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AVALIAGAO DE TESTES RAPIDOS DE MUTAGENICIDADE PARA CARACTERIZAGAO
DE AMOSTRAS DE AR (MATERIAL PARTICULADO)
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1. INTRODUGAO

Recentemente a pesquisa de compostos mutagenicos em amostras am-
bientais vem adquirindo grande importancia em consequenica dos
possivels efeitos adversos a saude da populagao que esses poluen

tes podem apresentar.

Desde os estudos de LEITER et alii (1942), que demonstraram que o
alcatrao extraido de poeira atmosférica de algumas regioes dos Es
tados Unidos produzia sarcoma em ratos, e os estudos epidemiolégi
cos de HITOSUGHI (1968), relacionando poluigao de ar e incidéncia
de cancer de pulmao, atengao especial vem sendo dada na detecgéo

‘de compostos organicos na atmosfera.

Em decorréncia da complexidéde, custo elevado e longo tempo em
preendidos nos bioensaios de carcinogenicidade, bem como da . boa
correlagﬁo que vem sendo observada entre mutagenicidade e carcino
genicidade (Mc CANN et alii., 1975; RINKUS & LEGATOR, 19807 TENNANT
et alii., 1987), sistemas bacterianos tem sido propostoé como 'mé
todo de triagem répido e sensivel para detecgao de poluentes muta

genicos.

Frente aos sérios problemas que o Estado de Sao Paulo vem enfren
tando com relagao a poluigao do ar, especialmente nos grandes cen
tros urbanos e industriais, a implantagao de metodologias répidas
e economicas para a triagem de poluentes genotéxicos em material
parficulado de ar e de grande importémcia , podendo fornecer sub
sidios para futuros programas de monitoramento e auxiliar no esta
belecimento de metas e criteéerios para uma politica adequada de

controle de poluigao do ar.

A8 -10-080/71




2. OBJETIVOS

Implantar e avaliar metodologias analiticas rapidas para detec

géo‘de atividade mutagénica em amostras de ar (extrato de matg
rial particulado) visando fornecer subgidios para gque 08 orgaos
governamentalis possam estabelecer metas para futuros programas

‘de monitoramento da qualidade do ar.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As amostras aﬁmxﬁéricas podem conter tanto poluentes naturais (poeira,

"~ vegetagao) como de origem antropogénica (emissoes de'veiculos, fgl
macga, etc.); o que as torma de natureza muito complexa,podendo apre
sentar centenas de compostos diferentes na forma de gases e de ma
terial particulado (aerosol)(HUGHES et alii., 1980).

As particulas atmosfericas finas (< 10 pm) sao as que desempe-
nham papel mais importante com relagao ao efeito de salde, pois
penetram mais profundamente no sistema regpiratorio, atingindo

inclusive os alvéolos pulmonares (CETESB, 1987). TALCOTT & HARGER
(1980) analisando material particulado atraves do teste de Ames,
demonstraram que 52 a 98% da atividade mutagénica estavam associa

das as particulas menores que 2 um.

Segundo CHRISP & FISHER (1980), as amostras de material particu
lado tem demonstrédo conter varios mutégenos diretoé; porém, con
tém tambeém grande guantidade de mutégenos indiretos tais como, 0
benzo [a] pireno e os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,{os
quais necessitam de ativagéo metabolica para gque possam apresen
tar atividade mutagénicq, Portanto, é importante a utilizagao de
enzimas microssomais de mamiferos para detecgao desses compostos
atraves de ensaios "in vitro", e o sistema mais comumente utiiizg
do &€ o extrato microssomal de figado de roedores apés ihdugao com

bifenilas policloradas (PCBs).

Diferentes métodos de extragio orgdnica sfo utilizados no preparo
de amostras de material particulado de ar antes de submeté-las aos
testes de mutagenicidade, com o obJjetivo de recuperar os  compos-
tos orgénicos presentes na amostra. Dentre eles podemos citar o
soxlet qué foi empregado por: TOKIWA et alii (1977), para deter
minar a atividade mutagénica de poluentes atmosféricos em areas
industriais e residencias no Japao; ALINK et alii (1983), para mo
nitorar a mutagenicidade de material particulado em ‘areas nao in

dustriais; DAISEY et alii (1984), para estudar as influencias re

A3 .10-0207).




gionais e locals na natureza do material organico de poluentes-
atmosféricos em New Jersey; LOUIS et. alii (1987), para avaliar a
mutagenicidade de material particulado inalavel em New Jebsey e
outros, sendo sempre obtidos resultados satisfatorios em rélagao

~ao-material organico extraido.

0 métod5 de ultrasonicagao tambéem tem sido empregado por alguns
autores, com eficiéncia, na extragao de poluentes mutagénicbs de
material pabticulado e podemos citar os estudos de: PITTS et alii
(1982), para verificar as variagoes diurnas na mutagenicidade de
material particulado na Costa Sul da Califéﬁnia; VIAU et alii
(1982), para comparar a eficiencia de diversos solventes na ex-
traggo de cbmpogtos genotéxicos de material particulado; AVERY et alii
(1983), para déterminar hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
presentes em material particulado de zonas urbanas; SASAKI ' et
alii (1986), para avaliar a atividade mutagénica de material par
ticulado em Tokio, além de outros. A ultrasohicégao, precedida
de agitagao, foi utilizada por COURTOIS (1984), em estudo sobre

a génotoxicidade de particulas atmosféricas em suspensao na zona

urbana de Paris, fornecendo resultados satisfatorios.

Apesar da exfraggo com soxﬁlet ser a mais frequentemente
utilizada por diversos autores, estudos comparativos realizados
por GOLDEN & SAWICKI em 1978 e KRISHNA et alii em 1983b, de
monstraram ser a ultrasonicacao o método mais eficiente para ex-

tracao de mutégenos de amostras de material particulado.

Com relagao ao solvente a ser empregado na extragao de material
particuladc, existe um grande nimero de trabalhos na literatura
que demonstram a eficiéncia de diferentes solventes na recupera
Qéo de compostos mutagénicos detectados através de bioensaios
de mutagenicidade, especialmente no Teste de Ames., A escolha do
solvente depehde do tipo de composto que se pretende recuperar,

nao existindo um procedimento padrao.

TOKIWA et alii (1977), ALINK et alii (1983).6 SEEMAYER (1985)ut£
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lizaram metanol em soxhlet. TAKEDA et alii (1984) comparando
areas industrial, rural e residencial do Japao utilizaram 'benzg

no em soxhlet,

Outros autores empregaram mistura de solventes polares e 'apolé '
res cbm‘o objetivo de extrair maior variedade de compostos muta
‘génicos. PITTS et alii (1982), estudando as variagoes diurnas de
mutégenos presentes na atmosfera da California utilizaram a ul-
trasohicagéo com mistura 1l:1:1 de metanol, tolueno e diclorome
tano. DAISEY et alii (1980) e LOUIS et alii (1987) analisando ma
terial particulado de Nova York e New Jersey respectivamente, em
pregaram solventes de diferentes polaridades: ciclohexano, diclo
rometano e écetona em soxhlet, separadamente. GROSJEAN (1975)tam
bémbreéomehda O uso de‘extra@éé com dois solventes, um polar = e
um apolar, por ser um método mais eficiente em comparagao com a

extra@éo somente com benzeno.

COURTOIS em 1984, estudando genotoxicidade das particulas athog
féricas da regiao central de Paris, utilizou o diclorometano e
acetona por ultrasonicagao. HUISINGH et alii (1980), estudaram o
potencial mutaggnico de extratos de emissoes de combustao de vei
culos automotores e recomendam o uso do diclorometano como o me

lhor solvente.

DE RAAT (1983) avaliou material particulado em diferentes re-
gioes da Holanda e os resultados de seus experimentos revelaram
que, a extragao com metanol ¢ melhor ou no minimo igual a extra
géo com outros solventes,bem como que a combinagao do metanol
com outros solventes apolares nao aumenta a recuperagao de ‘com

postos genotoxicos.

KRISHNA et alii (1983a), em estudos de compéragao entre sol
ventes, mostfaram que a melhor extragao de compostos genotéxicos
OCOPNﬂlc@nemetona seguida de diclorometano e também sugerem que
a quantidade de solvente adequada para a maxima recuperagao de

material mutagénico deve ser 1 mL de acetona para cada miligra

A7 -10-040/71




ma (MG) de material particulado

A detecgao de compostos mutagénicos em extratos de material parti
culado de ar pode ser realizada através de métodos quimicos e bio
logicos. Atualmente os testes '"in vitro" usando microrganis
mos tem sido os mais utilizados devido sua praticidade e baixo
custo, quando comparados com os testes "in vivo" com mamiferos ou
analises cromatogréficas e espectrométricas. Dentre os ensaios '"in
vitro" com microrganismos, o Teste de Ames (Salmonella/mammalian

microsome mutagenicity assay) descrito por AMES et alii (1975) e
revisado por MARON & AMES (1983), tem sido o ensaio mais conheci

do e amplamente utilizado para analise de amostras ambientais.

0 uso do Teste de Ames na triagem de carcinégenos e baseado no
principio que o cancer pode ser iniciado por uma alteragao no DNA
(mutagéo), e -que agentes que causam dano ao DNA das linhagens bac
terianas usadas no ensaio, podem tambem causar dano ao DNA de cé
lulas de mamiferos; portanto compostos quimicos puros ou misturas
complexas que causam mutagoes nessas bactérias podem constituilr

_ risco a saude humana (AULETA & ASHBY, 1988).

O Teste de Ames pode fornecer uma medida mais direta da étividade
genotéxica de aerosois urbanos do que uma simples medida da massa
de material particulado ou de material organico extraido, IHUGHES
et alii, publicaram em 1980 uma revisao sobre o uso do Teste de
Ames na avaliagao de atividade mutagénica de aerosois e 'Pecomeg
dam a utilizagao deste ensaio ao se iniciar pesquisas em mutage
nicidade de extratos de material particulado. Alguns trabalhos dessa revisao de
monstram que o material organico extraido de areas urbanas é mais
mutagénico do que o de areas nao urbanas (TOKIWA et alii, 1977;
PITTS et alii, 1977; ALFHEIM & MOELLER, 1979). Em adigao, nenhuma atividade mu
tag&ﬁca foi encontrada em amostras coletadas de zonas rurais (PITTS et
alii, 1977; ALFHEIM & MOELLER, 1979). Estes dados sugerem que a
mutagenicidade relativa do material orgénico presente nas particg

las atmosfericas, pode ser um indicador relevante do risco a saude

33 -10-040/1
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humana, associado com a exposigéo a esse material particulado.

McGEORGE et alii (1985) e NEAL et alii (1981) utilizaram tambeém o
Teste de Ames com Sucesso na anallse de efluentes industriais de va
rias categorias. LOPER (1980), mostrou a utilidade do Teste de
Ames na analise de égua tratada e sua importancia no acompanhamento

dos processos de tratamento.

Com relagao a compostos quimicos puros, segundo o Environmsntal

Mutagen Information Index (EMIC) - USA, em 1983 mais de 5000 compos
tos jé tinham sido analisados frente ao Teste de Ames (MARON & AMES,
1983). Mais recentemente, DUNKEL et alii (1985) e MORTELMANS et
alii (1986) publicaram os dados relativos aos resultados do Teste

de Ames para mais um grande numero de compostos quimicos,

Estudos sobre é correlagao entre mutégenos detectados pelos testes
"in vitro" e compostos cancerigenos tem apresentado resultados di
versos. Mc CANN et alii (1975) observaram 90% de correlagao = entre
respostas positivas no Teste de Ames e carcinégenos conhecidos. Ou
tros autores repdrtaram 91% (PURCHASE et alii, 1978); 77% (RINKUS
& LEGATOR, 1980) e 60% (TENNANT et alii, 1987) . '

0 Teste de Ames utiliza varias linhagens de Salmonella‘@mhﬁmﬁium

especialmente modificadas, capazes de detectar agentes que causam

mutacoes génicas no DNA por deslocamento do quadro de 1éitura

(frameshift) tais como a TAl537, TA1538, TA97a ou por substituigao
de pares de bases (base pair substitution) no DNA, como a TA1535,

TA100 e TAlO2.

Com relagao ao uso das diferentes cepas do Teste de Ames, TOKIWA

et alii (1977), estudando poluentes mutagenicos de amostras de ar,
testaram 6 cepas, e concluiram que a cepa mais sensivel foi va
TA98, seguida da TA1538. DAISEY & LEIKO (1979), analisando aerosol
"da cidade de Nova York, mostrarcm que das 5 cepas estudadas, as
mais sensiveis foram a TA98 e TAl0O, HUGHES et alii (1980) reco

mendam o uso da TA98 seguida da TA100 para_anélise de material
particulado de ar. TALCOTT & HARGER (1980), em experimentos ini

33 .10-040/1
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" ciais, concluiram que a cepa TA98 demonstrou maior sensibilidade
na detecgéo de mutégenos presentes em amostras de ar. COURTOQIS
(1984) analisando extratos de material particulado de ar do 'ceg
‘tro de Paris, estudou a resposta de varias cepas do Teste de

Ames e a mais sensivel foi a TA98.

Outro ensaio com microrganismos que tem sido utilizado para a
detecgao de atividade mutagénica de amostras ambientais e o Tes
te de Mutagéo Reversa em Saccharomyces cerevisiae descrito por
BRUSICK & MAYER (1973) e que foi utilizado por NEAL et alii (1981)

e SANCHEZ et alii (1988) na analise de amostras ambientais 15qui

das tais como efluentes industriais e corpos d'agua receptores.

O teste utiliza cepas haploides de S. cerevisiae auxotroficas pa

ra metionina, que detectam mutagenos que causam tanto deslocamen
to do quadro de leitura (S138) como troca de pares de bases
(8211). De MARINE (1979) utilizando outras cepas haploides auxo

troficas de S. cerevisiae obteve resultados positivos ao testar

condensado de fumacga de cigarro e suas fragoes organicas.

33-10-040/71




4. MATERIAL E METODOS

4.1.

Amostragem

Um total de 19 amostras de material particulado de ar(pag
ticulas totais em suspensao) da cidade de Sao Paulo e Cubatao, ' fo
ram extraidas e analisadas quanto ao seu potencial mutagénico, A co
leta foi feita em filtros de fibra de vidro Gelman A/E e amostrado-
res de ar HI-VOL por um periodo de 24 horas e uma vazao
media de 2000 m8 de ar. Os filtros foram pesados antes
e depois da amostragem apés equilibrio a 45% de umidade.
Os filtros amostrados foram armazenados entre papel de
aluminio e em envelopes de papel'Kraft a temperatura am

biente.

Preparo da Amostra

A aplicagao de testes de mutagenicidade em amostras de
material particulado de ar requer uma etapa prévia ~ que
inclui técnicas de extragao organica e concentr‘agﬁo9 com
a finalidade de retirar o material organico presente na
amostra e obter uma amostra suficientemente concentrada
para ser submetida aos testes de mutagenicidade. Os'métg
dos selecionados foram a ultrasohicagao e o soxhlet, ten
do sido a primeira, a tecnica escolhida para a realizi
¢ao deste estudo, porém uma das amostras foi dividida e
preparada utilizando-se o soxhlet e a ultrasonicagéo pa

ra um estudo'éomparativo.
4.2.1. Extragao por Ultrasonicagao

0 método se baseié nos descritos por PITTS et alii
(1982) e por COURTOIS (1984). Metade de cada fil-
tro amostrado foi ultrasonicado por 10 min. sub
merso em 100 mL de mistura de solventes ( metanol

e diclorometano 1:1). O extrato fol retirado e a

AR 10040/




amostra fol submetida a novo processo de extraggo
nas mesmas condigoes. Os extratos obtidos foram
combinados e filtrados em membrana de fibra de vi
dro AP20 (Millipore) utilizando-se funil de fil
tragao de vidro. O filtrado foi concentrado = em
evaporador rotatorio a vacuo a 45°C e seco cdmplg
tamente em fluxo de nitrogénio gasoso a tempera

tura ambiente.

Apés pesagem para avaliacao do material org%nico
extraido (MOE),OS extratos foram ressuspendidos
em volumes adequados de Dimetilsulfoxido (DMSO) e
armazenados no congelador a -20°C até o procedi

mento das analises,

Controles negativos foram realizados paralelamen

‘te ao ensaio, extraindo-se filtros nao amostrados

‘e o calculo do material orgénico extraido (MOE)

foi feito diminuindo-se o valor obtido para- 0
controle negativo do valor obtido para a amostra,
e expresso em pg de material organico extraido

por.m3 de. ar.
Extragao por Soxhlet

0 método utilizado foi adaptado do descrito por

' DAISEY & KNEIP, (1982).Um quarto de um filtro amos

trado foi colocado em um Soxhlet contendo 150 mL
de diclorometano. Apés 4 horas, o extrato foi re
tirado do aparelho e a amostra extraida ' sequen

cialmente com 150 mL de metanol por mais 4 horas.

Os extratos foram combinados, concentrados em eva
LY ” - O

porador a vacuo a 45°C e secos completamente em

fluxo de nitrogénio gasoso. O material extraido

foi ressuspendido em 4 mL de-dimetilsulfoxido e

B3 010.08071 .
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armazenado a -20°C ate a realizagao do ensailo.

4,3, Procedimento das Analises

a) Teste de Ames (Salmonella/Mammalian Microsome Mutagenicity

Assay).

0O Teste de Ames fol realizado atraves do método de in
corporagao em placa segundo MARON & AMES (1983). Este

ensaio utiliza cepas de S. typhimurium auxotroficas pa

ra histidina que tem a capacidade de detectar mutégg
nos gue causam mutagoes de ponto. As cepas mutantes em
pregadas neste estudo foram a TA98 e TA1O0O que detec
tam respectivamente mutagéo por deslocamento do quadro
de leitura do DNA e mutacho por substituicao de pares
de bases. Durante toda a execucgao das analises as ce
pas foram testadas quanto as suas caracteristicas gené
ticas e taxa de reversao esponténea. Os experimentos
foram conduzidos com e sem ativagao metabolica, uti
lizando~se microsomo de célula de figado de rato indu
zido com Aroclor 1254 - Fragﬁo S9 (Hazleton- Organon-
USA).

Controles positivos utilizando;se acetilaminofluoreno
(10 pg/placa)para TA 98 com S9 e azida sédica ( 5 ng/
placa)para TA100 foram conduzidos paralelamente as ané
lises das amostras. Todos os ensaios foram realizados

em triplicéta.

Foram testadas de 4 a 5 doses do extrato por cepa, sen
do 200 pL o wvolume maximo de amostra testado por pla
ca. Quando a quantidade de material extraido foi infi
rior a necessaria para se empregar as duas cepas, uti-
lizou-se o critério recomendado por HUGHES et aliil
(1980), dando-se preferéncia para TA98 + S9, seguida
de TA98 - S9, TA100 + S9 e finalmente TAIOO - 59.
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A maxima dose aplicada por placa foi de 1000 g,
ou 750 pg seguida de500,250, 100, 50 e 10 pg. A
estratégia de exposigao foi sendo modificada em
fungao da evolugao das anadlises. As placas foram
incubadas & 35°C por 48 horas e a seguir  proce
deu—se.a contagem do numero de colonias reverten
tes. O numero de revertentes induzidos é fungao
da concentraqao e da poténcia dos agentes mufagé

nicos presentes nas amostras.

Os resultados foram expressos atraves de curva
dose~resposta, plotando-se na abcissa as doses
testadas e na ordenada o numero de revertentes

por placa e,atfavés da razao de mutagenicidade
(RM) que é a razao entre o numero de colonias re
vertentes na placa teste (revertentes esponté
neas e induzidas) e o numero de colonias’ rever
tentes na placa controle,

A partir da reta de regressao linear obtida da
curva dose resposta derivou-se a concentragao‘mi
nima efetiva (CME), que & a maior concentragao
capaz de induzir uma resposta positiva para cada
cepa testada, e pode-se calcular o namero de re
vertentes por pg de extrato. 0 CME foi
expresso tanto em pg de material orgénico extrai

do como em m3 de ar equivalente por placa.

Considerou-se muma amostra positiva quando a ra

%

zao de mutagenicidade foi igual ou superior a
2,0 e foi observado uma correlagao linear signi
ficativa pelo menos em 3 das doses testadas. Quando
somente um dos critérios foi atingido considerou-
se que a amostra apresentou um resultado margi
nal (indicios de mutagenicidade). Esse critério
de interpretagao de resultados foil baseadb naque
le adotado por Mc GEORGE et.alii (1985).
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De acofdo com os valores de CME em pg de extrato,
calculados para cada cepa, pode-se avaliar a ati-
vidade mutagenica das amostras como alta (A), mo-
derada (M), baixa (B) e nao detectavel (ND) con
forme descrito pela EPA (1980).

b) Ensaio de mutagao reversa utilizando-se Saccharomyces

cerevisiae S138 e 5211,

Este sistema utiliza duas linhagens de S.cerevisiae
S138 que detecta mutagoes tipo framashift e S211
que detecta mutagSes por substituigao de pares de
bases no DNA. As mutagSes-reversas nessas linha
gens sao medidas atraves da sua capacidade de

-~ 0 “ ) e 3
crescer na ausencia do aminoacido metionina.

O teste foil realizado segundo metodologia recomen
dada por BRUSICK & MAYER (1973). As linhagens de

S cerevisiae S138 e S211 sao derivadas da 1inhg

gem hapléide 3288c¢ gentilmente fornecidas "pelo
Dr. R. Jagannath da Hazleton Biotechnology Corporation,
Maryland, USA o obtida originalmente do Dr. R. K.
Mortimer, dé Univergidade da Californja,Beerley,
USA.,

Os experimentos foram efetuados com pré incubaggo
na presenga e auséncia de ativagao metabélica,uti
lizando-se microssomo de celulas de figado de ra
to induzido com Aroclor 1254 - fragao S9 (Hazleton-

Organon, USA). Os testes foram realizados incluin

do-se controles negativos e positivos. Os con
troles positivos utilizados foram 30 pg de Quina
crine mostarda por tubo para 5138 e 10 pL

Etilmetanosulfonato por tubo para S211. Testes de
toxicidade foram realizados paralelamente a ané

lise das amostras. Periodicamente as cepas de

A 04071




5. cerevisiae foram testadas para conflrmagao da

sua auxotrofla e taxa de reversao normal

As doses aplicadas foram 1000, 500 e 200 ug de
material organico extraido (MOE) por tubo de pré
incubagao em um volume maximo de 200 pL. Para a
determinagao do nimero de coldnias revertentes
utilizou-se 8 placas de meio minimo por amostra
e 3 placas de meio completo para avaliagao das
colonias sobreviventes apés dilui@go adequada.As
placas foram incubadas a 30°¢ por 13 dias para
contagem do nimero de colonias revertentes e 3

dias para as colonias sobreviventes.

Os resultados foram expressos atraves de uma cur
va dose resposta plotando-se na abcissa as do
ses testadas e na ordenada o numero de reverten
tes/placa; e atraves da razao de mutagenicidade
" (RM), que é a razao entre o numero de coldnias

revertentes na placa teste (revertentes esponta

neas e induzidas) e o numero de colonias rever

. . ~
tentes na placa controle (revertentes esponta
neas).

Razoes de mutagenicidade maiores ou iguais a 2,0
e correlagao linear significativa entre as trés
doses testadas e o nUmero de revertentes/ placa
foram indicativos de presenga de atividade muta

genica na amostra.

4.4, AnalisesFisico-quimicas

As analises de dioxido de enxofre (802), oxides de nitro
génio (NO2 e NOX), monoxido de carbono (CO) e ozona (03) fo
ram realizadas pela Divisao de Telemetria (DTE) e as

analises de material particulado (MP) e carbono  total

AR O -OA )
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(TC) pela Divisao de Amostragem e Analise do Ar (DAMAR).
Os métodos de analise empregados foram os recomendados
pela Organizagao Mundial da Saude (WHO, 1976).

4.5. Analises Estatisticas

Com os dados obtidos nos testes de mutagenicidade foil
realizada uma analise de regressao da porgao linear de
cada curva dose-resposta. 0 estabelecimento da n%gess&a
linear foi precedido de uma analise de variancia (teste
de F) segundo ACTON (1959). Na analise dos dados do Tes
te de Ames, quando ocorreu a perda de uma repetigéo, 0
valor foi substituido pela média das outras duas repeti
QSGS (somente para efeito dos calculos da analise de va

.A by
riancia).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

'5.1. Métodos de Extragdo Organica

Foram avaliados dois métodos de extragao num ensaio preli
minar, 6 soxhlet e a ultrasonicacao, conforme descrito .em
material e métodos. Neste ensaio nao foi possivel avaliar
o peso do material orgénico extraido (MOE) pois o método
de extragao estava em implantagao; assim, a avaliagao foi
feita com relagao a resposta do extrato frente as cepas
TA98 (+ 59 )e TA1lOO(- S9)e o material testado foi expresso
em m3/placao Oz resultados deste ensaio estao na. Tabela

leFigura 1.

Ambos os extratos foram positivos para a cepa TA98 com S9,
poréem quando o método de ultrasonicaggo foi utiiizado a
concentragao minima (CME) foi a metade do valor . obtido,
qgandovo'soxhlet foi empregado. Além dissd, o}extratoobti
e ‘ do por ultrasonicagao apresentou um resultado marginal pa
ra a cepa TAlOO - S9, e o extrato obtido por soxhlet apre
sentou resultado negativo para a mesma cepa, sugerindo a
maior eficiéncka da extragao‘de compostos mutagénicos de
material particulado de ar pelo método de ultrasonicagao.
Os resultados concordam com os dados obtidos bor GOLDEN
& SAWICKI (1978) e KRISHNA et alii (19832) que  demonstram
a superioridade do método de ultrasonicagao na  extragao
de mutégenos presenteslem amostras de material particula
do.

5.2. Analises Fisico—quimicas

Os resultados das anélises‘fisicomquimicas realizadés
.paralelamente a coleta das 18 amostras de material parti
culado de ar de Sao Paulo e Cubat&o estao resumidos na
Tabela 2. Esta tabela contém também os dados de materil particula
do {particulas totais em suspensdo) avaliado conforme tem 4.4 e -
material Qrganico extraido pelo método descrito no {tem
4.2.1,
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Todas as amostras nao excederam O padréo nacional de
qualidade do ar para 24 horas exceto as de numero -4,
7, 10 e 16 que apresentaram valores acima do padrao

com relagao a material particulado (CETESB, 1987).

Os valores obtidos para material particulado (MP) e ma
terial orgénico extraido (MOE), foram submetidos a ané
lise de regresséo, e obteve-se um coeficiente de corre
lagdo (r) de 0.725955, significativo a nivel de 0,1%

(n=18), sugerindo que tanto maior a quantidade de mate
rial particulado, maior a quantidade de material orgé

nico extraido nas amostras analisadas.

Testes de Mutagenicidade-

5.3.1. Teste de Ames

Os resultados da atividade mutagénica dos extra
tos das 18 amostras de material particulado ob
tidos através do Teste de Ames estao apresenta-
dos na Figura 2 através de curvas dose-resposta

obtidas pafa cada amostra.

Os dados obtidos no Teste de Ames foram subme-
tidos a uma analise de variancia (Teste de F),

e em todos os ensaios foi observada uma diferen
ga significativa entre as doses testadas, jé su
gerindo a positividade das amostras. Entre as
repetigges (triplicata), nao foi observado

em nenhum ensaio, diferengas significativas, per
mitindo que os dados individuais fossem utiliza
dos no estabelecimento da regressao linear da

curva dose resposta obtida em cada ensaio.
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A Tabela 3 apresenta um resumo dos resultados in
dividuais, contendo a equagao da reta de regres
sao linear, o coeficiente de correlagao e a clas
sificagao da amostra. Os 18 extratos apresenta

ram atividade mutagénica em pelo menos uma das

cepas testadas. A atividade mutagenica foi ex
pressa em revertentes por pg de extrato, sendo
que este valor corresponde ao coeficiente de x

da reta de regressao linear e quanto malor egse
valor mais mutaggnica e a amostra. Os coeficien
tes de correlagao obtidos foram elevados, com um
significado estatistico de 0,1% em quase todas
as amostras. As amostras numeros 2, 6 e 12 embo
ra apresentassem efeito dose-resposta, tiveram

uma razao de mutagenicidade inferior a 2 frente

a cepa TA10O sem 89, e a amostra numero 7 ~se

comportou de maneira inversa. Esses resul tados
foram considerados como indicios de mutagenicida

de (resultado marginal).,

Os vaiores de revertentes por pg de extrato tes
tado para as cepas TA98 e TAlOO(rwipresenga e au
séncia de ativagao metabolica) estdo tambem apre
sentados na forma de histograma nas Figuras 3 e
4 respectivamente. Os resultados indicam a pre
senga de mutégenos tanto que causam substituigao
de pares de bases no DNA como que causam desloca
mento do quadro de leitura (frameshift). Apesar
da cepa TA98, que detecta preferencialmente muté
genos do tipo '"frameshift" ser reconhecida como
a mais sensivel na detecgao de mutégenos presen

tes em amostras de material particulado de ar
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(HUGHES et alii, 1980; TALCOTT & HARGER, 1980;
COURTOIS, 1984), os resultados obtidos sugerem que
ambas as cepas sao importantes em um teste de tria
gem de compostos mutagénicos em material particula

do de ar.

O efeito da ativacgao metabolica nos extratos estu
dados foi quantificado determinando-se a ‘porcenté
gem de aumento da atividade mutagénica na presen
ca € auséncia da fracgao S9 e os resultados
das analises sao mostrados na Tabela 4. A ativa
cao metabolica aumentou o nivel de atividade muta-
génica das amostras em uma media de 63%. Ruando
consideramos a origem das amostras, verificamos
que este aumento foi mais significativo para - as
amostras procedentes de Sao Paulo (90%) do que as
de Cubatao (13%), o que era esperado, uma vez. que
a poluig§6 em Sao Paulo, esta mais vinculada - a

emissao da combustao de veiculos automotores, sabidamente mu

. tagénico na preéenga de fragao S9. Das duas cepas, o maior

efeito foi observado com a TA10O nos extratos de material par|
ticulado de S.Paulo. Dados similares foram relatados por

ATHERHOLT et alii (1985) em estudos de mutagenicidade ‘de ex
tratos de material particulado de New Jersey, USA.
Esses resultados reforgam a importancia do uso de
ativagao metabolica (fragao S9 ) nos ensaios de mu
tagenicidade, jé enfatizado no trabalho CHRISP &
FISHER (1980) sobre mutagenicidade em material par

ticulado.

Como jé mencionado, os resultados tambem foram ex
pressos através da concentragao minima efetiva do
extrato capaz de induzir resposta positiva no Tes
te de Ames (CME) e a Tabela 5 apresenta de forma
resumida os valores da CMEvem pg/placa para as 18

amostras de extrato de material particulado testa
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das. De acordo com o valor de CME (pg/placa),pode-
se classificar as amostras em altamente mutagén&
cas, quando apresentam CME'menores que 50 pg;. em
mcderadamente mutagénicas quando apresentam CME en
tre 50 - 500 pg e com baixa atividade mutagénica
para valores de CME entre 500 e 5000 pg. Acima de
5000 pg considera-se que a amostra apresenta atl

vidade mutagénica nao detectavel (EPA,1980).

Considerandomée essa classificaqéo,das 14 amostras
testadas frenté a cepa TA98 na ausencia de S9, 36%
apresentaram alta atividade mutagénica e 57%  ati
vidade mbderada. Das 18 amostras avaliadas para a
TA98 na presencga de S9, 67% apresentaram alta ati

vidade mutagenica e 33% atividadevmoderadg,

Com relagao a cepa TAlO0O, na auséncia de S9, das
11 amostras testadas 63% apresentaram atividade
mutagenica mcderada, 9% baixa atividade e 28% apre
sentaram resultado marginal. Na presenga de 59 to
das as 12 amostras apresentaram atividade mutagé

nica mcderada.

Visando correlacionar a atividade mutagénica dcs
extratos, okbtida no Teste de Ames ccm a quantidade
de material particulado presente na amostra os va
lores de r‘evertentes/m3 para a cepa TA98 com S9 e
da massa de material particulado coletado (MP), fo

ram ordenados de forma crescente, de acordo ccm a

- magnitude da resposta okbtida (Tabela 6). Assim po

demos verificar que as amostras de nameros 4,7, 10
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‘e 16, as quals nao atenderam os padroes nacionais’
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de qualidacde do ar foram classificadas respectiva
mente nos ranks 2, 8, 12 e 3 de atividade mutagé
nica. A amostra numero 3 que foi a de maior poten
cial mutagénico, apresentou valor baixo‘ de
material particulado (rank 7). As amostras 13 e
14, apresentaram tanto valores baixos de mutageni
cidade como de material particulado (MP). A ané
lise de regresséo feita com os valores de rever
tentes/m3 e revertentes/ug para a cepa TA98 +S9 e
a quantidade de material particulado (MP), mcstra
ram a nao existéncia de correlagdo entre  estes
dados (r = 0,406761, N.S. ;: r= 0,047126,N,3,, res
pectivamente). Esses resultados demosgtraram que
amostras com baixos valores de material particg
lado, atendendo os padraes nacionais de qxﬂi&xbidaar
podem apresentar alta atividade mutagénica, re
forgando a. importancia dos ensaids de muﬁagenici

dade na avaliagao da qualidade do ar.

. . ~ ~ N ‘
Teste de Reversao Genica utilizando-se Saccharomyces

cerevisiae S211 e /138,

Os resultados relativos ao ensalo de reversao ge

nica utilizando Saccharomyces cerevisiae sao apre

gentadas nas Figuras 5 e 6. 0O primeiro ensaio com

S. cerevisiae, fol realizado com o extrato de uma

amostra-teste, frente a cepa S138 na presenga e
ausencia de S-9. Nesse experimento nao foi possi
vel avaliar o material organico extraido (MOE)
pois o método de extragéo estava em implantagao,
sendo as doses testadas portanto expressas em m®
de ar/placa (Figura 5). As outras quatro amostras
(nGmeros 4, 7, 9 e 16) foram analisadas frente
as cepas S211 e 5138, na presenga e auséncia de
59.
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As doses foram expressas em pug de material organi
cc extraido (MOE) e m3 de ar, sendo que a dose mé
xima testada foi de 1000 pg de extrato/placa. Nao
foi pcssivel analisar um numero maior de amostras

(] I3 s 3 ~ (]
do Teste com S. cerevisiae por insuficiencia de

quantidade dc extrato.

Nao foi observada presencga de atividade mutagéni
ca em nenhuma das amostras testadas, Para a rea
lizagao deste ensaio de reversao génica, seria
conveniente utilizar dcses mais elevadas. porém
isto nao foi possivel devido a limitagac da quan
tidade de material orggnico disponivel para tes
te., Comparando esses dados ccm os obtido ™ nc tes-
te de Ames, o teste ccm S. cerevisiae se mcstrou
mencs sensivel, S0 podendo ser aplicado em casos
especiais, quando se‘dispge de meaior guantidade

de extrato.

)
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PARTICULADO ANALISADAS PELO TESTE DE AMES.

TABELA 3. ATIVIDADE MUTAGENICA DOS EXTRATOS DAS 18 AMOSTRAS DE MJ\TERIAL’

.

4

+ /-

resultado marginal

AMOSTRA CEPA RETA REGRESSAOQ N r b CLASSIFICAGAO®
TA98 - S9 y= 0,23x + 82,34 8 0,927190 **x . +
1 TA98 + S9 y= 0,37x + 47,25 9 0, 985404 *¢# +
TA100 - S9 y= 0,39x + 249,80 8 0,850986 ** +
TA100 + S9 y= 0,83x + 185,34 9 0,979777 4+ +
TA98 - S9 y= 0,09x + 41,17 15 0,967782 %% +
N TA98 + S9 . y= 0,37x + 45,83 12 0,945521 #+° +
TA100 + S9 y= 0,13x + 169,23 15 0, 786039 %+ +/~
TA100 + S9 y= 0,43x + 199,51 12 0, 874820 %+ +
TA98 -~ 59 y= 1,28x + 53,29 9 0,977697 wux +
TA98 + S9 y= 1,78x + 62,85 0, 949780 ##* +
S TA100 + S9 y= 0,54x + 374,25 "0,796722+% +
TA100 + S9 y= 1,26x + 344,38 12 0,922571 ##* S
TA98 - S9 y= 0,63x + 27,71 9 0, 979796 wer +
4 TA98 + S9 y= 0,91x + 42,21 9 0,959100 * +
TA100 + S9 y= 0,54x + 107,77 9 0,897966 *#x +
TA100 + S9 y= 1,12x + 118,25 9 0, 990770 xx* +
TA98 + S9 y= 0,27x-+ 51,37 15 0,962235 #xx +
5 TA98 + S9 y=.1,20x + 27,23 0,985169 wex +
TAL00 - §9 y= 0,50x + 152,82 ° 0,939332 %x +
TALO0 + S9 y= 0,92x + 149,10 0,974016 22+ 4
TA98 - S9 y= 0,21x + 52,66 12 0,952384 ¥xx +
6 TA98 + S9 y= 0,53x + 51,16 11 .0,962353 1 +
TA100 - S9 y= 0,14x + 155,49 15 0,936381 xxx /=
TA100 + S9 y= 0,35x + 154,25 11 0,962796 xxx +
TA98 - S9°  y= 0,14x + 59,96 12 0,94767 4%+ +
, TA98 + S9 y= 0,28x + 35,95 .0,997748 +
TA100 - S9 . - - 0,531168 n.s. /=
TA100 + S9 y= 0,41x + 190,10 9 0,965290% +
i = numero de observagoes .
b = coeficlente de correlagao (* P<0,05;* P< 0,01; ** P< 0,001
n.s.= nao significativo)
€+ = resultado positivo

2 A0 040 71
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TABELA 3. ATIVIDADE MUTAGENICA DOS EXTRATOS DAS 18 AMOSTRAS DE MATERIAL

PARTICULADO ANALISADAS PELO TESTE DE AMES (Continuagao).

AMOSTRA" CEPA . RETA DE REGRESSA0O N ? b CLASSIFICAGAO °
8 TA98 + S9 y= 0,52x + 58,27 11 . 0,992018 *** +
TA98 - 89  y= 1,27x + 28,26 9 0,955284 *** +
9 TA98 + S9 y= 1,25x + 34,20 9 0,9923285 *#** B
TA100 - S9 y= 1,58x + 250,78 9 0,960220 **#* . +
TA100O + S9 y= 1,33x + 298,49 12 0,964873 #** +
TA98 + S9.  y= 0,58x + 28,89 9 0,976609 *** +
TA98 -+ S9 y= 0,49x + 136,12 12 0,988361 *** +
10 TA100 + S9  y= 0,18x + 150,56 15 0,900084 *** 4
TALO0 + S9 y= 0,55x + 147,97 9 0,921163 *** S
TA98 + S9 y= 0,20x + 41,90 12 0,947189 *** 4
1 TA98 + S9 y= 0,68x + 55,15 = 9 0,971754 ***
TA98 - S9 y= 0,37x + 43,51 12 0,980235 **¥ +
‘ TA98 + S9 y= 0,54x + 44,61 9 0,980039 *** +
12 TAL00 + S9  y= 0,19x + 170,65 11 0,941155 . +/-
TA100 + S9 y= 0,33x + 184,40 12 0,904154 *** +
13 TA98 + S9 y= 0,41x + 61,81 8 0,979247 *** +
14 ‘TA98 + S9 y= 0,23x + 40,42 15 0,971808 *** +
TA98 - S9 y= 0,49x + 63,19 12 0,946330 ***
15 TA98 - S9 y= 1,28x + 45,73 12 0,982230 ***
TA100 - S9 y= 1,09x + 434,66 12 0,900021 *** +
TA98 - S9 y= 0,37x + 41,68 12 0,962368 *** +
TA98 + S9 y= 0,74x + 32,76 9 0,982154 ** .o
16 TA100 - 59  y= 0,73x + 140,85 9 0,981672 *** +
TA100 + S8 y= 1,19x + 145,90 9 0,979268 *** +
17 TA98 + S9 y= 1,43x + 40,39 8 0,988396 *** —
TA98 - S9 y= 1,55x + 86,51 9 0,993624 ***
18 TA98 + S9 y= 1,55x + 86,39 8 0,991925 ***
a = numero de observagoes
b = coeficiente de correlacao (**p <0,001)
c+' = presultado positivo .

4/~

resul tado marginal
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TABELA 4. EFEITO DA ATIVAGAO METABOLICA NA ATIVIDADE MUTAGENICA

DAS AMOSTRAS DE MATERIAL PARTICULADO DE CUBATAO E SAO

PAULO
Porcentagem de Aumento "
Cepa Sao Paulo Cubatao Total
TAS8 73 14 . 58
TA100 ' - 107 13 69
e

90 13 63

I

1

‘Calculo da porcentagem rev/pg (+39) - rev/pg (mSé)xléO
L rev/pg (-89)

Os valopes‘sao as médias dos pontos‘de coleta de cada

locél

Média dos .dados. das duas cepas -

AF -0 .
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TABELA 5 RESULTADOS DO TESTE DE AMES EXPRESS0S EM CME (pg/placa) DAS
18 AMOSTRAS DE MATERIAL PARTICULADO TESTADAS

NA

Nume ro cME® (pg de extrato)
Amogfra TA98 - S9 TA98 + S9 TAL00 - S9 TA100 + S9
1 103 145 173 89
2 220 39 vy 207
8 25 i 11 90 107
4 24 - 238 89'
> 57 33 178 134
° 138 139 /- 498
7 227 187 +/- 433
8 b 27 NA NA
9 48 . 28 105 170
10, 36 38 629 196
11 138 ‘ 16 AI AT
e 79 97 +/- 463
13 NA ‘ " 66 NA NA
14 _ A 135 NA NA
,15 ) 52 ' . 18 NA 81
16 23 .. 30 165 92
17 NA 18 NA NA
18 NG* | 7 NA

CME: Concentracdo minima efetiva

NA: Amostra nao analisada devido a volume insuficiente de material

organico extraido,

NC: Valor CME nao calculado (ver tabela B54 )

+/~: Resultado marginal

Amostra insuficiente para analise.

AR LN -0a0 71
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TABELA 6. RANK DAS AMOSTRAS DE EXTRATO DE MATERIAL PARTICULADO
COM RELACAO A ATIVIDADE MUTAGENICA (REVERTENTES/m’)
E A QUANTIDADE DE MATERIAL PARTICULADO DE AR (pg/m®)

Atividade Mutagénica (TA98+S9)

Material Particulado (MP)?

Rank (revertentes/m 3) (ng/ m )
1 3 4 *
2 7 *
3 16 10 *
4 16 *
5 9 9
6 15 12
7 18
'8 7
9 6

10 12

11 1 15
12 10 11
13 17 6
14 )

15 11 18
16 8 17
17 13 13
18 14 14

It

Il

material particulado

valores acima do padr‘éo nacional de qualidade do ar (CETESB,

1987).
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6. CONCLUSOES

0 metodo de ultrasonicagao nas condigoes dos ensaios mos
trou-se sensivel na extragao de mutagenos presentes nas 18
amostras de material particulado de ar analisadas, - sendo

portanto eficiente o seu uso para essa finalidade,

0 Téste de Ames, nas oondigges testadas, se mostrou ade
quado na detecgao de mutégénos presentes em amostras de ma
terial particulado de ar, podendo se consgtituir em um ing
trumento muito Qtil no monitoramento e‘avaliagao da qualida

de do ar.

Apesar do pequeno numero de amostras testadas neste estu
do, cujo objeﬁivo foi a avaliagao da metodologia de extra
gao, a presenga de atividade mutagenica detectada em todas
as amostras analisadas, revela a necessidade do desenvolvi-
mento de estudos em diversas areas da regiao de Sao Paulo e .
Cubatao com o obhjetivo de fornecer subsidios para a area
de controle da poluigao do ar, em relacao a distribuigao de
compostos com atividade mutagénica‘principalmente em éreas

criticas.
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