando-se as doses empregadas da amostra em pg de MOE e as médias das
UFP/placa respectivas, foi realizada uma anélise de regressdio linear, onde o valor
correspondente a inclinag8o da reta obtida indica a poténcia mutagénica de cada "pool"
testado. Esta poténcia € entdo expressa em UFP/ug de MOE. Quando possivel foi

também calculado o CME de cada amostra.

3.7.7. ANALISES FiSICAS E QUIMICAS

Os pardmetros quimicos: diéxido de enxofre (SO3), didxido de nitrogénio (NO3),
ozonio (03), foram obtidos através das medi¢des da rede automética do Setor de
Telemetria (EQQT) da CETESB. Os dados sdo enviados a uma esta¢fo central através
de linhas telefonicas privadas (estagdes fixas), onde séo processadas com auxilio de um
computador. Os métodos utilizados na determinagdo desses pardmetros pela rede
automadtica sdo: poeira em suspensdo -Monitor beta; SO - Coulometria; 6xidos de
nitrogénio e o0zbnio - Quimioluminescéncia. Os dados de temperatura, umidade ¢
indices pluviométricos para a cidade de S#o Paulo e Cubatiio foram fornecidos pelo
Setor de Metereologia (EQQM) da CETESB.
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3.8. RESULTADOS

3.8.1. INDICADORES DE QUALIDADE DO AR

Os valores médios das concentragdes de didxido de enxofre (SO2) e particulas totais
em suspensdo (PTS), durante o periodo de junho de 1990 a maio de 1991, na atmosfera de
Sdo Paulo e Cubatdo, estio reunidos na Fig. 5. Os dados para ozonio (O3) e didxido de
nitrogénio (NO3) para o Parque D. Pedro (PDP) sdo também apresentados na Fig. 5.

As concentragoes médias de SO estiveram, praticamente, durante todo o periodo de
estudo, abaixo de 30 pug/m*(2 a 44 pg/m?), com as menores médias sendo registradas em
Cubatfo. Os indices anuais de SO, estiveram bem abaixo do padrdo nacional (80 pg/m?).

Os indices de PTS em Vila Parisi estiveram acima de 200 pg/m* na maioria dos
meses, com uma média anual de 188 ug/m?®, a qual estd muito acima da média anual de
80 pg/m® permitida pela Legislagdo Brasileira. No Parque D.Pedro, os maiores valores
médios de material particulado em suspensdo foram observados no periodo de junho a
agosto de 1990 (232 a 297 pg/m?), sendo a média anual de 134 pg/m?®, ndo atendendo os
padrdes nacionais para qualidade do ar.

As menores concentragdes de PTS foram observadas na estacdo de Pinheiros, com a
maior média no més de agosto e uma média anual de 72 pg/m?.

As concentragdes de NO; no Parque D.Pedro ndo apresentaram variagles
significativas durante o ano de estudo, com valores oscilando ao redor de 100 pg/m® e uma
média anual de 89 pg/m?, muito proxima do limite de 100 pg/m?® permitido pela Legislagéo
Brasileira. Os dados de ozonio foram também bastante varidveis e mostraram uma maior
concentragdo média desse poluente nos meses de novembro a fevereiro (21 a 36 pg/m?),

periodo de maior incidéncia de luz solar na atmosfera.

3.8.2. CONDICOES CLIMATICAS

As Tabelas 2 e 3 mostram os dados relativos a temperatura, umidade do ar e
precipitagdo pluviométrica das Cidades de Sdo Paulo e Cubatdo durante o periodo de junho
de 1990 a maio de 1991. Em Sdo Paulo, a temperatura média variou de 14,7°C a 22,8°C e a

umidade relativa do ar de 72,2 a 84,6%. Os indices de precipitagdo pluviométrica oscilaram
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entre 34,2 mm (maio 1991) e 451,3 mm (margo 1991). Na cidade de Cubatdo foram
registradas temperaturas entre 17,9°C a 25,7°C com uma umidade relativa variando de
74,9% a 90,8%. A precipitagfo pluviométrica foi mais intensa também no més de margo de
1991 (564,7 mm), e o més mais seco foi o de dezembro de 1990 (53,4 mm).

3.8.3. PARTICULAS TOTAIS EM SUSPENSAO (PTS) E MATERIAL ORGANICO
EXTRAIDO (MOE)

A concentragdo de material particulado variou de acordo com o ponto de coleta ¢ o
periodo de estudo, sendo muitas vezes observadas diferencas significativas de PTS entre
duas coletas consecutivas de material particulado.

A Tabela 4 mostra a média de volume de ar amostrado e de PTS, bem como a
concentracdo e porcentagem de material orgénico extraido (MOE) para os "pools" das
quatro esta¢des do ano. No Parque D.Pedro as concentragdes de PTS ¢ MOE variaram de
1049 a 272,0 pg/m?® e de 14,5 a 8,7 pg/m?, respectivamente, sendo que os maiores indices
foram registrados no inverno e primavera. Entretanto, a maior porcentagem de MOE foi
obtida durante o verfo (9,3%).

Os "pools" das amostras da estagdo de Pinheiros foram os que apresentaram os
menores niveis de PTS (58,6 a 92,7 ug/m?), embora fossem as amostras com as maiores
porcentagens de MOE. Os valores de MOE para esta estagdo variaram de 11,0 a
3,8 pug/m?.

Em Vila Parisi os valores de PTS mantiveram-se elevados durante as quatro estagdes
(190,2 a 221,4 pg/m?®), embora um ligeiro aumento fosse observado durante o inverno e
primavera, igualmente as outras duas areas estudadas. A concentragdo e porcentagem de
material organico extraido foi relativamente baixa e nfo apresentou variagdo significativa
durante o periodo de estudo.

A Tabela 5 resume as concentragdes de particulas totais em suspensdo (PTS) e
material orginico extraido (MOE) para as amostras de ar que apresentaram o maior valor
mensal de PTS e foram denominadas amostras “H”.

A atmosfera do Parque D. Pedro (PDP) apresentou os maiores indices de PTS e MOE
no periodo de junho a outubro de 1990, chegando a atingir 637 pg/m* de PTS e 54,4 pg/m?
de MOE no més de agosto de 1990. Entretanto, a porcentagem de MOE nédo apresentou

variagdes significativas durante o periodo de estudo (6,1% a 9,7%).
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Em Pinheiros, apesar dos indices de PTS estarem praticamente abaixo de 150 pg/m?
para a maioria das amostras, as concentragdes de MOE foram bastante elevadas, chegando a
atingir valores de 25,1 pg/m*® no més de junho. As amostras que apresentaram maior
porcentagem de material orgénico foram as coletadas em fevereiro de 1991 (17,8%) e junho
de 1990 (14,7%), respectivamente.

Assim como para os "pools", as amostras "H" de Cubatfio apresentaram indices
elevados de PTS durante o ano de estudo. As concentragdes de MOE foram varidveis,
atingindo indices de até 13,8 pg/m® no més de agosto. As porcentagens de MOE variaram

entre 1,4 % e 3,2% durante o periodo de estudo.

3.8.4. TESTE DE AMES

3.8.4.1. Extratos organicos dos pools sazonais de material particulado de ar

3.8.4.1.1. Atividade mutagénica para as linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100

Todos os extratos organicos analisados foram capazes de induzir resposta mutagénica
nas linhagens TA98 e TA100 na presenca e auséncia de ativagdo metabodlica, exceto a
amostra de outono de Cubatdo que foi negativa para a TA100 na auséncia de atividade
metabolica. Esses resultados indicam a presenga de mutdgenos que causam deslocamento
do quadro de leitura e substituigdo de pares de bases, de agdo direta e indireta, na atmosfera
das trés areas estudadas.

As amostras de inverno e outono da estagdo de Pinheiros, e verdo e outono de
Cubatio apresentaram indicios de mutagenicidade para a linhagem TA100 na auséncia e
presenca de ativagdo metabdlica respectivamente, uma vez que houve um efeito dose-
resposta mas a razio de mutagenicidade néo atingiu o indice de dois.

As curvas dose-resposta dos "pools" de inverno, primavera, verdo e outono
procedentes do Parque D.Pedro, Pinheiros e Cubatdo para as linhagens TA98 e TA100 com
e sem S9 sdo apresentados nas Figuras 6, 7 € 8, respectivamente.

Nas trés areas estudadas, observou-se maior poténcia para a linhagem TA9S,
principalmente na auséncia de ativagdo metabdlica, nos extratos organicos de material
particulado de ar coletados na primavera, verdo e outono, indicando uma prevaléncia de

mutagenos diretos que causam deslocamento de quadro de leitura. Nos "pools" de inverno
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observou-se uma maior poténcia frente a linhagem TA100, principalmente na presenga de
S9, indicando a presenga, nessas amostras, de promutagenos que causam preferencialmente
substituicio de pares de base. Nas amostras coletadas em Vila Parisi, Cubato, doses
acima de 40 pg/placa do extrato de primavera e 20 pg/placa do extrato de verfio foram
toxicas para a linhagem TA98.

As respostas mutagénicas expressas por massa de extrato orgénico e volume de ar
estio resumidas nas Tabelas 6 e 7. As concentragdes minimas efetivas (CME) dos extratos
organicos também foram apresentadas nessas tabelas.

Durante o inverno, os niveis de atividade mutagénica foram baixos para a linhagem
TA98 com e sem S9, variando de 0,30 a 0,45 revertentes/pg, com um CME entre 77,27 €
117,59 pg. Os indices mais elevados de mutagenicidade nesta estago do ano foram obtidos
com S. typhimurium TA100 na presenga de atividade metabdlica, principalmente para o
Parque D.Pedro (4,05 revertentes/ng; CME: 25,24 pg) Os extratos de material particulado
das demais estagdes do ano apresentaram uma variagdo de 1,23 a 7,43 revertentes/ug para
linhagem TA98 € 0,34 a 7,21 para a linhagem TA100, enquanto o CME obtido foi de 3,71 a
31,26 pg para a TA98 e 27,56 a 170,68 pg para a TA100, evidenciando a melhor
sensibilidade da linhagem TA98 na detec¢do dos mutdgenos presentes na atmosfera de
PDP, PIN e CP, como j4 pdde ser observado nas curvas dose-resposta (Fig. 6 a 8). Os
maiores indices de revertentes por pg de extrato e m* de ar para linhagem TA98 foram
observados durante a primavera, no Parque D. Pedro; verdo, em Cubatdo, e primavera e
outono, em Pinheiros. Os menores valores de CME foram obtidos durante a primavera e

verdo no Parque D.Pedro; primavera, em Pinheiros, e verdo, em Cubatéo.

3.8.4.1.2. Atividade mutagénica para as linhagens de S.iyphimurium nitroredutase-

deficientes

Os extratos organicos dos "pools" de material particulado da atmosfera de Parque D.
Pedro, Pinheiros ¢ Cubatiio foram analisados frente as linhagens TA98 e as nitroredutase-
deficientes TA98NR e TA98/1,8DNPg, na auséncia de ativagido metabdlica, para avaliar a
contribuicdo de nitrocompostos na resposta mutagénica dessas amostras. Os "pools" de
verdo de Pinheiros e inverno e verdo de Cubatio nfo foram testados devido a insuficiéncia

de MOE. As curvas dose-resposta para as diferentes linhagens estdo apresentadas na Iig. 9.
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Todas as amostras apresentaram um decréscimo significativo na atividade mutagénica
quando testadas frente as linhagens nitroareno resistentes, em comparagéo com a linhagem
parental TA98, indicando a presenga de nitroarenos nesses extratos de material particulado
(Tabela 8, Fig. 9 e 10). No Parque D. Pedro, a porcentagem da reduc¢do de atividade
mutagénica esteve proxima a 60% para a linhagem TA98NR, nas amostras de inverno,
primavera e verdo, enquanto no outono foi de 41%. Para a linhagem TA98/1,8DNP¢ a
reducdo de resposta mutagénica chegou a atingir 74% durante a primavera ¢ veréo,
indicando uma possivel contribui¢do de dinitropirenos na resposta mutagénica observada
nessas amostras. Em Pinheiros e Cubatio nfio houve uma diferenga relevante entre as duas
linhagens nitroredutase-deficientes, sendo observadas redugdes de mais de 80% nas
amostras de inverno de Pinheiros e primavera de Cubatfo.

A Fig. 10 mostra graficamente a reducfio da resposta mutagénica induzida pela
linhagem TA98 e a média das concentragBes méximas de ozbnio nas quatro diferentes
estacdes do ano para a atmosfera do Parque D.Pedro ¢ Cubatdo (em Pinheiros ndo foram
avaliados os indices de ozbnio no periodo de estudo). Os indices mais altos de ozénio
foram detectados durante a primavera e verdo em PDP e durante a primavera em CP, sendo
que em Cubatfio esteve sempre acima de 50 pug/m?®. Os picos de concentragdo de ozdnio
coincidem com as maiores redugdes de atividade mutagénica nessas duas areas, sugerindo a

ocorréncia da formagdo de mutagenos oxidativos por reagdes fotoquimicas na atmosfera.

3.8.4.2. Extratos orgénicos das amostras ""H"

As amostras que apresentaram maior concentragdo mensal de material particulado em
suspensdo, denominadas amostras "H", foram testadas quando & mutagenicidade frente a
linhagem TA98 na presenga ¢ auséncia de atividade mutagénica. As curvas dose-resposta
da atividade mutagénica dos extratos orgénicos procedentes do Parque D. Pedro, Pinheiros
¢ Cubatfo estdo reunidas nas Fig. de 11 a 16. Todas as amostras "H" apresentaram efeito
dose resposta significativo e razio de mutagenicidade (RM) maior de 2. A ativacdo
metabélica ndo modificou ou diminuiu a resposta mutagénica, exceto para as amostras de
julho, novembro e dezembro de PDP (Fig. 11 e 12); junho ¢ janeiro de PIN (Fig. 13 e 14) e,
junho e dezembro de CP (Fig. 15 e 16), onde os indices de mutagenicidade foram
ligeiramente mais altos na presenga de S9.

A atividade mutagénica especifica expressa em revertentes por pg de MOE ¢
apresentada na Tabela 9. No Parque D.Pedro, a atividade mutagénica especifica variou de

0,78 a 4,53 revertentes/pig, com os maiores indices registrados em agosto e setembro. Em
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Pinheiros, os valores de revertentes por pg estiveram entre 0,93 a 5,37, sendo este ultimo
registrado no més de setembro. Em Vila Parisi, Cubatdo, a atividade mutagénica especifica
variou de 0,78 a 3,39 revertentes/ug, com o maior valor registrado em dezembro, na
presenca de ativagdo metabdlica.

A atividade mutagénica das amostras "H" por volume de ar (revertentes/m’) &
apresentada na Tabela 10 e Fig. 17. A Fig. 17 mostra graficamente as concentragdes de PTS
¢ MOE. Os indices de mutagenicidade foram bastante variaveis, sendo que no més de
agosto foram observados os valores mais elevados de revertentes/m’® na auséncia de S9, em
PDP (246,4 rev/m®) e CP (31,5 rev/m?), enquanto em Pinheiros as amostras de setembro
foram as mais mutagénicas por volume de ar (97,7 rev/m*). Em margo, foram registrados os
niveis mais baixos de mutagenicidade direta e indireta em todas as areas estudadas.

Dois picos de mutagenicidade, um em junho (TA98+89) e outro em setembro
(TA98-S9), foram observados em Pinheiros, e durante os outros meses, a poténcia das
amostras variou de 8,8 a 31,1 revertentes/m®. Os niveis mais baixos de mutagenicidade por
volume de ar foram registrados em Cubatfo € os mais elevados no Parque D.Pedro (Tabela
10 e Fig. 17). Essa diferenga na poténcia das amostras das trés estagdes estudadas ¢ melhor
visualizada no grafico de Box and Whisker na Fig. 18, que mostra a mediana, percentil 25 e
75, além dos valores maximos e minimos de revertentes/m* nos extratos organicos
procedentes do Parque D.Pedro, Pinheiros e Cubatfo.

Os resultados apresentados na Tabela 11 ¢ Fig. 17 demonstram uma correlagéo
positiva entre particulas totais em suspensdo (PTS) e material orgénico extraido (MOE);
PTS e revertentes/m?, ¢ concentragio de MOE e revertentes/ug, com maior nivel de

significancia para o Parque D.Pedro.

3.8.5. TESTE DE KADO

Os extratos organicos dos "pools" de material particulado foram analisadas quanto a
atividade mutagénica frente as linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100 e, por se tratar
de um microensaio, foi possivel avaliar essas amostras também frente as linhagens TA97a e
TA104. Somente as amostras de verdio de Pinheiros e Cubatio foram exclusivamente
analisadas frente & linhagem TA98, devido & insuficiéncia de material organico extraido.
Todas as amostras apresentaram atividade mutagénica frente a todas as linhagens em pelo
menos uma das condi¢des do teste ( + S9 ou - S9) (Tabela 12), indicando a presenga de
mutdgenos que causam deslocamento do quadro de leitura € substituigdo de pares de bases

no DNA, inclusive possiveis aldeidos, detectados pela TA104.
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A linhagem de S fyphimurium TA104, na presenga de atividade metabolica,
apresentou indicios de mutagenicidade ou resposta negativa para a maioria das amostras,
principalmente as procedentes de PDP e PIN (Tabela 12). Para estas duas areas, ndo foi
possivel quantificar a resposta da linhagem TA97a com S9 nos "pools" de outono, pois,
embora a razdo de mutagenicidade fosse maior que dois, a correlagdo nio mostrou
resultados significativos.

A atividade mutagénica dos extratos orginicos de material particulado de ar foi
reduzida na presenga de ativagdo metabdlica, (exceto nas amostras de inverno do Parque
D.Pedro e Pinheiros) (Tabela 12), indicando uma prevaléncia de mutdgenos de acdo direta.

As concentragdes minimas efetivas (CME em pg), apresentadas na Tabela 12 e Fig.
19, demonstram que a linhagem mais sensivel na detecgdo de mutagenos foi a TA98 (CME:
0,58 a 45,31 ug), seguida pela linhagem TA97a (CME: 1,49 a 58,02 ng). A mutagenicidade
especifica dos extratos organicos no teste de Kado foi mais elevada na primavera e verdo
nas trés areas de estudo. Estes resultados confirmam a predominincia de mutdgenos que
causam deslocamento no quadro de leitura no material particulado das areas estudadas.
Valores relevantes de CME também foram obtidos para a linhagem TA104 (mediana 15,3
ug), mais eficiente na detecgio de mutdgenos diretos como formaldeido, o,B-aldeidos de
cadeia longa e compostos dicarbonil.

A Tabela 13 retine os dados de mutagenicidade expressos por volume de ar
(revertentes/m?) para o teste de Kado. De forma global, no Parque D.Pedro as amostras de
primavera e verfo foram as que apresentaram maior numero de revertentes/m® e
conseqiientemente menores CME. Em Pinheiros e Cubatédo, desconsiderando os dados de
verdo que apresentam resultado somente para a linhagem TA98, as amostras da primavera

foram as que apresentaram maior mutagenicidade por m®.

3.8.6. ENSAIO DE MUTACAO DIRETA

O ensaio de microssuspensdo de mutagdo direta em S.typhimurium TM677 foi
avaliado para detec¢do da atividade mutagénica dos extratos orgdnicos dos "pools" de
material particulado da atmosfera do Parque D. Pedro, Pinheiros e Cubatfio. As freqiiéncias
de mutagéo obtidas para a linhagem TM677, na presenga e auséncia de ativagdo metabdlica,
em diferentes doses das amostras analisadas, estdo representadas graficamente nas Fig. 20,

21 e 22, para os extratos organicos de PDP, PIN e CP, respectivamente.
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Os extratos organicos dos "pools" de inverno de PDP e CP, embora apresentassem
uma razio de mutagenicidade acima de 2 e um efeito dose-resposta, ndo apresentaram
coeficiente de correlagio estatisticamente significativo. As amostras de inverno e primavera
do Parque D.Pedro e inverno em Pinheiros foram negativas na presenga de S9, enquanto a
amostra de outono de PIN foi negativa na auséneia de 9. E importante observar que a
freqiiéncia de mutantes esponténeos (coldnias 8-azaguanina resistentes) foi muito elevada
para os experimentos dos "pools” de outono, e ndo foi possivel repetir os experimentos
devido a insuficiéncia de MOE.

A analise das curvas dose-resposta permite evidenciar um melhor efeito dose-resposta
para todos os "pools" de primavera e verdo na auséncia de ativagdo metabélica, enquanto no
inverno melhores efeitos foram observados na presenga de fragdo S9.

As freqiiéncias de mutagfo expressa por massa de MOE (freqiiéncia de mutantes x
IO‘S/pg) e volume de ar (freqiiéncia de mutantes x 10‘5/m3), bem como o CME para as
amostras atmosféricas das trés areas estudadas, estdo resumidas nas Tabelas 14 e 15. Para
vérias amostras ndo foi possivel calcular o CME, uma vez que a reta de regresséo cortava o
eixo do y abaixo do zero. A maior freqiiéncia de mutantes foi observada no outono para o

Parque D.Pedro, na primavera e verdo para PIN, e primavera para CP.

3.8.7. SOS CROMOTESTE

O ensaio SOS Cromoteste foi avaliado para detec¢fo da atividade mutagénica dos
extratos organicos dos "pools" de material particulado da atmosfera do Parque D.Pedro,
Pinheiros e Cubatdo.

As curvas dose-resposta dos "pools" de inverno, primavera, verdo ¢ outono
procedentes do Parque D.Pedro, Pinheiros e Cubatfo para a linhagem de E.coli PQ37 com e
sem S9 sdo apresentados nas Figuras 23, 24 e 25, respectivamente.

Os fatores de indugfio obtidos, na presenca e auséncia de ativagdo metabdlica, bem
como as concentragdes minimas efetivas de amostra (concentragdes que dobram o efeito
genotéxico) (CME em g e m3) para as amostras atmosféricas das trés dreas estudadas séo
apresentados na Tabela 16.

As amostras foram positivas frente ao SOS Cromoteste, com excego das amostras de
inverno do Parque D.Pedro que apresentou toxicidade nas doses testadas. A amostra de

verdo de Pinheiros nio foi testada devido a insuficiéncia de MOE disponivel para teste.
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No entanto, para vérias amostras ndo foi possivel calcular o SOSIP, pois embora
tenha sido observado efeito dose-resposta, ndo foi observada coeficiente de correlagdo
estatisticamente significativo. Os ensaios também ndo puderam ser repetidos por
insuficiéncia de MOE disponivel para teste.

As amostras mais potentes frente a esse ensaio foram os extratos organicos dos
"pools" de outono seguidos dos "pools" de primavera. S6 foi possivel calcular a poténcia
da amostra proveniente de Cubatdo - outono (CME: 4,17 ug) e de Pinheiros -
(CME: 7,18 pg). As amostras dos "pools" de inverno foram as menos potentes, tendo

inclusive apresentado resultados negativos com ativagéo metabélica.

3.8.8 INDUTESTE

O ensaio Induteste foi avaliado para detecgdo de atividade mutagénica dos extratos
organicos dos “pools” de material particulado da atmosfera do Parque Dom Pedro,
Pinheiros e Cubatéo.

As curvas dose-resposta dos "pools" de inverno, primavera, verdo e outono
procedentes do Parque D.Pedro, Pinheiros e Cubatéio com e sem S9 séo apresentados nas
Figuras 26, 27 e 28, respectivamente.

As unidades formadoras de placa por pg ou m’, na presenga e auséncia de ativagio
metabdlica, bem como as concentragbes minimas efetivas (CME em pg ou m’)
(concentragdes capazes de induzir o dobro da resposta genotoxica) para as amostras das trés
areas estudadas sfo apresentados na Tabela 17.

Todas as amostras foram testadas frente ao Induteste, apresentando resultados
positivos, com excegdo da amostra de verdo de Pinheiros, a qual ndo foi testada por
insuficiéncia de material organico.

No entanto, para vérias amostras nfo foi possivel calcular o numero de unidades
formadoras de placas (UFP/pg ou m’), pois embora tenha sido observado efeito dose
resposta, ndo foi observado coeficiente de correlagdio estatisticamente significativo, e os
ensaios ndo puderam ser repetidos devido a insuficiéncia de material organico. Observou-se
uma grande variagdo de UFP/placa nos controles negativos gerando valores de poténcias
expressos em UFP/placa desproporcionais em relaggio a poténcia expressa em CME (Tabela
17). Apesar disso, o CME foi utilizado para expressar a poténcia, pois sua unidade permite

comparag@es entre os diferentes ensaios.
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As amostras mais potentes foram os extratos orgénicos do “pool” de inverno da
amostra proveniente do Parque D.Pedro (CME: 7,50 pug), seguido do “pool” de outono de
Cubatio (CME: 9,19 ng).

Os “pools” de inverno provenientes dos trés locais amostrados € os “pools™ de
primavera do Parque D.Pedro e Cubatdo apresentaram resultados negativos quando testados

com ativagio metabolica.

3.89 COMPARACAO ENTRE OS ENSAIOS MICROBIANOS DE
MUTAGENICIDADE

As respostas mutagénicas obtidas nos testes de Ames e Kado sfio comparadas
diretamente, pois o “endpoint” dos dois testes é 0 mesmo e a poténcia de ambos pode ser
expressa em revertentes por pg. Ja os outros ensaios, por basearem-se em diferentes
“endpoints” sdo comparados através da concentragio minima efetiva (CME) em pg de

MOE, que ¢ a dose capaz de dobrar a resposta genotéxica em cada um dos ensaios.

3.8.9.1. Comparacio entre os testes de Ames e Kado

A Tabela 18 apresenta a razio obtida entre a poténcia (revertentes/ug) nos testes de
Kado e Ames. Observa-se que esses valores variaram de 0,5 a 24, dependendo da amostra e
da linhagem, bem como das condigfo de metabolizagfio utilizada nos ensaios (Tabela 18).
Em média o teste de Kado foi 5 a 10 vezes mais sensivel que o teste de Ames,
considerando-se somente a linhagem TA98 (+S9 e - S9 respectivamente). J4 para a
linhagem TA100, a sensibilidade do teste de Kado foi 3,7 a 6,2 vezes maior que o teste de
Ames. |

A correlagio entre as atividades mutagénicas obtidas nos dois ensaios sé foi
estatisticamente significativa para a linhagem TA98 na auséncia de S9, e mostra que o teste
de Ames foi praticamente oito vezes mais sensivel na deteccio de mutagenos diretos que o
teste de Ames, baseando-se no valor da inclinagfo da reta regressdo (Fig. 29). Embora seja
evidente a maior sensibilidade do teste de Kado para a maioria das amostras testadas com a
TA98+S9, TA100 - ¢ + S9, os coeficientes de correlagio obtidos ndo foram estatisticamente
significativos. Uma observagdo interessante foi que houve uma menor sensibilidade relativa
do teste de Kado, na condigiio +S9 que na condigdo -S9, o que poderia ser explicada pela

detoxificagdio de compostos presentes na amostra durante o procedimento de pré incubagéo
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inerente ao ensaio, quando compara-se com o teste de Ames que foi realizado pelo método

de incorporagfo em placas.

3.8.9.2. Comparacio entre os cinco bioensaios microbianos

A Tabela 19 mostra os valores d¢ CME em m’ obtidos para cada ensaio avaliado:
teste de Kado, teste de Ames, mutacgio direta, Cromoteste e Induteste. Além disso, foram
apresentados o numero de amostras testadas para cada um dos ensaios (n) aonde foi
possivel o cdlculo do CME, bem como os valores de mediana, minimos ¢ maximos. Estes
dados também podem ser observados na Figura 30.

Observa-se que o teste de Kado apresenta maior sensibilidade. O teste de Ames, o
teste de mutacgdo direta e o Cromoteste mostram uma mesma faixa de sensibilidade, com
valores de mediana de 5 a 7,5 m® de CME (Figura 30). O Induteste poderia ser considerado
mais sensivel que os trés Gltimos, com mediana de 3,2 m’ de CME (Figura 30), porém a
variabilidade inerente desse ensaio associado ao pequeno numero de amostras testadas

(n=7) dificulta essa afirmago.
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3.9. DISCUSSAO

3.9.1. CONSIDERACOES SOBRE OS INDICES DE POLUICAO DAS AREAS
ESTUDADAS.

Dos poluentes atmosféricos medidos regularmente nas trés estagdes estudadas em
Sdo Paulo e Cubatiio somente as concentragdes de dioxido de enxofre estiveram dentro dos
padrdes de qualidade do ar (diario: 365 ug/m3; 80 pg/m3). Dados histéricos mostram que a
concentrag@o de SOy decresceu sensivelmente nos Gltimos anos nos pontos de amostragem
do Programa de Controle de Polui¢do do Ar (CETESB, 1992; ALONSO, 1989), mostrando
ser um poluente ja controlado na atmosfera de S#o Paulo e Cubatdo. Essa redugdo esta
relacionada ao cumprimento de metas estabelecidas pelo programa de controle de poluicéo,
que inclui a utilizagio de 6leos combustiveis com baixo teor de enxofre nas industrias, bem
como a introducgio do combustivel a alcool e, a adigio de dlcool a gasolina que reduzem os
teores de enxofre na atmosfera.

Os dados relativos a particulas totais em suspensdo (PTS) mostram que, no Parque D.
Pedro e mais frequentemente em Vila Parisi, o padrio de qualidade do ar para 24 horas
(240 pg/m3) é rotineiramente excedido, bem como o padrdo anual (80 pg/m3), mostrando
um problema de poeira em suspensio bastante sério principalmente nos meses mais frios.
Embora os processos industriais sejam as principais fontes de particulado, os veiculos
geram particulas que sdo emitidas ao nivel da rua e ndo a niveis mais altos como as fontes
industriais. Isto é importante porque as emissdes de fontes industriais sdo normalmente
dispersadas antes de atingir o receptor enquanto as emissdes ao nivel da rua podem
freqiientemente expor o publico a concentracdes muito mais altas de poluentes. Ainda,
essas particulas podem representar um risco maior a saude publica por se tratarem de
particulas inalaveis com alta persisténcia na atmosfera.

Em relagfio ao didxido de nitrogénio (NO,) medido na estagdo do Parque D. Pedro,
verificou-se que a média anual de 89 pg/ m3 durante o periodo de estudo atendeu os
padrdes de qualidade do ar (100 pg/m3). No entanto, altas concentragdes de NOp foram
detectadas durante o periodo de junho a outubro de 1990 e, por onze vezes, foi ultrapassado
o padrio horario estabelecido pela Legislagdo Brasileira (320 ng/m3), sendo registrados
indices de até 466 ug/m3 em julho de 1990 (CETESB, 1991b, 1992).
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Os dados de qualidade do ar no Parque D. Pedro indicaram que o padrdo horério de
ozbnio (160 ug/m3) foi excedido em 12,5% dos dias durante o periodo de novembro de
1990 a fevereiro de 1991, quando a radiagfo solar € mais alta, o que contribui para as altas

concentragdes mensais observadas durante esse periodo (Fig.7).

3.9.2. MATERIAL PARTICULADO E EXTRATO ORGANICO DAS AMOSTRAS
HPOOLHE "H"

As concentragbes de particulas totais em suspensdo (PTS) das amostras "pool" e "H"
registradas nesse estudo apresentaram variagdes sazonais nas trés dreas amostradas, com
aumento significativo desse poluente durante o inverno e primavera quando sdo registradas
temperaturas mais baixas e inversdes térmicas, o que dificulta a dispersdo dos poluentes.
Essas diferengas foram mais significativas no Parque D. Pedro (PDP) e em Pinheiros (PIN)
do que em Vila Parisi, Cubatiio, onde mesmo no verdo e outono, foram registrados indices
elevados de PTS. Esses dados indicam uma participagdo maior de fontes pontuais
contribuindo para os indices de PTS em Cubatdo em relagéo aos outros pontos amostrados.

As concentragdes de PTS nas areas estudadas em S&o Paulo e Cubatio sdo similares
ou inferiores as registradas em Kaohsiung, Taiwan (LEE et al., 1994) e Santiago, Chile
(ADONIS & GIL, 1993) onde foram detectados indices de até 480,7+183,9 pg/m3 e
5421145 ug/m3, respectivamente. Os indices de PTS obtidos neste estudo, no inverno,
estdo entre os mais elevados daqueles relatados para os grandes centros urbanos.

Os efeitos adversos do material particulado na atmosfera comegam pelo aspecto
estético, pois este interfere na visibilidade e estd associado com a producio de corroséio e
sujeiras em superficies (edificios, tecidos, outros materiais). Os efeitos sobre a salide estdo
associados a capacidade do sistema respiratorio em remover as particulas no ar inalado,
retendo-as no pulmdes. Estas particulas podem conter substincias minerais que possuem
propriedades toxicas e compostos orgdnicos, como uma série de hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos de potencial cancerigeno conhecido. Além disso, as particulas finas
tém a capacidade de aumentar os efeitos fisiologicos de gases irritantes também presentes
no ar ou de catalizar e transformar quimicamente estes gases, produzindo substdncias mais
nocivas. (CETESB, 1991b).

Embora, quando se utiliza esse pardmetro, seja considerado o risco & satide decorrente
da presenca de compostos organicos no material particulado atmosférico, essa determinagio
ndo fornece informacéo qualitativa ou quantitativa sobre os compostos orgédnicos presentes

na atmosfera. Portanto, a identificagéo e quantificagéio de compostos orgédnicos no material
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particulado de ar e o estudo de sua atividade biolégica € de suma importincia para se
estabelecer o risco destes compostos nfo s6 para o homem, mas também para a flora e
fauna.

ADONIS & GIL (1993) observaram um aumento significativo na concentragdo de
material orgénico extraido por diclorometano (DCM), na atmosfera da regido central de
Santiago do Chile durante o outono (26422 ng/m3) e inverno (33+15 ng/m3) quando
comparado com os meses de temperaturas mais elevadas (verdo: 912 pg/m3; primavera:
1143 pg/m3)_ Dados similares foram observados por CREBELLI et al. (1988) para extratos
obtidos em DCM procedentes da atmosfera da cidade de Roma, Italia ( inverno: 31 ng/m3;
primavera: 20 pg/m3; verdo: 14 pg/m>).

BUTLER et al. (1985) em estudo sobre a atividade mutagénica de extratos organicos
(ciclohexano, diclorometano e acetona) de material particulado da atmosfera de cinco
grandes centros urbanos (Filadélfia, Nova lorque e Elizabeth, EUA; Pequim, China; e
Cidade do México, México), detectaram as maiores concentragdes de material organico
total na cidade do México (39,1 p.g/m3) e Pequim (30,3 ug/rn?’), sendo os menores valores
observados em Nova lorque (11,6 pg/m3). Em geral a fracdo obtida pela extracio de
diclorometano constituiu a menor porcentagem do extrato organico total, entretanto foi a de
maior potencial mutagénico.

As concentragdes dos extratos em diclorometano obtidas na presente pesquisa,
também foram dependentes das variagOes sazonais, com valores elevados no inverno e
primavera para as amostras procedentes do Parque D.Pedro e Pinheiros, chegando a atingir
indices de 54,4 ug/m3 em agosto de 1990 no Parque D. Pedro, nas amostras "H". Os niveis
desta frago orginica para as amostras de Vila Parisi, Cubatio, foram baixos e praticamente
nfo apresentaram variagdo sazonal, sugerindo que essas amostras t€ém um alto contetido de
poeira de rua e poluentes inorgénicos.

Quando os resultados obtidos nas amostras dos "pools" e nas amostras "H" foram
comparados, verificou-se que existe uma diminui¢do significativa do material orgénico nas
amostras combinadas em "pools". Esses resultados sdo esperados, uma vez que as amostras
"H" sfo as que apresentaram maiores indices de PTS, e os "pools" séio compostos por 13 a
15 amostras com concentragtes diferentes de PTS, onde os valores elevados de MOE foram
diluidos por aqueleé com menores concentracdes de orginicos.

Dados compilados de varios estudos relativos & extragio de material particulado de ar
pela técnica de ultrasom, demonstraram uma recuperagdo de 4,5 a 11,2% da massa
particulada (MOE) utilizando-se o solvente DCM ( ADONIS & GIL, 1993; MAY et al.,
1992). No presente estudo a porcentagem de MOE variou de 1,9% a 13,4% para as

amostras de "pool" e 1,4% a 17,8% para as amostras "H". As porcentagens de material
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organico extraido foram significativamente mais elevadas nas estagdes de Sdo Paulo (5,3%
a 17,8%) do que em Cubatéo (1,4% a 3,2%). Na Regido Metropolitana de Sdo Paulo, o
material particulado resulta, principalmente, da poeira de rua e emissdo de veiculos
automotores, 0s quais contribuem significativamente para emisso de compostos orginicos
na atmosfera, enquanto em Vila Parisi, Cubatéo, os indices elevados de PTS sdo devidos a
emissdes de origem inorganica das industrias de fertilizantes, o que pode explicar a baixa
recuperagfo de compostos orgénicos nesta area.

E importante observar que, embora as amostras da estagio de Pinheiros (PIN)
tenham atendido aos padrdes diarios (240 j.Lg/m3) e anual (80 pg/m3) de PTS, foram as
que apresentaram maiores porcentagens de recuperagdo de material organico. Essa
resposta pode estar associada & maior seletividade do processo de extragdo pela menor
acdo de interferentes nas amostras, ou & maior concentragio real de compostos organicos
no material particulado. O fracionamento e caracterizago quimica dessas amostras

seriam importantes para elucidar esse comportamento.

3.9.3. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE MUTAGENICA DE MATERIAL
PARTICULADO DE AR

As amostras dos "pools" de material particulado foram avaliadas quando ao seu
potencial mutagénico frente a cinco ensaios microbianos: o teste de Ames, o teste de Kado,
o ensaio de mutagiio direta em S typhimurium TM677 ("microforward"), o SOS
Cromoteste e o Induteste.

Entre os ensaios selecionados, o ensaio de mutagio génica reversa em S. fyphimurium
- teste de Ames - € o mais validado e amplamente empregado na caracterizagdo da atividade
mutagénica de compostos quimicos e misturas complexas. Uma andlise extensiva da
performance deste ensaio com base em classes de compostos quimicos (CLAXTON et al.,
1988) mostrou que sua sensibilidade para as diferentes classes quimicas varia de 63% a
92%. O teste de Ames ¢é muito eficiente na detec¢fio de nitrocompostos ¢ hidrocarbonetos
cancerigenos, mas € pouco eficiente na deteccdo de carcindgenos halogenados ou
inorganicos. -

Um enfoque conservativo na interpretagdo dos testes de curta duragéo seria considerar
que, para qualquer bioensaio de curta ou longa durago ser aceito na triagem de misturas
complexas para carcinogenicidade, deveria apresentar especificidade e sensibilidade
equivalente a dos bioensaios em roedores (HOUK & WATERS, 1996). BRUSICK (1983)

mostrou que, quando sfo comparados dados de bioensaios de ratos e camundongos, a
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sensibilidade varia de 70% a 85%, e a especificidade, de 58% a 75%. HOUK & WATERS
(1996), combinando todas as avaliacGes da performance do teste de Ames, obtiveram uma
especificidade de 77% e uma sensibilidade de 64%. Esses achados ddo suporte a utilizagéo
do teste de Ames para triagem do potencial cancerigeno de misturas complexas. Além
disso, tem sido demonstrado que o ensaio de mutacdo génica reversa com Salmonella
detecta a maioria dos cancerigenos de risco humano, do Grupo I da International Agency
for Research Cancer (IARC).

A aplicag@o do teste de Ames na caracterizacdo da atividade mutagénica de extratos
de material particulado da atmosfera de S&o Paulo e Cubato, mostrou que, em geral, os
niveis de atividade mutagénica especifica medidos com a linhagem TA98 foram mais altos
ou similares 4 TA100, exceto durante o inverno onde os maiores indices de mutagenicidade
foram observados frente a linhagem TA100, na presenga de ativacdo metabdlica. Esses
resultados confirmam a sensibilidade da linhagem TA98 em revelar mutagenicidade de
extratos de material particulado de ar nfio fracionado (De FLORA et al., 1989; De RAAT,
1988; LEE ef al, 1994). A adi¢do de S9 nfo modificou significativamente a
mutagenicidade da maioria das amostras analisadas.

As respostas de mutagenicidade obtidas frente ao teste de Ames para os "pools"
indicam a predominincia de mutagenos de agfo direta que causam deslocamento de quadro
de leitura. A ocorréncia deste tipo de mutiagenos, adsorvidos a material particulado de ar,
tem sido demonstrada em amostras de ar urbano coletadas em varias regides do planeta
(ADONIS & GIL, 1993; BARALE et al., 1989; CHRISP & FISHER, 1980; COMMONER
et al., 1978; CREBELLI et al., 1988; De RAAT & De MEIJERE, 1988; LEE et al., 1994;
MOLLER & ALFHEIM, 1980; PITTS, 1985; PITTS ef al, 1977; SIAK et al., 1985,
TALCOTT & WEI, 1977; TOKIWA et al., 1983), e os derivados de PAH, principalmente
os nitro-PAHs e as formas oxigenadas tém sido associadas a essa resposta (ADONIS &
GIL, 1993; CREBELLI et al., 1988; De RAAT & De MEIJERE, 1988; PITTS, 1985; SIAK
et al., 1985).

Varios estudos t€ém demonstrado que os PAHs néo substituidos ndo fornecem uma
contribui¢do importante para a resposta mutagénica induzida por material particulado de ar
(ndo fracionado) no teste de Ames (De FLORA et al., 1989; De RAAT, 1988; LEE ef al.,
1994). Além disso, foi observado que a correlagio entre as concentragdes de PAHs e
mutagenicidade de amostras ndo fracionadas quimicamente, principalmente as avaliadas
pela linhagem TA98 de S. typhimurium, € bastante baixa, o que demonstra que os niveis de
PAHs ndo predizem satisfatoriamente a mutagenicidade dessas misturas complexas (De
RAAT, 1988; KRAMERS, 1987; LEE et al., 1994).
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Entretanto, De FLORA et al. (1989) estudando a correlagdo da mutagenicidade de
material particulado n#o fracionado quimicamente com as correspondentes fragcdes de
PAHs em amostras de ar da area urbana de Genova, Italia, observaram uma correlagéo
significativa entre a poténcia mutagénica das fragdes de PAHs frente a linhagem TA100 na
presenca de S9 e as concentragdes individuais de PAHs. Portanto, os maiores indices de
mutagenicidade observados para a linhagem TA100 com S9, no inverno, podem indicar a
maior contribui¢io dos PAHs nfo substituidos na resposta mutagénica dessas amostras.

A utiliza¢do do teste de Kado nesse estudo permitiu a inclus@o de mais duas linhagens
de S. typhimurium - TA97a e TA104- nfo utilizadas no teste de Ames, para a caracterizagdo
da mutagenicidade dos extratos orgénicos de material particulado. Os dados obtidos nesse
ensaio mostraram uma maior sensibilidade das linhagens TA98 e TA 97a na detecgdo de
mutagenos nos extratos orgdnicos de material particulado das trés estacSes analisadas, e
confirmam os resultados obtidos no teste de Ames, onde se detectou uma predomindncia
de mutagenos do tipo "frameshift" de agfo direta.

A linhagem TA104, sensivel na detec¢fo da mutagenicidade de aldeidos, foi também
incluida neste estudo em decorréncia do uso extensivo, no Brasil, do etanol como
combustivel, responsavel pela circulagdo de 40% da frota total de carros leves, ou seja 4,2
milhdes de veiculos.

O uso do etanol como combustivel tem sido proposto como uma solugéo para reduzir
os niveis de chumbo, didéxido de enxofre, mondxido de carbono e hidrocarbonetos na
atmosfera e tem desempenhado um papel fundamental na estratégia de controle de
emissdes atmosféricas nos grandes centros urbanos do pais (LOFTI ef al., 1990; SZWARC,
1993).

As emissoes de carros a alcool sdo constituidas, fundamentalmente, de etanol (cerca
de 60%), aldeidos e hidrocarbonetos. O etanol tem uma reatividade fotoquimica menor do
que os hidrocarbonetos, especialmente olefinas, e € consideravelmente menos toxico. As
emissdes de aldeido consistem de aproximadamente 85% de acetaldeido, 14% de
formaldeido e 1% de aldeidos de cadeia longa. As emissGes de aldeido dos veiculos a dlcool
sdo trés vezes maiores do que os veiculos a gasolina, entretanto, esse combustivel, que no
Brasil contém 22% de etanol, produz muito mais formaldeido, o qual é considerado mais
téxico e de maior reatividade fotoquimica (SZWARC, 1993)

Por outro lado, TANNER et al. (1988), estudando os efeitos das emissGes de
veiculos usando etanol ou combustivel contendo etanol, no ar urbano do Rio de Janeiro,
observaram que altas concentragdes de aldeido (com razfio formaldeido/acetaldeido baixa)
estavam relacionadas com o aumento das taxas de formagfo de peroxiacetil-nitrato (PAN)

na atmosfera, principalmente no periodo da manhi. O PAN ¢é formado na atmosfera, a partir
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do acetaldeido, através de reagfo fotoquimica, sendo um agente fitotdxico potente e de
potencial mutagénico conhecido (CLAXTON et al., 1990). Este composto, presente na
fumaca fotoquimica, pode reagir com os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e dar
origem, ainda, a uma variedade de produtos oxigenados mutagénicos de a¢do direta (PITTS
et al., 1978), que podem estar contribuindo para a mutagenicidade total das amostras
analisadas.

LOFTI et al. (1990) avaliaram o potencial mutagénico de emissdes de veiculos &
alcool, através do teste de Ames, usando o método de exposi¢do direta, e detectaram
atividade mutagénica frente a linhagem TA102 que indica mutdgenos do tipo oxidante.
Entretanto, nfo foi detectada mutagenicidade frente a linhagem TA104, mais especifica
para aldeidos.

Todos os "pools" de extratos organicos testados frente a linhagem TA104 no teste de
Kado apresentaram mutagenicidade na auséncia de ativagdo metabdlica, e a adi¢do de S9
reduziu ou eliminou essa resposta. Compostos como o formaldeido, acroleinas e o.p-
aldeidos de cadeia longa, formados na combustio do etanol, tém sido relatados como
mutagenos diretos frente a linhagem TA104. Esses resultados demonstram a necessidade de
se conduzir estudos mais especificos para se avaliar a atividade bioldgica das emissdes de
veiculos a dlcool e "gasoalcool", e seus efeitos a saude da populagfo dos grandes centros
urbanos.

Resultados significativos com a linhagem TA104 foram também observados nas
amostras de Vila Parisi, Cubatdo. Embora essa area esteja sob a influéncia mais direta dos
poluentes de industrias de fertilizantes, poluentes como os aldeidos e cetonas podem ser
liberados na area por industrias quimicas e petroquimicas.

A linhagem TA104 ¢é bastante sensivel também na detec¢do de quinonas de PAHs,
compostos gerados pela combustio de material organico e encontrado em emissdes de
veiculos, fumag¢a de cigarro e material particulado de ar urbano. No entanto, esses
compostos necessitam de ativagdo metabdlica para expressar sua mutagenicidade,
diferentemente do observado no presente estudo, onde a linhagem TA104 detectou
predominantemente mutagenos de agdo direta.

Os resultados obtidos nos ensaios "microforward", SOS Cromoteste e Induteste ndo
trouxeram nenhuma contribui¢io adicional significativa as informagdes obtidas nos testes
de Ames e Kado, na caracterizacio da atividade mutagénica das amostras de extrato

orginico de material particulado de ar dos pontos amostrados.
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3.9.3.1. Contribuicio dos nitro-PAHs na niutagenicidade das amostras de material

particulado de ar

A presenga de mutdgenos diretos em extratos orgénicos de material particulado de ar
estd associada, principalmente, a compostos formados pela reagiio do benzo(a)pireno e
outros hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com ozonio, diéxido de nitrogénio, PAN e
outros radicais livres presentes na atmosfera (PITTS ef al., 1978). Entre esses compostos,
0s nitroarenos tém sido os de maior interesse de estudo, devido a sua capacidade de induzir
tumores em animais experimentais (ESPINOSA- AGUIRRE et al., 1993).

A contribui¢io dos nitroarenos para a mutagenicidade total de extratos orgénicos de
material particulado de ar tem sido reportada nas 4reas urbanas de Los Angeles (PITTS et
al., 1982), Santiago do Chile (ADONIS & GIL, 1993), México (ESPINOSA-AGUIRRE et
al., 1993), Japdo (SASAKI et al., 1986), Taiwan (LEE et al., 1994), Roma (CREBELLI er
al., 1988), Elizabeth, USA (GUNDEL et al., 1993) entre outras, empregando linhégens de
Salmonella thyphimurium nitroredutases deficientes.

Portanto, considerando (a) a predominéncia de mutdgenos diretos obtidos nos extratos
orgAnicos das amostras analisadas no presente estudo, (b) a importincia da contribuigdo das
emissdes de veiculos para a poluigdo do ar, principalmente na Grande S&o Paulo € (c) a
intensa radiagdo solar nas é4reas de estudo, foi estimada a contribuigdo dos mono e
dinitroarenos para a mutagenicidade direta detectada nos extratos organicos de material
particulado das trés 4reas estudadas usando as linhagens TA98NR (resistente ao 1-
nitropireno e deficiente em nitroredutases) e TA98/1,8-DNPg (resistente ao 1,6-DNP e 1,8~
DNP, deficiente em nitroredutases e Q-acetiltransferase).

Os dados obtidos mostraram um decréscimo substancial nas respostas mutagénicas de
todas as amostras analisadas frente as linhagens nitropireno resistentes, quando comparadas
com a linhagem TA98 parental, indicando que os mononitro e dinitroarenos contribuem
significativamente para a mutagenicidade do material particulado de ar de Sdo Paulo e
Cubatio. Esses nitrocompostos resultam diretamente da combustdo de gasolina e diesel, e
de emissdes industriais, ou podem ser produzidos pelas reagdes atmosféricas dos
hidrocarbonetos policiclicos arométicos com copoluentes presentes na fumaca fotoquimica
(PITTS, 1985). A fotoativagdo de aminas aromadticas e heterociclicas sdo também fontes de
nitroarenos (ADONIS & GIL, 1993). E importante considerar que os nitroarenos podem ser
produzidos nos filtros durante o processo de coleta do material particulado (CLAXTON,
1983).
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Os resultados expressos em revertentes/ug (Tabela 8) mostram maior redugdo da
atividade mutagénica com a linhagem TA98/ 1,8-DNPg (74%), do que a TA98NR (57%),
para os "pools" de primavera e verdo, nas amostras do Parque D.Pedro, indicando que os
dinitropirenos tém uma contribuigdo mais significativa na mutagenicidade total dessas
amostras. Resultados similares foram obtidos por GUNDEL et al. (1993) em extratos de
acetona de material particulado de ar de Elizabeth, EUA, sendo registrado um decréscimo
de 90% na atividade mutagénica frente a linhagem TA98/1,8DNPg. CREBELLI et al.
(1988) mostraram uma contribui¢do relativamente maior dos nitrocompostos na
mutagenicidade de material particulado de Roma, Italia, também durante a primavera e
verdo.

ADONIS & GIL (1993) registraram contribui¢des similares de mononitro e
dinitroarenos na mutagenicidade total dos extratos orgénicos coletados na atmosfera de
Santiago do Chile, e associam estes nitrocompostos & emissdes de diesel, industrias e
sistemas de aquecimento residencial, bem como a transformagdes ocorridas na atmosfera,
provavelmente devido & reagdo de altas concentragdes de PAHs com poluentes atmosféricos
tais como ozdnio, didéxido de nitrogénio e PAN.

ESPINOSA-AGUIRRE ef al. (1993) associaram os altos indices de mutagenicidade,
detectados nas amostras de inverno usando linhagens especificas para nitrocompostos, com
a formagao de nitroderivados formados pela reagio de hidrocarbonetos aromaticos e oxidos
de nitrogénio.

No presente estudo, os dados apresentados na Figura 10 mostram a relagdio entre a
média da concentragio méaxima diria de ozdnio, indicador de reagdes fotoquimicas na
atmosfera, ¢ a contribui¢do dos nitrocompostos na atividade mutagénica total detectada no
Parque Dom Pedro e em Vila Parisi, nas diferentes estagdes do ano. As maiores médias de
ozbnio foram observadas na primavera e verfo, em PDP, indicando que o processo
fotoquimico pode ser responsavel pelo aumento de nitrocompostos na atmosfera durante
esse perfodo. Associagdo similar entre redugéo de mutagenicidade frente as diferentes
linhagens nitroredutases e o aumento dos niveis de ozénio, foi observada durante a
primavera, em Vila Parisi, Cubatéo. Os nitroarenos parecem nao ter um papel importante na
mutagenicidade do "pool" de outono no Parque Dom Pedro, uma vez que foram detectadas
redugdes de apenas 41% e 25% de mutagenicidade frente a linhagens TA98NR,
TA98/1,8DNPg, respectivamente (Tabela 8 € Fig. 10).

Nesta discussdo ¢ importante lembrar a possivel participagdo do PAN, que pelo seu
préprio potencial mutagénico, ou gerando novos nitrocompostos fotoquimicamente, pode
estar contribuindo para a mutagenicidade total dos extratos orgénicos de material

particulado no presente estudo.

£-ELE'0E08 N DIUNY 10SU]  @LL-GZE"LBO"60) sN 53 "OSU| - 0/~ L000/LEF 9L Er sN DDD  LZ20EL8 (110) KV4 - S0ERLL X819 L D0LL'0LZ (110) iUCBIe)  JS - OINeBd OFS - 006-68¥S0 43D SHE “IM UUBULISH 0OLBDAIS J0id 'AY 8peS  [BWe|qury Ojusweeues op B1B0jouss | 6p Biyuedwo) - 853130



56

Estudos adicionais devem ser conduzidos para se investigar a natureza quimica e
concentragdo desses nitrocompostos detectados pelas linhagens nitroredutases deficientes,

para se confirmar as fontes e mecanismos de formag&o desses compostos.

3.9.3.2. Variacio sazonal da mutagenicidade dos extratos orginicos atmosféricos

Os resultados obtidos mostram uma variagio sazonal nos indices de mutagenicidade
com os maiores numeros de revertentes por volume de ar (m3) para a linhagem TA9S,
registrados no "pool" de primavera do Parque Dom Pedro e Pinheiros, dreas sob a
influéncia de polui¢do veicular, € no "pool" de verfio de Vila Parisi, drea industrial. Em
relagiio ao potencial mutagénico especifico (ug) a sazonalidade observada foi a mesma,
exceto para Pinheiros, onde o "pool" de outono foi o mais potente.

Diferentemente da maioria dos dados relatados na literatura, as amostras de "pool" de
inverno foram as que apresentaram menores indices de mutagenicidade para a linhagem
TA98. Normalmente esta atividade mutagénica, nos paises que apresentam temperatura
bastante baixa no inverno, esta associada a concentragdes elevadas de PAHs na atmosfera,
decorrentes ndo somente das emissées veiculares e industriais, mas também do sistema de
aquecimento doméstico, embora essa atividade esteja associada mais a promutigenos, € nao
a mutagenos diretos (ADONIS & GIL, 1993; ALFHEIM et al., 1983; BARALE et al.,
1989; DAISEY et al., 1980; FLESSEL et al., 1991). Entretanto, as amostras de inverno
dos trés locais amostrados no presente estudo apresentaram resultados relevantes para a
linhagem TA100, na presenga de ativagdo metabolica, indicando a predominéncia de
promutigenos, como, por exemplo, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. As
amostras do "pool” de outono do Parque Dom Pedro também apresentaram respostas
significantes para a linhagem TA100 na presenga de S9.

Esta baixa atividade mutagénica observada nas amostras de "pool" de inverno para a
linhagem TA98 pode ser explicada por possiveis efeitos antagdnicos entre os compostos
presentes na amostra, uma vez que os "pools" sdo constituidos de 12 a 15 amostras
individuais coletadas semanalmente, durante os trés méses de cada estagdo do ano, com
valores de particulas totais em suspenséo bastante diferentes.

IWADO et al. (1991) demonstraram que extratos organicos de material particulado de
ar, obtidos em metanol, procedentes da drea suburbana da cidade de Okayama, no Japao,
apresentavam ndo apenas atividade mutagénica, mas também, atividade antimutigenica no
teste de Ames. Os agentes mutagénicos foram extraidos das amostras por "cotton-blue", e

os fatores antimutagénicos foram identificados como acidos graxos de cadeia longa: acidos
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palmiticos, estedricos, oléicos e linoleicos, muitos deles ubiquitdrios das particulas
atmosféricas.

SIDEROPOULOS & SPECH (1994), estudando efeitos sinérgicos e antagdnicos em
misturas complexas de material particulado de ar, observaram que a atividade mutagénica
do benzo(a)pireno (2 pg/placa) e 2-aminoantraceno (1,5 pg/placa) era significativamente
inibida por extratos mutagénicos e nfdo mutagénicos de material particulado de ar
(400 pg/placa).

GRIFFOL et al, em 1990, ja haviam demonstrado que a interagdo entre os
componentes de extratos orglnicos de material particulado de sedimento levava a uma

reducio da atividade mutagénica da fragio total da amostra. Esses autores observaram que a
| mutagenicidade do 3-metilcolantreno e 2-nitrofluoreno foi reduzida em 50% e 30%,
respectivamente, na presenca de extratos organicos de sedimento, demonstrando que essa
interagdo  estd relacionada com as propriedades quimicas especificas do agente
mutagénico.

Em relagfio as amostras "H", os maiores indices de mutagenicidade por volume de ar
foram observados nos meses mais frios, ou seja , agosto, para o Parque D.Pedro e Vila
Parisi, e setembro, para Pinheiros. No més de marco foram detectados os indices mais
baixos de mutagenicidade direta e indireta nas trés areas estudadas. E interessante observar
que, em Vila Parisi, a mutagenicidade especifica por massa de amostra apresentou baixa
variagdo durante o ano de estudo, e que a amostra do més de dezembro foi a de maior
poténcia mutagénica, podendo explicar os indices mais elevados de mutagenicidade no
"pool" de verdo.

Os dados obtidos para as amostras "H" corroboram a hipétese de interacdo dos
compostos presentes nos extratos organicos de material particulado de ar, e sugerem que,
para os estudos de quantificagio de resposta, deve-se dar preferéncia para trabalhar com
amostras individuais, para se evitar os possiveis efeitos antagdnicos e sinérgicos que podem
ocorrer com os compostos presentes nas diferentes amostras. Entretanto, em estudos para a
avaliacio de diferentes métodos, a utilizagdo de “pools” de amostra ¢ necessaria para se

obter extrato orgédnico suficiente para testar todos métodos.
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3.9.4. AVALIACAO DOS DIFERENTES ENSAIOS UTILIZADOS NA
CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE MUTAGENICA DOS EXTRATOS
ORGANICOS DE MATERIAL PARTICULADO DE AR

O teste de Ames &, sem duvida, um instrumento de grande importancia no estudo da
mutagenicidade de misturas complexas. Entretanto, quando se trabalha com amostras
ambientais muitas vezes o volume ou massa do extrato organico € muito pequeno e apenas
pequenas doses podem ser testadas, sendo necessario um ensaio de mutagenicidade mais
sensivel que esse ensaio convencional. O teste de Kado ou ensaio de microssuspenséo,
inicialmente desenvolvido para detec¢do de mutdgenos em urina humana, veio preencher
essa necessidade e tem encontrado grande aplicabilidade na avaliagdo do potencial
mutagénico de amostras ambientais, principalmente as atmosféricas (AGURELL &
STENSMAN, 1992; BAGLEY er al., 1992; KADO et al., 1986; 1992; LOFROTH, 1990,
SCHEEPERS et al, 1995) possibilitando testar um numero maior de linhagens de
S. typhimurium sob condi¢des de presenca e auséncia de metabolizagdo.

A comparagdo dos resultados obtidos no teste de Ames e Kado confirmou a maior
sensibilidade desse ultimo ensaio para a quase totalidade das amostras analisadas, e
demonstrou que essa sensibilidade varia de acordo com a amostra, linhagem e condi¢édo de
ativagio metabolica (Tabela 18). A analise dos dados de CME em m3 obtidos para 0s
diferentes métodos (Tabela 19) mostrou que, em geral, o teste de Kado detectou
mutagenicidade em concentragdes cinco vezes inferiores ao teste de Ames, concordando
com os dados da literatura, que registram um fator de aumento da sensibilidade do teste de
3 a 10 vezes para amostras de material particulado de ar (AGURELL & STENSMAN,
1992; KADOQ et al., 1986; LOFROTH, 1990)

Com relagéo aos compostos quimicos, AGURELL & STENSMAN (1992) e KADO
et al. (1986), observaram que este ensaio de microssuspensdo detectou um aumento de
atividade de 11 a 14 vezes para o benzo(a)pireno, na presenca de ativagdo metabodlica, de 31
vezes para o nitrofluoreno e 37 para o 1-nitropireno, na auséncia de fracdo S9. Os
compostos 2-aminoantraceno € 4-nitroquinolina, utilizados como controles positivos
durante este estudo, apresentaram um aumento de atividade de 5 e 11 vezes,
respectivamente.

Os extratos orgénicos analisados no presente estudo apresentaram maior sensibilidade
no teste de Kado quando testados frente a linhagem TA98 na auséncia de ativagio
metabolica (8 vezes) e apresentaram excelente correlagdo com o teste de Ames (Figura 29).
Estes dados confrontados com relatos da literatura acima confirmam a presenca de

mutagenos diretos, como 0s nitroarenos, na atmosfera das areas estudadas.
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A maior sensibilidade do teste de Kado esté associada ao fato do ensaio empregar um
numero maior de células bacterianas e um periodo de pré-incubagfio (90 minutos), o qual
permite um contato mais direto da amostra com a linhagem bacteriana e o sistema de
metabolizagdo. Isto reduz a possibilidade de ligagfes néo especificas do mutageno ativo ao
agar, e permile que a bactéria seja exposta a uma concentracdo maior do composto
mutagénico, devido ao baixo fator de diluigdo envolvido. Por outro lado, assim como o
contato mais direto com o sistema de ativagdo metabdlica pode aumentar a sensibilidade
dos promutagenos, pode também reduzir a mutagenicidade daqueles compostos de agéo
mutagénica direta que sdo detoxificados por essas enzimas, o que pode explicar a menor
sensibilidade do teste de Kado quando o ensaio foi realizado com ativagdo metabolica,
quando comparado com 0s ensaios sem ativagio enzimatica.

Apesar da maior sensibilidade do teste de Kado, ¢ necessario uma melhor validagéo
do mesmo para seu uso de rotina no monitoramento da mutagenicidade do ar. A utilizag¢do
de volumes muito pequenos e¢ a maior dificuldade de se padronizar o indculo de células
bacterianas, parecem interferir na reprodutibilidade do ensaio.

O ensaio de mutagdo direta em S. typhimurium TM677 ("microforward") foi
selecionado para esse estudo por medir uma mutagéo direta, ao invés de mutagéo reversa,
como os outros dois testes selecionados, além de permitir o célculo da freqiiéncia de
mutantes por unidade de massa ou volume da amostra. Outra vantagem deste teste € que,
por se tratar de um microensaio, requer apenas pequenas quantidades da amostra para teste.

LEWTAS et al (1987) utilizaram o ensaio "microforward" para avaliar a
mutagenicidade de particulas de ar atmosférico de residéncias em Columbus, Ohio, e
verificaram que os maiores indices de mutagenicidade foram observados nas cozinhas das
residéncias com a freqiiéncia de mutago oscilando entre 21,4 a 100x10-3 por mg de extrato
orginico, na presenca de S9. A freqiiéncia de mutagfio para a atmosfera, préximo as
residéncias, variou de 121 a 425x10-3 por mg. A comparagfo entre os resultados obtidos no
teste de Ames e no ensaio "microforward”, utilizando as curvas dose-resposta das razdes de
mutagenicidade obtidas em cada ensaio, mostraram que, o ensaio de mutagdo direta requer,
em geral, um décimo do volume necessdrio para o teste de Ames para detectar a
mutagenicidade dessas amostras.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram valores mais elevados de
freqiiéncia de mutacdo do que o detectado em Columbus, variando de 50 a 3160
mutantes x 10'5 bactérias por mg de extrato orgénico. A maior freqiiéncia de mutag¢do foi
obtida no "pool"de outono do Parque D. Pedro na presenga de ativagio metabdlica,

indicando a presenga de compostos do tipo PAHs e confirma os dados obtidos no teste de
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Ames para esta estacdo onde foi observada também uma resposta significativa para a
linhagem TA100 na presenca de S9. '

BUSBY et al. (1994), avaliando a mutagenicidade de mono e dinitropirenos frente ao
ensaio de mutagfo direta em S. typhimurium TM677, observaram que o 2-nitropireno
(2NP), relatado na literatura como um potente mutdgeno para os ensaios de mutagdo
reversa, na auséncia de ativagio metabélica, foi inativo no ensaio "microforward" na
auséncia de S9, embora apresentasse mutagenicidade na presen¢a de ativagio enzimatica.
Com exce¢do do 2-NP, todos os nitropirenos foram mais mutagénicos na auséncia de S9,
sendo a maior diferenca observada com os dinitropirenos, os quais foram trés ordens de
magnitude mais potentes na auséncia de ativagdo metabolica.

A andlise das curvas dose-resposta do ensaio de mutagio direta mostra que, para os
“pools” de primavera e verdo, a freqiiéncia de mutantes foi significativamente mais elevada
na auséncia de ativagdo metabdlica, indicando a possivel presenga de dinitropirenos, o que
corrobora os dados obtidos com as linhagens nitroredutases deficientes no teste de Ames.

Os testes baseados na fungdo SOS tais como o Cromoteste e Induteste tém sido
empregados com relativa freqiiéncia na avaliagdo de extratos de material particulado de ar.
Dado o principio dos ensaios baseados nas fungdes SOS, a sensibilidade desses deveria ser
muito maior do que aqueles que detectam mutagdo/reversdo, pois sido capazes de detectar a
ocorréncia da lesdo no proprio DNA, antes da ocorréncia da mutagdo. No entanto, os
resultados obtidos nesse trabalho contrapde-se a essa hipdtese, principalmente em relagfo
ao Cromoteste.

Os resultados deste trabalho mostram uma sensibilidade ligeiramente mais baixa do
SOS Cromoteste em relagdo ao teste de Ames. Apesar do trabalho de MERSCH-
SUNDERMAN et al. (1991) mostrar sensibildade similar ao teste de Ames para 24
diferentes tipos de PAHs. NYLUND et al (1992) trabalhando com extrato de material
particulado de diesel encontraram boa correlagfo entre a atividade detectada pela linhagem
TA100 de S.typhimurium e o SOS Cromoteste, mas ndo com a linhagem TA98. Tal
observagdo ja havia sido feita por HUDE ef al (1988, apud NYLUND et al, 1992). Esses
resultados poderiam explicar a menor sensibilidade observada nas amostras testadas nesse
trabalho, tendo em vista que os resultados do teste de Ames mostram que a linhagem TA98
sempre teve maior sensibilidade de resposta.

MIGUEL et al (1990) empregaram o teste de Ames e o Induteste para avaliacdo da
genotoxicidade de amostras atmosféricas do Rio de Janeiro, em Camdem, NJ e Caldecott
Tunnel, Ca., nos Estados Unidos. A mutagenicidade predominante para o teste de Ames foi
preferencialmente encontrada na fragdo apolar do extrato, obtida em ciclohexano. Ja a

maioria da atividade genotéxica para o Industeste foi encontrada na fragfo polar obtida com
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acetona. Essa diferenga na resposta néo poderia explicar as diferentes sensibilidades obtidas
neste trabalho, pois utilizamos um Unico extrato obtido com diclorometano € mesmo assim
o Induteste parece ser mais sensivel. Devido porém ao pequeno nimero de amostras onde
foi possivel comparar os dois ensaios, recomenda-se mais testes para se afirmar sobre a
maior sensibilidade do Industeste em relagéo ao teste de Ames. No caso do Induteste, um
dos maiores problemas na andlise de extratos orginicos € a impossibilidade de usar
dimetilsulfoxido, pois o mesmo € tdxico para as linhagens utilizadas no ensaio. Dessa
forma, usou-se como alternativa a acetona em concentragSes maximas de 6,7%
(ROSSMAN et al., 1985), gerando também mais uma diferenga entre as condigGes testadas.

Outro problema com o Cromoteste e Induteste foi o estabelecimento da parte linear da
curva dose-resposta. Os proprios controles negativos apresentaram grande variagédo
tornando impreciso o calculo de poténcia de muitas das amostras (Figuras 23 a 28). Além
disso, as doses empregadas inicialmente, muitas vezes ndo foram adequadas e como ndo
havia mais material organico extraido, ndo foi possivel a repeticdo desses ensaios com
outras doses.

Embora esses ensaios sejam valiosos em algumas aplicagGes, tais como: detecgdo de
metais e agentes que causam quebra na cadeia de DNA, neste estudo ndo contribuiram com
informagdes adicionais sobre a mutagenicidade presente nas amostras de material
particulado de ar testadas. Visto a importancia desses ensaios nas aplicagdes supracitadas,
s8o necessarias modificagdes nas metodologias utilizadas com o intuito de diminuir as

varia¢Ges observadas e permitir seu possivel uso em aplicagdes rotineiras.

3.9.5. NIVEIS DE MUTAGENICIDADE DAS AMOSTRAS "H" E COMPARACAO
COM OUTROS ESTUDOS

As amostras que apresentaram a maior concentragdo mensal de particulas totais em
suspensdo (PTS), foram analisadas quanto & mutagenicidade, com a finalidade de se avaliar
este efeito biolégico em condigdes criticas de polui¢do em termos de PTS.

Os valores de mutagenicidade especifica para a linhagem TA98 (na presencga e
auséncia de S9) variaram de 0,78 a 5,37 revertentes/ pg e estdo de acordo com os dados da
literatura que relatam uma variagéo de 0,01 a 8,2 revertentes/ug em material particulado de
ar para essa linhagem (DeMARINI & LEWTAS, 1995; LOUIS et al, 1987). As
concentragdes de extrato organico (DCM) de ar mostraram uma correlagdo positiva com os
indices de mutagenicidade direta e indireta (Tabela 11). Correlagéb similar foi encontrada

por LEE et al. (1994) em amostras de particulas atmosféricas de Taiwan.
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Embora, em geral, a fragdo S9 nfo alterou a atividade mutagénica das amostras, os
promutdgenos parecem Ser responsaveis pelds niveis mais elevados de mutagenicidade
detectados em Cubatdo, no més de dezembro. As menores respostas mutagénicas obtidas no
presente estudo, na presenca de atividade metabdlica, para as amostras "pool" e "H"
diferem dos dados da literatura que mostram niveis elevados de mutagenicidade na
presenga de S9 (ADONIS & GIL, 1993; BARALE et al., 1989; DeFLORA ef al., 1989;
FLESSEL et al., 1991; LEE et al, 1994; LOUIS et al, 1987; PITTS et al, 1982;
TALCOTT & WEI, 1977). Essas diferengas podem ser explicadas por condigdes Unicas do
nosso pais tais como: elevada radiagdo solar que origina mais mutagenos derivados de
PAHs de agdo direta, caracteristicas especificas dos combustiveis (alcool e “gasodlcool”),
ndo utilizagdo de carviio para aquecimento residencial, entre outras.

Os resultados obtidos mostram que a mutagenicidade detectada nas amostras de
extratos organicos procedentes do Parque Dom Pedro foi significativamente mais elevada
do que a dos extratos das amostras de Pinheiros e Vila Parisi, principalmente nos meses de
agosto a outubro. Esses resultados sfo explicaveis, uma vez que o local de amostragem do
Parque Dom Pedro esta localizado em corredor de trafego e proximo a um terminal de
Onibus na zona central da cidade, sendo bastante influenciado pelas emissdes veiculares
(alcool, “gasodlcool” e diesel) que contribuem para 38% das particulas totais em suspensdo
nessa area (ALONSO ef al., 1992).

Dois picos de mutagenicidade, um em junho (TA98+S89) e outro em setembro
(TA98-S9), foram observados nos extratos orgénicos de Pinheiros. Durante os demais
meses os indices de mutagenicidade variaram de 8,8 a 31,1 revertentes/m3. Apesar dessa
area ser considerada residencial, estd muito proxima da Av. das Nag¢es Unidas (Marginal
de Pinheiros), a qual da acesso a véarias rodovias interestaduais, estando sob a influéncia das
emissdes de veiculos leves e pesados, que podem estar contribuindo para a mutagenicidade
dessas amostras.

Os menores indices de mutagenicidade foram observados em Vila Parisi, onde em
70% dos meses, a atividade mutagénica foi inferior a 13 revertentes/m> e os valores
maximos ndo ultrapassaram 33,4 revertentes/m3. EmVila Parisi, Cubatio, os valores de
PTS foram elevados durante todo o periodo de estudo de estudo, mas as concentragdes de
MOE por m3 foi baixa, o que pode explicar os baixos niveis de mutagenicidade detectados.
As particulas totais em suspenséo dessa area industrial estdo mais associadas com poluentes
inorganicos tais como cimento e sulfato de aménio (MARTINS et af., 1993). E também
importante considerar que as descargas das indudstrias ocorrem a niveis mais elevados e
usualmente sfo dispersadas antes de atingir o receptor. Estudos futuros deverfio ser

conduzidos nas regides de Cubatio sob a influéncia mais direta das industrias
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petroquimicas com a finalidade de se comparar as concentragdes de MOE e resposta
mutagénica com as obtidas no presente estudo.

Os indices de mutagenicidade por volume de ar apresentaram uma correlagéo positiva
com as concentragdes de PTS, e os maiores niveis de significdncia foram encontrados para
os extratos orginicos do Parque Dom Pedro (Tabela 11). LEE et al. (1994), em estudo
similar observaram também correlacdo entre mutagenicidade e concentragdes de PTS, mas
os valores de r foram inferiores (0,37-0,50; p<0,05) do que os obtidos no presente estudo
(0,65-0,92; p<0,05).

Comparacio da atividade mutagénica de extratos orgénicos de material particulado de
ar procedentes de areas urbanas, industriais e rurais de diferentes regides do mundo tem
sido relatada por varios autores (BARALE et al., 1989; LEE et al., 1994; LOUIS ef al.,
1987), e mostram que os indices de mutagenicidade variam de 1 a 288 revertentes/m> para
a linhagem TA98 -S9, e de 1 a 690 revertentes/m3, na presen¢a de ativacdo metabdlica.
Entre as cidades com os maiores indices de mutagenicidade direta e indireta sdo citadas
Paris, 62-100 rev/m3 respectivamente (COURTOIS ef al., 1985); Oslo, 55-180 rev/m3
(ALFHEIM et al., 1983); Ohmuta, 44-445 rev/m3 (TOKIWA et al., 1977); Los Angeles,
140 rev/m3 (LOUIS et al, 1987; PITTS et al., 1982); e Santiago do Chile, 287-1177
rev/m3 (ADONIS & GIL, 1993; TOKIWA et al, 1983). As variagdes de atividade
mutagénica de um estudo para outro sfo principalmente atribuidas as diferengas nos tipos e
quantidade das fontes poluidoras, periodo de amostragem e condi¢Ges climaticas, embora as
diferencas metodolégicas, principalmente nos processos de extra¢do, devam também ser
consideradas.

Os niveis de mutagenicidade observados nas amostras do Parque D. Pedro, nos meses
de agosto (94-246 rev/m3) e setembro (106-120 rev/m3), foram similares aos detectados
nos meses frios nas grandes cidades relatadas acima. E importante notar que nas amostras
de PDP os valores mais altos foram observados na auséncia de ativagdo metabodlica
(mutégenos de acdo direta), enquanto que em outros paises a resposta mutagénica foi mais
elevada na presenga de S9 (promutdgenos). SHIMADA & GUENGUERICH (1990)
relataram que o 1,3-dinitropireno, potente mutageno e carcindgeno ambiental de agfo
direta, € metabolicamente desativado pelos microssomos de figado humano e de rato
contendo citocromos P450IA1 e P450IA2. Esta redugio da mutagenicidade direta foi
observada nas amostras do Parque Dom Pedro e Pinheiros coletadas em agosto e setembro
respectivamente, quando o ensaio foi realizado na presenca de fracdo S9.

Em Pinheiros, os maiores indices de mutagenicidade (98-89 rev/m3) estiveram
proximos aos detectados em Paris (COURTOIS ef al., 1985), e em Vila Parisi, Cubatio, a

atividade mutagénica (31-33 rev/m3) esteve dentro da faixa de variagio observada para
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areas suburbanas e urbanas nfo industrializadas (1-38 rev/m3) (LOUIS er al., 1987).
Resultados similares foram relatados por TAKEDA et al. (1984), na area industrial de
Amagasaki, no Japéo.

Embora atividade mutagénica tenha sido observada em todas amostras analisadas, ¢
dificil determinar as possiveis conseqii€ncias desses resultados de mutagenicidade na saiude
humana. Os fatores que complicam a extrapolacdo desses resultados para os riscos em
humanos sdo: (a) a biodisponibilidade dos componentes mutagénicos absorvidos ao
material particulado de ar; (b) possiveis divergéncias entre os ensaios in vivo e in vitro; (c)
possiveis intera¢Ges sinérgicas e antagénicas entre os componentes dessa mistura complexa
adsorvida ao material particulado; e (d) interagdio com receptores biologicos tais como o
sistema monooxigenase P450. Entretanto, os nossos resultados demonstraram indices
elevados de mutagenicidade, principalmente para as amostras sob influéncia de poluigdo
veicular. Considerando que um individuo respira 15m3/dia, todas as amostras de "pool" de
PDP seriam capazes de elicitar uma resposta mutagénica no teste de Ames em um perido
inferior a 12 horas (CME < 8,01 m3), sendo que na primavera apenas 0,36 m3 de volume
de ar respirado em 35 minutos seriam capazes de induzir uma resposta mutagénica. Na
situacdo mais critica de poluicdo para PTS, observada no més de agosto, no Parque D.
Pedro, verifica-se que compostos orgénicos tais como PAHs e nitropirenos contidos em um
volume de 0,15 m3 de ar poluido, o qual é respirado em aproximadamente 14 minutos por
uma pessoa em trinsito na area central de Sdo Paulo, produz uma resposta mutagénica
frente 4 linhagem TA98 no teste de Ames.

Essa extrapolacio de riscos dos bioensaios para a saide humana tem sido uma
preocupagdo crescente para a maioria dos pesquisadores que tém trabalhado com
genotoxicidade em misturas complexas, e nos Ultimos anos muitos esforgos tém sido
aplicados no desenvolvimento de procedimentos de avaliacdo de riscos para misturas
complexas tais como despejos industriais, emissdes veiculares, ar urbano, 4guas superficiais
e de consumo, entre outras (DeMARINI & LEWTAS, 1995; HOUK & WATERS, 1996;
LEWTAS et al, 1993). Nesse sentido, alguns modelos qualitativos para compostos
quimicos e amostras ambientais foram estabelecidos (CLAXTON et al., 1991a, b;
HOUK, 1992). Um exemplo desse tipo de andlise é o modelo descrito por HOUK (1992)
para efluentes industriais, o qual estabelece diferentes classes de poténcia mutagénica
(baixa, moderada, alta e extrema) por massa(mg) ou volume (L) de amostra para o teste de
Ames. As poténcias de mutagenicidade sfo entfio combinadas com as taxas de emissdo para
se calcular o impacto da carga mutagénica didria no meio ambiente. Através da utilizagdo
de dados da literatura sobre a variagdo da poténcia mutagénica de outras misturas

complexas, HOUK (1992) estabeleceu uma comparagéo de riscos entre diferentes amostras
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ambientais. De acordo com essa classificag@o, o risco relativo da mutagenicidade detectada
no ar de Sdo Paulo e Vila Parisi é considerado de poténcia moderada (102 a 104
revertentes/Lg) quando comparado com a mutagenicidade de outras misturas complexas.
Esta poténcia ¢ similar a encontrada para dguas de consumo, aguas de lago, emissdes
veiculares (gasolina), mas inferior & poténcia mutagénica de aguas de rios, emissGes de
incineradores e descargas industriais. Entretanto, ¢ sempre importante se considerar o
perido de exposi¢do diario para se estimar o risco ao ser humano devido a essas fontes de
polui¢do. Por outro lado, se considerarmos o critério de avaliagdio estabelecido para
compostos quimicos puros, os extratos orgédnicos de material particulado de ar dos trés
pontos amostrados seriam considerados de poténcia baixa (1-10 rev/ug). As andlises de
seqiiéncia do DNA das mutag¢des induzidas por extratos organicos procedentes de emissdes
de processos de combustdo e ar urbano em Salmonella (teste de Ames) sugerem que cada
classe de mistura complexa induz um unico padrio de mutacdo, e que cada padrdo é
conseqiiéncia da predomindncia de uma classe ou classes particulares no extrato
(DeMARINI & LEWTAS, 1995). Atualmente ja se conhece os espectros de mutagio de
varios compostos quimicos mutagénicos e cancerigenos, os quais podem ser comparados
com as mutagdes induzidas pelas misturas complexas. DeMARINI et al (1994)
compararam os espectras de mutagdo de extratos orginicos de material particulado de ar
com os espectros de mutagdo do benzo(a)pireno e observaram padrdes de mutagdo muito
similares entre a amostra ambiental e o composto quimico puro tanto para linhagem TA98
como para a linhagem TA100. Comparagdo dos espectras de mutagdo de amostras
complexas em sistemas bacterianos e sistemas celulares superiores podem se constituir

também um instrumento na avaliag@o de risco dessas misturas complexas a satde humana.
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3.10. CONCLUSOES F RECOMENDACOES
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e Qs bioensaios utilizados neste estudo mostraram-se de grande sensibilidade na detecgéo

da mutagenicidade de poluentes atmosféricos, podendo ser empregados como
instrumento eficaz no rastreamento, localizagdo e detecgdo de poluentes orgénicos

atmosféricos com potencial cancerigeno.

Verificou-se a presenga de atividade mutagénica nos extratos orgdnicos de material
particulado de ar das amostras procedentes do Parque Dom Pedro (PPD), Pinheiros
(PIN) e Vila Parisi, Cubatdo (CP) coletadas durante o periodo de junho de 1990 a maio
de 1991. A poténcia das amostras analisadas através do teste de Ames variou de 102 a
104 revertentes/mg de material orgénico extraido, potencial mutagénico este considerado
de risco moderado quando comparado com outras misturas complexas, tais como agua

de consumo e emissOes veiculares.

Os maiores niveis de mutagenicidade foram observados nas areas urbanas da cidade de
Sao Paulo, principalmente no Parque Dom Pedro (12 - 246 revertentes/m3), onde a
poluicdo atmosférica ¢ bastante influenciada pela emissiio de veiculos automotores.
Esses indices foram similares ao dos grandes centros urbanos de outros paises (Paris,
Oslo, Los Angeles, e Santiago do Chile). A area industrial de Vila Parisi, Cubatfo, foi a
que apresentou menores concentracGes de material orgénico extraido e menores indices
de mutagenicidade (5 - 33 revertentes/m3), resultado associado a caracteristicas
especificas da 4rea, onde as principais fontes de material particulado séo o sulfato de

amonio, cimento e poeira de rua.

Foi observada uma variagéo sazonal da mutagenicidade detectada, com maiores valores
registrados nos meses de agosto de 1990 na estagdio Parque Dom Pedro e Vila Parisi
(Cubatio) e setembro do mesmo ano na estagfio Pinheiros para as amostras mensais com

maior quantidade de particulas totais em suspenséo testadas durante o perfodo de estudo.
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Os dados obtidos para as linhagens de S.typhimurium nitroredutase deficientes e no teste
de mutagdo direta sHo indicativos de que os compostos mono € dinitroarenos séo
responsdveis por parte significativa da mutagenicidade detectada, especialmente nas
amostras coletadas durante a primavera e verdo.

Aldeidos mutagénicos (formaldeido, aldeidos de cadeia longa) podem estar presentes nas
amostras estudadas, devido aos resultados positivos para a linhagem que detecta
preferencialmente este tipo de compostos. Um estudo mais detalhado para se avaliar a
contribui¢do das emissdes dos carros a alcool e "gasodlcool" na mutagenicidade
detectada deveria ser conduzido, considerando-se o papel estratégico que esses tipos de

combustiveis tiveram na redugfo da polui¢fo atmosférica no Brasil.

Estudos futuros devem ser realizados para se identificar os compostos organicos
presentes nessas amostras de material particulado e para se caracterizar o espectra de
mutagdo dos extratos orgédnicos, com o objetivo de fornecer subsidios para futura

avaliacéo de risco de exposi¢do humana a essas misturas complexas.

Em relagio aos métodos avaliados e implantados, podemos concluir que o teste de Ames
¢ ainda a melhor metodologia para avaliar a mutagenicidade de amostras de material
particulado de ar, seguido do teste de Kado, que embora mais sensivel apresenta menor
reprodutibilidade. Os testes de mutagdo direta e aqueles baseados na fungfo SOS tém sua
aplicacéo restrita a estudos especiais.
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Baseados nas conclusdes acima citadas pode-se recomendar:

Que sejam intensificadas a¢bes de controle nas fontes de contaminantes com atividade
mutagénica, especialmente as emissdes veiculares, para minimizar e prevenir os danos
que estes poluentes podem causar a saide das populagdes expostas.

Que o teste de Ames seja incluido como mais um pardmetro a ser utilizado no
monitoramento da qualidade do ar, tanto na caracterizagio da mutagenicidade de
poluentes atmosféricos como na identificagfio de fontes poluidoras. Este teste pode ser
especialmente util em situacGes criticas ou quando se deseja avaliar a eficiéncia de
medidas de controle quanto a redugfio da poluico veicular ou industrial. Quando a
quantidade de material particulado coletado for muito pequena (particulas inalaveis por
ex.) utilizar o teste de Kado em substituicfio ao teste de Ames.

Testar as amostras que apresentarem o maior PTS (particulas totais em suspensfo) do
més frente ao teste de Ames com a linhagem TA98 com e sem ativagfio metabdlica
continuamente, coletadas nas 3 estagSes estudadas ou outras que por ventura se tornarem
representativas, para manutencio de dados histéricos em relagdo a quantidade de

material organico com atividade mutagénica presente nesses locais.

Sejam efetuadas andlises quimicas para quantificacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos € nitroarenos nas amostras com maiores indices de mutagenicidade para se
avaliar a contribui¢do destes na genotoxicidade detectada, bem como analisar o espectro
de mutagio que essas amostras causam frente as linhages de S. fyphimurium, visando
fornecer subsidios para futura avaliagfo de risco da exposi¢io humana a essas misturas
complexas.
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Latitude Sul: 23°32'43"
Longitude Oeste: 46°27'45"
Altitude: 730m

Figura 1 - Localizag@o da estagdo de amostragem do Parque D. Pedro II (PDP), Sdo Paulo, SP.
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R.Costa Carvaiho

Latitude Sul: 23°33'40"
Longitude Oeste: 46°41'50"
Altitude: 720m

Figura 2 - Localizagio da estagdo de amostragem de Pinheiros (PIN), Sdo Paulo, SP.
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Latitude Sul: 23°50'32"
Longitude Oeste: 46°22'57"

Altitude: 10m
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Figura 3 - Localizagdo da estagdo de amostragem da Vila Parisi (CP), Cubatio, SP.
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Figura 5 - Concentragdes médias de poluentes atmostéricos em PDP, PIN e CP durante o
periodo de junho de 1990 a maio de 1991.
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Tabela 2 - Médias mensais de temperatura, umidade relativa do ar e precipitagio na cidade de Sdo
Paulo, durante o periodo de junho de 1990 a maio de 1991

MES TEMPERATURA UMIDADE PRECIPITACAO
(1990/1991) (°C) RELATIVA DO AR (mm)
(%)
: Junho 16,4 73,6 39,2
| Julho 14,7 81,9 121,0
Agosto 15,8 75,4 49,6
Setembro 16,7 72,4 96,1
‘ Qutubro 21,0 122 117,6
|
; Novembro 22,8 74,1 76,0
Dezembro 21,8 | 124,7
Janeiro 22,0 78,9 270,7
Fevereiro 21,9 79.3 358,0
Margo 21,1 84,6 451,3
Abril 20,3 79,8 178,4
Maio 18,5 75,8 342
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Tabela 3 - Médias mensais de temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo na cidade de
Cubatfo, durante o periodo de junho de 1990 a maio de 1991

MES TEMPERATURA UMIDADE PRECIPITACAO

(1990/1991) (°C) RELATIVA DO AR (mm)
(%)

Junho 20,2 76,7 65,1
Julho 17,9 84,2 172,4
Agosto 18,4 82,9 111,3
Setembro 19,7 80,3 217.8
Outubro 22,6 83,0 182,0
Novembro 25,2 86,4 210,0
Dezembro 254 74,9 53,4
Janeiro 253 86,0 389,3
Fevereiro 25.9 90,8 2622
Margo 25,1 90,2 564,7
Abril 24,7 83,9 174,2
Maio 229 77,3 156,1
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Tabela 4 - Concentragdes de Particulas Totais em Suspensao (PTS) e Material Organico Extraido
(MOE) nos pools das amostras de ar procedentes do Parque Dom Pedro (PDP), Pinheiros (PIN) e

92

Cubatéo (CP).
Amostra  Estagfo N Volume de

ar amostrado PTS MOE MOE

(m3) (ng/ m3) (ng/ m3) (%)

Inverno 14 1657 272,0 14,5 5.3

PDP Primavera 15 1639 160,3 12,0 1.5

Veriio 14 1639 104,9 9,7 9,3

Outono 15 1620 118,5 8,7 7.3

Inverno 13 1638 92,7 6,4 5,3

PIN Primavera 14 1632 82,7 11,0 13,4

Verdo 14 1635 58,6 3,8 6,5

Qutono 15 1634 66,9 5,4 8,1

Inverno 13 2108 221,4 4,2 1,9

CP Primavera 13 2009 235,6 5.1 2.2

Verdo 13 1949 190,2 4,3 2.3

Outono 15 1908 192,7 45 2,3

N: nimero de amostras analisadas
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Tabela 8 - Resultados do teste de Ames para os pools PDP, PIN e CP com as linhagens de
Salmonella typhimurium TA98, TA98 NR ¢ TA98/1,8DNPg , expressos em revertentes/|ug de MOE
e porcentagem de reducdo da mutagenicidade devida a nitrocompostos, na auséncia de ativagio

metabolica (S9).

Revertentes/pug + DP1
Local Estacdo
TA98 TA98NR TA98/1,8DNPg
Inverno 0,87£0,05 0,36+0,06 (59%) 0,3310,06 (62%)
PDP Primavera 9,87+0,48 4,30+0,29 (57%) 2,60+0,63 (74%)
Verdo 5,6610,35 2,3740,21 (58%) 1,47+0,18 (74%)
Outono 3,3940,16 1,99+0,12 (41%) 2,55+0,22 (25%)
Inverno 2,64+0,25 0,554+0,11 (79%) 0,47+0,11 (82%)
PIN Primavera 4,30+0,29 1,68£0,15 (61%) 1,38+0,30 (68%)
Verdo nt2 nt nt
Outono 4,29+0,37 2,06£0,14 (52%) 1,95+0,25 (55%)
Inverno nt nt nt
CP Primavera 7,05£0,51 1,01+0,12 (86%) 1,16+0,10 (84%)
Verdo nt nt nt
Outono 3,81£0,51 1,35+0,20 (65%) 1,45+0,13 (62%)

1 - DP: desvio padrio
2 - nt: ndo testado
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Figura 10 - Concentragdes maximas de ozonio (—) e resposta mutagénica
induzida nas linhagens de Salmonella typhimurium TASS (s ),
TA98NR (Il ) e TA98/ 1,8 DNP6 (Il ) pelos extratos de "pools"
de material particulado coletados em Sao Paulo (PDR, PIN) e Cubatao
(CP), durante o periodo de junho de 1990 a maio de 1991.
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Tabela 9 - Atividade mutagénica por massa de extrato orgénico (revertentes/|Lg) para as amostras
de ar que procedentes do Parque D. Pedro (PDP), Pinheiros (PIN) e Cubatio (CP), que
apresentaram o maior valor mensal de particulas totais em suspenso, obtida pelo teste de Ames,
frente a linhagem TA98 na presenca e auséncia de ativacio metabdlica.

Meses revertentes /ug + DP1
1990/1991 PDP PIN Ccp
TA98-S9 TA98+S9 TA98-59 TA98+S9 TA98-S9 TA98+S9
Junho 1,30+0,11 1,4540,18 1,89+0,11 3,5440,43 0,78+0,10 1,02+0,18
Julho 1,07+0,10 1,7540,11 3,53+£0,27  2,5740,22 1,9540,12 1,2610,11
Agosto 4,5310,42 1,731£0,30 1,20+0,14 1,33+0,20 2,28+0,18  2,42+0,30
Setembro 3,45+0,26  3,88+0,18 5,37+0,21 2,01+0,09 2,5310,19 1,95+0,09
Outubro 2,31+0,12  2,4240,10 2,0840,14  2,7240,18 2,27+0,11 2,2540,05
Novembro 1,65£0,10  2,53+0,20 2,2540,07  2,02+0,09 2,8540,13 1,9610,10
Dezembro 1,24+0,12  2,48+0,09 2,2940,13  2,41+0,12 2,3540,12 3,3940,17
Janeiro 1,8240,11 1,6040,12 1,86+0,16  3,27+0,10 1,14+0,10 1,80+0,07
Fevereiro 1,6310,13 1,5340,10 1,7110,08 1,01£0,05 2,3310,06  2,24+0,10
Margo 1,10+0,08 1,26£0,10 1,90£0,11 1,54+0,12 0,8310,11 1,00+0,08
Abril 0,95+0,10 1,11£0,09 1,1940,11 0,95+0,13 1,21+0,17 1,35+0,09
Maio 0,78+0,06  0,30+0,08 1,34£0,11 0,9310,11 0,82+0,10 1,13£0,07

1- DP: Desvio Padrio
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Tabela 10 - Atividade mutagénica por volume de ar (revertentes/m3) para as amostras de ar
procedentes do Parque D. Pedro (PDP), Pinheiros (PIN) e Cubatio (CP), que apresentaram o maior
valor mensal de particulas totais em suspensdo, obtida pelo teste de Ames, frente a linhagem TA98, na

presenga e auséncia de ativacdo metabdlica (S9).

Meses revertentes /m3+ DP1
1990/1991 PDP PIN CP
TA98-S9 TA98+59 TA98-59 TA98+89 TA98-S9 TA98+S9
Junho 43,81+£3,71 48,87+6,07 47,44+276  88,85+10,79 9,44+1,21 12,3442,18
Julho 31,14£2,91 50,9343,20 31,06£2,38  22,62+1,94 13,07%0,80 8,44+0,74
Agosto 246,43+22,85 94,11+16,32 25328295  28,061+4,22 31,46+2,48 33,4044,14
Setembro 106,26£8,01 119,50+5,54 97,73£3,82  36,58+1,64 20,24+1,52  15,60%0,72
Outubro 58,67+3,05 61,47+2,54 15,60£1,05  20,40+1,35 18,61£0,90 18,45+0,66
Novembro 21,12+1,28 32,38+2,56 21,83+0,68 19,5940,87 25,08+1,14  17,25+0,88
Dezembro 18,10£1,75 36,21£1,31 14,89+0,85  15,67%0,78 11,75£0,60 16,95+0,85
Janeiro 16,56+1,00 14,56+1,09 11,90+1,02  20,93+0,64 5,1340,45 8,10+0,32
Fevereiro 17,93+1,43 16,83+1,10 22,5741,06  13,3310,66 10,49+0,27 10,08+0,45
Margo 11,5540,84  13.23+1,05 10,830,63  8,78+0,68 4,5740,61  5,50+0,44
Abril 14,25+1,50 16,65+1,35 11,78+1,09 9,41+1,29 8,95+1,26 9,99+0,67
Maio 15,60+1,20 16,00£1,60 24.66+£2,02  17,11+2,02 5,4110,66 7,4610,46

1- DP: Desvio Padrio
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Tabela 11 - Correlagéio entre particulas totais em suspensdo (PTS), material orginico extraido
(MOE) e resposta mutagénica (revertentes/m3) para as amostras "H"procedentes do Parque
Dom Pedro (PDP), Pinheiros (PIN) e Cubato (CP).

COEFICIENTE DE CORRELACAO (1)

AMOSTRA  PTS x MOE PTS x REV/m3 MOE x REV/ug
-59 +S9 -S9 +S9

FDP 0,98*%* 0,92%** 0,83%** 0,89%*** 0,78**

PIN 0,80** 0,84%** 0,65* 0,61%* 0,73%*

CP - 0,79%* 0,7 5% 0,81** 0,68% 0,71**

* -P<0,05

** -P<0,01

#*% _ P < 0,001
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Tabela 12 - Atividade mutagénica por massa de extrato orginico (revertentes/ug) € concentragio
minima efetiva (CME) para as amostras de ar procedentes do Parque D.Pedro (PDP), Pinheiros (PIN)
e Cubatio (CP) obtida no teste de microssuspensdo (Teste de Kado) frente as cepas de Salmonella
typhimurium TA98, TA97a, TA100 e TA104, na auséncia e presencga de S9.

PDP PIN CP
Estagdo Cepa
Revert./pg CME Revert./ug CME Revert./pg CME
#Dpl (ne) +DP (rg) +DP (ne)

I TA98 - 89 .2,3240,34 17,78 4,84+0,26 12,57 9,8310,36 6,55
N TA98 + S9 3,20+0,45 13,73 1,64+0,32 4531 4,07£0,43 13,98
A% TA97a- 59 4,18+0,66 58,02 3,96+1,40 61,44 15,73+£1,32 14,31
E TA97a+ 89 13,49+1,82 20,43 11,96+1,07 22,06 12,34+2,01 22,61
R TA100 - S9 nd - 2,5240,53 65,22 nd -
N TA100 + S9 4,00+0,45 45,15 5,20+0,44 33,20 3,68+0,47 48,43
0 TA104 - S9 4,53+1,29 71,46 6,35+1,18 53,31 30,2442,64 10,70

TA104 + 89 5,40+0,48 63,81 9,84+0,83 37,40 23,31+1,25 15,69
P TA98 - 59 32,44+42,17 0,79 17,58+1,70 1,31 29,65+3,24 0,97
R TA98 + S9 11,66£1,13 1,95 1,4410,45 17,42 6,4010,70 3,80
I TA97a- 539 57,10+3,39 2,18 52,03+2,69 2,24 55,4942,03 2,11
M TA97a+ 89 33,02+1,14 4,04 22,50+0,68 5,40 33,50+1,40 4,30
A TA100 - S9 10,64+0,78 10,20 7,8710,95 12,49 30,08+1,98 3,24
v TA100 + 89 7,924+0,64 15,27 2,9240,59 34,84 11,7240,99 10,74
E TA104 - 89 12,30+0,71 14,79 10,71+1,44 15,03, 35,9342,32 5,41
R TA104+89  40,17+6,05 525 10,30+0,84 18,74 14,68+0,79 13,43
A

TA98 - 89 46,8613,23 0,58 24,70+1,72 1,06 43,34+1,45 0,62
v TA98 + 89 11,72+0,74 1,76 4,5610,61 4,88 8,5310,40 2,60
E TA97a- 89 79,83£3,98 1,49 nr or
R TA97a+S9 42,9412,03 3,16 nr nr
A TA100 - 89 9,8040,59 10,83 nr nr
6] TA100 + 89 4,7440,74 25,05 or nr

TA104 - 59 19,48+1,19 8,14 or nr

TA104 + 89 6,6710,61 25,48 nr nr

TA98 - 59 30,63+1,07 1,73 42,2342 55 1,05 54,41£3,51 1,13
0 TA98 + S9 8,48+0,56 6,03 8,29+0,63 6,42 15,3541,65 3,32
u TA97a - 89 6,46+1,58 23,22 14,17+1,79 20,65 15,104£1,66 18,31
T TA97a + 89 ne 2,03+1,02 187,40 11,87+1,21 29,84
6] TAI100 - 89 7,51£0,57 43,41 12,31£1,13 25,63 14,66+0,80 23,56
N TA100 + S9 6,60+0,96 61,47 6,40+0,72 61,90 nd
0 TA104 - 89 42,1042,68 12,83 18,70+1,15 28,36 68,511+6,86 7,32

TA104 + 89 11,14+1,30 59,75 nd nd

italico - indicios de mutagenicidade

nd - nfo detectado

nr - nio realizado
nc - nfo calculavel

suQjele| JS - Djned 0
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Tabela 13 - Atividade mutagénica por volume de ar (revertentes/m3) e concentragio minima efetiva
(CME) para as amostras de ar procedentes do Parque D.Pedro (PDP), Pinheiros (PIN) e Cubatio (CP)
obtida no Teste de Microssuspensdo (Teste de Kado) frente as cepas de Salmonella typhimurium
TA98, TA97a, TA100 e TA104, na auséncia e presencga de S9.

PDP PIN CP
Estagdo Cepa
Revert/m3+  CME Revert/m3+  CME Revert/m3+  CME
DP! (m3) DP (m3) DP (m3)

I TA98 - $9 33,64+4,93 1,23 30,98+1,66 1,96 41,29+1,51 1,56
N TA98 + S9 46,40+6,53 0,95 10,50+2,05 7,08 17,09+1,81 3,33
% TA97a - S9 60,61+9,57 4,00 25,34+8,96 9,60 66,07+5,54 3,41
E TA97a+S9  19561+26,39 1,41 76,54+6,85 3,45 51,83+8,44 5,38
R TA100 - S9 nd - 16,13£3,39 10,19 nd 5
N TA100 + S9 58,00+6,53 3,11 33,28+2,82 5,19 15,46x1,97 11,53
0 TA104 - S9 65,69+18,71 4,93 40,64+7,55 8,33 127,01+11,09 2,52

TA104 + S9 78,30+6,96 4,40 62,98+5,31 5,84 97,90+5,25 3,74
P TA98 - S9 389,28+26,04 0,07 193,38+18,70 0,12 151,22+16,52 0,19
R TA98+S9  139,92+13,56 0,16 15,84+4,95 1,58 32,64+3,57 0,74
I TA97a-S9  685,20+40,68 0,18 572,33+29,59 0,20 283,00+10,35 0,41
M TA97a+S89  396,24+13,68 0,34 247,50+7,48 0,49 170,85+7,14 0,84
A TA100 - S9 127,68+9,36 0,85 86,57+10,45 1,14 153,41%10,10 0,64
% TA100 + S9 95,04+7,68 1.2 32,12+6,49 3,17 59,77+5,05 2,11
E TA104 - S9 147,60+8,52 1,23 117,81£15,84 1,37 183,24+11,83 1,06
R TAL04+ 89  482,04+72,60 0,44 113,3049,24 1,70 74,87+4,03 2,63
A

TA98 - S9 454,54+31,33 0,06 93,86+6,54 0,28 186,36+6,24 0,14
v TA98 + S9 113,68+7,18 0,18 17,3342,32 1,29 36,68+1,72 0,60
E TA97a-S9  774,35+38,61 0,15 nr nr
R TA97a+S89  416,52+19,69 0,33 nr nr
A TA100 - 89 95,06+5,72 1,12 nr nr
0 TA100 + S9 45,98+7,18 2,58 nr nr

TA104-S9  188,96+11,54 0,84 nr nr

TA104 + 89 64,7045,92 2,63 nr nr

TA98 - S9 266,48+9,31 0,20 228,04+13,77 0,19 244,85+15,80 0,25
0 TA98 + S9 73,78+4,87 0,69 44,77+3,40 1,19 69,08+7,43 0,74
U TA97a - S9 56,20+13,75 2,67 76,5249,67 3,82 67,95+7,47 4,07
T TA97a+ S9 nc 10,96+5,51 34,70 53,4245 45 6,63
0 TA100 - S9 65,34+4,96 4,99 66,47+6,10 4,75 65,97+3,60 5,24
N TA100 +S9 57,42+8,35 7,07 34,56+3,89 11,46 nd
0 TA104 -89  366,27+23,32 1,48 100,98+6,21 5,25 308,30+30,87 1,63

TAI04+89  96,92+11,31 6,87 nd nd

itglico - indicios de mutagenicidade
nd - n8o detectado

nr - ndo realizado
ne - ndo calculavel
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Tabela 18 - Comparagdo da sensibilidade da resposta mutagénica obtida no teste de Kado e no teste
de Ames, para amostras de extrato orgénico de material particulado de ar procedentes do Parque D.
Pedro (PDP), Pinheiros (PIN) e Cubatio (CP).

Razio KADO/AMES (revertentes/jig)

AMOSTRA TA98 TA100
-59 +89 -S9 +S9
PDP Inverno 79 9.4 1,1 1,0
Primavera 7,1 2,0 3,6 7,7
Verdo 13,0 3,2 5,7 4.1
Outono 9,0 4.2 1,8 1,1
PIN Inverno 10,7 43 2.4 2,6
Primavera 5,0 0,5 7,3 8.6
Verdo 8,1 1,7 - -
Qutono 9.8 43 7,6 2,3
Cp Inverno 24,0 127 - 1,7
Primavera 7,6 3.5 20,2 4,3
Verdo s7 1,1 - .
Qutono 14,2 12.5 - -
média 10,3 5,0 6,2 37
desvio padréo 4.8 4,1 5,8 2,6
Mediana 8,6 3,9 4,7 2,6




CETESB - Companhia de Ti de S: Sede: Av. Prol. Frederico Hermann Jr., 345 CEP 05489-900 - Sdo Paulo - SP Telefone: (011) 210.1100 Telexc 1183053 - FAX: (011) 813.0227 CGC N? 43,776.491/0001-70 - Inscr. Est. N® 109.091.375-118  Inscr. Munic. N¥ 8.030.313-7

apepJaqi| ap sneib = |B ‘oedejeuon ap adipul = I ‘ejal ep oedeuloul = e
"eoljogelew oedeAle ap elougsne eu
86V L wnunuwiydA} ejjeuowjes op susbelul| se ajusl) ope)y| @ sewy ap seise} sou sepido seoiugbejnw sejsodsal sep oedejglio)) - 62 einbig

(Bn/rel) STV

| 9 g ¥ g z 1 0
: 0
,ﬁ _ _ _ _ _ .
,. & \\
i“ \o oL
| oL=]B ]
| +x+S28°0=1 "
7 g6‘L=¢ - 02
| S
| o]
| —o0e =
*_ g
) &
— OF

- og

&

09




130

Tabela 19 - Comparagio entre os testes de Kado, Ames, Mutago Direta, Cromoteste e Induteste
atraves da concentrag¢do minima efetiva (CME) em m3 de ar.

CME (m3)

TESTE N MEDIANA MINIMO MAXIMO
Kado 77 1,5 0,06 11,53
Ames 47 6,8 0,36 58,14

Mutaggo Direta 13 5,1 1,10 33,80
Cromoteste 12 7.5 0,65 22,66

Induteste 7 3,2 0,52 41,25
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4. EQUIPAMENTOS ADQUIRIDOS

. Centrifuga refrigerada marca Beckman, modelo J 2 - HS com velocidade de até
21.000 rpm, dois rotores de angulo fixo (JA201 e JA20) e os respectivos tubos e
€ adaptadores.
. Incubadora com agitador rotatério marca New Brunswick, modelo G24, com
plataformas para frascos de 125 mL e tubos de 10 mL.
| . Dosador automatico de placas de Petri, marca New Brunswick, modelo Pourmatic

MP320 ¢ esterilizador automatico de Agar, modelo Agarmatic AS-3 e acess6rios.

5. TREINAMENTO EXTERNO

5.1. Funciondria: Gisela Umbuzeiro Valent
Periodo: 19.11 a 16.12.1990
Institui¢des visitadas: Center for Life Science and Toxicology, RTI, RTP, NC,
USA
. Genetic Toxicology Division, HERL, EPA, NC, USA
. Environmental Research Health and Testing, RTP, NC,
USA
. National Institute of Environmental Health Sciences, RTP,

NC, USA

5.2. Funcionaria: Maria Inés Zanoli Sato
Periodo: 06 a 11.04.1991
Institui¢des visitadas: University of California, Irvine, CA, USA
. University of California, Riverside, CA, USA
. Orange County Water Distric, CA, USA
Participagdo em congresso: 220d Annyal Meeting of the Environmental Mutagen

Society, FL, USA
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6. CONSULTORIA

6.1. Internacional
Consultor: Larry D. Claxton
Institui¢do: Genetic Toxicology Divison, HERL, EPA, RTP, NC, USA
Periodo: 26.09 a 01.10.93
Atividades desenvolvidas:
. Apresentacdo da CETESB e do projeto
. Visita ao centro de Séo Paulo e Cubatéo
. Discussdo sobre os dados do projeto
. Discussdo sobre os seguintes assuntos:
- Legislacdo - Teste de genotoxicidade
- Antimutagenicidade - Significado
- Controle de qualidade em laboratério de mutagénese
- Normas de seguranga em laboratdrio de mutagénese
- Residuos solidos - melhor "approach”
- Biorremediagéo
- Carga genotoxica
- Importéncia das técnicas de biologia molecular como complemento dos ensaios
tradicionais.

. Palestra: “New trends in the Genetic Toxicology field”
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7. COMENTARIOS SOBRE O PROJETO CONCLUIDO

O desenvolvimento deste projeto através de financiamento do Banco Mundial/
Governo do Estado permitiu a atualizagfio do instrumental analitico dos laboratérios da
CETESB, na area de genotoxicidade ambiental aplicada a avaliagdo de amostras
atmosféricas.

As metodologias implantadas, bem como a caracterizagio da genotoxicidade
presente nas amostras analisadas se mostraram instrumentos de grande importancia no
controle e monitoramento dos poluentes antropogénicos, tanto de origem industrial
como de emissdes veiculares, que sio langcados na regifio metropolitana de S&o Paulo e
Cubatio.

Os treinamentos de curta duracdo e a consultoria do especialista da USEPA,
permitiram o conhecimento do estado da arte dessas andlises nos EUA e o
estabelecimento de uma linha de comunicagfo cientifica permanente entre a CETESB e
as institui¢des visitadas gerando beneficios mutuos.

7 Além disso, através deste projeto equipamentos eficientes e modernos foram
adquiridos a pregos de mercado internacional e sem impostos, viabilizando e agilizando
as andlises.

Analisando os dados obtidos observa-se que os objetivos propostos foram
atingidos, levando a conclusdes e recomendagdes relevantes e compreensivas, que
podem auxiliar ndo sé nas a¢des de controle como também na identificacdo das
possiveis fontes de poluigdo com atividade genotoxica, sempre com intuito de
minimizar € prevenir os danos que esses poluentes podem causar a saide das
populagdes expostas.

E importante ressaltar que sdo projetos desse nivel, tecnicamente objetivos e
integrados as necessidades da Companhia, que vem auxiliando os laboratérios da
CETESB a se manter como referéncia da OMS para a América Latina e sua posi¢io de

destaque na area de controle de polui¢cido em todo o Brasil.
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8. RESUMO DO PROJETO CONCLUIDO

Ver item 3.1.
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ANEXO 1: EQUIPAMENTOS ADQUIRIDOS



- BECKMAN

Model J2-HS Centrifuge

Instruction Manual

SUBLISHED BY SPINCO BUSINESS UNIT OF BECKMAN INSTRUMENTS, INC , PALO ALTO, CALIFORNIA 94304

Preco do eguipamento + acessorios = UsS$18,342.00

Patrimonio: B — 05840



Guide to Operations

ENVIRONMENTAL
INCUBATOR
SHAKER
MODEL G-24
WITH DIGITAL DISPLAY

MANUAL NO.: M1036-0051/D

BOX 4005 . 44 TALMADGE ROAD . EDISON, NJ 088184005 . 908-287-1200
TELEPHONE: 800-631-5417 . FAX: 908-2874222 . TELEX: 4753012 NBSCG

@ NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO., INC.

Prego do eguilpamento + acessorios = US$5,316.50

Patrimonic: B — 05843



MODEL MP-320
AUTOMATIC
PETRI DISH FILLER

MANUAL NO.: M1107-0050/D

BOX 4005 . 44 TALMADGE ROAD . EDISON, NJ 08818-4005 . 908-287-1200
TELEPHONE: 800-631-5417 . FAX: 908-287-4222 . TELEX: 4753012 NBSCO

@ NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO., INC.

Preco do eguipamento + acessorios = US$21,670.00

Patrimonic: B — 05842
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CETESB
COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL

PROCOP
PROGRAMA DE CONTROLE DE POLUIGAO
PROGRAMA DE ASSISTENCIA TECNICA

| PROJETO
Avaliagao da Genotoxicidade de material
particulado de ar em areas industriais
e urbanas do Estado de Sao Paulo - atra
vés de Bioensaios Microbianos.

N! DA O.S. . 35-16-00

AREA
SETOR DE MICROBIOLOGIA |
DIVISAO DE ANALISES MICROBIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE APOIO OPERACIONAL
DIRETORIA DE NORMAS E PADROES AMBIENTAIS

PROCOP

RELATORIO TECNICO DE VIAGEM
BIOL. GISELA U. VALENT
~ RESEARCH TRIANGLE PARK, NC, USA

19 nov. a 16 dez. de 1990
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i . ObJiet ivos

Obter informacBes técnicas e cientificas e treinamento pratico

especial izado em=

Novas metodologias para deteccio de atividade gsenotoxica em

amostras de ar utilizando-se bioensaios aicrobianos.

Proced imentos de extracio e concentracio de amostras

ambientaiss.

Proced imentos de seguranga em laboratérios de Rutagenese.
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2. Instituigoes Visitadas e At ividades

Desenvolvidasa.

2.1. Center for Life Science and Toxicology
Research Triangle Institute - RTI
. Research Trianyle Park, NC 27709, USA
telefone: 919 - 54i-634%é6
faxs 949 — 541-6499

Coordenador® Dr. Frederick De Serres, Ph.D.
Diretor do Center for Life Science and

Toxicology
Per iodo: 2@ a 26 de Noveabro de 1999.

Caracteristicas: Instituto de pesquisa, criado em 1958, de
natureza privada que realiza projetos em vidrias dreas atraves de

contratos.

Atividades real izadass: ) treinamento 5 realizou no
laboratorio de Toxicologia -Nolecular sob orientacdo du Dra. Linda
Niedziela. O laboratdrio realiza o teste de Ames para detecgfo de
sutagenicidade de amostras ambientais, compostos quimicos puros e
formulactes, além de outros ensaivs com roedores, “in vivo” e com
culturas celulares. Durante o treinasento discutimos aspectos
praticos do teste de Ames gue nos ajudario noc aprimaramento desse
ensaio Jja realizado em nosso laboratdrio e no controle de
qual idade dos dados. por ndés gerados. A Dra. Linda tambeés sugeriu a
implantagdo ‘e’ nosso laboratdrio de outros gnsaios de
nutagenicfdade utilizando cdlturas celulares, como a CHO, para
investigagdo de troca de cromdtides irmis ou microndcleos coms o
objet ivo de complementar a andlise das amostras de ar do ponto de
vista de genotoxicidade.

Durante o treinamento conversamos cos o bDr. Frederick De Serres,
coordenador do treinamento, € nos foi sugerido a impliantagcdo de um
ensaio denominado Dano recessive Ietal com Neurosegra crassas

devido a grande diversidade de respostas gue essc teste fornece,

CETESS —
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da simplicidade de execugao ¢ do extensivo estudq Ja realizado com
diversas classes de compostos quimicos.

Nesta mesma Instituigao tivemos a oportunidade de conversar com
o Dr. Edo Pellizzari do aAnalytical and Chemical Sciences
Laboratory quando discut imos alguns aspectos na darea de
preservacao de amostras e artefatos gerados durante a coleta de
material particulado de ar e detalhes dos métodos de extracdo por
ultrasonicagcdao tanto wutilizado para amostras de ar como de
sedimentos. Na ocasido foi levantada a necessidade de anal ises
quimicas integradas aos ensaios de genotoxicidade para ua melhor
entendimento das possiveis fontes poluidoras e wmelhor
interpretag3o dos resultados. '

Outro pesquisador contactado foi o Dr. Lawrence Muers do Center
for Medical, Environamental and Energy Statistcs tambeém do RTI, e
com €le, discutimos a respeito da utilizagdo do software
”Salnonel", por ele desenvolvido & que vem sendo utilizado em
nosso laboratério desde 1988. Virias considerag6es foram feitas
sobre a aplicac3o deste programa concluindo—se que o mesmo ¢ bas—

tante adequado para a analise estatistica de resultados tanto do

referido pesquisador uma versao atualizada do programa.

ANFNTO AMBIENTAL

. AIARIE R
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teste de Ames como do Teste de Kado. 1Inclusive nos foi doado pelo

' ( CETESa __*.3___\
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2.2. Genetic Toxicology Division
Health Effects Research Laboratory - HERL
Environmental Protection Agency - EPA
Research Triangle Park, NC, 277ii, USA
fonez 949 - 541{-2329
fax: 919 - 541-9968

Coordenador: Dr. Larry D. Claxton, Ph,D.
Genet ic Bioassay Branch ’

Periodo: 27 de novembro a i4 de dezembro de 1996.

Caracteristicass A divis3o de Genética Toxicoldgica estda sob
direcdo da Dra. Joellen Lewtas e desenvolve virios projctos na
area de genotoxicidade de amostras ambientais utilizando testes
“in vitro” de curta duragdo, especialmente amostras de ar e

residuos industriais.

Atividades real izadas: Foras varios os pesquisadores contac—
tados e o assunto estudado com cada um deles serd descrito a ’

seguirs

a) Dr David DeHMarini — assunto: PCR, sequenciamento direto de DNA
B nibridizac3o de colonias coam sondas para
caracter izac3o 6o espectro sutacional do

alelo hisD3952 de Salmonella tuehimurium.
Coa o Or David e sua eéuipe foi possivel obter titreinamento
pratico em laboratério nessas mectologias, além de bibliografias
recentes sobre o assunto. Essas metodoiogias foram criaddas devido
ao fato do teste de Ames vir sendo awmplamente empregado para
detec¢do de milhares de compostos quimicos, porém por se tratar de
um ensaio-licrobiano. as comparacoes entre os resultados deste en-—
saio é 0os riscos potenciais a organismos superiores siao ainda ob—
Jeto de controvérsia por alguns autores. Desta waneira, através
destas técnicas € possivel elucidar os mecanissos moleculares dos
eventos de reversao genica causados pelos diferentes agentes
cancer igenos fornecendo dados valiosos para o entendimento da .

relacdo entre wmutagenese bacteriana e o potencial oncogénico

CeETES8 ———
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- e® nosso laboratério. A utilizag3o desta tecnicas fornecer iam

( | 7 CETESS ﬁSﬁ

desses agentes em Organismos SUPEr iOFE%S.e

. Técnica de PCR e sequenciamento direto: A técnica se b%seia
na reagao de cadeia de polimerase (PCR) para acelerar © PpProcesso
de analise do DNA dos revertentes de S. tupbimucium TA98. Extrato
total de DNA de um unica coldonia € preparado e utilizado para
amplificagi3o de um fragmento de 328 pares de bases, contendo a
sutacdo hisD3952 no centro. Apos ultrafiltracdo o DNA obtido &

sequenciado.

. Técnica de hibridizacdo de colonias com sondas: Devido a alta
porcentagem de reverentes que agresentam uma deleglo de CG, o
método de hibridizaciao de colonias com sondas foi desenvolvido e
se baseia na transferéncia de colonias his™ crescidas em weio BHI
para eapel de filtro e apos tratamento do DNA este € hibridizado

com a sonda TCS que contém uma delegao CG no gene hisD3052.

Estas técnicas envolvem materiais especiais e equipamentos de

alta sofisticaclo, podendo talvez serem implantadas a médio prazo

informactes importantes a nivel molecular auxiliando o enten—
dimento do papel do mutdgenos presentes nas amostras ambientais

Nnos Processos cancer igenos e do risco potencial a saude humana.

b) Dr. Larry Claxton assunto: Testes de genotoxicidade com
microrganismos - técnicas e interpretugdo
dos resultados.

Com 0 Dr. Larru Claxton foram discutidos diversos aspectos

ems relaglo a3z
« Extragfo e-concentracSo de amostras — Dentre aus diferentes
metodologias existentes, o0 método de ultrasonicagdo tem sido con—
siderado a wmelhor técnica para wmaterial particuliado de ar,

‘utilizando-se dicloraometano como solvente. Protocolos detalhadas

nos foram fornecidos. Tivemos a oportunidade de realizar uma

extracao de amostras da Grande 530 Paulo o jue nos permitiu obser—
var alguns detalhes importantissimos para o controle de qualidade

de nossas atividades. Nesta etapa contamos com a valiosa ajuda do-
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Quimico Ron Willians. Foram tumbém observados detalhes sobre
seguranca quimica na wmanipulacio de awmostras de ar, desde o
recebimento da amostra até o preparo do extrato para teste.

w Testes de Genotoxidades Os testes wutilizados pelos
Pesquizadores daquele laboratdrio sdo principalmente o Teste de
Ames, Teste de Kado, e em alguns cusos Spirail Test e Induteste.
Virios detalhes técnicos sobre os ensaios que ja realizamos e
nosso laboratdrio foram discutidos, inclusive a nivel de seguranca
laboratorial. Pudemos realizar um teste de Kado com as amostras da
Grande S3o Paulo anteriormente extraidas e os resultadus obtidos
se encontram na Tabela 1. A interpretacio dos resultados gerados
pelo teste de Ames ¢ teste de Kado foi exaustivamente discutida,
inclusive baseada em dados jd obtidos no nosso laboratério. Virias
idéias surgiram as quais com certeza enriquecer3o sgoremaneira a

interpretacs2o dos resuitados obtidos em nosso projeto.

Tabela i — Resultados do feste de Kado das amostras procedentes do -

Parque Dom Pedro, S3ao Paulo e Vila Parisi, CubatSo.

Data No _ Teste de Kado
da da Procedéncia ng reverentes/ug de MOE™
Coleta amostra TA98-59 TAP8+59
26/2/89 PDP375 Parque Doms Pedro 8,2 4,8
1é/3/89 PDP377 . Parque Dom Pedro 17,8 4,2
Vila Parisi | 16,6 8,1

20/2/89 crP925

“HMOE - material org@nico extraido.

CETEs@ —MM
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c) Dra. Virginia Houk — assunto: Residuos so0lidos e efluentes

industriaise.

A Dra. Virginia tem uma vasta experiéncia na andlise de

genotoxicidaade de residuos solidos e efluentes
de

industriais e pode

nos fornecer alguns trabalhos sobre a dArea grande interesse

para CETESB, para aproveitamento e¢m futuros projetos.

2.3. Environmental Research Health and Testing {(EHRT)
PO BOX 12499
Research Triangle Park.,
919 — S544-1792

RC 27709, USA

fones

Dr.
Chefe do Departamento de Genética Toxicologica

Contacto:s Thomas Hughes

Data da visitas 03/1i2/90

O EHRT & um empresa privada, relativamente pequena, con-

tanto com 180 funciondirios cuja especialidade sio

e “in vivo” com filiais em varias cidades

toxicidade “in wvitro”

dos EUA. A empresa fornece consultoria e realiza.pfojetos e testes
por contratos.

0 objetivo de nossa visita a instituigdo foi o de
tem enor e

detalbhes

e conversar com © Dr. Thomas Hughes, que uma

experiéncia em Teste de Ames de amostras de
discutidos e também formas de expressdo de resul-—

ar. Alguns

técnicos foram

tados do teste de Ames e de Kado. ©O Dr. Hughes gentilemente nos

forneceu bibliografia com resultados de um estudo inter-—
EPA com viérios compostos

laboratorial conduzide pela EHRT e

quimicos de referéncia, cujos resultados serd3o muito dteis para

comparac3o com dados gerados em nhosso laboratério.

testes de

conhecer _

(’ CETES8 —— 2
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{ 2.4. National Institute of Environamental Health Sciences (NIEHS)
‘ Research Triangle Park, NC 277069, USA
e fone: 9i9 - S41-4482
(
e
[ Contacto: Dr. Errol Zeiger
5 L Chefe do Grupo de Hutagenese do Setor de
| ;_ Toxicologia Experimental -
-
| Data da visita: 1i1/i2/90
r ;
‘ Tivemos a oportunidade de visitar os laboratérios deste
o Instituto através de contacto com o Dr. Errol Zeiger. O grupo que
% e este pesquisador gerencia & responsavel pela andlise de centenas
o de coampostos quimicos puros e santém um banco de dados bastante
| jf completo e atualizado sobre a mutagenicidade de diferentes
( compostos.
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3. Participacio em Seminarios

Durante o periodo de treinamento assistimos 3 dois seminarioss

3.i. Efeito do dcido bdrico na reprodugdo e fertilidade de

roedores
Conferencistas: Dra. Patricia Fail, pesquisadora do Center for

Life Science and Toxicology do RTI.
Localz RTI, RTP
Data: 10/i1/9@

3.2 Fatores que influenciam o espectro mutacional do aleio

hisD3052 de S. tuephisucium.
Conferencista: Jessie Levine, 5, doutoranda do Dr. David

DeMar ini da EPA.
Local: EPA, RTP
Datas 06/12/90
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4. Comentarios e Conclusdes

0 treinamento realizado foi de grande iwmportancia tanto para o
desenvolvimento do projeto PROCOP es andamento como para o en-
r iquecimento dos nossos conhecimentos, tendo permitido a
atual izac3o da drea em novas metodologias utilizadas na avalia¢do
de compostos genotoxicos no meio ambiente e em aspectos de con-

trole de qualidade e seguranca em laboratdrios de sutagénese.

Além disso proporcionou o intercimbio entre o¢rgios do governo
americano (EPA e NIEHS) e institutos de pesqufsa de natureza
privada (RTI e EHRT) com a CETESB, contactos esses que no futuro
poder3o ser puito iUteis na obtengc3o de informag es e recentes
avancos em arca com t3o ampia aplicacdo no controle da poluicio

ambpiental, como a Genética Toxicoldgica.




5. Resumo do Relatdr io

Este relatorio descreve a viagem de treinamento de curta durag3o
da Biologa Gisela Umbuzeiro Valent, do Setor de Microbiologia da
Divis3o de Analised Microbioldgicas ao Research Triangle Park na
Carolina do Norte, EUA durante o periodo de i9 de Novembro a 16 de
Dezembro de 1999. As instituicdoes visitadas foram o Research Tri-
angle Institute (RTI) e a Environaental Protection Agency (EPA). O
assunto' bdsico do treinamento foi a detecgao de compostos
genotéxicos em amostras de ar através de bioensaios microbianos.
Os recursos foram fornecedidos pelo Programa de Assisténcia

Técnica — PROCOP, através do projeto ng 35.16.909.
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S8o Paulo, 2% de Fevereiro de 1991.

Gisela Umbuzeiro Valent
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PROCOP
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1,

OBJETIVOS

Obter informagoes técnicas e cientificas e trelnamen
to pratlco especializado em métodos de toxicologia
molecular empregados na avaliagao da atividade geno-
toxica de amostras atmosfericas.

Participagdo no 22™% Annual Scientific Meeting of
the Envirgnmental Mutagen Society com apresentagao do
Trabalho '"Microbial assays in the screening of
genotoxic air pollutants", desenvolvido na CETESB
dentro do Programa de Assisténcia Técnica do PRCCOP,
com recursos do BIRD.



2. PARTICIPACAO NO 22nd ANNUAL MEETING OF THE: ENVIRONMENTAL
MUTAGEN SOCIETY

Local: Kissimmee (Orlando), Flérida - USA.
Periodo: 06 a 11 de abril de 1991.

Chairman: Dr. Michael D. Waters

U.S. Environmental Protection Agency.

O encontro anual da "Environmental Mutagen Society" visa
o intercambio de informacdes na area de mutagénese ambiental,

trazendo o que ha de mais novo em estudos e pesquisas nesta
area.

Estiveram presentes, representantes dos grandes centros de
pesquisas dos Estados Unidos, bem como dos mais diversos pai-
ses, entre eles: Canada, México, Inglaterra, Franga, Alemarha,
Africa do Sul, India, China, Japao, Australia e outros.

Durante o encontro foram realizados diferentes Workshops

e Simpésios, sendo tratados os seguintes assuntos:

WORKSHOP I - Novas Técnicas Moleculares na Analise de
Genoma. Parte A. O papel da reagdo de
cadeia polimerase (PCR) na analise molecu

lar de mutagdes.

WORKSHOP II - Micronucleo como um index de dano citoge-

netico: passado, presente e futuro.

WORKSHOP III - Novas Tecnicas Moleculares na Analise de
Genoma. Parte B. Analise Molecular de

lesces gendmicas de larga escala.

WORKSHOP IV - Metodos existentes e tecnologia emergente

para monitorar mutagao génica'in vivo"-



SIMPOSIO I - Base genética da indugao de cancer.

SIMPOSIO II - Antimutagénese e anticarcinogénese.

SIMPOSIO III Recombinagao: Mecanismos, detecgio e

significado.
SIMPOSIO IV - Susceptibilidade genetica para doenca.

Foram apresentados e discutidos 291 trabalhos de pesquisa
dentro dos seguintes temas:

Apresentacao oral:

Mutagénese em procariotos

Monitoramento humano I

Metodos de genotoxicidade em mamiferos/resul tados
Dano de DNA/Mecanismo de reparo

Mecanismos de mutagao em células de mamiferos
Metodos citogenéticos

Ensaios em células germinativas de mamiferos

Genotoxicidade "in vivd/transformacao em celulas de mami fe-

ros
Misturas complexas e interagoes
Monitoramento humano II

Citogenetica em células de mamiferos/Mutagénese em droso-

phila

Mutagénese em celulas de mamiferos/Mecanismos

Poster
. Mutagenese/Analise Molecular/Mecanismos.

Quimicos de interesse especial.



. Misturas complexas; interagao quimica.

. Relagoes entre estrutura e atividade/informagoes de mutage-
nicidade.

. Citogenéticain vivow,

. Mutagénese'in vivo'em célulassomatica e germinativa.
. Monitoramento humano.

. Dano de DNA e reparo.

. Procariotos

. Eucariotos nao mamiferos

. Citogenetica, genotoxicidade.

. Mutagenese em células de mamiferos.

Os resultados parciais do trabalho que a CETESB, vem desen
volvendo dentro do Projeto PROCOP : "Avaliacao da genotoxicida
de de material particulado de ar em areas industriais e urba-
nas do Estado de Sao Paulo, através de bioensaios microbia-
nos - Integragao com Programas de Controle da Poluigao do Ar",
foram por nos apresentados no Encontro, dentro da Sessiao "Mis
turas Complexas, Interagaes Quimicas", sob o Titulo: "Micro-

bial Assay in the Screening of Genotoxic Air Pellutans",

A pesquisa foi desenvolvida pela equipe dos Laboratorios
de Analises Microbioldgicas (NAB) da NA/N, com colaboracao da
equipe da Divisao da Qualidade de Ar (NPQ). O trabalho foi
muito bem aceito pela comunidade cientifica presente no Encon
tro, parabenizando-nos pelo nivel e qualidade da pesquisa que
a CETESB esta realizando na area de genética molecular dentro
do controle de poluigao.

A participacao no Evento foi de grande valia, pois tive-
mos a oportunidade de estar em contato com o que ha de mais
novo e atual na area de mutagenese ambiental e divulgar a ni-
vel internacional as atividades que a CETESB, vem desenvolven

do no monitoramento de substancias mutagenicas em amostras



ambientais. Por outro lado, tivemos ainda a oportunidade de
discutir os trabalhos que estamos desenvolvendo com cientis-
tas de renome internacional na area de genética molecular, au
Xxiliando-nos nas condutas de nossas pPesquisas, sendo que 0s
principais contatos mantidos foram:

- Dr. Barbara S. Shane - Louisiana State University - Baton
Rouge - LA 70803 (Phone: 504- 388-4302).

- Dr. Bruce N. Ames - University of California - Berkeley - caA
USA. (Fax: 415-643- 7935)

- Dr. B.W. Glickman - York University - Ontario - Canada
(Phone: 416-736-5242),

- Dr. Errol Zeiger - NIEHS - Research Triangle Park, NC - usa.
(Phone: 919-541-4482),

- Dr. Frederick J. de Serres - Research Triangle Institute
(RTI) Research Triangle Park, NC - USA. (Fax: 919—541-6499L

- Dr. Goian L&froth - Nordie School of Public Health, Goteborg
- Sweden (Phone: 031-69-3935),

= Dr. Larry D. Claxton, Dr. David de Marini, Dr. Virginia
HouK - U.S. EPA - Research Triangle Park, NC - USA. (Fax:
919-541-0968),

- Dr. Michael D. Waters - U.S. EPA - Research Triangle Park,
NC - USA. (Fax: 919-541-0694).

- Dr. Raymond W. Tennant - NIEHS - Research Triangle Park,
NC - USA. (Fax: 919-541-1460),

- Dr. Thomas A. Cebula - Food & Drug Administration -
Washington, D.C. (Phone: 202-472-3060) .



- Dr. Thomas Hughes - Environmental Research Health
Testing (EHRT) - RTP - NC - USA. (Phone: 919-544-1792).

and



3. INSTITUIGOES VISITADAS E ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

3.1. University of Califomia, Irvine (UCI)
Program in Social Ecology
Califomia, USA. 92717
Phone: (714) 856 5281
Fax: (714) 725 2056

Coordenador: Dr. Betty H. Olson
Periodo: 15/04/91 a 03/05/91

Pesquisadores contactados: Dr. Susan M. Bradford; Dr. Oladele A.
Ogunseitan; Dr. Yu-Li Tsai

A Universidade da California, em Irvine (UCI) foi criada em
1965 e compreende um Campus de aproximadamente 1.500 acres. Em 25 anos a-
presentou um répido crescimento e desenvolvimento académico, tendo atualmp_
te cérca de 16.100 estudantes e Programa de Graduago nas areas de:  Cidr-
cias Biolégicas, Engenharia, Artes, Ciéncias Humanas, Informatica e Computa
Gao, Administragdo, Medicina, Ciéncias Fisicas, Ecologia Social e Ciéncias
Sociais, oferecendbtitulo em 92 areas diferentes.

A UCI conta com uma excelente biblioteca com mais de 1,4 milhao
de livros e 20.000 per‘iédicos, totalmente computadorizada, inclusive com
diferentes sistemas de dados para pesquisa bibliogréfica, otimizando o tem-—
po dedicado a esta atividade.

0 nosso estagio na UCI, se concentrou principlamente no Setor de
Genetica Molecular doProgram in Social Et/:ology, dirigido pela Dr2, Betty H.
Olson, PhD pela Universidade de Berkeley, em 1974. A linha de pescauisa do
laboratorio esta dirigida para a interagao entre microrganismos e compostos
quimicos langados no ambiente e inclue estudos de bioremediagao, ecologia
genética e engenharia genética, de grande importancia na degradagao de po-
luentes ambientais.



. Bioremediagao - € o uso de microrganismos normalmente presentes
no solo, agua e ar para degradar substancias potencilamente toxicas
langadas no meio ambiente. O crescimento de microrganimos autocto-
nes e promovido atraves do langamento de nutrientes e modificagces
fisico-quimicas no ambiente (aeragdo, pH, temperatura), o que enco-
raja o desenvolvirri—:-nto de todos microrganimos inclusive os capazes
de degradar os poluentes ambientais. Neste processo pouco se  faz
para selecionar bacterias especificas ou estimular genes especificos
responsaveis pela biodegradacao dos contaminantes.

. Ecologia genetica - € um refinamento do processo de bioremediacio,
atraves da identificagao especifica dos genes que degradam os po-
luentes e estimulo de sua atividade. Amostras ambientais s3o . tes-
tadas para ver que genes estao presentes nos microrganismos autéctg
nes. Fatores ambientais sao modificados - primeiro em laboratério
e a seguir no campo - para determinar as condigoes otimas para re-
produgao e expressao do gene.

. Engenharia genetica - cria novos microrganimos nos laboratorios atra
vés da manipulag3o de material genético: genes s3o introduzidos nos
microrganismos que naturalmente naoc os contem. Este processo & me-
nos promissor para a bioremediacac do que a ecologia genetica, porque
existe uma grande resistencia plblica e dificuldade de manter mi-

crorganismoscriados em laboratério, viaveis sob condicoes de campo.

Tivemos a oportunidade de realizar e acompanhar uma serie de técnicas
basicas de suma importancia para laboratoricsde Toxicologia Molecular:

. Extragao de plasmidios por lise alcalina

Esta tecnica é de suma importancia para obtencdo de plasmidios  pe-
quenos ( <100 Kbp) de bactérias presentes no meio ambiente, que
possam estar associados com a degr‘adagéo de poluentes, como por
exemplo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, mércurio, etc.
0 ensaio consiste em crescer a bacteria portadora do plasmidio em
caldo L (Liria Broth), separar as celulas por centrifugacao e

lisa-las com SDS e tris — NaOH (pH - 12,5). Os restos celulares so



separados por centrifugagao e o DNA plasmidial é extraido com fe-
nol—loroformio, isopropanol e etanol e o RNA é digerido pela RNAse
pancreatica. A seguir é realizada uma corrida eletroforetica  em
~gel de agarose com brometo de etideo para visualizagdo do plasmidio
isolado.

Este plasmidio isolado é submetido a digest3o por enzimas de restri
G20, para isolamento dos genes envolvidos na degradagio do poluente
desejado. Esses genes podem ser marcados com 32P e utilizados
como '"probe" (sonda) na identificagao de microrganismos portadores
dos mesmos genes atraves da técnica de hibridizacao de colonias, ou
utilizados para clonagem em bactérias que serdo empregadas na de-
gradacao de determinados poluentes ambientais.

- Marcagao de segmentos de DNA com “°P - Técnica de"Nick Translation'

Nesta técnica trabalhamos com segmentos de DNA responsaveis pela de
gradagao de PCB's (Cbpc) e Napthaleno (Nah), que foram marcados com
'32P, para serem utilizados como sonda (probe) na detecc@o de bacté
rias que possuem a sequ@ncia de genes que codificam as enzimas para
a degradagao desses produtos. Cerca de 10pL.(7ug) de DNA extraido
e digerido, de forma a conter os genes Cbpc e Nah,é denaturado em
banho maria por 5 minutos e imediatamente colocado em gelo. A se-
guir adiciona-se o sistema de'primers' (d ATP, d GTP - d TTP e
(D=~ %p] dCIP = 10 pOi/uLy, tamic & Pragiento _Klenow--
(DNA Polimerase I - 3 units/uL). Apos incubagao por 1 hora a 25°C
a reagao deressintese do DNA é parada com EDTA Na, 1mM. A separa-
a0 do DNA "Nick-Trarslated' do que ndo incorporou d NIPs é realiza
do pela coluna "Elutip".

. Método para extragao diretade DNA de amostras ambientais

0 isoiamento de DNA bacteriano de ambientes naturais tem se tomado
um instrumento Util através do qual se pode: estudar a fungao ecolo-
gica de certos genes caracteristicos que codificam importantes vias
metabolicas, descobrir microrganimos engenheirados e determinar a
diversidade de DNA bacteriano em ecossistemas microbianos. - As
bacterias presentes nas amostras ambientais sdo lisadas pela adigao

de lisozima, tampao de lise (SDS e Tris HCl) e processo de resfria-
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mento e aquecimento. O lisado € extraido com dodecil sulfato de
sodio e fenol cloroformio. O DNA extraido e digerido é isolado em
gel de agarose e hibridizado com os genes que se quer determinar m
amostra atraves da técnica de Sourthem blot.

. Metodo para extracdo direta de mRNA de amostras ambientais

Para se determinar se os genes presentes no DNA isolado sao funcio
nais no ambiente nativo, e necessario se detectar a expressac de
seus produtos (mRNA ou enzimas)"in situ". Este método permi te
observar se os genes de interesse em cada pesquisa em particular,es
tao sendo transcritos. A lise celular, fixacdo do RNA, e hidrdli-
se do DNA e realizada por agitagdo vigorosa em solugao de guanidi-
na tiocianato, contendo citrato de sodio, sarcosil 0,5% e 2-mercap-
etanol. O mRNA & extraido com fenol-cloroformio e o RNA total
e precipitado com isopropanol. O mRNA extraido é isolado em gel
de agarose.e hibridizado com probes d&s genes de interesse na amos-
tra, atraves da técnica de Northem blot.

. Método para contagem de bactérias pela técnica de Fpifluorescéncia

A técnica de epifluorescéncia para contagem de bactérias em amos-
tras ambientais tem sido amplamente divulgada nos ultimos anos de-
vido a sua rapidez e simplicidade. Volumes determinados da amos-
tres seo filtrecbs en membrana nucleopore (0,2 pm), posteriomente s3o cora
das com acridineorange 2% por 5 minutos. As membranas sdo dispos
tas em léninas, coloca-se uma gota de oleo de imersao e cobre-se
com laminula. A 1Zmina é observada em microscopio com luz UV  em
objetiva 100x com oleo de imersdo. A oculsr contendo  micrometro
permite a contagem e calculo do nimero de bactérias por miL.

Durante a nossa permanencia no laboratorio de genética do Program in
Social Ecology tivemos aoportunidade de acompanhar ensaios de PCR (polimerase
chain reaction) para amplificagao e detecgdo de 16S rcDNA (DNA ribossomico) e
discutir os trabalhos que o laboratorio vem realizando a nivel de biologia mo-

lecular em relagao a biodegradagdo de mercirio, naftalenos e PCB's. Mantive-
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mos ainda contato com uma série de pesquisadores de outros departamentos:

Dr. Daniel B. Menzel
Director, Southem Occupational Health Center

Departament of Community & Envirormental Medicine
Fax: (714) 725-2070

O departamento do Dr. Menzel esta envolvido em estudos sobre altera-
goes bioquimicas em células doentes, atraves da utilizacio de  mi-
croscopia eletronica, acoplada & microcomputadores, que permite vi-
sualizar de forma trimensional o que estd acontendo tanto na super-
ficie como no interior da célula, Sao estudos de alta tecnologia qe
tem contribuido muito para a elucidagao de algumas doengas, princi-
palmente o cancer ocupacional,

Dr. Ronald C. Shank

Director Graduate Program Envirormental Toxicology
Community & Environmental Medicine

Phone: (714) 856-5186

Dr. Shank esta envolvido no Programa de Toxicologia Ambiental da Uni
versidade da Carolina, onde a pesquisa esta mais voltada para o
estabelecimento das bases moleculares dos processos cancerigenos de-
correntes da exposigao a poluentes ambientais, e trard algumas con—

tribuigces importantes para a ECO 92 no Brasil, no proximo ano.

Dr. Terese M. Olson

Water Resources and Environmental
Engineering
Phone: (714) 856-7188

Dr. Olson esta envolvida com os problemas de chuvas acidas na _Cali-
fémia, que tem sido uma grande preocupagéo na énea, bem camo com as
fontes de abastecimento de agua e os problemas de intrusao de . agua
salgada nos lengois freaticos dessa regido dos Estados Unidos,
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Dr. E. Hoffiman
Department of Developmental and
Cell Biology

Durante o contato com Dr. Hoffmann discutimos a utilizagao do ensaio
de germinagao de pollen, desenvolvido em seu laboratorio como . umn
bioensaio simples e sensitivo para avaliar toxicidade ‘de amostras de
aguas e ar.

3.2. University of California, Riverside (UCR)
Statewide Air Pollution Research Center
Department of.Soil and Environmental Sciences
Riverside, California 92521
Fone: (714) 787-3502
Fax: (714) 787-5004

Contatos: Dr. Janet Arey e Dr. William Harger
Data da visita: 02/05/91

0 Statewide Air Pollution Research Center, localizado na Universida-
de da Callf‘or'ma Riverside, vem desenvolvendo uma série de trabalhos sobre a
determinacao de poluentes atmosfem.cos principalmente nesta area de Los
Angeles ate Riverside, que € muito afetada principalmente pela poluigao de ve1
culos automotores. Dr. Pitts desta Instituicao, atualmente aposentado, foi um
dos primeiros pesquisadores a iniciar os estudos da atividade mutagenica de
material particulado de ar atraves do Teste de Ames e contribuiu muito nas pes
quisas neste setor. O laboratorio de mutagenicidade atualmente sob a direcao
do Dr. William Harger, continua avaliando a qualidade do ar desta regiao atra-
ves de bioensaios microbianos principalmente Teste de Ames. Os estudos estao
mais voltados para avaliar a contribuicao de Nitrocompostos na atividade muta-
genlca de material particulado bem como, 0S pemodos diarios de maior pico de

mutagenicidade.

A Dr. Janet Arey , especialista em quimica atmosfeérica, esta direta—
mente envolvida com as analises quimicas de amostras de ar., Tem trabalhado
principalmente com determinagdo das concentracoes de nitrofluaranteno, nitro-
pirenos, nitroarenos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em extrato or-
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génico de material particulado, verificando a contribuicao desses campostos

na atividade mutagenica dessas amostras.

Dr. Arey tem estudado tambem a formagdo de metil nitronaftalenos a
partir da reagao de 1 - e 2 - metilnaftaleno com radicais CH e N,O; e sua
ocorrencia na atmosfera. Durante nossa visita ao Statewide Air Pollution
Research Center, tivemos a oportunidade de apresentar e discutir, os nossos
dados parciais obtidos no Projeto PROCOP. Nosso trabalho foi bastante elogia
do, entretanto todos foram unanimes em relacao a necessidade de completar os
dados obtidos nos ensaios microbianos com as analises quimicas, colocando in-

clusive o laboratorio a nossa disposicao.

O contato com o Statewide Air Pollution Research Center foi muito
importante, pois tivemos um''feed-back'bastante positivo do trabalho que esta-
mos conduzindo com bicensaios microbianos para avaliagao da atividade mutage-
nica de material particulado de ar, principalmente com relaga'io a utilizagao
desses ensaios como um instrumento auxiliar de grande valia no controle da
qualidade do ar.

3.3. Orange County Water District
10500 Ellis Avenue
P.0. Box 8300
Fountain Valley, Ca 92 728-8300
Fone: (714) 962 2411
Fax: (714) 962 6957

Contato: Dr. Charles D. McGee
Laboratory Supervisor

Data: 30/04/91

Orange County, Sul da California, € uma das regiGes urbanas mais di
namicas dos Estados Unidos. Localizada numa regiso semi-Arida conta com uma
populagao de 19 milhces. As fontes naturais de 4gua superficial sio bastante
escassas (Santa Ana River e seus tributarios) e combinadas com a precipitacao
formecem somente 25% da demanda total de agua. Por outro lado, a area esta
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sobre um grande reservatorio natural de agua subterrénea, responsavel por
65% de toda agua usada no distrito.

Orange County Water District foi constituido em 1933, por uma ato da
Legislagao da Califomia para proteger e administrar a distribuicao dessa agua
subterranea. Desde 1949, o distrito importa agua principalmente do Rio Colo
rado (Arizona), atraves de um aquaduto construido em 1930, para repor a
agua removida do aquifero. A tendéncia do Estado do Arizona, entretanto e
reduzir gradualmente a exportagao de agua do Rio Colorado, cujo custo de im-
portagao se elevou rapidamente nos Ultimos anos. Como toma-se cada vez
mais dificil obter agua doce em Orange County e a demanda de agua esta aumen—
tando, € clara a necessidade de conservar e reciclar a agua na regiao. Um
grande problema ainda enfrentado na area e a intrus3o de agua do mar no len-
gol subterraneo, para isso o distrito opera um sistema de barreira hidrauli-
ca onde utiliza principalmente aguas residuarias recicladas e agua de pogo
profundo.

Para a reciclagem de éguas residuarias o distrito conta com uma plan
ta chamada de Water Factory 21 que produz agua de alta qualidade e que tivemos
a oportunidade de conhecer. O projeto tem sido reconhecido por muitos como
um prototipo de sistema a ser construido para produzir distribuigao de agua
suplementar para os Estados Unidos, durante o seculo 2l,dai a denominagao
'"Water Factory 21",

O sistema fornece 56.775 m°/d de agua residuaria tratada atraves
de processo de alta tecnologia que combinam: clarlflca(;ao quimica, recarbona-
gao, filtragao, adsorgaopor carbono ativo, cloragao e osmose reversa, resultan
do em agua de qualidade potavel. Esta agua € combinada com a agua provenien-
te de pogos profundos, formecendo 23 milhdes de galGes de agua de injegio pa—
ra a barreira hidr‘éulica.

Visitamos, além de todas plantas de tratamento, os laboratorios de
microbiologia e fisico-quimica, onde tivemos também a oportunidade de apresen
tar os trabalhos que estamos realizando na CETESB. O Dr. McGee apresentou
grande interesse nos nossos estudos de atividade mutagenica em amostras
de aguas superficiais e 4guas tratadas, uma vez que esta pensando em iniciar
a implantagao de bioensaios de mutagenicidade em seu laboratorio.
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4. PARTICIPACAD EM SEMINARIO

Durante o periodo de treinamento assistimos a um seminario e fomos convi-
dados a apresentar o nosso trabalho em dois seminarios,

4.1.

4.2.

4.3

Assunto: Tecnicas de Biologia Molecular no estudo da degradacao de
poluentes ambientais

Conferencista: Dr. Yu-Li Tsai
Local: Program in Social Ecology - UCI, CA.
Data: 26/04/91

Assunto: A CETESB como Agéncia de Protegao Ambiental em S3o Paulo,
Brasil e as atividades especificas do Laboratorio de Mi-
crobiologia, com enfase a area de mutagenicidade

Conferencista: Biom. Maria Inés Zanoli Sato
Local: Program in Social Ecology - UCI, CA.
Data: 24/04/91

Assunto: 'Microbial assays in the screening of genotoxic air
pollutants”

Conferencista: Biom. Maria Inds Zanolj Sato
Local: Orange County Water District - Fountain Valley, CA.
Data: 30/04/91
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S. COMENTARIOS E CONCLUSTES

O treinamento realizado foi muito importante e proveitoso, pois possibili
tou a aquisicao de subsidios técnicos e cientificos de aplicagao direta no
projeto PROCOP em andamento, e permitiu a atualizagao da area nos mais moder—

nos metodos de genetica toxlcologlca utilizados na avaliagao de campostos ge-
notoxicos e degradagao de poluentes ambientais.

Do ponto de vista profissional, esta viagem contribuiu muito para o nosso
aprimoramento técnico cientifico e permitiu ainda a divulgagao e o reconheci-
mento de nosso trabalho a nivel internacional.

Os contatos mantidos com as diferentes instituigdes visitadas (UICI, UCR e
OCWR) estabeleceu ainda o inicio de uma série de intercambios de informagces
com a CETESB, de grande importancia no controle da Poluicio Ambiental.
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6. RESUMD DO RELATORIO

Este relatorio descreve a viagem de treinamento de curta duragao da Blome
dica Maria Ines Zanoli Sato, do Setor de Microbiologia da Divisao de Analises
MlCI‘OblOlOglCaS a Universidade da California, Irvine (UCI) e Riverside (UCR)

e participacao do paf1d Annual Meeting of the Envirormmental Mutagen Society du

rante o periodo de 06 de abril a 05 de maio de 1991.

As instituigoes visitadas foram Program in Social Ecology (UCI) e
Statewide Air Pollution Research Center (UCR). O assunto basico do treinamen
to foi metodos de genetlca toxicologlca para avaliagao da genotoxicidade e de
gradacao de poluentes ambientais. Durante o 22nd Annual Meeting of the
Environmental Mutagen Society foi apresentado o trabalho '"Microbial Assay in
the Screening of Genotoxic Air Pollutants'", que compilam os resultados par-
ciais do Projeto PROCOP (35.16.00). Os recursos foram formecidos pelo Pro-

grama de Assistencia Técnica - PROCOP, através do projeto ne 35.16.00.



18

7. AGRADECIMENTOS

Gostariamos de deixar €Xpressos 0s nossos agradecimentos a:

. Diretoria da CETESB; a coordenagao do PROCOP na pessoa do Eng. Arlindo
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de Analises Microbioldgicas:

pelo esforgo dedicado a viabilizagio desse treinamento.

. Ao corpo tecnico das instituigoes visitadas: Program in Social Ecology

(UCI), Statewide Air Pollution Research Center (UCR), Orange County
Water District:

pelo apoio e assessoramento tecnico que possibilitaram que os objetivos
de nosso treinamento fossem plenamente alcancados.
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ANEXO 3: CONSULTORIA INTERNACIONAL



PROGRAMA DE TREINAMENTO - CONSULTORIA
TERMOS DE REFERENCIA

i. Consultor
Prof. Dr. Larry Claxton
Genetic Toxicology Division
Health Effect Research iaboratories
MD48, room Hi0%H
U.S. Environmental Protection Agencu (EPA)
Research Triangle Park, NC 27714
UsSaA '

telefone: 919 544 2329
fan PP19 541 9948

2. Assunto

Controle de substancias genotéxicas no meio ambiente através
de bioensaios microbianos e contraole de gqualidade &em

laboratdrios.
3. Objetivos

Esta consultoria tem por objetivo obter informagoes sobre os
diferentes biocensaios empregados ro monitoraménto de substancias
genotoxicas no meio ambiente e discutir a aplicagdo € significado
desses meétodos em programas de monitoramento da qualidade do ar,
incluindo informagtes sobre controle de gqualidade em laboratdrios

de mutagénese ambiental.
4. Periodo

De 25 de Setembro a @i de Outubro de 1993 (07 dias).



& .

Local

Divisac de Anzlizes

Microbiolagicas - NAB

Departamento de Apoio Operaciocnal - NA

Diretoria de

CETESB - Sao

Relatorio

O consultor

vidades.

Normas

Paulo,

devera

e Padroes Ambientais - N

5P, Brasil.

elaborar

relatdrio

a0

final.

de

suas




Gastos Previstoss:

Diarias (15 x US% 53) 793
Passagem aerea (RDU/GRU/RDU) 2,505
SuUB TOTaAL 3,300

TOTAL (+ DECAF 1.42%) 4,680



SHORT TERM PROGRAM - CONSULTING WORKS
TERMS OF REFERENCE

1. Consultant
Prof. Dr. Larry Claxton
Genetic Toxicology Division
Health Effect Research Laboratories
MD&B, room Hiom
U.S. Environmental Protection Adency (EPA)
Research Triangle Park, NC 27711
USA

telephone: 919 544 2329
fas s P19 544 o943

. Consultancy title:
Control of genotomic substances in the environment using

microbial bioassays and qual ity contral.

3. Content

The aim of this consultancy is to provide informations about
the bicssays used in the control of genotoric substances
in the environment, and to discuse the usefulness and meaning of
these methods in air quality monitoring Programs, including
informations about quality control in environmental mutagenesis

laboratories.

4. Period

September, 25 %" t o October. 4%t aof 1993 (07 days).



; £ 2. Place

ap Divielo de Andlises Microbioldgicas - NAS
Departamento de Apoio Operacional - NA
Diretoria de Normas e Padroes Ambientais - N

CETESB - Saoc Paulo, 5P, Brasil.
4. Report

The consultant should present brijef Feport at the end of his

activities.
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