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RCsUMo

Neste trabalho foram avaliados bioensaios rapidos para detecgao de atividade mutage-
nica em amostras de extratos organicos de material particulado de ar, procedentes do
Parque Dom Pedro II, Sao Paulo. :

As amostras foram coletadas através de filtros Hi-vol, e a extragao orgfnica foi fei
ta pelo metodo de ultrassonicagao. O material organico obtido foi testado frente =
trés biloensaios microbisnos: o Teste de Ames com a cepa de 5. typhimurium TA98, o Mi
croensaio de Mutagéo Direta (Salmonella Microforward Assay) com a cepa de S. Typhi—
murium TM677 e o Simulteste ("Simultest") com as cepas TA98, TA100, TA104 e TA97a ..
Nos dois primeiros bicensaios as amostras foram tespadas com e sem fragéo 89, no Si-
multeste os ensaios foram feitos sem ativagao metabolica,

Para o Teste de Ames e para o Microensaic de¢ Mutagao Direta foram feitas curvas dose
resposta utilizando-se diferentes cqncentragSes de material particulado de ar, enquan
to no Simulteste foi empregada una unica dose teste. Os resultados de cada bioensaic
foram comparados entre si, com o objetivo de se avaliar a aplicabilidade desses tes—
tes para complementagao da avaliagao da qualidade do ar do estado de Sao Paulo.

O Teste de Ames conforme trabalhos agteriores,realizados no Setor de Miérobiologiexda

CETESB se mostrou adequado na.detecgao de mutagenos presentes.em material particula-
do de ar,

Os outros dois bioensaios utilizados também foram capazes de detectar mutagenicidade
nas amostras testadas. No enritanto estudos adicicnais devem ser feitos com o Microen—
salo de Mutagao direta com a finalidade de aumentar a-sua sensibilidade, e.em rela -
Gao ao Simulteste o estabelecimento de metodologia adequada para a sua utilizagao

" com fragso S9.
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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados bioensaios réapidos para  detecgio
e atividade mutagénica  em  ameostras  de extratos orgdnicos de
material particulado de ar, procedentes do Pargue Dom Pedro 1,

BHo Paalo.

e amostras  Foram ooletadas  atravées  de Filtros Hi-vol, & oa

gxtragio orFginica Ffoi feitw pelo métado de uwltrassonicacio. O

material  orginico  abtido  Fol testado Ffrente & trés bhioensaios
micrabianosts o Teste de Ames com a cepan de S typhimuriam TAYE, o

Microensaio de MutagRo Direta (S8almonella Micraforward Assay) coam

a cwpa de S. typhimarim THOZ7 & o Simniteste | imaltest”) com as
cepas TAPE, TALOO, Taiad o TAYZa. Nog doigs primeiros bhiosnsaios

as amostras Foram testadas com e sem Fracio %9, no Simwlteste o

ensaios Foram Feitos sem ativagio metabdlica.

Fara o Teste de dmes & para o Microensaio de MutaeBo Direts Foram
Feitas U VRS dase-resposta utilizando-ase diterentes
concentragies e material  particulade de =@, erauanto no
Simwlteste Foi empregada uma dnica dose teste. O resultados  de
cada  bioensaio  Foram comparados entre si,  com o obdetiveo de se
avaliar a aplicabilidade desses testes para comelenentacio da

avaliacgho da  aualidade do ar do estado de BHo Paulo.

D Teste de fames conformne trabalhos anteriores reslizados no Setor
de Microbiologia da  CETESE se mostroun adequadoe na detecedo de

mutdgenos presentes em material particulado de ar.

Qe cutros dois  biensaios  wtilizados  tambem  Foram capares  de
detectar  matagenicidade  nas amnostiras  testadas. No  entantao,
estudos adicionais devem ser feitos com o Microensaio de  Mutagio
Direta  com  an Finalidade de aomentar s osua sensibilidade, & Em
relacio ao Simulteste o setabelecimento de metodologia adeguadn w

gua wtilisacHao com fragiio §9.

\.
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i. OBJETIVOS:

Aval iar novos bioensaios rapidos para  deteceio de atividade
mut agéEnica 1 amoatras de  extratos orginicos de  material
particuladoe de ar, vigando fornecer metodologiags analiticas para

wtiliragio em futuros programas de controle da poluicRo do ar.

N B

3310040/
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2. INTRODUCZO

Recentemente @ pesgige de compostos mutagénicos em amostras
ambientais vem adauivinde grande importfncia em conseguéneia dos
possiveis efeitos adversos &  sadde gque esses poluentes podem

apresentar.

Desde os estudos de LEITER et alii (1i942), gue demonstraram que o
alcatrio extraido de pogira atmosférica de algumas regibes dos
Eatados Unidos produzia  sarcoma  em  ratos, & os  estudos
epidemioligicos de HITOSUGHI (1948), relacionando poluicio de ar
¢ incidéncia de cidncer de pulmio, atenglo especial vem sendo dada

na deteceio de compostos orgdnicos na atmosfera.

Fm  decorvéncia da  complexidade, custo elevado e longo tempo
empreendidos nos bioensaios de carcinogenicidade, bem como da bon
correlaciio gque  vem sendo  observada entre mutagenicidade @
carcinogenicidade (Mo CANN et alii, 49758 RINKUS & LEGATOR, 1980y
TENNANT et alii, 41987), sistemas bacterianos tem sido propostos
como método de triagem rdpido & sensivel para deteceiio de

poluentes mutagénicos.

Frente aos sérios problemas «que o Estado de 8Ho Panlo vem
enfrentando com relagio A poluigio do ar, especialmente nos
grandes centros urbanos e industriais, a  implantagio de
metodologias vdpidas ¢ economicas para =a triagem de poluentes

genot dxicos &m material particulado de  ar ¢ de grande

importidncia, podendo fornecer subsidios para futuros PEOYEanas e
monitoramento ¢ auxiliar no estabelecimento de metas ¢ critdrios

para uma politica adequada de controle de poluicio do ar .

33 ~10~040/1
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3. ANALISE DA LITERATURA

Mg amostras atmosféricas sio consideradas misturas complexas po
podem conter centenas de compostos diferentes na forma de gases
material particulado, tanto de origem natural {(poeira, vegetacH
como de origem antropogénica (emisstes de veiculos, Ffumaca, ete
CHUGHES et alii, 1989).

Ae part Toculas atmosfdricas Finas (2,5 um) sflo as que desempenh
papel el s importante  com relagio @ sadde pois  penebr
profundamente no sistema respiratdrio (CETESR, 1987 & sio ness
part foulas  gue  a maior psrte dos  compostos  mutagénicos

assoc ian (TALCOTT & HARGER, 1i986).

As  amostras de material particulado de ar devem gar submetidas
processos de extraciio orgfnica antes de serem testadas Frente
gnsaios microbianos. O método de wltrassonicagho tem-se mostira
o mais eficiente na  recuperacio de compostos mutagénico
conforme estudos comparativos realizados por  GOLDEN & SAWI
(L978) & KRISHNA et alii (4983b) e tem sido utilizado por  vari
antores tais  como PITTE et alii 4982y VIAU et alii (1982
AVERY et alii (4983), COURTOILS (4984). aAlém disso, reauwltad
obtidos em projeto conduzido anteriormente pelsa Divis#o

analises Microbioldgicas (CETESR, 19899 confirmaran eat

resultados.

Apds  a  extracio das amostras, & deteceBo de compostos o

atividade genotaxica nos extratos de material particulado  de

pode ser realizada por métodos quimicos ou wmedindo-gse oiretamen
s atividade através de bioensaios.

O ensaios “in vitro” empregando microrganismos tem sido os ma
utilizados devido a sua praticidade & baixo ousto QLLEDN
comparados  com  testes “in viveo” com mamiferos ou com andlis

guimicas utilizando espectrinetros de massa e cromatdgratos.
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Dentre os vdrios bicensaios microbianos empregados na  avaliag#o
de material particulado de Al W Teste e Ame s
(Batlnopellas/mammal ian microsome mulagenicity assay) descrito por
Ames et aliil em L9789 ¢ revisado por Maron & Ames em 1983 tem sido

o mais utilizado.

Segundo CHR I &R & FISHER  (4%89) as  amostras de  material
particulado tem demonstrado conter tanto mutdgenos diretos como
indiretos, fazendo-ge portanto necessdrio o uso de  enzimas
microssomais de mamiferos (WRIGHT, 198¢) acoplados aos ensaios
microbianos, tendo em vista gque 08 microrganismos sRio incapases
de farer essa etapa de metaboliza¢Ro. 0O sistema de metabolizaglo
mais  comumente utilizade € o homogenado de figado de roedores

apds indugio com bifenilas policloradas (PCBs) .

TOKIWA et alii (4977  estudaram & diferentes pontos na  drea
industrial de Ohmuta ¢ residencial de Fukuoka no JapBo, atravées
do teste de  Ames. Todas as  amostras  apresentaram  atividade
mutagénica, sendo que  as  da  drea industrial foram muito mais

muatagénicas gue as da dArea residencial.

DATSEY et alii (1980) observaram =as variagles sazonais dn
atividade mutzagénica através do Teste de dmes, em anostras de
material particuwlado de ar, da cidade de New York e duwrante o

!

inverno foi observado a mdxima atividade matagénica.

MOLLER & ALFHEIM (4982), estudando atividade matagénica atravids

da - teste de  Amnes  de o amostras o coletadas onas ooruas o de o Qslo
(Noruega), mostraram  gue & atividade mutagd@nica Variava com @

intensidade do trdfico ¢ gue estava associada aos  compostos

policiclicos aromaticos.

COURTOLIS  (4984), analisando material particulado coletado no

centro da cidade de Paris, utilizando o teste de Ames observou

B% - J0~040/1




05

que  w genotoxicidade  era maior  quando  se incluia sistemna de
metaboliracia (fragio 69). 0 wvalores da concentracio minima
efetiva (CHMED)  obtidos para o tegte de Ames Foram exMpreéssos em

revertentes/m™ ¢ variaram de 4 a 100 para TH9H.

ATHANASIOU et alii {(49846) coletaram amostras de material
particulade da cidade de Atenas, GBrécia, = atravds dos resultados
ao teste de Ames ¢ analises aquimicas  concluiram  que @
concentracio dos mutdgenos era mais alta em  dreas com o trdafico

intenso gue nas areas industriais.

SA8AKT et alii (49867 analismram a atividade mutagénica atravds
do Teste de Ames de 12 diferentes locais em Tokio e coneluiram
aie a mutagenicidade era maior nas dareas wrbanas que em dreas

FUrais.

Outros ensaios tem sido tawmbém utilizados, porém  com  menor
frequéncia como é o caso do Microensaio de  MutacBo Diretsa
(“Salmonella Microforward Assay”) (LEWTAS et alii, 41987, e do
Bimalteste ("Simaltest’”) (MoPHESON & NESTMANN, 1990). O primeiro

¢ uma modificacdo do ensaio descrito por SBKOPECK et =alii (4978) w
o segundo, & uma modificacio do Teste de FlutuasgHo inicialmente

descrito por GREEN et alii (49746).

Segundo os trabalhos de GREEN et alii (1976) & NESTMANN et  alii
(1984, o Teste de Flutuagfio tem se mostrado dtil principalmentes

na detecgho de mutdgenos Fracos. Recentement e, eate engaio foi

modiicado o par o MOPHERSON &~ NESTMANN 1999 pravavit-indo 2
ntilizagio de varias cepas de “Salmonella typhimarium™ do Teste
de Ames convencional combinadas. O resultado desta estratdgia 6
gque  se utiliza no minimo quatro vezes menos material do gque no

Teste de Ames.

GORENSON et alii (1982, utilizando o Teste de Ames & o Teste de

Flutuagho com a cepa TaA 98 verificaram aue para 06 dois ensaios a

3% - 0= 04071
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mutagenicidade era maior nas particulasg menores que 2 um. 08 dois
ensnios  apresentaram  uma  boa correlagio, no entanto houve uma
vantagem de 8,4% na frequéneia de ameostras positivas para o Teste

de Ames .

LEWTAS et alii (4987), utilizaram o Teste de Ames ¢ o Microensaio
de Mutacho Direta (“Salmonella Microforward Assay”) para analisar
a mutagenicidade de material particulado de ar gerado em o0ito
residénciag pela combustio de  gds  natural  utilizado  para
agquecimento. Os dois ensaios detectaram avividade mutag@nica  em
todas as amostras, no entanto, a quantidade de material utilizado
para  produzir resposta no “Microforward”  Ffoi bem menor gue @
NECEsSar i a PR o Teste de Ames. Estes resultados demonstraram s
utilidade do  “Microtorward” nos casos  em gque a guant idade de

material disponivel ¢ muito peguena.

Considerando-se gque a quantidade de material estralfdo muitas
veres & inferior a necessaria para a realizacio do Teste de Ames,
ensalos gque  empregam  quant idade  menor  de  material como o
Microensaio de Mutae8o Direta (Salmonella Microforward Assay) & o
Simulteste (“Simultest”™) se tornam alternativas vidveis para

avaliacio da genotoxicidade de amostras ambientais.

e N T LA 4
PETESE - (i W EenoLoch e S v IR
B LIOTECA
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4. MATERIAL E METODOS

4.4 Amostragem

Foram analisadas auanto ao pmtwnciall mutagénicm 3 amostras de
material particualado de  ar  coletadas no Parawe Dom Pedeo 1T
CPDPY, BRo Pawleo - Vale do Rio Tamanduate!, prddimo & um terminal
de Grnibus urbanos ¢ corredores de trafego com velculos pesados.

Mocolets Ffoi Feita em Filtros de Fibra de  vidro GELMAGN A5 @
amostradores de  ar Hi-vol por 24 horas & vaxio mnédia de 2000 '
de ar. Ds Filtros Foram pesados antes @ depois da apostragem apds
gauilibrio w  4%% de umidade. Ga  Filtros amostrados  Foram
armazenados entre papel de aluminio & en snvelopes de papel Keraft

H temperaturs ambiente.

4.2 Preparo da Amostra
Au@.de BEutragio por altrasonicagio

O metado utilizado se baseia nos trabalhos descritos por PITTE et
ol CLYBA2Y e COURTOIS (49841, HMetade de cada Filtro  fFoi
ultrassonicado por 40 minutos submnsrso em 190 nl. de mistura de
solventes (metanol e diclorometano $54). 0 extrato foi retirado e
a  amostra  submetida  w noveo  processo  de  extraclo nas mesnas

condicies. Ow extratos obtidos foram combinadoas e filtrados  em

membrana de Fibra de  vidro. O Filtrado  Foi concentrado em
evapoarador rotatdrio & vaocuwo & 4590 o seco completamente em £1uxo

de nitrogénio gasoso & temperatura ambiente.

fpos pesagem para avaliagRo do material orgdnico extraido (MO,
0% extratos foram ressuspendidos  em  volumes adegquados  de

dimet ilesulfoxido (DMEO) & asrmazenados no congelador & 2090 até o

33 -10~040/1
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procedinento dag analis

Controles negat ivos Foram realizados paralelamente a0 ensaio,

extraindo~ae filtros nio amostrados. O caleculo do material

graanico extraldo (MOEY Foi feito diminuindo-se o wvalor obtido
para o controle negativo, dao  valor  obtido para a amostra e,

oem ug de material orgénico extraido (MOED).,

EHPIESS

4.3, Procedimento das andlises

G.300. Teste de Ames (Galmeonella/manmal ian microsome

mutagenicity assay)

a) Método de Fosaio

Fate ensaio utiliza cepas de  Sobuphindrium  ausotrdéficas  para
Mistidina aue tem capacidade de detectar mutueies de ponto. Neste
eatudo gnpregon-se  w o cepa  Ta 28 gue  detecta mutacio  por
destocamento do aquadro de leitura do DNAY @ escolha  desta cepa
baseou-se no critdrio adotado por HUGHES &t =wlii (1989, Durante
toda o sxecucio das andalises @ ceps Ffoi testada guanto  As  suas

caracteristicas  genéticas ¢  btaxa  de  reversio espontinen. Qw5

eMperimentos Foram realizados rgundo metodo de FNCOFPOracRn e

placas  conforme MARON &  AMES (L1983, com e aem ab ivagHEoe
metabdlica, wbtilizando-se microssomos de cdlulas de  flgado de
Fato induwxido com AROULOR LRS4-Fracio 8%  (Organon  Teknica

GCorparation -~ USA) .,

Q engalio congistiv na migtura de 100 ul de diferentes diluigies
da amostra, 199 ul. de cultura (aprodimadamente 409 cdlulas) o %o
. e mienuira 59, (para 0 #nsaio com alivagho metabdlica) em

tubos contendo 2 mh de toap agar estabilizados & 4B,

Bpos homogenei=acio a mistura Foi  vertida em placas de  agar

45 ~J0—-040/71
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minime, as  gquais Foram incubadas por 48 horas & 3500, & seguir
procedeu-se @ contagem do  nimero  de colinias revertentes
crescidas  nas  placas  controle ¢ nas placas teste. 9 numero de
revertentes induszidas € FangBo da concentracio e da poténcia  dows
agentes matagénicos presentes na amostra.

e

5 doses de cada extrato & w dose mdxima de

Foram testadas

3

exposicio foi 590 ug de MOE por placa, seguida de 2%0, 100, 50

i@ ug.

Foram realizados controles positivos wtilizsndo-se 9,% gy por
placa de d-nitro-guinoaline~i-dxido na avséncia de Pragio 89 ¢ de
wetooug de Z2eantraming por placa na presenca de fragio 89. 4]

gnesaio foi realizado em triplicata.

) Expresceio ¢ Interpretaciio dos Resultados

Foi calenlado o média de  revertentes por placa  em  cada dose

testada ¢ a raxio de mubtagenicidade (RM), gue ¢ & média do ndmero

de colonias revertentes na placa teste (revertentes espontineas e
g indusidos) g pelo numero de  colonias na plaek controle

spont finens) .

(revertentes e

Os dados Foram submetidos a andlise estatistica segundo MYERS et
alli (987 wtilizando~se  um  programa denominado Salmonel. O
salfda do progeama informs o ndmero de revertentes por uyg  de  MOE

4

oulm de ar equivalentes baseado no melhor modelo matematico de

regressio linear testado. & partic da reta de  regressSo  1inear
ambém o calouwlado o CME que & a menor concentracio capaz de
induzir uma resposta positiva para cada cepa testada, e pode ser

eupresan em ug de MOE ou »® squivalente de ar.

CEVESE - 0 W

N I = N T

T TH T SR I G A

B0 A

\_
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Congiderou-se  uma. amostra positiva guando  foi observado uma
relagiio de dose resposta entre as doses testadasg ¢ o ndmero de
revertentes por  placa e  guando  n razio de matagenicidade foi
fgual ou superior & #,0. Guando somente um  dos  critérios  foi
atingido considerouw-gse que A anestra  apresentow indicios de
mutagenicidade. Fsse critdrio de interpretugio de resultados foi

haseado no adotado por McGEORGE et alii (4198%).

Para efeito de comparacio entre o Teste de dmes & o Microenaaio
de Mutachio Direta Ffoi feita também uma regressio linear com 08
valores de raxbes de mutagenicidade 3 respectiveas doses

testadas.

4,32, Microensaio de Mulwgio Direta

(Salmonella Microforward Gseay)

a) Método de Ensaio

Fete microensaio ¢ uma modificacio do  teste de mutacio direts
proposto  por BKOPECK et alii em 1i978. Consiste na utilizachio da
cepa de S. typhimarium TM&O77 capaz de Formar colonias resistentes
A Beawaguanina (0 8-AG ) quandeo  sofre  mutagiRo direta. &

Fesieténcia A B-A0 ¢ resultado da perda de atividade da snzima

want ing fosforibeosil transferase, responsavel pelo transporte e
fostforibosilagio da  H-a0 na membrana celular., O prodato dessa
reagio inicial ¢ um nucleot ideo gue em seguida ¢ metabolizado e
incorporado  aos  acidos nuecleicos,  onde exerce sua acio tixica

sobre a bactéria

A resisténcia & B8-A0 poderia  ser resulitado tanto  de L&

.

48 - 10-040/1




substituicio de pares de bases guanto de deslocamento do g
de Teitura do DNA nos genes eastruturais ou reguladores da oa
Fosforibosil transferase: desta Forma uma unica cepa & capa

detectar os dois eventos.

A metodologia empregada neste trabalho, foi descrita por L
et o alil em 4987 ¢ consistin na pré-incubacio por & hoara &
sob  agitagio % wl de diferentes doses da amostrs adiciona

"SR

uma solugio contendo & cepa em meio minime E.,  no o oer
ativagio metabdlica. Para o ensaio  com  ativagio  metab
adiciona-se também cofatores e Fragio 89. Apds &  pré-inoub
foi feito o plagueamento para determinacio de coldnias mubtan
asobreviventes. Para o primeiro caso, foram adicionados 190
mistura tratada a 19 ml de TOP AGAR  contendo o agente sl
(8 A6, distribuindo-se a  seguir, 2,5 ml. por placa de
minimo. Para o determinaciio de colonias sobreviventes
Feitas diluicies seriadas de atd 107, sendo a dltima em 10
TOP  AbaR  nRo  seletivo e deste distribuidos tambdm 2,5
placas de agar minine. 08 doig  plaguesmentos  Foram  feibo
triplicata. Apds  incubagio X 39590 por 48 horas procedeu
leitura.

Foram testadas U doses de cada extrato, sendo gue s maxima F

400 ug de MOE por tubo & w minima de 2 ug.

Foram realizados controles positivos utilizando-se 0,% wg
Aepitro-quinal ina~i~dwido & 49 uwg de benzo-a-pireno por tu

anséncia e presenca de ativagio metabhdlica respectivamente.

11

uadro
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Gem
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ml. de
fith, ®m
BooBm

EE R

i de

de

ey na

by Interpretacio e Expressfo dos Resultados

Apds o cdloulo da média de mitantes & sobreviventes para
dose testada foi caleoulada a fregudncia de mutaghio, gue ¢ a

entre @ média de mutantes & n de sobreviventes maltiplicada

cada
PR

pelo

33 -10-040/1




12

Fator de diluigdo utilizadoa. Os  resultados obtidos Foram

Bupressos como  Freaquéncia de mutacio em 190 sobreviventes para

cada dose, sendo realizada em seguida uma regress Ao

Tinear com

eetes valores, onde a inclinacio da reta obtida indica & poténcia

da amostra testada.

FPara compiragio com o Teste de Ames Foi também caloulada a razio

de mutagenicidade (RMY & o CME, conforme descrito no

4.3.8. Simulteste ("Simultest™)

a) Método de Ensaio

¢

ftem $.3.4b.

O Simulteste, ensaio proposto por MePHERSON &  NESTHMANN (1990,

Fem como base a ulbilizagio de diferentes cepas de S.
do Teste de Ames mistuwradas, testando assim a2 respo

cepas sindltaneanente.

O ensaio & realizado em wmicroplaca de 98 orifici
base o meEsmo  principio do  Teste de Fluotuacio
inicialmente por  GREEN et alii (49748) em tubo de

tarde adaptado por GATEMOUSE et wlil (L978) para mig

O teste consistiuv hasicamente na adigio de  volumes

typhimurium

sta de varias

o6 & tem Comne

desenvalvido

ensnio & mais

Foplaea .

fauais  num

.

total de 499 ul. de culturs overnight das cepas de 8.

typhimariam

de Ta 98, TA 400, TA 27a ¢ Tha 104 a 20 ml. de meio minimo cantendo

comg indicador de pH oo pdrpura de  bromocresol, =&
foram  adicionados 200 ul. da amostra a ser testada.
200 ul da mistura Fforam dosados em cada um dog 26
uma microplaca.  As  wmicroplacas  foram  incubadas

horas. fo final do periodo de incubaglo foram contad

essn solucio

oy seguida,
orificios de
W3S por FR

o8 somente o

33 - 10~040/1
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arificios gue apresentaram crescimento bacteriano, indicado pela

cor amarela.0 ensaio foi realizado sem ativacRo metabdlica.

Neste trabalho, foi utilizada somente w dose de 2% ag de MOE/ ml

para avaliagio do ensaio.

Foram empregados coma controles positivos @ 4=-nitro-gquinal ina-i-
dxido & @ axida eodican nas  doses de 9.4 e 2,2 ugs  wh,

respect ivamente.

b)) Interpretacio ¢ Fupressio dos Resultados

Para comparacio entre o ndmero de orificios positivos obtidos no
controle negativo & para a amostra testada Foi utilizado o teste
de X®, Considerou-se significatives valores de X® 5 3,84
(p < 9,08 ).,

U RTRRE

3% = J0- 040/
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5. RESULTADOS E DISCUSSA0

el Teste de Ames

e btrés amostras testadas apresentaram at ividade mutagénica

neste  ensaio. O resultados Foram expressos  en ndwero  de
revertentes por ug de material orgdnico extraido (MOF) (Tabela 1)
¢ em numere de revertentes por ™ squivalente de wr  (Tabela 2).
O valores de revertentes por m® de ar equivalente variaram de
4,44 a 118,59, eates valores foram semelhantes waos obtidos  por

COURTOIS (4988 em amostras do centro de Paris.

0 Teste de e s BE mostrow adeguado na  avaliacio da
mutagenicidade de amostras de material particulado de  ar, porédm
para  que  possa  ser aplicado sHo necessdarios no minimo 14 my de
ket

material orginico extraldo por n® de amostra, segundo relatdrio

CET 1989,

H.d Microensaio de MutacHo Direta

(Salmonella Migroforward Assay)

Oy resultados do Microensaio de Mutagio Direta Fforam edMpressos em
numero de mutantes por ug de MOE (407", & em ndmero de mutantes

por m® equivalente (107", apresentados nas Tabelas § ¢ @

respect ivamente. Somente a amostra de novembros 1989 fol pogsitiva

3

=it ond

com & sen Fracio 89, a amostra de Janeiro/i999  apres
atividade somente na presenca de ativagiio metabdlica & a de
cutubhroZ4989 foi negativa, correspondendo a amostlra menos potente

no Teste de AmMes.

Para comparacio com o Teste de Ames foi caloulada a concentracio

33 - 10~-040/71
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N

minmima efetiva (CMEY. O valores de OME pars este @nsaio viwr Daran

de PHLEE2 a 249,70 ug. Foses valores estio  na mesnsa  Faixa  dos

abtidos para o Teste de Ames.

Uma outra Forma para compararnos com ¢ Teste de dmes ¢ atilizar =

racio  de mutagenicidade (RM)Y, sete critdrio foi utilizado oy

Lhewtas et alii (4987). 0Os valores de RM plotados nas Figuras 4 =

J, indicam respostas senelhantes para o dole testes

Mo entanto, durante a execucio deste ensnio, Foi observado gue o
mimero de celulas sobreviventes no controle negativo sshava
abhaixo do recomendado, o que resaltaria muama menor sensibilidade

do teste, sugerindo algumnas modificactes em sun netodaloyia.
Fw relagio a auant idade de material (MOE) utilizada neste ensaio,

gata Foi superior a empregada no Teste de Ames, observagio

aposta foi Feita por Lewtas et alii, 1287,

.

5.8 Simulteste (URimnltest”

e n &1 am

Como  no Teste de Ames as Lrés amostras testadas B
atividade mutagénica Frente ao Himulteste. Faste resuliado ers
gaperado,  pois  uma  das  linbagens de  Salmonella  typhimurium
gupregadas neste ensnio  Fol a  TAPE, a mesma  uwbtilizanda para

anal ise no Teste de Ames. Necte trabalho foi empregada uma Unica

o O o = o Tl ol 1 S W o O Bl 0 W O = o O O e A < - O S O R o IV
O oensaio Foi feito na auséncia de Fragho 89, pols as condiglies de
andalise na presenga de metabol izacio ainda estio sendo

estabelecidas pelos antores (MoPHERSON & NEBTMANN, 1990).

35 = J0O-~ 040/
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6. CONCLUSGES

O Teste de Ames, conforme resultados obtidos anteriormente por

projetes  conduzidos  pelo  Setor  de  Andlises Microbiglodgicas

CCETEGR, 1989y CETESB 1999 se mostrou adeguade na deteceio de

entes nas amostras de material particulado de ar.

mutdgano& R

Apesar do peaueno numero de amostrsae testadas podemnos sugerir  em

r&lmaam aosg oubros @neniosd

s

¥ Microensaio o Mutacio Direts apres

ertoun sensibhilidad

semelhante a0 Teste de  Ames, contwdo, consideramos  gue
resolucio  de  wlauns problemas de metoadologia poderia ob inizar

gensibilidade deste ensitio.

O Gimulteste se nostrow adeouado na avaliagio de mutagenicidade
de  amostras  de  material  particulado de  wr,  apresentando

vantagen de poder ser aplicado mesme auando houver posco materia
disponivel. No entanto, até o momento 6 pode ser utilizado se

condiciio ainda ni

Fragio B9, pois & metodologia de ensaio ne

foi desenvalvida.,

[
s

2

M
1
m

[
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TABELA 2 -~ Resultados do Teste de Ames e
Microensaio de Mutagao Direta

expressos em m° equivalente.

22

TESTE DE AMES MICROENSAIO DE MUTA@AO DIRETA
AMOSTRA (revertentes/ m’) (mutantes/m* [ 107° )
PDP - 89
a)
395 37,56 118,59 - 0,614
408 17,43 11,44 - -
415 37,35 5,96 0,606 0,190
a) (~) amostra negativa
FETES b B S 117 S gl
B3 4 & B0 & oo oA o

A5~ 10=-040/1
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TABELA 3 - Comparagéo entre o Teste de Ames e o
Microensaio de Mutagéo Direta atra-
vés da concentragao minima efetiva
expressa em ug.

AMOSTRA TESTE DE MICROENSAIO DE MUTAGAO
AMES DIRETA
PDP -39 +59 -S9 +59
395 79,64 23,42 - 95,52
408 145,35 220,72 - -
415 69, 41 431,62 219,70 105,40

33 -10-040/1
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