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Nao importa em que ponto da vida estamos, pao
importa o que copfribuiu para crid-lo. pao importa o gue estd
acoptecendo. lembre-se de que estamos sempre fazepdo o
melhor possivel, com o cophecimentfo, percepcio e
sabedoria gue possuimos po momento.
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Introdugdo

1 - INTRODUCAO

I.1 - Consideracoes Gerais sobre Compostos Eliminados no Processo de
Combustio

A combustdao de matéria organica tem causado grande impacto ambiental
devido a emissao de gases e particulas (Crutzen ¢r ai.. 1979. Crutzen ¢ Andrae.
1990. Lobert ¢r al.. 1990. Cicerone. 1994). Esse processo proporciona a maior
tonte de emissdao de material partirculado que chega a ser estimada em 104
T/ano (104.000.000.000 Kg/ano). No Brasil. a contribuigio de materiais
particulados provém das queimadas no cerrado. no Amazonas ¢ de processos
agricolas. O material particulado afeta a saude humana. principalmente os
pulmdes, provocando efeito cronico no trato respiratorio. A biosfera também ¢
afetada, uma vez que modifica a composi¢do das espécies. alterando a cadeia
alimentar e bloqueando a luz solar provocando mudangas climaticas e¢
interferindo. consequentemente no ecossistema. pois a deposi¢do da fuligem
afeta a adsor¢do de CO, e O, (Botkin e Keller. 1995).

O processo de combustdo ocorre envolvendo trés estagios designados
1gni¢do. flamejamento e combustdo lenta. A ignigdo ¢ o processo inicial no qual
se tem pequenas chamas. No segundo estagio. a combustdo ¢ mais eficiente e ha
emissdo de dioxido de carbono (CO-). nitrogénio (N»). agua (H,O) oxido nitrico
(NOx) e dioxido de enxofre (SO,). No terceiro estagio. processo de baixa
temperatura ¢ auséncia de chama. ha emissio de grandes quantidades de
compostos oxidados incompletamente. tais como. monoxido de carbono (CO),
metano (CH4) e outros hidrocarbonetos particulados. Entre os dois ultimos

estagios tem-se a formagdo de etino (C,H») e cianogénio (NCCN). O etino sofre

polimerizagdo. via radicais livres. até a formagao dos nucleos aromaticos. dando

origem aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs). Alguns HAPs
contendo menor numero de anéis aromaticos (Naftaleno. Fenantreno e¢

Antraceno) reagem formando outros HAPs de maior peso (Hepp ¢/ «l.. 1995).
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Introducdo 2

Os HAPs. assim como as aminas aromaticas e nitro hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (nitro-HAPs). representam uma classe importante de
poluentes ambientais, que sao conhecidos por sua agdo mutagénica e/ou
carcinogenica. pois as lesoes resultantes das ligagoes desses compostos com o
DNA quando ndo reparadas poderao iniciar o processo neoplasico.

Os HAPs constituem uma subclasse dos compostos policiclicos
aromaticos (CPAs). Sao moléculas organicas formadas por atomos de hidrogénio
e carbono encontradas como subprodutos da combustdo incompleta de materiais
organicos. tais como. fuligens das queimadas. carvdo. gas. oleo. combustiveis
fosseis. madeira. lixo. produtos de tabaco e outros. e encontrados. portanto. no
ambiente ocupacional e residencial.

A Enmviromental Protection Agency (EPA) dos Estados Unidos considera
como poluentes prioritarios para investigagdo ambiental 16 HAPs (EPA. 1988).
cujas estruturas estao representadas na Figura 1.

A maior fonte desses compostos nocivos provém da emissdo de materiais
particulados da queima de plantagdes agricolas ou da madeira do fogdo a lenha
bem como. da combustdo do carvao. da cobertura do piche. de incéndio de
florestas. motores de veiculos e produgdo de coque (Van Houdt. 1990. Lewtas ¢r

al.. 1992). Tais compostos atuam por dispersao das cinzas. atingindo o homem

pela inalagdo ou através da pele. sendo que a contaminag¢do do ambiente se da

por escoamento de agua (Deportes et al.. 1995).

Desde 1920, uma intensa série de investigagdes tem sido empreendida
visando identificar e isolar HAPs com atividade carcinogénica. Como resultado.
o benzo(a)pireno (B(a)P) foi reconhecido como o principal e mais ativo
componente do alcatrdo. motivo pelo qual tém se realizado estudos detalhados
sobre a rela¢do entre a estrutura quimica e a atividade desses compostos. a fim de
que o risco para o homem possa ser melhor avaliado e. consequentemente.
minimizado (Diple ¢r al.. 1990).

As hipoteses existentes até entdo para explicar a ag¢do dos HAPs

baseavam-se em estudos empiricos sobre a estrutura quimica. Os supostos
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Introaucdo 4

requerimentos para a atividade carcinogénica do HAPs pareciam residir na sua
estrutura coplanar ¢ na presenca de um nacleo fenantreno junto.
preferencialmente. com pelo menos um anel adicional de benzeno. Todavia. o
entendimento de tal atividade foi intensificado com o aparecimento de teorias
eletronicas. sendo a primeira delas proposta por Pullman e Pullman (1955).
Segundo esses autores. os HAPs sao caracterizados por um sistema de elétrons 7.
ou seja. um sistema orbital que se estende por toda a molécula. Através de
métodos de quimica quantica foi possivel calcular a densidade de elétrons
associada a cada parte da molécula. Tal calculo teorico levou a conclusdo de que
uma ligagdo especial. conhecida como regido K. era caracteristicamente rica em
elétrons e. portanto. muito reativa.

A partir dos estudos de Miller ¢ Miller (1971). houve a expansdo do
conhecimento sobre o metabolismo dos compostos quimicos, estabelecendo-se
que esses compostos ndo sdo ativos na forma em que sao ingeridos ou inalados.
tornando-se reativos apenas apos serem convertidos enzimaticamente. por meio
de reacoes especificas do metabolismo. Em vista disso. pode-se esclarecer os
passos envolvidos no metabolismo dos HAPs.

Com o avango desses conhecimentos, Jerina e Lehr (1977) propuseram

uma outra teoria com relagdo a atinidade desses compostos. segundo a qual.

quando as reagdes de oxidagdo ocorrem na regido da baia. sdo formados epoxidos

muito mais tfortemente reativos em comparagdo aos formados na regido K.

A Frgura 2 apresenta um esquema das regides dos HAPs. Pode-se
identificar as regioes da baia e K. alem da regido A. considerada uma extensdo da
baia. e a regido L que. dentre todas. efetua o papel mais importante no
mecanismo de destoxificagdo (Lei-Scheng. 1985).

De modo resumido. o metabohismo dos HAPs (Figura 3) ¢ mediado pela
aril hidrocarboneto hidroxilase (AHH). uma das muitas monoxigenases de fun¢do

mista. que participam das reagdes de ativacdo metabolica da Fase Il do

metabolismo celular.
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Regido A

Figura 2 - Regioes de um hidrocarboneto aromatico policiclico
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Introducdo 7

Uma vez em contato com o organismo. esses compostos sao oxidados a
epoxidos (metabolitos primarios). que sdo etetivamente inativados pela formagao
de conjugados. com pouca ou nenhuma oportunidade de reagirem com o DNA.
Se entretanto. esse epoxido for hidratado a diidrodiol. em um evento metabolico
secundario. esse composto sofre nova oxidagdo (terceiro passo metabolico).
dando origem ao diidrodiol epoxido. forma genotoxica tinal altamente reativa
(Vo Dinh. 1989: Kim ¢r al., 1995: Peltonen e Dipple. 1995).

De acordo com Doerjer er al. (1984). a ligagdo dupla da regidao K
apresenta a mais alta densidade de elétrons e usualmente representa. quando os
HAPs sao ativados /11 vitro. a maior porgdo da quantidade total das ligagoes entre
o DNA e os epoxidos formados nessa regido. Ja as ligagdes entre os epoxidos
formados na regidao da baia e o DNA representam a maior parte das ligagoes que
ocorrem /# vivo. Subsequentemente. novos estudos foram realizados e verificou-
se que a regiao da baia € a principal responsavel pela poténcia genotoxica dos
HAPs (Mersch-Sundermann ¢r al.. 1992: Peltonen e Dipple. 1995).

No que se refere as ligagoes dos HAPs ao DNA. as reagoes ocorrem.
predominantemente. no grupo amino exociclico das bases (Dipple ¢ Moschel.

1990). Relatos anteriores (Doerjer ¢r al.. 1984) indicavam que mais de 90% da

alquilagao causada pela forma genotoxica final originada no metabolismo do

B(a)P. ou seja. o 7.8-dihidrodiol 9.10-epoxido (BPDE) ocorria no grupo amino
exociclico da guanina: outros sitios de alquilagdo incluiam o oxigénio na posi¢do
0. a posigdo 7 da guanina e os grupos amino exociclico da adenina e citosina.
Mais recentemente. Canella ¢r al. (1991) demonstraram que a ligacdo do BPDE
com 0 DNA resulta de uma abertura trans do anel de epoxido pelo grupo amino
exociclico dos residuos da desoxiguanosina. Existe uma notavel diferenga na
ligagdo de determinados residuos de HAPs com o DNA. Essa diferen¢a na
reatividade deve-se a estrutura quimica desses compostos. por exemplo. o
dimetil-benzo(a)antraceno (DMBA) possui um grupo metil na regido da baia. o
que nao ocorre com o B(a)P. Isso permite que o DMBA reaja. semelhantemente.

com a desoxiadenina e a desoxiguanosina ¢ o B(a)P reaja quase que apenas com
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a desoxiguanosina (Dipple ¢r al.. 1990: Peltonen ¢ Dipple. 1995). Essas
diferencas de conformagao podem presumivelmente levar a diferencas nas vias
em que os adutos de DNA sdo reparados ou ndo durante o processo da
duplicagio celular. conferindo capacidade diferencial na indu¢do de mutagoes
genicas ¢ no aparecimento de uma lesdo pré-neoplasica irreversivel (Peltonen ¢
Dipple. 1995).

Os nitro-HAPs sdo contaminantes amplamente distribuidos no ambiente.
sendo formados como resultado do processo de combustdo incompleta de matéria
organica. como as queimadas dos canaviais. ou atraves da simples rea¢do na
atmosfera de HAPs com oxidos de nitrogénio e quantidades pequenas de acidos
(Hetlich. 1990. Shah ¢r «l.. 1991). O processo de contato com o homem pode ser
através da pele. do trato respiratorio e gastrintestinal (ABmann ¢r al.. 1997). de
modo que tal contato ocorre através do material particulado que os nitro-HAPs
estdo adsorvidos. material esse que varia de tamanho inalavel ou ndo inalavel
(Rosenkranz. 1996). A Figura 4 mostra alguns dos ja bem estudados nitro-HAPs.

O interesse na mutagenicidade e nos possiveis riscos a saude atribuidos a
esses compostos intensificou-se quando nitropirenos altamente mutagénicos
foram isolados como contaminantes de alguns “toners™ fotocopiadores. na década
de 70 (Tokiwa e Ohnishi. 1986). A partir dai. varios estudos foram realizados
mostrando que muitos nitro-HAPs sao mutagénicos em células bacterianas ¢ em
células de cultura de mamiferos. além de tambem induzirem aberragoes
cromossomicas ¢ trocas entre cromatide irmas (Rosenkranz e Mermelstein.
1983). Mais recentemente estabeleceu-se a capacidade dos compostos do grupo

a3

|.6-dinitropireno induzirem mutagdes /77 vivo ( locus HPRT. oncogene K-ras. ¢

gene supressor de tumor p-53) (Smith ¢ al.. 1995, Rosenkranz. 1996). de modo

geral os dinitro-HAPs sdo mais mutagénicos que os seus analogos

=

que no
mononitros-HAPs e sdo carcinogénicos em roedores induzindo uma variedade de

.

tumores tanto no sitio de aplicagdo quanto distante dele (Rosenkranz e

Mermelstein. 1983). identificando que o potente efeito dessas substancias a saude
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Introducdo 10

inclui sua toxicidade cronica ¢ aguda. sendo considerados. no momento. como
eficientes carcinogénicos (ABmann ¢ al.. 1997).

Os dimitropirenos foram de grande interesse devido a sua extraordinaria
mutagenicidade em alguns ensaios principalmente nos de reversio em
Salmonella  tvphunurium. — Nesses. o 1.8-dinitropireno produz uma potente
resposta mutagenica na auséncia de ativagdo metabolica. possivelmente como
resultado da nitrorredugao bacteriana a N-hidroxi-1-amino-8-nitropireno. seguida
pela O-acetilagao bacteriana a uma forma que reage com o DNA. formando N-
(desoxiguanosina-8-yl)- I-amino-8-nitropireno. De modo que a linhagem
TA98/1.8-DNP,,_ deficiente em transacetilase forneceu evidéncia adicional de que
0 passo metabolico final na geragdo do metabolito eletrofilico tinal realmente
envolve a O-acetilagdo (Shah ¢r al.. 1991). As nitrorredutases ¢ O-acetilases de
mamiferos podem realizar transformagdes semelhantes. ja que o mesmo aduto de
DNA foi isolado do DNA de células de ovario de hamster chinés e de ratos.
quando tratados com 1.8- dinitropireno (Heflich. 1990). Além disso. o 1.8-
dinitropireno ¢ ativado metabolicamente por redu¢do a l-nitroso-8-nitropireno.
que também forma aduto de DNA na posi¢do do carbono 8 da guanina do gene
lacl de Escherichia coli (Lambert ¢t al.. 1992)

Desse modo. alguns nitro-HAPs sio potentes mutagénicos de agao direta
em sistemas que empregam células bacterianas. ja outros apresentam niveis
baixos de mutagenicidade podendo também ser metabolizados pelos
microssomos do tigado de mamiferos. a 3-. 6- ¢ 8-hidroxi-[-nitropireno e a 4.5- ¢
9.10-o0xidos de I-nitropireno (Figura 5). Além disso. o metabolismo dos oxidos
de I-nitropireno pela epoxido hidrolase resulta nos diidrodiois correspondentes.
Os oxidos e fenois de I-nitropireno sdo todos substratos para nitrorredugdo
bacteriana ¢ de mamiferos e resultam nas ligagdes desses compostos a0 DNA.
cerando mutacdes. A oxidag¢do do anel seguida pela nitrorredugdo bacteriana

parece ser a principal via de ativagdo para a mutagenicidade do I-nitropireno

quando mediada pela mistura S9 em Sa/imonella vphimurium. Em animais de

laboratorio. o I-nitropireno. ¢ convertido a metabolitos. que sdo o produto da
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Figura 5 - Metabolismo oxidativo do I-nitropireno. a. 3-hidroxi-1-nitropireno:

b. 6- hidroxi-I-nitropireno: c. 8- hidroxi-l-nitropireno: d. 4.5-oxi-1-nitropireno:
e. 9.10- oxi-1-nitropireno. Os oxi-nitropirenos sdo posteriormente convertidos

em 4.5-hidroxi- [ -nitropireno e 9.10-hidroxi- I -nitropireno. respectivamente.
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Introducdo 12

oxidagao do anel ou a combina¢do da oxidagdo e nitrorredugdo do anel. embora
muitos desses metabolitos formem conjugados de glutationa ou O-glicuronida
(Hetlich. 1990).

Os nitropirenos sdo 0s mais ativos mutagenicos de agdo direta na linhagem
de Salmonella tvphimurium TA98. sugerindo que produzem mutagdes do tipo
mudang¢a na matriz de leitura (Hetlich. 1990). ainda ndo especificadas (Watanabe
et al.. 1997).  Além disso. observou-se que em populagdes ocupacionalmente
exposta existe um pequeno aumento no risco de desenvolvimento de cancer de
bexiga. sendo biologicamente plausivel que seja devido aos nitro-HAPs que
quando biodisponiveis sdo facilmente metabolizados a aminas aromaticas. uma
classe de quimicos ja conhecidos por induzirem canceres de bexiga em humanos
e roedores (Rosenkranz. 1996).

As aminas aromaticas ou artlaminas sdo produzidas como resultado da
combustdo de materiais organicos. tendo sido um dos primeiros compostos
quimicos reconhecidos como carcinogénicos. No inicto desse século. estudos
epidemiologicos indicaram que a exposi¢do a 2-nafitalamina. benzidina ¢ 4-
aminobifenil eram a causa de certos canceres de bexiga relacionados a exposi¢ao
ocupacional. Além disso. muitos dos primeiros trabalhos envolvidos na ativagao
metabolica de procarcinogénicos e promutagénicos que produzem intermediarios
eletrofilicos reativos toram realizados com as artlaminas (aminas aromaticas) ou
arilamidas. cujas estruturas estao representadas na Figura 6.

Segundo (Beland e Kadlubar 1990) as aminas aromaticas precisam sofrer
reagdes metabolicas para produzirem compostos mutagenicos reativos (Figura 7).

Assim. quando as reagdes de metabolizagdo ocorrem no grupamento amino.

geralmente tem-se a ativagao do composto. entretanto quando a metabolizagao

ocorre no anel tem-se usualmente o processo de destoxificagdo. De acordo com
Heflich (1990). o processo de ativacao envolve a N-oxida¢do que resulta na
formacdo de N-hidroxi arilaminas. A arilamina ¢ o seu metabolito N-oxidado
podem ser substratos para a N-acetilagdo. resultando respectivamente em

arilamidas e acidos arilidroxamico.
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Intraducdo 13

As artlamidas podem também ser N-oxidadas e tanto arilamidas quanto os
acidos arilidroxamicos podem ser enzimaticamente desacetilados formando
artlaminas e N\-hidroxi arillaminas. A N-oxida¢do das arilaminas e arilamidas ¢
catalisada pelas citocromo P-450 monoxigenases. podendo algumas arilaminas
serem N-oxidadas pelas amina oxidases. Um possivel caminho alternativo da \-
oxidacdo for descrito por Ziegler ¢ ul. (1988) em que as aminas aromaticas.
como a benzidina. sao primerramente N-metiladas por N-metiltransferase
dependente de S-adenosilmetionina ¢ entdo N-oxidadas pelas amina oxidases.
As N-hidroxi artlaminas podem formar adutos com o DNA através da
transtformacgdo em ion nitreno ou ainda pela transformagdo em outros compostos
ativados que se originam da acdo de sulfo e/ou acetiltrasferases ou acetilases
(Figura 7).

A natureza exata do metabolismo que gera dano ao DNA depende tanto da
artlamina quanto do sistema de ensaio. uma vez que a principal via para a
inducdo de mutagdes. através do derivado arilamida  N-hidroxi-2-
acetilaminofluoreno. em células de ovario de hamster chinés parece ser N-
desacetilagao a \-hidroxi-2-aminofluoreno para reagir com o DNA. enquanto
que no ensaio de reversao em Salmonella vphimurnun mediado pela fragdao S9. o
N-hidroxi-2-amimotluoremo ¢ mais ativado por O-acetilagdo a um reativo N-
acetoxi-2-amiotluoreno (Hetlich. 1990).

A prostaglandina H sintetase tambem pode metabolizar arilaminas atraves
do mecanismo de um elétron ndao envolvendo a N-hidroxilagdo. A ativagdo por
essa via pode ser de especial importancia em certos tecidos extra hepaticos.
incluindo a bexiga (Heflich. 1990).

O maior sitio de ligagdo no DN A pelas aminas aromaticas e arilamidas.

que sdo ativadas através da N-oxidagdo. ¢ a posi¢do C8 da desoxiguanosina. com

excecdo da ligacdo no DNA da I-naftilamina. que forma um aduto com a O"-

desoxiguanosina e possivelmente a 4-acetilaminostilbeno. cujo aduto ndo foi
completamente caracterizado. Entretanto. quando as N\-hidroxi arilamidas sio

ativadas atraves da sulfotransterase. sao tormados adutos de DN A N-acetilados.
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tanto na posi¢do C8 quanto na N° da desoxiguanosina sendo produzido. desse
modo. diferentes eventos mutacionais (Heflich. 1990).

Dessa maneira. parece clara a intensa ameaga que esses compostos
representam. uma vez que a maior agravante da atividade mutagénica e.

certamente da atividade carcinogénica. ¢ a reagdo dos mesmos com o DNA.
.2 - O Papel do Ambiente no Aparecimento de Neoplasias

Muitos mutagénicos e/ou carcinogénicos conhecidos siao detectados na
atmosfera assim como muitos compostos. cujos efeitos mutagénicos sdo
desconhecidos também o sdo. Agente mutagénico ¢ aquele capaz de causar.
direta ou indiretamente. mutagdes. ou seja. alteragdes do material genético de
uma c€lula que nao resultam de segregacdo ou recombinagdo. A mutagio pode
ser espontanea ou induzida por agentes fisicos. quimicos ou biologicos.
Incidindo sobre celulas somaticas. pode levar a um processo carcinogénico no
proprio individuo. caso ocorra em células germinativas pode produzir doengas ou
malformagdes nas geracoes futuras.

Os compostos presentes no ambiente. que podem otferecer riscos adversos
a saude do homem. nem sempre possuem capacidade para exercer agdo toxica.
Na maioria das vezes. tais agentes precisam sofrer reagdes metabolicas que se
caracterizam principalmente pelas reagdes da fase [. quando ocorrem
principalmente reag¢des de oxidagdo que ativam os compostos e reagoes da tase
II. representando a conjugagdo dos compostos quimicos com enzimas capazes de
inativa-los (Benet ¢ Sheiner. 1987).

A grande maioria das reagoes da fase | ¢ mediada por enzimas presentes

principalmente na fragio microssomal do figado de mamiferos. denominadas

monoxigenases de tungdo mista. Essa fra¢do consiste de trés componentes
essenciais, um citocromo microssomal especializado, que € o citocromo P-450,
citocromo P-450-redutase dependente de NADPH e fosfolipidios. O citocromo

P-450 ¢ uma hemeprotemna que tem papel tundamental na oxidagio de certos
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Introducdo 17

compostos quimicos. E assim denominado por ser um pigmento (P) que tem pico
de absor¢do no comprimento de onda de 430 nm (Armott ¢r al.. 1979). Através
dessas reagdes de oxidagdo os compostos tornam-se altamente eletrofilicos e
ligam-se facilmente aos centros nucleofilicos do DNA. Uma vez ocorrida a
ligagdo composto-quimico DNA. ocorre a desnaturagiao da molécula de DNA.
pois a mesma ¢ lesada com a perda de uma ou varias bases nitrogenadas. que
causam o aparecimento de falhas ou quebras em uma de suas hélices ou em
ambas.

As reagdes de conjugagdo geralmente levam a inativagdo dos compostos
quimicos. Essas reagoes sao catalisadas pelas enzimas da classe das Glutatido-S-
transferases (GSTs) e N-acetiltransferases (NATs), proporcionando mudangas
nas propriedades fisico-quimicas dos substratos. que limitam as reagdes de
biotranstormagao e levam a uma rapida excreg¢do do composto estranho. via bile
ou urina. Entretanto. as vezes. essas reagdes ndo resultam na inativa¢cdo de um
determinado composto ja que sdo dependentes de determinadas condigdes. como
fatores genéticos de cada individuo. habito alimentar. tipo de exposi¢do
ocupacional dos mesmos. capacidade individual de efetuar o reparo do DNA e
estrutura quimica do composto (Ames ¢r al.. 1995).

A fungdo biologica das fases | ¢ Il é proteger a celula contra efeitos
citotoxicos. pela conversdao de compostos quimicos nao polares potencialmente

toxicos em formas excretaveis. soluveis em agua. tomando-os inocuos. Todavia.

alguns tornam-se ativados (Friedberg er al.. 1995) e. portanto. com capacidade de

se ligarem ao DNA podendo. assim. serem responsaveis pela necrose tecidual.
pela carcinogenicidade e por outros efeitos toxicos (Benet e Sheiner. 1987).

A carcinogenese € um processo anormal. ndo controlado. da diferenciagdo
e proliferagao celular. Esse processo pode ser identificado precocemente. quando
alteragoes moleculares sdo encontradas no DNA. sendo sucedidas por alteragdes
bioquimicas e fenotipicas das células. num continuo em dire¢do a malignidade
(Rabello-Gay 7 al.. 1991). Inicialmente. esse processo € localizado. mas pode

disseminar-se pelo organismo. A capacidade dessas células em crescer em locais
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Introducdio 18

inapropriados ou se propagar indefinidamente pode ser letal para o organismo
que as possuam (Lewin. 1993).

Consideram-se. pelo menos. trés ctapas desde o momento da agressdo
quimica ate o aparecimento da neoplasia. A primeira etapa ¢ a iniciagdo. que
representa 0 passo em que a substancia quimica ¢ processada metabolicamente
pelo hospederro. liga-se em macromoleculas como o DNA. Esse ¢ seguido por
um ciclo de duplicagdo. com divisao celular. onde a lesdo bioquimica ¢ fixada e
transforma as células-alvo em células imciadas. A caracteristica dessa etapa ¢
que esses passos bioquimicos podem ser reparados. A segunda etapa ¢ designada
promogdo. na qual as células iniciadas tém condigdes de proliferar sob a forma

tumoral. A progressdo. terceira etapa da carcinogénese. ¢ entendida como o

passo em que algumas neoplasias sofrem alteragoes qualitativas em seu fenotipo.

por exemplo. transformando-se de benignas em malignas. possivelmente por
selegdo clonal (Cohen. 1987: Camargo. 1991).

O tempo entre o efeito iniciador ¢ o aparecimento de um tumor bem
reconhecido ¢ denominado periodo de laténcia e. no homem. parece variar de 10
a 20 anos. Enquanto o acimulo de mudangas genéticas em células somaticas €
considerado essencial para a génese do cancer. tormou-se claro que nem todo
carcinogeno € genotoxico. podendo participar de modo indireto. como
promotores durante a carcinogénese (Lewin. 1993: Yamasaki ¢/ al., 1996)

Dados epidemiologicos indicam que a maioria dos canceres ocorre devido
a fatores ambientais no sentido mais amplo da palavra e consequientemente. a
identifica¢do de carcinogenos no ambiente ¢ de fundamental importancia para
sua preven¢do. sendo os poluentes ambientais. pesticidas sintéticos e outros
compostos quimicos produzidos pelo homem. um risco extensivo de cancer para
a populagdo geral (Ramel. 1991).

Delclos ¢r al. (1993) sugeriram haver forte correlagdo entre exposigdo a
altas concentragdes de HAPs e incidéncia de cancer de pulmdo. estando tambem
os HAPs relacionados com a etiologia do cancer faringeano. de colon e bexiga

(Kaderlik ¢ Kadlubar. 1993). O uso do tabaco ¢ um ja bem conhecido fator de
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risco para o desenvolvimento de varios tipos de canceres. incluindo de cabega ¢

pescogo. de esofago. de carcinoma de células orais escamosas. de pulmdo e de

bexiga (Davidson ¢f af.. 1993: Scully. 1993: Ames. ¢r al.. 1995).

No que se retere aos derivados dos HAPs. Rosenkranz e Mermelstein
(1985) observaram evidéncia de transformagao neoplasica em células cultivadas
¢ indugdo de tumores em roedores causados pelos conjugados de nitro-HAPs.

Watanabe ¢r «/.(1997) testaram a mutagenicidade de 135 nitro-HAPs que
toram detectados em particulas de ar e/ou fontes de emissoes de combustiao e
observaram a indugao de transversoes C-G — A-T. em linhagens de Salmonella
wvphimurium, designadas como a mais freqiiente mutagao de substituigdo de base
do gene supressor de tumor p33 em cancer de pulmdo. uma vez que esse € o
orgao que primeiro € atingido pelos nitro-HAPs presentes na atmosfera. Ja as
aminas aromaticas. usadas como produtos industriais. parecem induzir cancer de
bexiga em trabalhadores expostos ocupacionalmente ¢ em animais experimentais
(Kuenemann-Migeot et al.. 1997).

Varios ensaios tém sido realizados para averiguar os efeitos dos poluentes
¢ 0s riscos para a saude. A avaliagdo de amostras de ar de Sdo Paulo e Cubatio
(Sato ¢r al.. 1995) e de Porto Alegre (Vargas ¢f al.. 1998) utilizando o teste com
Salmonella tvphimurium sugere a presenga de nitro-HAPs (mono- e dinitro-
HAPs). compostos sabidamente responsaveis por substancial atividade
mutagénica. Uma significante atividade mutagénica foir também demonstrada.
utilizando o mesmo teste em concentrados de urina de individuos fumantes
(Kuenemann-Migeot. ef al.. 1996. Smith er al 1996. Kuenemann-Migeot. ¢f di..
1997. Mure ¢r al.. 1997). Outros ensaios. como o teste cometa. tém sido
realizados em peixes que habitam rios altamente poluidos por HAPs. resultando
na detecgio de danos no DNA causados certamente por esses contaminantes
ambientais (Pandrangi er al.. 1995).

Estudos citogenéticos também evidenciaram alteragdes na freqiiéncia de

trocas entre cromatides-irmas (TCl). aberragdes cromossomicas e micronucleos
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em celulas de individuos expostos aos HAPs (Motvkiewicz ¢t al.. 1992: Chorazy
et al.. 1994: Hatjian or al.. 1995).

Dessa maneira. a populagdo como um todo esta constantemente exposta as
complexas misturas de compostos quimicos ambientais principalmente aquelas
ricas em HAPs. que podem causar danos a saude. expressos a curto ou longo
prazo. acentuando-se ainda mais em populagdes ocupacionalmente expostas.

Os individuos que trabalham no corte da cana-de-acucar estdo
constantemente expostos a uma ampla variedade de compostos quimicos
mutagenicos que sdo liberados com a queima das plantagdes da cana. realizada
para facilitar o corte das mesmas. Fato esse confirmado por Zamperlini (1997)
que estudou os constituintes da fuligem sedimentavel da cana-de-agicar com
énfase na presenca de HAPs. utilizando-se técnicas cromatograficas e
espectrofotomeétricas ¢ revelou a presenga de todos os HAPs considerados
importantes pela EPA (com exce¢do do dibenzo(a.h)antraceno). além de varios
alquil-HAPs. Os compostos mutagéenicos liberados com a queima dos canaviais
entram em contato com o organismo do individuo por inalagdo, absor¢do dérmica
ou ate mesmo por Via oral durante as refeigdes que ocorrem no proprio canavial.
Tais compostos sdo freqiientemente excretados na urina inalterados. como
conjugados ou como metabolitos (Yamasaki ¢ Ames. 1977). A maioria deles ¢
metabolizada em sua torma mais ativa e so entdo € capaz de formar adutos com o

DNA e induzir alteragdes cromossomicas. Assim sendo. um bom biomarcador ¢

a mutagenicidade urinaria ja que o nivel de compostos mutagénicos na urina

retlete a dose de exposi¢do e o estado metabolico dessas substancias que estdo
sendo excretadas (Mure ¢7 al.. 1997). Embora a mutagenicidade urinaria nao seja
especifica. uma vez que nao identifica os varios compostos mutagénicos na urina.
apresenta a vantagem de integrar a mistura desses compostos e detecta-los na
urina sem a necessidade de identificar cada um deles (DeMarini. er al.. 1997).

O teste de mutagdo génica reversa em Salmonella typhimurium (teste de
Ames) ¢ um ensato utilizado por mais de 20 anos para avaliar. atraves da urina.

tanto o estilo de vida quanto exposigdo ocupacional a mutagénicos e/ou
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carcinogénicos potenciais (Ames ¢/ al.. 1975: Falck ¢r al.. 1980). além das
misturas complexas ambientais (Chrisp e¢r al.. 1978. Chrisp e Fisher.1980).
Entretanto. a urina para ser testada deve passar por processos quimicos que
resultam em sua concentragdo. uma vez que a mesma nao pode ser testada da
maneira como ¢ eliminada do organismo. por se encontrar muito diluida. Nessa
condicdo. somente mutagénicos presentes em altas concentragoes ou aqueles de
poténcia excepcional poderiam ser detectados. ja que apenas uma quantidade
pequena de urina pode ser adicionada ao sistema teste por causa das limitagdes
de volume. Por essa razdo. tém-sido utilizadas tecnicas de adsor¢do em resina
para concentrar 0s mugageénicos presentes nessa amostra. bem como eliminar a
possibilidade de resultados talso positivos pela presen¢a de histidina (Yamasaki ¢
Ames. 1977. Kuenemann-Migeot e al.. 1996. Mure ¢r al.. 1997).

A atividade mutagénica na urina ja for demonstrada em individuos
tumantes (Yamasaki ¢ Ames. 1977: Einist6 ef a/..1990). ou naqueles que estao
em tratamento medicamentoso (Espinosa-Aguirre  ¢r  al..1996) ou que
freqlientemente comem carne frita (Sousa ¢r /.. 1985). Esse parametro tambem
foi usado como biomarcador de exposi¢do em varias situagdes ocupacionais
(Falck er al.. 1980: Sinues ¢r al.. 1992: Choi er ai.. 1995: Clontero er al.. 1995:
DeMarint ¢r al.. 1997)

A sensibilidade do teste de mutagenicidade do extrato da urina dos
cortadores de cana assim como do extrato da fuligem da cana foi aumentada
atraves do ensaio de pré-incubagdo e das linhagens indicadoras YG.

recentemente desenvolvidas. capazes de detectar metabolitos mutagénicos

formados a partir de nitroarenos e aminas aromaticas. Essas linhagens foram

obtidas da clonagem de genes correspondentes as enzimas nitrorredutases e O-
acetiltransterase que ativam os compostos. a fim de que esses possam exercer sua

atividade mutagénica ( Watanabe ¢r al.. 1989. 1990).

A¥
AVEVA

1 2 3 4 S 6 q unespwll 12 13 14 15 16

17

18



Introducdo

[.3- A Cana-de-Acucar ¢ a Regido de Araraquara

Nos anos 70. a produgdo de cana-de-agucar teve enorme expansdo devido
principalmente ao programa Pro-alcool. Hoje o Brasil tem 4.500.000 hectares de
cana. 324 usinas e 1.100.000 trabalhadores. detendo '4 dos canaviais do planeta.
ocupando a posigdo de maior produtor mundial de cana-de-a¢ucar (Globo
Reporter Especial. 1996).

Anualmente na época da colheita da cana. que se estende de maio a
novembro. costuma-se queimar previamente a plantagdo para facilitar o corte
manual das plantas. diminuindo dessa forma o tempo para finaliza¢gdo da
colheita. Dessa operagdo de queima resulta uma fuligem que permanece algum
tempo em suspensdo no ar e tem sido apontada como responsavel pelo aumento
da incidéncia de casos de afecgoes respiratoreas na populagdo da regido (Doenga.
1992, Chma. 1994, Oliveira. 1996). Nessa época. o clima e a poluigdo
aumentam em 80-124% os problemas respiratorios (Clima. 1994. Oliveira. 1996.
Oliveira, 1997), pois a dispersio da fumaga e da fuligem ¢ dificultada
principalmente no final da tarde e inicio da noite.

A queima da cana-de-agucar gera poluigdo e destroi as poucas matas que
restam na regido. Se as palhas fossem queimadas em caldeiras gerariam energia
equivalente a '~ Itaipu (Globo Reporter Especial. 1996). Certamente, a queima
da cana contribui com a emissdao de materiais particulados para a atmostera. mas
ndo se sabe em que extensdo. Segundo intormagdes do Sindicato dos
Empregadores Rurais de Araraquara. existem na regido cerca de 40.000
trabalhadores de cana potencialmente expostos. além de toda fauna e flora. Na
verdade. ndo existe informagdo sobre a atividade biologica e o eventual prejuizo
dessa fuligem a saude e ao me1o ambiente.

A polui¢do causada pelas queimadas ¢ um assunto polémico. debatido por

diferentes segmentos envolvidos no processo. como a Companhia de Tecnologia

de Saneamento Ambiental (CETESB). usineiros. universidades. Associagdo do
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Meto Ambiente de Araraquara (ASSEMARA) (Clima. 1994. Corréa. 1996.
Oliverra. 1996. Oliveira. 1997).

\'anas tentativas de acordo toram feitas para garantir o fim das queimadas.
Na regdo de Araraquarara. as queimadas foram restringidas entre 16 e 21 h
(Acordo. 1994). Em setembro de 1995 chegaram a ser proibidas pelo nao-
cumprimento do Decreto Estadual 28093-88. secundo o qual as usinas devem
observar a dire¢do do vento para evitar que a fuligem atinja cidades vizinhas ao
canavial. além de evitar a realizagdo das queimadas em canaviais a menos de |
Km de distancia do perimetro urbano. Contudo. os usineiros ameagaram nao
realizar a safra e recorreram a proibi¢do das queimadas (Usinas. 1995). O
tribunal da Justiga de SP cassou a liminar que proibe a queima da cana em abril
de 1996 (Corréa.1996).

A CETESB langou um plano contra a queima da cana-de-agucar visando
elimma-la dentro de um prazo de 5 anos. com diminuigio gradativa até sua
elimmagdo total e a ampliagdo do raio de proibigdo de 1 Km (Cetesb. 1996a).

\a regidao de Ribeirdo Preto. a Camara Municipal aprovou um projeto que

prevé o fim das queimadas em 6 anos. Em junho de 1996. foi encaminhado a

camara outro projeto que prevé o fim desse processo em 2 anos (Cetesb. 1996b).
U'm grande reforgo foi dado pelos resultados obtidos por Zamperlini (1997) que
verificou substancias mutagénicas e/ou cancerigenas. os HAPs na fuligem
sedimentavel proveniente da queima da cana-de-agucar. Tal pesquisa for usada
pelo Ministério Pablico nas agdes para o combate as queimadas. Contudo. a
interpretagdo erronea da dissertagdo por “comentaristas’ . acrescida de afirmagoes
falsas como “queimada da cana causa cancer”. causaram muita polémica
(Padura. 1997, Paiva. 1997. Fuligem. 1997). motivando os pesquisadores
responsavelns a se manifestarem (\'ilegas e Santiago. 1997).

Baseado na le1 6.938/81. da politica nacional do meio ambiente. o
Ministerio Publico entrou com cerca de 200 agdes contra a queima da cana no
estado de Sao Paulo (Olivewra. 1997). Rapidamente. o governo tomou

provideéncias criando o decreto de n” 42.056 de 06 de agosto de 1997. publicado
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no Diario Oficial do Estado no dia 07 de agosto de 1997. regulamentando a
queima da palha da cana. O decreto permitiu as queimadas por |5 anos para as
areas ndo mecanizavels ¢ oito anos para as mecanizaveis (Decreto. 1997) o que
for um golpe duro para os promotores de justiga (Paiva. 1997. Decreto. 1997. Go
ulart. 1997). A promotoria considerou o decreto ilegal e apoiou suas agoes na lei
Federal 5.938/81. cujo artigo terceiro considera crime "a degradagao da
qualidade ambiental resultante de atividade que direta ou indiretamente
prejudiquem a saude. a seguranga ¢ o bem estar da populagao"(Costa. 1997).

O decreto desencadeou a unido dos promotores da justica do Meio
Ambiente do Estado de Sdao Paulo com os promotores criminais € 0 rompimento
das negociagdes com o setor sucroalcooleiro e governo do Estado de Sao Paulo
(Promotores. 1997). O Ministerio Publico também se uniu a entidades
ecologicas. médicas e outras instituigdes. com a participagdo do CRM (Conselho
Regional de Medicina). OAB (Ordem dos Advogados do Brasil) e Associagdo
dos Professores da USP para combater a pratica em canaviais até o final da safra

(Regido. 1997). Entretanto. apoiadas no decreto do Governador Mario Covas.

algumas usinas conseguiram permissdo na Justiga para praticar a queimada

(Costa. 1997).

No inicio de 98 foi emitida uma senteng¢a que determina que as usinas
cessem imediatamente as queimadas na regido de Araraquara (Juiz, 1998). mas
0s usineiros novamente recorreram da sentenga (Usinetros. 1998). No entanto.
existe um anteprojeto do Governo. no qual as usinas terlam que mecanizar a
colherta de '4 dos canaviais a cada cinco anos. o que daria um prazo de vinte anos
para o fim das queimadas (Governo. 1998).

Em 29 de marco de 98 entrou em vigor a nova Le1 de Crimes Ambientais
que permite punir as queimadas. dentre as quais as queimadas nos canaviais
(Documento. 1998). Mesmo com talha e omissdes dessa ler ambiental que pode
criar dificuldades em sua aplicagdo. os integrantes do Ministéerio Publico

discutirdo um plano de agdo nacional em relagdo as queimadas (Léo. 1998).
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A quermada também se tornou um problema para os usineiros. pois 0s
produtos procedentes de cana queimada ndo receberdo o selo de qualidade do
produto. Além disso. a empresa devera colher 80% da cana crua para tal
certificagdo. (Documento. 1998).

Desse modo. fica bastante claro que a queima da cana-de-agucar constitui

preocupacdo nacional. trazendo a tona ndo apenas um problema ambiental de

significativa importancia. como também a implicagdo de sérias conseqiiéncias a

saude da populagdo como um todo.

Com relagdao a esse ultimo aspecto. nao ha davidas de que as maiores
implicagoes incidem sobre a saude dos trabalhadores envolvidos no corte da
cana-de-acucar.

Assim sendo. este estudo propoe o inicio de levantamentos de dados e

resultados. na tentativa de contribuir para a tomada de decisdes mais seguras.
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2- OBJETIVOS

Devido ao fato da combustao incompleta de matéria organica. como a
queima dos canaviais. liberar compostos ja reconhecidos como mutagénicos e/ou
carcinogénicos ¢ de ndo existir informag¢do nem comprovagdo sobre a atividade

biologica da tuligem da cana. o presente trabalho teve por objetivos:

I- Avaliar a possivel atividade mutagénica dos compostos ¢liminados na
urina dos cortadores de cana (grupo exposto). bem como do matenal particulado
sedimentavel (fuligem) liberado na queima das plantagoes de cana-de-agucar.
ambos da safra de 1998. através de ensaios com mutagdo génica reversa em
Salmonella nphimurium (Teste de Ames) empregando as linhagens TA98.

YG1021 e YG1024.

2- Comparar a possivel atividade mutagénica dos compostos eliminados

na urina do grupo exposto com o resultado obtido para o grupo ndo exposto.

tanto na presenga quanto auséncia de ativa¢dao metabolica.
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3- MATERIAL E METODOS

A parte experimental do presente estudo for realizada em colaborag¢do com
os Departamentos de Quimica Analitica do Instituto de Quimica e de Ciéncias
Biologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. ambos da UNESP - Campus

de Araraquara.

3.1 - Fulicem

- Caracterizacio da Amostra

A fuligem sedimentavel foi coletada no solo dos canaviais. logo apos as
queimadas. em areas rurais da regido de Araraquara. O material foi recolhido
manualmente ¢ armazenado em saco de polietileno.

A fuligem fo1 peneirada até atingir a granulometria de 0.149 um. a fim de
separar as impurezas tais como gravetos. folhas e terra. A amostra foi colocada
em vidro ambar. vedado com teflon ¢ armazenada no congelador até a realizagdo
da extracdo.

Os compostos organicos adsorvidos ao material particulado da fuligem
sedimentavel foram extraidos através de dois procedimentos. que incluiram
ultrassom ou soxhlet. wusando-se uma mistura de 4:1 (v/v) de
diclorometano/metanol  (DCM:MeOH) ou tolueno (todos  Merck).
respectivamente. como agentes extratores. Os ensaios de mutagenicidade do
material extraido da fuligem pelos métodos descritos a seguir foram realizados

em triplicata. utilizando-se o teste de Ames (item 3.3).

3.1.2 - Merodologia de Extracio

\) Extracdo por Ultrassonicacio

Uma amostra contendo 40g de fuligem for colocada em um erlenmever.

juntamente com 400 mL da mistura DCM:MeOH (4:1). Em seguida o
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erlenmeyer foi colocado no banho ultrassonico por 30 minutos. a temperatura de
20°C. Posteriormente. realizou-se a filtragio em papel de filtro Whatman n°® 41,
Seguiu-se a concentragdo no rotaevaporador a vacuo a temperatura de 40°C até o
volume de 10 mL. O extrato concentrado for armazenado em geladeira e. no
momento dos ensaios de mutagenicidade. volumes apropriados do mesmo foram
evaporados sob tluxo leve de nitrogénio gasoso e ressuspendidos em 1.5 mlL
DMSO. Foram usados diferentes volumes do materal dissolvido em DMSO.
correspondentes a 27.16. 54.32. 108.82. 217.63 ¢ 435.27 ug de MOE/placa.

A quantidade de material organico extraido (MOE) em ng/mL na extragao
por ultrassom ou soxhlet for determmada em balanga eletronica (Mettler).
Volumes de | mL do extrato obtido em DCM:MeOH (4:1) ou tolueno foram
pipetados em duplicata em cadinhos de aluminio previamente secos (104°C) e de
pesos determinados. Apos a completa evaporagdo do solvente em placa
aquecedora a temperatura de 35°C. os cadinhos foram para o dessecador por 16
h. Subseqiientemente. foram novamente pesados e calculou-se a concentragdo de

MOE pela média das diferengas dos pesos niciais e finais para cada amostra.

B) Extracio por Soxhlet

Uma amostra de fuligem pesando 40¢ tor envolvida em papel de filtro
Whatman n° 41 e colocada no tubo para amostra. de modo a encaixar sua parte
superior no condensador de retluxo e a parte inferior em um baldo contendo 500
mL de tolueno. A extragdo do material organico fo1 feita em manta aquecedora
por 8 horas. a uma temperatura de 30°C. Seguiu-se a concentragdo no
rotaevaporador a vacuo a temperatura de 40°C. até o volume de 10 mL. O
extrato concentrado foi armazenado em geladerra e. no momento dos ensaios de
mutagenicidade. volumes apropriados desse extrato foram evaporados sob tluxo

leve de nitrogénio gasoso e ressuspendidos em 1.5 mL de dimetilsulfoxido

(DMSO. Sigma). Nos ensaios de mutagenicidade foram usados diferentes

volumes do material dissolvido em DMNSO. que correspondem a 8.84: 17.68:

.36:70.72 ¢ 141.66 pug de MOE/placa.
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3.2 -1lrina
3.2.1 - Caracterizacao dos Individuos Amostrados

A avaliagdo da atividade mutagénica na urina foi realizada em vinte e
quatro individuos saudaveis. ndo fumantes. sendo a populagio exposta
representada por doze cortadores de cana-de-agucar da regido de Araraquara. ha
pelo menos quatro anos. O grupo controle to1 composto por doze individuos da
populagdo geral. Os grupos foram pareados por sexo ¢ idade. sendo a idade
media dos individuos expostos de 35.08 anos ¢ do grupo controle de 36 anos. A
avaliacdo da atividade mutagénica na urina foi realizada utilizando-se o teste de
mutagdo geénica reversa em Salmonella thyphimurium. com ou sem ativagao
metabolica como sera descrito posteriormente.

Foi considerada. para ambas as amostras. a exposi¢do desses individuos a

agentes fisicos e quimicos. ao consumo de alcool. ao aparecimento de doengas

viroticas ou bacterianas e outros fatores ocorridos até seis meses antes da coleta
da urina. Essas informagoes foram obtidas e registradas. por meio de um amplo
questionario (anexo ). aplicado durante entrevista antes da coleta da urina. Os

dados referentes a caracterizagdo da amostra estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- Descrigao das amostras de individuos expostos a queima da cana (E) e

controles (C). quanto a idade. sexo. tempo de exposigdo e atividade protissional.

Individuos

Idade

(anos)

Sexo

Tempo de

Exposigdo (anos)

Atividade

Protissional

E05
EO06
EO7
EO8
E09
E10
Ell
EI2
Col1
Co2
Co3
Co4
Co05
Co6
C07
Cco8
C09
C10
Cll
€12

5

6

L unesp
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Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Cortador(a) cana
Auxiliar compras
Prof. Univers.
Escriturario
Estudante

Eng. Civil
Estudante
Escrituraria
Escrituraria
Escrituraria
Escrituraria
Escrituraria

Escrituraria

11 12 13 14 15 16 17 18
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3.2.2 - Metodologia de Extracio e Concentracio dos Compostos da Urina

\ concentragdo ¢ extragdo dos compostos presentes na urina dos
individuos amostrados seguiu a metodologia descrita por Yamasaki ¢ Ames
(1977). com algumas moditicagoes.

A urina foi coletada consecutivamente durante 3 dias logo apos o término
do trabalho. no periodo da safra de 1998. usando-se frasco de polietileno. Em
seguida. esse material for congelado a uma temperatura de -20" C. at¢ 0 momento
de ser processada.

A adsor¢dao dos compostos organicos presentes na urina foi realizada
atraveés da resina nao polar XAD-2 (Aldrich). constituida por polimeros de
estireno-divinilbenzeno. que adsorve seletivamente compostos policiclicos com
dois ou mais anéis fusionados (Mure ¢r al.. 1997). A resina for lavada por
arrastamento ¢ decantagdo varias vezes com acetona ¢ metanol (ambos Merck). e
armazenada em agua milhi-Q na geladeira.

Para cada individuo foram processados 500 mL de urina em duas colunas
de 20 e 30 cm. ambas com diametro interno de 0.9 cm. passando respectivamente
200 e 300 mL de urina em cada uma delas. Em cada processo de extragdo. a
resina devidamente preparada foi empacotada na coluna. de modo a se obter.
camadas com altura de 4.7 ¢ 7.0 cm (3 e 4.5 cm'/volume de camada).
respectivamente.

As amostras de urina foram previamente filtradas em papel de filtro
Whatman n" 42 ¢ os valores do pH corrigidos para aproximadamente 7.0. com
NaOH 0.5 M. A urina foi percolada pela coluna a uma velocidade de 2-3
mL/minuto. regulada por uma torneira de teflon. Na seqiiéncia passou-se agua
destilada para eliminar a histidina. que poderia ter ficado adsorvida na resina. em
seguida a acetona (10 mL de acetona para cada 100 mL de urina). solvente
utilizado para eluir os compostos que foram adsorvidos na resina. uma vez que

essa apresenta baixa toxicidade e alta volatilidade. O eluato (solvente mais

composto) foi secado sob fluxo leve de nitrogénio gasoso até a eliminagdo de

todo o solvente. O extrato foi congelado para posterior realizagdo do teste. Ao
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extrato. proporcional a 100 mL de urina. adicionou-se 400 ulL do solvente
DMSO para a realizacdo do ensaio. Foram usados diferentes volumes desse
extrato dissolvido em DMSO (6.25: 12.5: 25: 50 uL) que equivale a 1.56: 3.12:

6.25: 12.5 mL de urina/placa.

3.5 - Ensaio de Mutacio Génica Reversa

O ensaio de mutagao génica reversa avaliado nesse trabalho foi o Teste de
Ames que baseia-se na utilizagdo de linhagens de Salmonella nphimurium
auxotroficas para o aminoacido histidina. as quais revertem a prototrofia pelo

tratamento com agentes mutagénicos (Maron e Ames. 1983).

3.3.1 - Linhagens de Salmonella typhimurium

Foram utilizadas as linhagens de S. wphimurium TA 98. gentilmente
tornecida pelo Prot. Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley. California.
EUA eas YG1024 e YGI1021, gentilmente cedidas pelos Drs. Takehiko Nohmi ¢
Watanabe MasahiKo do Instituto Nacional de Ciéncias Higiénicas. Tokio. Japao.
Essas linhagens apresentam diferentes mutagdes no operon da histidina e outras
caracteristicas genéticas que lhes conferem maior sensibilidade na detecgao de
diversos compostos mutagénicos, como a mutagdo /fa que causa perda parcial da
barreira lipopolissacaridica da parede bacteriana. facilitando a difusdo de
moléculas grandes para o interior da célula. a dele¢do de gene uvrB que causa
deficiéncia do sistema de reparo por excisao ¢ fator R plasmidial (plasmidio
pKMI101) que confere resisténcia a ampicilina e contém os genes muc AB. cuja
expressdo causa estimulo no sistema de reparo suscetivel ao erro (“error prone™).
A linhagem TA98 apresenta mutagdo no gene hisD (hisD3052) que codifica para
a hisudinol desidrogenase. apresentando como ponto preferencial para reversio
orto residuos repetitivos de GC (Maron e Ames. 1983) e detecta compostos
mutagenicos que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA.

As linhagens YG1024 ¢ YGI021 apresentam as mesmas caracteristicas

ceneticas que a TA98 diferindo por superproduzirem respectivamente O-
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acetiltransferase ¢ nitrorredutase (Tabela 2). Essas linhagens sdo altamente
sensivels em detectar classes especificas de compostos mutagénicos. uma vez
que a YG1024 detecta mais eficientemente compostos hidroxilaminos. nitro
aromaticos ¢ aminas aromaticas (Watanabe ¢/ /.. 1990) ¢ a YG1021 demonstra
alta sensibilidade apenas para alguns nitroarenos mutagénicos (Watanabe ¢r al..

1989).

Tabela 2- Descrigao comparada das linhagens bacterianas

Linhagem Bacteriana Descriciio
IA98 - rfa. A uvrB. hisD3052. bio', Linhagem do Ames sensiveis as mutagoes
pKMI101 de mudanga de matriz de leitura

Linhagem derivada da TA98 com
YG1021 - TA98 com pYG216 plasmidio que aumenta a atividade da

nitrorredutase

Linhagem derivada da TA98 com
YG1024 - TA98 com pYG219 plasmidio que aumenta a atividade da O-

acetiltransferase
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3.3.2 - Verificacio das Caracteristicas Genéticas das Linhagens de
Salmonella typhimuriuim
a) Verificacao da Auxotrofia a Histidina

As culturas bacterianas foram estriadas com alg¢a de platina em placas
controles de agar minimo acrescidas de histidina e biotina e placas testes
contendo apenas biotina. A biotina é requerida uma vez que a deleg¢do do gene
uvrB se estende até o gene responsavel por sua sintese. Apos incubagdo por 24 h
a 37°C. as placas testes contendo apenas biotina niao devem apresentar
crescimento. enquanto o contrario deve ocorrer com as placas suplementadas

com histidina ¢ biotina.

b) Verificacio da Presensa de Mutacao rfu

Esse carater foi confirmado através da sensibilidade ao cristal violeta. Foi
semeado 0.1 mL da cultura “pemnoite™ das trés linhagens. em placas de agar
nutriente. sendo introduzido no centro da placa um disco de papel de filtro
esterilizado de 3 mm de diametro e pipetado no centro desse disco 10ul de
solugdo violeta 1%. As cepas devem apresentar um halo de inibigdo de. no
minimo. 14 mm de didametro apos incubagao a 37°C por 24 h. indicando que

contém a mutagdo rfa. sendo assim sensivel ao cristal violeta.

¢) Verificaciao da Presenca da Delecao uvrf3

Essa muta¢do foi confirmada verificando-se a sensibilidade a radiagdo
ultravioleta (UV germicida), devido a deficiéncia no mecanismo de reparo por
excisdo. Foram semeadas estrias grossas paralelas da cultura “pernoite™. na
superficie de uma placa de agar nutriente. A seguir. metade da placa foi coberta

com cartolina e rradiada com lampada (UV) de 15 watts a uma distancia de 33

cm por 8 segundos e apos. foi incubada a 37°C por 24h. As linhagens portadoras

da delegdo devem crescer somente na metade da placa nao irradiada. indicando

que contém a deficiéncia mvrB. sendo assim sensivel a luz UV.
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d) Verificacio da Presenca do Plasmidio de Resisténcia pKMI101 (fator R)
que confere resisténcia a ampicilina

Foram teitas estrias com solugdo de ampicilina 8 mg/mL em placas de
agar nutriente. com posterior secagem. A placa foi dividida em trés partes e em
cada uma delas semeou-se a cultura do caldo nutriente “pernoite”.
perpendicularmente a estria do antibiotico. As placas foram incubadas invertidas
a 37°C por 24h. As linhagens resistentes a ampicilina ndo foram inibidas pelo
antibiotico e cresceram continuamente através das estrias.

Esses testes devem ser sempre realizados para a confirmagdo das
caracteristicas genéticas das linhagens.

Para a estocagem das linhagens. foi preparado o caldo nutriente com
antibiotico (ampicilina 8 mg/mi), mais a linhagem com incubagdo a 37°C sob
agitagdo por no maximo 16h. Apds esse periodo. foram pipetados 0.9 mL dessa

cultura juntamente com 0.1 mL de DMSO, com posterior congelamento a -20°C

por 24 h e estocagem a -70°C.

3.3.3 - Sistema de Ativacio Metabdélica

Os ensaios de mutagenicidade foram realizados tanto na presen¢a quanto
auséncia de ativagdo metabolica. Para os testes com ativagdo metabolica,
utilizou-se a fragdo microssomal S9 preparada a partir de homogeneizados de
figado de rato Sprague Dawley. previamente tratados com Aroclor 1254,
adquiridos sob a forma liofilizada da MolTox Molecular Toxicology Inc..
Annapohis. USA.

Volumes adequados da mistura de ativagao S9 foram preparados no
momento do ensaio ¢ mantidos em gelo durante sua execugdo. Utilizou-se a
mistura padrdo recomendada por Maron e Ames (1983), constituida de 4% de
fragdo S9: 1% de cloreto de potassio 0.4 M: 1% de cloreto de magnésio 1.65 M:
0.5% de D-gicose-6-tostato IM (GOP. Sigma). 4% de B-nicotinamida adenina

dinucleotidio fosfato 0.1 M (NADP. Sigma): 50% de tampao fosfato de sodio 0.2

M pH 7.4 (81% de tostato de sodio dibasico 0.2 M e 19% de fosfato de sodio
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monobasico 0.2 M) e 39.5% de agua destilada estéril. Os reagentes usados no

preparo da mistura S9. quando nao especificados. foram procedentes da Merck ¢

Sigma.

3.3.4 - Procedimento do ensaio (Sa/monella/microssoma)

Para a realizagao experimental do teste de mutagenicidade foi utilizado o
meétodo de pré-incubagdo (Maron e Ames. 1983). empregando as linhagens
TA98. YG1024 ¢ YG1021. O método de pré-incubagdo ¢ uma modificagdo do
ensaio padrao de incorporagdo em placa. primeiro introduzido por Yahagi ¢r al.
(1975) a fim de detectar a atividade mutagénica de tinturas carcinogénicas.
Nessa técnica. a bactéria. a substancia teste e a mistura S9 quando usada. sdo
incubadas antes de serem transferidas para a placa com agar.

Para a realiza¢do do ensaio foi preparado o agar minimo glicosado (7.5 ¢
Bacto agar (Difco) e 465 mL/frasco agua destilada), glicose 40% (Merck) e Meio
Vogel Bonner "E* 50x concentrado (sulfato de magnésio heptaidratado. acido
citrico monoidratado. fosfato de sodio e amoénio pentaidratado. fosfato de
potassio dibasico (todos Merck) e agua destilada, sendo misturados na proporgao
de 500. 25 e 10 mL/frasco respectivamente e distribuidos cerca de 25 mL/placas
de petri e colocados para secagem na estufa a 37°C por um periodo de 48h.
Nesse intervalo. preparou-se o agar de superficie (Top agar) composto por
cloreto de sodio. Bacto agar e agua destilada. a solugdo de histidina/biotina 0.3
mM (Sigma) (10 mL / 100 mL de Top agar) e o caldo nutriente/Oxoide N°2
(Difco) na propor¢do 30 mL de agua destilada e 0.75g de meio Oxodide. A
solugdo de histidina/biotina foi adicionada ao Top agar que foi mantido em
banho-maria a 45°C. As bactérias. provenientes de um estoque mantido a -80°C.
foram inoculadas com alga de platina em 30 mL de caldo nutriente ¢ mantidas a
37°C. sob constante agitagdo (160 rpm) durante 14h. de modo a se obter uma
densidade de 1 a 2 x 10” bactérias/mL.

Em tubos de ensaio foram colocados 100 ul da cultura pemoite de

Salmonella tvphumurium,. a substancia teste (extrato organico da urina ou
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fuligem) nas devidas concentragoes e 500 uL da mistura S9 ou 500 uL de tampao
fosfato (pH 7.4) para os ensaios sem ativagdo metabolica. Apos homogeneizagao.
0s tubos assim compostos foram incubados a 37°C por 20 a 30 minutos.
Subseqiientemente. a esses tubos foram adicionadas aliquotas de 2 mL de Top
agar suplementados com histidina/biotina. os tubos foram agitados e vertidos
sobre a superticie das placas contendo agar minimo glicosado (meio seletivo) e
essas foram incubadas a 37°C por 48h. Todos os procedimentos foram
realizados evitando-se acender as lampadas para minimizar o potencial de
fotoxidagdo. Apos esse periodo. procedeu-se a contagem do numero de colonias
revertentes. Os ensaios foram realizados em duplicata ou em triplicata. Os testes
com as trés linhagens foram realizados como experimentos independentes e a
auséncia de toxicidade fo1 visualmente verificada em cada placa. Para cada
amostra de fuligem foram testadas 5 doses diferentes de extrato organico.
previamente determinadas. sendo que a dose maxima de exposigdo foi de 435.3
ug de MOE/placa. Para cada amostra de urina foram testadas 4 doses diferentes
de extrato organico diluido. previamente determinadas. sendo que a dose maxima

de exposi¢do foi de 50 pL de extrato diluido/placa. Os meilos de cultura foram

preparados com agua destilada ¢ esterilizados em autoclave a 121°C por quinze

minutos.

3.4 - Controles

Em cada ensaio foram realizados controles positivo. negativo e branco.

Os controles positivos incluiram compostos mutagénicos especificos para
as linhagens e condigdo do ensaio. Utilizou-se 10 pg de 4-nitro-o-
fenilenediamina (NPD)/placa e 3 ng de 2-antramina/placa para os experimentos
sem S9 e com S9 respectivamente. Esses controles foram incluidos para se
confirmar as propriedades de reversdo e especificidade de cada linhagem aos
mutagénicos e a eficacia do sistema de ativagdo metabodlica. quando esse

procedimento foi realizado.
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Como controle negativo for utilizado o solvente DMSO. no volume
maximo de 75ul.

Como "branco" foram preparados extratos seguindo-se a metodologia
ultrassonica e soxhlet sem a fuligem e usando-se apenas os solventes. Foi
tambem preparado "branco” para a metodologia de extragio dos compostos da

urina. usando-se agua no lugar da urina.

3.5 - \valiacio e Interpretacio dos Resultados

Foram feitos calculos de estatisticas descritivas ¢ graficos para a
representacdao da curva dose-resposta. tanto para os extratos organicos da fuligem
quanto para os da urina.

Os dados foram analisados utilizando o programa estatistico “Statistica
5.0”. que permitiu avaliar o efeito dose resposta do numero médio de revertentes
¢ da razdo de mutagenicidade (RM) obtidos para o grupo exposto e controle.
através do calculo da analise de variancia (ANOVA — teste F) (Zar. 1984).

A inclinagdo da reta ajustada a curva dose-resposta também foi fornecida

por esse programa e corresponde ao numero de revertentes induzidos por pg de

extrato organico da fuligem e pL do extrato diluido da urina.

A partir dos resultados. calculou-se ainda a raziao de mutagenicidade (RM)
associada a cada linhagem dentro de cada grupo (exposto e controle) para cada
dose analisada. como sendo a média do numero de revertentes na placa teste
(espontaneos mais induzidos) dividida pela média do numero de revertentes por
placa do controle negativo (espontaneos).

Considerou-se uma amostra positiva quando a RM foi maior ou igual a 2
em pelo menos uma das doses testadas e houve efeito dose-resposta entre as
concentragoes testadas e o numero de revertentes induzidos. Quando somente um
dos critérios for atingido. considerou-se que a amostra apresentou indicio de
mutagenicidade (Vargas ef al.. 1993).

Os resultados foram expressos em revertentes/ug de MOE da fuligem e

revertentes/ul do extrato organico diluido da urina.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Atividade Mutagénica dos Extratos Organicos da Urina

A atividade mutagénica dos extratos organicos da urina do grupo controle
(C) e grupo exposto a queima da cana-de-agucar (E). adsorvidos pela resina
XAD-2. foi avaliada através de ensaios com mutagdo génica reversa em
Salmonella tvphimurium usando-se as linhagens TA98. YG1024 e YG1021 tanto

na presenga quanto auséncia de ativagdao metabolica.

4.1.1 - Atividade Mutagénica na Presenca de Ativacio Metabélica

Na Tabela 3 tem-se os dados da estatistica descritiva indicando tamanho
da amostra (N), média (X) e desvio padrio (DP) do numero de revertentes
his+/placa para o grupo controle (C) e grupo exposto a queimada (E) nas
diferentes doses testadas. com as linhagens de Salmonella typhimurium TA9S.
YG1024 e YG1021 na presenga de ativagdo metabolica . O valor médio mais alto
de revertentes his+/placa foi de 114.5 + 355, observado na amostra do grupo
exposto com a linhagem YG1024 na dose de 50 uL. mostrando ser praticamente
o dobro quando se observa o valor médio do grupo controle obtido quando

testado com a mesma linhagem e dose. Ja a média mais baixa de revertentes

his+/placa foi de 27.1 = 7.5 no grupo controle na linhagem YG1021. na dose de

6.25 uL. O DP no grupo exposto variou de 3.5 a 21.7 na TA98. de 15.9 a 35.9 na
YG1024 e de 4.9 a 11.7 na YG1021 entre as doses analisadas. indicando que o
numero de revertentes mostra-se mais homogéneo quanto a YG1021 nas cinco
doses. Ja no grupo controle. a variagdo foi de 5.8 a 11.8 , de 13,0 a 26.2 e de 6.1
a 10.1. respectivamente. Os valores médios de revertentes his+/placa no controle
negativo (DMSO), respectivamente. na amostra exposta e controle foram de 30.8
=35e37,1 £78naTA98, 67,2+ 159e 556+ 13.4na YGI1024 e 342149 ¢

8.3 6.1 na YG1021 para a amostra do grupo exposto (Tabela 3) enquanto que

a media de revertentes his+/placa no controle positivo (2-antramina 3ug/placa)
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Tabela 3 - Estatistica descritiva do numero de revertentes his+/placa. indicando

tamanho da amostra (N). media (X) e desvio padrdo (DP). calculados para o

grupo controle (C) e grupo exposto a queima da cana-de-agucar (E) em diferentes

doses utilizando-se as linhagens de Salmonella typhimurium TA98. YG1024 ¢
YG1021 na presenga de ativagdo metabolica. Entre parénteses apos o tamanho

da amostra. esta indicado o numero de placas analisadas para cada dose testada.

Cepas Dose

(uL/placa) N X DP
7.8
5.8

YG1024

YGI1021
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foi de 2913.0 + 43.5 na TA98. 3405.7 + 94,7 na YG1024 e 3374.0 + 27.5 na
YG1021. No ensaio realizado com o branco os valores médios de revertentes
his—/placa foram de 34.0 £ 5.2 na TA98. 52.7 + 1.5 na YG1024 e 33.0 £ 0.0 na
YG1021.

Os numeros de revertentes his+/uL do extrato diluido da urina. para o
£rupo exposto e controle foram respectivamente 37.5 + 17.7 ¢ 34.3 + 8.9 para a
TA98. 70.9 £ 30.1 ¢ 34.4 + 17.7 para aYG1024 e 32.9 £ 8.6 ¢ 28.0 + 8.6 para a
YG1021. indicando que o indice mais elevado foi obtido na linhagem YG1024.

Na Figura 8 (A. B e C) tem-se as curvas dose-resposta dos extratos
urinarios. tanto do grupo exposto quanto do controle com as trés linhagens
analisadas. TA98. YG1024 e YG1021 na presenga de ativagdo metabolica. Essa
Figura ilustra efeito significante de dose (valor p<0.001) linhagem (valor
p<0.001) e grupo (valor p<0.001) e sugere que tais efeitos seja decorrente da
diferenga que existe no comportamento da amostra quando se compara 0s grupos
exposto e controle ¢ também pelo aumento do numero de revertentes com o
aumento da dose. principalmente quando as amostras foram testadas com a
linhagem YG1024.

As curvas dose-resposta observadas na Figura 8A e a Tabela 4 mostram
que o extrato organico da urina nos dois grupos ndo induziu atividade
mutagénica na linhagem TA98. uma vez que ndo ocorreu o efeito dose-resposta
entre as doses testadas € o numero de revertentes e a razdo de mutagenicidade
(RM) mostrou uma resposta negativa. ja que o indice dois nao foi atingido em.
pelo menos. uma das doses testadas para ambos os grupos. Entretanto. apesar
dessa resposta negativa, 0 grupo exposto apresentou um numero maior de
revertentes quando comparado com o controle.

A Figura 8B ¢ a Tabela 4 mostram que o extrato organico da urina do

grupo exposto apresentou indicios de atividade mutagénica quando testado com a

linhagem YGI1024. O niamero de revertentes induzidos apresentou uma forte
correlagao positiva com o aumento da dose comparado ao grupo controle. (Figura

8B). embora a RM tenha sido negativa. dado que o indice atingido ndo foi maior

A
AVEVA

1 2 3 4 S 6 q unespwll 12 13 14 15 1

41

6 17 18



. JJeverientes/placa

30
dose(ul)

dose(ul)
TASB(A) YG1024(B)

30

sopoinsay

—m— Exposto
—e— Controle

reverientes/placa

dose(ul)
YG1021(C)

Figura 8- Curvas dosc-resposta dos extratos orginicos da urina, adsorvidos pela resina XAD-2, do grupo exposto 4 queima da cana-de-agucar (E) e grupo controle (C)
nas diferentes doses testadas, nas linhagens de Salmonella typhinurivm TA98, YG1024 ¢ YG1021 na presenga de ativagio metabolica.

AVA
| o
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 8 1& AT 12 unesp e 17 18 @20 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Resultados

Tabela 4 - Resposta mutagénica dos extratos organicos da urina expressa em

razao de mutagenicidade (RM) do grupo controle (C) e grupo exposto a queima

da cana-de-agucar (E) nas diferentes doses testadas. frente as linhagens de
Salmonella tvphimurium TA98. YG1024 ¢ YG1021 na presenga de ativagao

metabolica.

Linhagem Dose (uL/placa)

TA98

YG1024

YG1021
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ou 1gual a dois em pelo menos uma das doses (Tabela 4) Ressalta-se entretanto
que na dose de 50 uL a RM do grupo exposto esta bem proxima do valor dois.

A Figura 8C indica que o extrato organico da urina tanto no grupo exposto
quanto no controle ndo induziu atividade mutagénica na linhagem YG1021. uma
vez que ndo ocorreu o efeito dose-resposta entre as doses testadas e o numero de
revertentes induzidos. mostrando apenas um pequeno aumento no numero de
revertentes em 25 e 50 puL no grupo exposto. No que se refere a RM. essa
amostra também fo1 negativa (Tabela 4). embora exista uma pequena diferenga
com relagdo as doses de 25 e 50 uL no grupo exposto. comparada ao controle.

Comparando-se as curvas dose-resposta das trés linhagens avaliadas
podemos observar uma diferenga de comportamento da linhagem YG1024 com
relagdo as demais. As médias de revertentes his+/placa dessa linhagem foram
significantemente maiores do que as obtidas com as linhagens TA98 e YG1021.
NO Erupo exposto.

Os resultados individuais dos extratos organicos da urina dos individuos
expostos a queima da cana-de-agucar e dos controles na presenga de ativagdo
metabolica. nas diferentes doses e linhagens analisadas constam do apéndice.
Com relagdo as amostras de cada individuo exposto. avaliadas com a linhagem
TA98. observou-se mutagenicidade nas amostras de trés deles. auséncia de
mutagenicidade nas amostras de seis individuos e indicio de mutagenicidade nas
amostras dos outros trés. Na linhagem YG1024, obteve-se resposta positiva para
0s extratos urinarios de cinco individuos. auséncia de mutagenicidade para dois
deles e indicio de mutagenicidade para os outros cinco individuos. Ja com
relagdo a linhagem YG1021 obteve-se auséncia de mutagenicidade nas amostras

de oito individuos e indicio de mutagenicidade para as dos outros quatros. No

que diz respeito aos extratos urinarios dos individuos controles. avaliados com a

linhagem TA98. obteve-se auséncia de mutagenicidade nas amostras de onze
individuos e indicio de mutagenicidade para um deles. A linhagem YG1024

mostrou resposta negativa para nove individuos e indicio de mutagenicidade para
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trés deles. Ja a linhagem YG1021 mostrou auséncia de mutagenicidade nas
amostras de onze individuos e resposta positiva para a amostra de um deles.

Na Tabela 5 tem-se os dados da estatistica descritiva expressa em razdo de
mutagenicidade (RM) dos extratos urinarios dos grupos controle (C) e exposto
(E) com as trés linhagens analisadas. na presenga de ativagdo metabolica.

A Figura 9 (A. B e C) mostra a resposta mutagénica expressa em razaao
de mutagenicidade (RM) dos extratos organicos da urina. tanto do grupo exposto
quanto do controle com as trés linhagens analisadas. na presenga de ativagao

metabolica. Essa Figura ilustra efeito significante de dose (valor p<0.001)

linhagem (valor p=0.006) e grupo (valor p<0.001) e sugere que tais efeitos seja

decorrente da diferenga que existe com relagdo a resposta obtida para as
linhagens YG1024 e YGI021 e com relagdo a diferenga dos indices de
mutagenicidade considerando-se as doses. Portanto. os resultados obtidos com a
analise estatistica das razoes de mutagenicidade foram condizentes com os
resultados obtidos quando os dados foram analisados com o numero médio de

revertentes his+/placa.
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Resultados

Tabela 5 - Estatistica descritiva expressa em razdo de mutagenicidade (RM),

indicando tamanho da amostra (N), média (X) e desvio padrdo (DP). calculados
para o grupo controle (C) e grupo exposto a queima da cana-de-agiicar (E) em
diferentes doses utilizando-se as linhagens de Salmonella vphimurium TA98.

YG1024 e YG1021 na presenga de ativagdo metabolica.

Cepas Dose

(nL/placa)

TA98

YG1024

YG1021
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30 30

dose(ul) dose(ul)
TA98(A) YG1024(B)

sopvIINSaY

—m— Exposto
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.
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%
dose(ul)
¥YG1021(C)

Figura 9+ Resposta mutagénica expressa em razdo de mutagenicidade dos extratos orgiinicos da urina, adsorvidos pela resina XAD-2, do grupo exposto & queima da

cana-de-agucar (E) ¢ grupo controle (C) nas diferentes doses, nas linhagens de Salmonella typhimurium TA98, YG1024 ¢ YG1021 na presenga de ativagdio metabdlica.

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 8 1& AT 12 unespwl6 L 28 49 20 21 22 23 24 25 26 27

28



Resulrados

4.1.2 - Atividade Mutagénica na Auséncia de A\tivacio Metabolica

N\a Tabela 6 tem-se os dados da estatistica descritiva indicando tamanho
da amostra (N). média (N) e desvio padrio (DP) do numero de revertentes
his=/placa para o grupo controle (C) e grupo exposto a queimada (E) nas
diferentes doses testadas. usando as linhagens de Saimonella tvphimurium TA98.
YG1024 e YGI1021 na auséncia de ativagdo metabolica. O valor médio mais alto

de revertentes his+/placa fo1r de 42.2 = 18.4. observado no grupo exposto na
p arup p

linhagem YG1021 na dose de 25 uL. mostrando ser praticamente o dobro quando

se observa o grupo controle com relagdo a mesma linhagem e dose.

A menor media de revertentes his+/placa to1 de 21.4 = 7.0 observada no
grupo controle na linhagem YG1021 na dose de 50 ul.

O DP no grupo exposto variou de 8.8 a 15.7 na TA98. de 7.1 a 11.6 na
YG1024 e de 8.5 a 18,4 na YGI021 entre as doses analisadas. Ja no grupo
controle a variagao for de 9.0 a 19.1: 4.7 a 15.0 ¢ de 4.5 a 9,0 respectivamente.
entre as doses testadas. indicando que o niamero de revertentes his+/placa mostra-
se mais homogéneo quanto a YG 1021 nas cinco doses.

Os valores medios de revertentes his— placa no controle negativo
(DMSO). respectivamente. na amostra exposta e controle foram de 36.8+ 8.8 ¢
385%+90naTA98. 53453 £11,6 €30.7+4.7na YG1024 ¢ 37.6 £85¢e¢ 270
4.5 na YG1021 (Tabela 6). enquanto que as meédias de revertentes his+/placa no
controle positivo (4-nitro-o-phenilenediamina 10 ug/placa) foram de 1474.3 +
130.4 na TA98. 2633. = 132.7 na YG1024 e 2583.53 + 216.0 na YG1021. No
ensalo realizado com o branco os valores médios de revertentes his+/placa foram
de 26.3 =5.0na TA98. 27.3 5.0 na YG1024 ¢ 54.7+ 8.1 na YG1021.

Os numeros de revertentes his—/ulL do extrato diluido da urina. para o
2rupo exposto e controle foram respectivamente 33.9 £ 11,6 ¢ 34.2 £ 16.0 para a
TA98.29.2+10.1 e 28.1 £ 108 paraa YG1024 e 365+ 11,7¢ 23,9 £7.3 para a

YG1021. indicando que a linhagem YG1024 teve o menor indice de revertentes

his+/uL.
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Resultados

Tabela 6 - Estatistica descritiva do namero de revertentes his—/placa. indicando

tamanho da amostra (N). média (X) e desvio padrio (DP). calculados para o

grupo controle (C) e grupo exposto a queima da cana-de-agucar (E) em diferentes

doses utilizando-se as linhagens de Salmonella typhimurium TA98. YG1024 ¢

YG1021 na auséncia de ativagdo metabolica. Entre parénteses apos o tamanho

da amostra. esta indicado o numero de placas analisadas para cada dose testada.

Cepas Dose

(nL/placa)

TA98 0 12 (5
6.2
12, 12 (30)

5

YG1024
12 (30)
12.(30)
12 (30)
12 (29)

YG1021 12 (29)
12 (30)
12 (29)
12 (30)

12 (27)

7.0

12 (31)
12 (28)
12 (29)
12 (28)
12 (28)

12 (29)
12 (29)
12 (29)
12 (29)

—m et

1 2 3 4 S 6

L unesp
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Resultados

A Figura 10 (A. B e C) mostra as curvas dose-resposta dos extratos
urinarios tanto do grupo exposto quanto do controle com as trés linhagens
analisadas TA98. YG1024 e YG1021. na auséncia de ativagdo metabolica. Essa
Figura ilustra efeito significante de linhagem (valor p<0.001) e grupo (valor
p<0.001) e sugere que tais efeitos seja decorrente do maior numero de revertentes
na amostra do grupo exposto com relagdo ao controle na linhagem YGI1021.
Além disso indica que ndo ocorreu efeito significante de dose (valor p=0.689), ja
que em nenhuma das curvas houve aumento do numero de revertentes com o
aumento da dose.

A Figura 10A ¢ a Tabela 7 mostram que o extrato organico da urina nao
induziu mutagenicidade em ambos os grupos quanto a TA98. uma vez que nao
existe o efeito dose-resposta entre as diferentes doses ¢ o numero de revertentes
induzidos e a RM indica uma resposta negativa ja que o indice dois nao foi
atingido em. pelo menos, uma das doses testadas para ambos os grupos.
Observa-se ainda que o numero de revertentes mantém-se praticamente constante
nos dois grupos (Figura 10A), o que difere quando se observa a curva dose-
resposta da amostra do grupo exposto e controle na presenga de S9 com relagdo a
mesma linhagem (Figura 8A).

A Figura 10B mostra que o extrato organico da urina ndo induziu
atividade mutagénica tanto no grupo exposto quanto no controle na YG1024.
uma vez que ndo existe o efeito dose-resposta entre as diferentes doses e o
numero de revertentes induzidos. Observa-se ainda que o numero de revertentes

mantém-se constante com o aumento da dose em ambos os grupos. diferindo do

que ocorre com a curva dose-resposta da amostra do grupo exposto e controle na

presenga de S9 para a mesma linhagem (Figura 8B). Além disso. a RM (Tabela
7) vem confirmar o resultado negativo ja que o indice ndo atingiu valor maior ou

igual a dois nos extratos dos dois grupos analisados.
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revertentes/placa

dose(uL) dose(ul)
TA98(A) YG1024(8)

sopoynsay

—u— Exposto
—e— Controle

revertentes/placa

dose(ul)
YG1021(C)

Figura 10- Curvas dosc-respostas dos cxtralos orginicos da urina, adsorvidos pela resina XAD-2, do grupo exposto i queima da cana-de-agiicar (E) e grupo controle

(C) nas diferentes doses testadas, nas linhagens de Salmonella typhimurium TA98, YG1024 ¢ YG1021 na auséncia de ativagfio metabdlica.
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Resultados

Tabela 7 - Resposta mutagénica dos extratos organicos da urina expressa em
razao de mutagenicidade (RM) do grupo controle (C) e grupo exposto a queima
da cana-de-agucar (E) nas diferentes doses testadas. frente as linhagens de
Salmonella tvphimurium TA98. YG1024 e YG1021 na auséncia de ativagdo

metabolica.

Linhagem Dose (i L/placa)

TA98

YG1024

YG1021
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Resultados

Com rela¢do a Figura 10C observou-se que o extrato organico da urina
também ndo induziu mutagenicidade nos dois grupos na YG1021. uma vez que
ndo ocorreu o efeito dose-resposta entre as diferentes doses e o numero de
revertentes induzidos. o que pode ser confirmado na Tabela 7 com uma resposta
negativa para a RM. Entretanto. ressalta-se que essa foi a unica linhagem em que
o numero de revertentes foi maior no grupo exposto que no controle. embora
mantendo-se constante com o aumento da dose.

Os resultados individuais dos extratos organicos da urina dos individuos
expostos a queima da cana-de-agucar ¢ dos controles na auséncia de ativagdo
metabolica. nas diferentes doses e linhagens analisadas constam do apéndice.
Todas as amostras dos individuos expostos e controles mostraram auséncia de
mutagenicidade. com exce¢do das amostras de dois individuos expostos que
mostraram indicio de mutagenicidade na linhagem TA98.

Na Tabela 8 tem-se os dados da estatistica descritiva expressa em razdo de
mutagenicidade (RM) dos extratos urinarios dos grupos controle (C) e exposto
(E). nas trés linhagens analisadas. na auséncia de ativagdo metabdlica.

A Figura 11 (A. B e C) mostra a resposta mutagénica expressa em razaao
de mutagenicidade (RM) dos extratos organicos da urina. tanto do grupo exposto
quanto do controle. nas trés linhagens analisadas. na auséncia de ativagdo
metabolica. Essa Figura ilustra efeito significante de dose (valor p=0.028)
linhagem (valor p=0.043) e grupo (valor p=0.001) e sugere que tais efeitos seja
decorrente da diferenca que existe com relacdo a resposta obtida para as
linhagens YGI1024 e TA98 e com relagio a diferenga dos indices de
mutagenicidade considerando-se as duas ultimas doses.

Esses resultados diferem daqueles obtidos quando os dados foram

analisados com o numero meédio de revertentes his+/placa por ndo ter ocorrido

efeito significante de dose (valor p=0.089) quando analisados pelo numero médio

de revertentes his- placa.
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Resulrados

Tabela 8 - Estatistica descritiva expressa em razao de mutagenicidade (RM).

indicando tamanho da amostra (N). média (X) e desvio padrdo (DP). calculados

para o grupo controle (C) e grupo exposto a queima da cana-de-agucar (E) em
diferentes doses utilizando-se as linhagens de Salmonella typhimurium TA9S.

YG1024 e YG1021 na auséncia de ativagdo metabolica.

Cepas Dose

(uL/placa)

TA98

YG1024

YG102]

A
AVEVAD

1 2 3 4 S 6 q unespwll 12 13 14 15 1e¢ 17 18



L 1 L !
30

dose(ul) dO!B(U L]
TA98(A) YG1024(B)
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YG1021(C)

Figura 11- Resposta mutagénica expressa em raziio de mutagenicidade dos extratos orginicos da urina, adsorvidos pela resina XAD-2, do grupo exposto d queima da

cana-de-agucar (E) ¢ grupo controle (C) nas diferentes dosces, nas linhagens de Salmonella typhimurium TA98, YG1024 ¢ YG1021 na auséncia de ativagio metabdlica.
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Resultados

14.1.3 - Comparacio da Atividade Mutagénica Relacionando os Grupos.

Linhagens. Doses e Metabolizacao

A comparagdo da atividade mutagénica entre as linhagens TA98. YG1024
¢ YG1021. bem como o desvio padrdo (DP) dos extratos organicos da urina do
grupo exposto a queima da cana e controle nas diferentes doses analisadas. estao
tlustrados nas Figuras 12, 13. 14. 15 e 16. Tais Figuras mostram que na presenga
de ativacdo metabolica o namero médio de revertentes induzidos ¢ maior na
amostra do grupo exposto que no controle. quando se comparam as doses ¢
linhagens analisadas. Esse resultado ¢ evidenciado mais intensamente na
linhagem YGI1024. Além disso. observou-se também uma maior variagao
interindividual no numero de revertentes induzidos na TA98 e YG1024 no grupo
exposto. uma vez que o DP variou de maneira consideravel nas diferentes doses
com relagdo a essas linhagens. mantendo-se constante na YG1021 tanto nas
doses analisadas quanto no grupo exposto e controle. A variag¢do interindividual
for maior na linhagem YG1024 em todas as doses. sobretudo nas amostras do
grupo exposto.

Na Figura 17. encontra-se ilustrada a comparagao da atividade mutagénica
entre as linhagens TA98. YG1024 e YGI1021. bem como o DP dos extratos
urinarios do grupo exposto a queima da cana e controles obtida pelo
agrupamento das diferentes doses analisadas. Tal Figura. mostra que na auséncia
de ativagdo metabolica os numeros de revertentes induzidos mantiveram-se
relativamente constantes quando se observa os dois grupos analisados. embora
esse numero seja maior na amostra exposta na linhagem YG1021. ao contrario do
que ocorre nas Figuras 12, 13. 14. 15 e 16. onde o maitor numero de revertentes
induzidos ¢ na amostra exposta na YG1024. Além disso. observou-se também

uma menor variagdo interindividual no numero de revertentes induzidos do que

quando na preseng¢a da fragao S9. tanto no grupo exposto quanto no controle.

uma vez que o DP manteve-se praticamente constante em ambos.
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Figura 12 - Comparagao da atividade mutagénica nas linhagens TA98. YG1024
e YG1021. obtida na presenga de ativagdo metabolica. utilizando-se o extrato

organico da urina dos individuos do grupo exposto e controle na dose zero

ul/placa.
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Figura 13 - Comparagdo da atividade mutagénica nas linhagens TA9S. YG1024

e YGI1021. obtida na presenga de ativagdo metabolica. utilizando-se o extrato

organico da urina dos individuos do grupo exposto ¢ controle na dose de 6.25

ul/placa.
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Figura 14 - Comparagao da atividade mutagenica nas linhagens TA98. YG1024
e YG1021. obtida na presenga de ativagdo metabolica. utilizando-se o extrato

organico da urina dos individuos do grupo exposto e controle na dose de 12.5

ul/placa.
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Figura 15 - Comparagao da atividade mutagénica nas linhagens TA98. YG1024
¢ YG1021. obtida na presenga de ativagdo metabolica. utilizando-se o extrato

organico da urina dos individuos do grupo exposto ¢ controle na dose de 25

uL/placa.
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Figura 16 - Comparagao da atividade mutagénica nas linhagens TA98. Y(G1024
¢ YG1021. obtida na presenga de ativagdo metabolica. utilizando-se o extrato
organico da urina dos individuos do grupo exposto e controle na dose de 50

ul/placa.

A
AVEVAD

1 2 3 4 S 6 q unespwll 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Resultados

Controle

@
3]
&
o
w
i
2
=
[
h =
@
>
@
o

_T_ Média +/- DP

* Meédia

Controle

Figura 17 - Comparagao da atividade mutagénica nas linhagens TA98. YG1024
e YG1021. obtida na auséncia de ativagdo metabolica. agrupando-se as diferentes

doses (uL/placa) utilizadas do extrato organico da urina dos individuos do grupo

exposto e controle.
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Resultados

4.2 - Atividade Mutagénica dos Extratos Organicos da Fuligem

A atividade mutagénica dos extratos bruto da fuligem sedimentada da
quetma da cana-de-agucar. utilizando os agentes extratores diclorometano
‘metanol (DCM:MeOH) e tolueno. respectivamente. extragdo por ultrassonica¢ao
e soxhlet. foi avaliada através de ensaios com mutagdo génica reversa em
Salmoneila vphimurium usando as linhagens TA98. YG1021 e YG1024 tanto na

presenga quanto auséncia de ativagido metabolica.

4.2.1 - Atividade Vutagénica do extrato orgianico da Fuligem por extracio
ultrassonica

Na Tabela 9 tem-se os dados da estatistica descritiva indicados como
média da triplicata (X) = desvio padrio (DP) do numero de revertentes
his+/placa. utilizando-se as linhagens de Salmonella wtvphimurium TA98.
YG1024 ¢ YG1021 na presenga (—S9) e auséncia (-S9) de ativagdo metabolica.
obtidos para as diferentes doses (ug/placa) do extrato organico ultrassonico do
material particulado da fuligem sedimentada da cana-de-agucar. O valor médio
mais alto de revertentes his+/placa for de 226.7 £ 17.9. observado no extrato
ultrassonico na presenga de ativagdo metabdlica com a linhagem YG1024 na
dose de 435.5 pg. mostrando ser quatro vezes maior quando se observa o extrato
ultrassonico em auséncia de metabolizagdo, testado com a mesma linhagem e
dose. la a média mais baixa de revertentes his+/placa foi de 23.0 £ 3.5 quando
na ausencia de ativagao metabolica. na linhagen YG1024. na dose de 54.3 ng. O
DP no extrato ultrassonico com ativagdo metabolica variou de 0.6 a 14.0 na
TA98. de 3.5 a 20.0 na YG1024 ¢ de 3.0 a 12.0 na YGI1021 entre as doses
analisadas. Ja na auséncia de ativa¢do metabolica. a varia¢do foi de 1.5 a 10.4, de

3.2a 122 ede 3.6 a9.5. respectivamente TA98. YG1024 ¢ YG1021. revelando

que as amostras apresentaram resultados mais homogeéneos quando sem

metaboliizacdo.
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Resultados

TABELA 9 - Estatistica descritiva do numero de revertentes his+/placa.

utilizando-se as linhagens de Salmonella rvphimurium TA98. YG1024 ¢ YG1021

na presen¢a (+S9) e auséncia (-S9) de ativagdo metabolica. obtida para as

diferentes doses (ugplaca) do extrato

particulado da fuligem sedimentada da

apresentados como média de triplicata (X) =

Cepas Dose +S9

organico ultrassonico do material
cana-de-acucar. Os valores estdo

desvio padrao (DP).
-S9

(ng/placa) X = .DP

X £ DP

0
27.2
5343

108.8

YG1024

YG1021

22.7 £1:5
28.0 = 10.1
31,7 = 60
28.7 * 9.1
31,0 %= 104
45.7 £ 3.5
24.2

29.3

235.0
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Resultados

Os valores médios de revertentes his—/placa no controle negativo
(DMSO). respectivamente. na presenga e auséncia de ativagdo metabolica foram
de29.4+50e22.7+1,5naTA98. 91.3+35e242+47naYGl024e33.7%
4.7 e 45.4 = 5.4 na YG1021 (Tabela 9). enquanto que as médias de revertentes
his—/placa no controle positivo na presen¢a de S9 (2-antramina 3 pg/placa) foram
de 3215.5 + 167.6 na TA98, 723.0 £ 7.1 na YG1024 e 2574.0 = 339.1 na
YG1021 e 1142.0 +46.7 na TA98, 2260.3 +£32.1 na YG1024 e 2701.0 £ 35.4 na
YG1021 quando sem metabolizagdo (4-nitro-o-phenilenediamine 10. ug/placa).

No ensaio realizado com o branco dessa metodologia os valores médios de
revertentes his+/placa foram de 45.7 £ 1.1 na TA98. 94.3 + 10.1 na YG1024 e
41.3 £ 5.5 na YG1021 quando o extrato foi testado com metabolizagdo e 19.0 =
6.2.33.0 £ 7.0 e 52.7 £ 13,3, respectivamente TA98. YG1024 e YG1021, quando
sem ativa¢do metabolica

Os numeros de revertentes his+/pug do extrato ultrassonico da fuligem
tanto na presenga quanto auséncia de ativagdo metabolica foram respectivamente
35,07 +£8.5e27.2+8,1 paraa TA98,97.0+ 17.2 e 255+ 6,3 paraa YG1024 ¢
42.2+88¢e47.5+ 79 paraa YG1021, indicando que a linhagem YG1024 teve o
maior indice de revertentes his+/pg quando testada com metabolizagdo e a
YG1021 obteve o maior indice quando sem ativagdo metabolica.

Na figura 18 (A. B e C), tem-se as curvas dose-resposta do extrato
ultrassonico da fuligem sedimentada da cana-de-agucar. na presenga e auséncia
de ativagdo metabolica com as trés linhagens analisadas. TA98. YG1024 e

YG1021. Essa Figura ilustra efeito significante de dose (valor p<0.001).

linhagem (valor p<0.001) e metabolizagdo (valor p<0.001) e sugere que tais

efeitos seja decorrente da diferenga que existe no comportamento da amostra
com e sem ativa¢do metabodlica e também pelo aumento do nimero de revertentes

com o aumento da dose (+S9), principalmente na linhagem YG1024.
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Figura 18 - Curvas dose-resposta do extrato organico ultrassonico do material particulado da fuligem sedimentada da cana-de-agucar nas diferentes

doses testadas, utilizando as linhagens de Salmonella typhimurium TA98, YG1024 e YG1021 tanto na presenga quanto auséncia de ativagio metabolica. &
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Resultados

A Figura 18A mostra que o extrato ultrassonico da fuligem induziu
atividade mutageénica na linhagem TA98 com ativagdao metabolica. uma vez que
obteve-se o efeito dose-resposta e a RM atingiu o indice dois em pelo menos uma
das doses (Tabela 10). Entretanto. a observa¢do da curva dose-resposta do
extrato testado sem ativagdo metabolica referente a mesma linhagem (Figura
18A) mostra que ocorreu indicio de atividade mutagénica. dado que a RM foi
positiva (Tabela 10) mas nao obteve-se o efeito dose resposta. indicando que o
extrato organico da fuligem extraido pelo processo ultrassonico apresentou
resposta mutagénica positiva para a TA98 com ativagdo metabolica e indicio de
mutagenicidade sem metabolizagao.

A Figura 8B indica que o extrato ultrassonico induziu atividade
mutagénica quando testado com a linhagem YG1024 com ¢ sem metabolizagao
(+S9 e -S9). uma vez que o numero de revertentes induzidos aumentou com o
aumento da dose e a RM (Tabela 10) atingiu o indice dois em pelo menos uma
das doses. Ademais. na Figura 18B fica bem evidenciado a diferenca de
comportamento da linhagem YG1024 com relagao a YG1021 e TA98. dado que
na presenc¢a de ativagdo metabolica as médias de revertentes his+/placa foram
bem maiores quando o extrato foi testado com a YG1024 que quando testado
com a TA98 ¢ YG1021 com e sem metaboliza¢do. Essa diferenga também foi
observada com relagdo a curva (-S9) quando comparada com a (-S9) na
linhagem YG1024. Esse padrao da YG1024 tambem foi evidenciado quando se
analisou as amostras de urina (Figuras 8 e 10).

No que se refere a Figura 18C observa-se efeito dose-resposta apenas para

o extrato da fuligem com ativagdo metabolica. Além disso. a RM também foi

positiva apenas na presen¢a de metabolizagao (Tabela 10). indicando que o

extrato ultrassonico apresentou atividade mutagénica na linhagem YG1021 com
metabolizacdo e nao mostrou mutagenicidade sem ativagao metabolica.

Aléem disso. a Figura 18 mostra que o numero medio de revertentes
induzidos tor significantemente maior (valor p<0.001) quando o extrato

ultrassonico foi1 testado com ativa¢do metabolica quando se comparam as doses e
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Tabela 10 - Resposta mutagénica do extrato organico ultrassonico do material

particulado da fuligem sedimentada da cana-de-agucar expressa em razdo de

mutagenicidade (RM) nas diferentes doses. utilizando-se as linhagens de
Salmonella tvphimurinm TA98. YG1024 ¢ YG1021 tanto na presenga quanto

auséncia de ativa¢do metabolica.

Linhagem Dose (ug/placa)

TA98 0
27,2
543
108.8
217.6
435.3
YG1024 0
27.2
543
108.8
2176
435.3
YG1021 0
27,2
545
108.8
217.6

435.3
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Resultados

linhagens analisadas. Esse resultado foi evidenciado mais intensamente na
linhagem YG1024 e mantém-se bem mais constantes quando se comparam as
linhagens TA98 e YGI021 tanto na presenga quanto auséncia de ativagdo

metabolica.

4.2.2 - Atividade Mutagénica de Extrato Orginico da Fuligem por Extracio
Soxhlet

A concentra¢do de material organico extraido (MOE) na amostra de 40 ¢
de fuligem pela extragdo soxhlet utilizando-se o solvente tolueno foi de 3400
pg/mL. ja o MOE de 40 g de fuligem pela extragdo ultrassonica utilizando o
solvente DCN:MeOH (4:1) foi de 2600 pg/mL. indicando que o procedimento
soxhlet-tolueno extraiu mais MOE quando comparado com o procedimento
ultrasom-DCNM:MeOH (4:1).

Na Tabela I1 tem-se os dados da estatistica descritiva indicados como
média da triplicata (X) = desvio padrio (DP) do numero de revertentes
his—/placa. uunlizando-se as linhagens de Salmonella tvphimurium TA9S.

YG1024 ¢ YG1021 na presenga (+-S9) e auséncia (-S9) de ativagdo metabolica.

obtidos para as diferentes doses (ug/placa) do extrato organico soxhlet do

material particulado da fuligem sedimentada da cana-de-agucar. O valor médio
mais alto de revertentes his—/placa foi de 191.5 + 33.2. observado no extrato
soxhlet (=S9) com a linhagem YG1024 na dose de 141.7 pg. mostrando ser
muito maior que o do extrato soxhlet (-S9) com relagdo a mesma linhagem e
dose. Ja a media mais baixa de revertentes his+/placa foi de 12.3 £ 5.9 quando
na auséncia de metabolizagdo. na linhagem YG1021 na dose 141.7 ug. O DP no

extrato soxhlet com ativagao metabolica variou de 2.6 a 27.1 na TA98. de 5.7 a
33.2 na YGI024 e de 5.8 a 11.7 na YG1021 entre as doses analisadas. Ja no
extrato soxhlet sem ativagdo metabolica. a vanagdo foide 1.5a7.6.de3.2a 7.0
¢ de 4.4 a 13.9. respectivamente TA98. YG1024 ¢ YG1021. revelando que as

amostras apresentaram resultados mais homogéneos na auséncia de

metabolizacdo.
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TABELA 11 - Estatistica descritiva do numero de revertentes his+/placa.
utilizando-se as linhagens de Salmonella tvphimurium TA98. YG1024 e YG1021

na presenga (+S9) e auséncia (-S9) de ativagdo metabolica. obtida para as

diferentes doses (pg/placa) do extrato organico soxhlet do material particulado da

fuligem sedimentada da cana-de-agucar. Os valores estio apresentados como

média de triplicata (X) = desvio padrdo (DP).

Cepas Dose +59
(ng/placa) X + DP

0 303 +
38.0 +
38.0 =
42.7
46.0
74.3
YG1024 86.0
98.3 *
1140 = 11.4
130.0 = 7.0
146.7
191.
YG1021
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Resultados

Os valores médios de revertentes his+/placa no controle negativo (DMSO)

foram de 30.3 £ 5.5 na TA98. 86.0 £ 14.0na YG1024 e 31.3 +8.7na YGI1021

quando o extrato foi testado com metabolizagdo e 24.2 +4.3. 35,2+ 5.7 e 45,4

+ 5.4. respectivamente TA98, YG1024 e YGI1021, quando sem ativagdo
metabolica (Tabela 11), enquanto que a média de revertentes his+/placa no
controle positivo na presenga de ativagdo metabolica (2-antramina 3 pg/placa) foi
de 3215.5 £ 167.6 na TA98, 723.0 =+ 7.1 na YG1024 e 2574.0 £ 339.4 na
YGI1021 e 1557.5 £ 30,4 na TA98, 2828.5 + 105.4 na YG1024 e 1295.5 + 143,
na YG1021 quando sem metabolizagdo (4-nitro-o-fenilenediamine 10. pg/placa).
No ensaio realizado com o branco dessa metodologia os valores médios de
revertentes his+/placa foram de 29.0 + 7.0 na TA98, 95.5 = 0,71 na YG1024 e
35.7 = 4.7 na YG1021 quando o extrato foi testado com metabolizagdo e 33.0 =
2.0. 50.3 £ 7.5 ¢ 9.3 + 5,0, respectivamente TA98, YG1024 e YG1021, quando
sem ativagdo metabdlica. O nimero de revertentes/ug do extrato soxhlet da
fuligem tanto na presenga quanto auséncia de ativagdo metabolica foram
respectivamente 32,4 + 10,7 e 32,2 £ 9,7 paraa TA98, 98,2 + 17,1 ¢ 51,8 £ 184
para a YG1024 e 35,6 £ 8.5 ¢ 50.7 = 11,1 para a YG1021, indicando que a
linhagem YG1024 teve o maior indice de revertentes/pg.

Na figura 19 tem-se as curvas dose-resposta do extrato soxhlet da fuligem
sedimentada da cana-de-agucar na presenca e auséncia de ativagdo metabolica
com as trés linhagens analisadas, TA98, YG1024 e YG1021. Essa Figura ilustra
efeito significante de dose (valor p<0.001), linhagem (valor p<0.001) e
metabolizagdo (valor p<0.001) e sugere que tais efeitos seja decorrente da
diferenga que existe no comportamento da amostra com e sem ativagdo
metabolica e também pelo aumento do numero de revertentes com o aumento da
dose na presenga de ativagdo metabolica, principalmente na linhagem YG1024.

A Figura 19A mostra que o extrato soxhlet da fuligem induziu atividade
mutagénica na linhagem TA98 com metabolizagdo, uma vez que o numero de
revertentes aumentou com o aumento da dose, obtendo-se o efeito dose-resposta

¢ a RM atingiu o indice dois em pelo menos uma das doses (Tabela 12).
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Figura 19 - Curvas dose-resposta do extrato organico soxhlet do material particulado da fuligem sedimentada da cana-de-agticar nas diferentes doses

testadas, utilizando as linhagens de Salmonella typhimurium TA98, YG1024 e YG1021 tanto na presenga quanto auséncia de ativagao metabdlica.
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Tabela 12 - Resposta mutagénica do extrato organico soxhlet do material

particulado da fuligem sedimentada da cana-de-agucar expressa em razdo de

mutagenicidade (RM) nas diferentes doses. utilizando as linhagens de Sa/monella

nphimurium TA98. YG1024 e YG1021 tanto na presenga quanto auséncia de

ativacdo metabolica.

Linhagem Dose (ug/placa)

TA98 0
3.8
17.7
35.3
70.7
141.7
YG1024 0
8.8

YG1021
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Entretanto. na auséncia de metabolizagdo o extrato soxhlet da fuligem mostrou
indicio de mutagenicidade. dado que a RM ndo atingiu o indice dois mas obteve-
se o efeito dose resposta nas trés primeiras doses. Observa-se também uma
redu¢do no numero de revertentes/placa nas doses de 70.7 e¢ 141.7 ug. o que
poderia ser justificado pela toxicidade do extrato.

A Figura 19B indica que o extrato soxhlet induziu atividade mutagénica
na linhagem YG1024 com e sem metabolizagdo. uma vez que o numero de
revertentes induzidos aumentou com o aumento da dose. obtendo-se o efeito
dose-resposta e a RM (Tabela 12) atingiu o indice dois. embora nas doses 70.7 ¢
141.7 pg, quando o extrato foi testado sem metabolizagdo (-S9). ocorreu uma
diminui¢do do namero de revertentes/placa. como ja foi observado no teste com a
linhagem TA98. Entretanto. o padrio da diferenca de comportamento da
linhagem YG1024 com relagdio a YG1021 e TA98 manteve-se. isto ¢. na
presenga de ativagdo metabolica as médias de revertentes/placa foram bem
maiores quando o extrato foi testado com a linhagem YG1024 que as médias
quando testado com a TA98 ¢ YGI102l com e sem metabolizagdo. Essa
diferenca. isto ¢ médias de revertentes/placa maiores. também foi observada com
relagdo a curva com metabolizagdo quando comparada com a sem ativagdo
metabolica na linhagem YG1024.

No que se refere a Figura 19C observa-se efeito dose-resposta apenas para
o extrato da fuligem com ativagdo metabolica. Além disso. a RM também foi
positiva apenas na presen¢a de metabolizagdo (Tabela 12). indicando que o
extrato soxhlet da fuligem apresentou atividade mutagénica na linhagem YG1021
com metaboliza¢ao e nao foi mutagénico sem ativagdo metabolica.

A Figura 19 mostra que o numero médio de revertentes induzidos toi

significantemente maior (valor p<0.001) no extrato soxhlet da fuligem testado

com ativagdo metabolica quando se comparam as doses e linhagens analisadas.

No entanto. esse resultado ¢ evidenciado mais intensamente na linhagem

YG1024.
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Discussdo

- DISCUSSAQO
stividade Mutagenica detectada na 1 rina

Apesar da poluigio ambiental ainda persistir em muitos locais. desde o
final dos anos setenta estabeleceu-se uma legislagao com a finalidade de proteger
o meto ambiente o que levou ao surgimento da ecogenotoxicologia. um novo
ramo da ciéncia que tem como objetivo principal a elucidagiao de indicagoes de
toxicidade.  Esses novos conhecimentos poderdo ser utilizados na classificagdo
do risco e avaliagao do perigo. em relagdo a compostos quimicos potencialmente
prejudicials. com o proposito de prevenir a exposi¢do da populagdo em geral
(Calamari. 1992). uma vez que muitos compostos presentes no ambiente podem
mteragir com o material genético.

Os ensatos de mutagenicidade de curta duragdo. especialmente aqueles
que utilizam linhagens bacterianas. sdo usados para tragar as propriedades

mutagenicas de tais compostos e permitem reconhecer uma variedade de

compostos mutagenicos que a populagdo. como um todo. esta ievitavelmente

exposta.  principalmente aquelas ocupacionalmente em contato com esses
COMposlos.

Desse modo. a analise da mutagenicidade urinaria. avaliada através de
ensalos com mutagdo génica reversa em Salmonella tvphimurium. ¢ bem aceita
por ser um metodo adequado para a demonstragdo da exposi¢ao ocupacional a
COMpOStos  quimicos mutagenicos que sdao excretados na urina de forma
malterada. ou como conjugados. ou ainda na forma de metabolitos mutagénicos.
(Yamasaki e Ames. 1977. Recio et al.. 1984, Cema ¢t al.. 1997). Assim sendo.
esse biomarcador de exposigdo interna. tanto na presenga quanto auséncia de
ativacdo metabolica. toi utilizado para avaliar a atividade mutagénica da urina
dos individuos que trabalham no corte da cana-de-agucar. baseando-se na

suposi¢do de que eles estdo expostos a concentragdes mais altas de HAPs e
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outros compostos mutageénicos provenientes da combustdo incompleta de matéria
organica. derivados da queima das plantagoes de cana.

Na tentativa de aumentar a probabilidade de detecgio do efeito da
exposi¢do aos compostos genotoxicos liberados na queima da planta¢do da cana.
a linhagem TA98. um indicador padrao de mutagénicos que causam mudanga na
matriz de leitura para compostos mutagénicos urinarios (Pasquini ¢r al.. 1990).
for complementada com as linhagens YG1024 e YG1021 supostamente mais
sensivels em detectar compostos mutagénicos na urina (Einistd ¢r al.. 1990,
Kuenemann-Migeot ¢r al.. 1997). Varios estudos realizados com amostras de
urina de trabalhadores ocupacionalmente expostos a HAPs utilizando a TA98
mostraram resultados negativos. observando-se o contrario apenas em
trabalhadores fumantes (Recio ¢r al.. 1984, Venier et al.. 1985, Clonfero ¢t al..
1995).

Devido ao tato da N-hidroxiarilamina O-acetiltransferase ser uma enzima
envolvida na ativagdo metabdlica intracelular das aminas aromaticas mutagénicas
e dos nitroarenos. o gene da acetiltransferase da Salmonella tvphimurium
TA1538 foi clonado no plasmidio pBR322 e introduzido na linhagem TA98.
resultando numa nova linhagem. a YG1024. que abriga multiplas copias do
plasmidio pYG219 e apresenta cerca de cem vezes mais atividade da O-
acetiltransferase do que a linhagem controle. mostrando-se extremamente
sensivel em detectar a atividade mutagénica das arilhidroxilaminas. nitroarenos e
aminas aromaticas (Watanabe ¢ al.. 1990).

Além do gene da O-acetiltransferase. Watanabe ¢r al. (1989) clonaram
também o gene da nitrorredutase utilizando o mesmo procedimento. resultando
na linhagem YGI1021. que abriga multiplas copias do plasmidio pYG216 e

apresenta cinqiienta vezes mais atividade da nitrofurazona-redutase do que sua

linhagem original e mostra-se altamente sensivel em detectar a mutagenicidade

do 2-nitrofluoreno. I-nitropireno e 2-nitronaftaleno. embora seja insensivel para
a atividade mutagénica do 1.8-dinitropireno e do 4-nitroquinolina I-oxido. As

nitrorredutases nao participam da ativagdo metabolica das aminas aromaticas.
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Desse modo. a linhagem YG1021 também ¢ insensivel as aminas aromaticas
mutageénicas. Por outro lado. a YG1024 ¢ muito sensivel ndo apenas a 2-
nitrofluoreno. [-nitropireno ¢ 2-nitronaftaleno. mas também ao 1.8-dinitropireno
¢ as aminas aromaticas. Portanto. a linhagem YG1024 ¢ mais adequada para o
monitoramento geral dos individuos expostos a esses compostos (Watanabe e¢r
al.. 1990). De fato. varios autores ja identificaram que a YG1024 for mais
sensivel em detectar a mutagenicidade da urina de fumantes (Einist6 ¢r al.. 1990.
Hirvonen ¢r al.. 1994. De Flora et al., 1995). dos individuos expostos a produtos
da combustdo de gas de petroleo liqiiefeito ( Yin er al.. 1998). assim como para a
mutagenicidade de efluentes industriais e agua de rios (Cerna ¢r al.. 1996 )
quando comparada a TA98. Além disso. a YG 1024 mostrou ser cinco vezes mais
sensivel aos compostos mutagénicos derivados da fumaga do cigarro (De Flora ¢/
al.. 1995). indicando a possibilidade de se detectar o efeito mutagénico da urina
dos individuos que trabalham no corte da cana. utilizando-se essa linhagem.
Realmente os resultados obtidos com a urina dos cortadores de cana. na
presenga de ativagdo metabolica, utilizando-se a linhagem YG1024. condizem
com os dados dos autores citados anteriormente. pois o numero medio de
revertentes induzidos foi significantemente maior (valor P<0.001) quando se
compara as amostras dos grupos exposto e controle. em relagao aos resultados
obtidos com a linhagem TA98 (Figura 8). Ja para linhagem YGI1021 o numero

médio de revertentes induzidos tanto no grupo exposto quanto no controle foi

similar quando comparado com a linhagem TA98 (Figura 8). Esse resultado

pode ser atribuido ao fato de que varios compostos liberados na queima da
plantagdo da cana como os HAPs (B(a)P e 7. 12 dimetilbenzo(a)antraceno)
podem expressar quase a mesma ou ainda uma mutagenicidade menor nas
linhagens especificas para alguns nitroarenos como ¢ o caso da YG1021. quando
comparada a linhagem convencional TA98 (Hagiwara ¢r al.. 1993). Além disso.
essa linhagem ndo participa na ativagdo das aminas aromaticas e de alguns
nitroarenos. fato esse que pode estar relacionado com o menor numero de

revertentes observados (Watanabe ¢r al.. 1989).
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As maiores médias de revertentes induzidos na amostra do grupo exposto
que na do grupo controle nas trés linhagens e em todas as doses analisadas
(Figuras 12 a 16). assim como. os maiores indices de mutagenicidade (RM)
obtidos para a amostra do grupo exposto (Tabela 5 e Figura 9) indicam que a
urina dos cortadores de cana apresenta uma prevaléncia de compostos que
necessitam de ativagao metabolica. isto €. compostos de agdo indireta que
causam deslocamento da matriz de leitura. devido ao maior numero de
revertentes induzidos e maiores indices de mutagenicidade na amostra do grupo
exposto observados na TA98. além de compostos hidroxilaminos. nitro
aromaticos ¢ aminas aromaticas. o que pode ser deduzido a partir do maior
numero de revertentes e maiores indices de mutagenicidade na amostra exposta
quando comparado ao controle observado nas duas linhagens do grupo YG.

A maior média do numero de revertentes e maiores razoes de
mutagenicidade obtidos principalmente com a urina dos cortadores de cana na
linhagem YG1024 enfatiza a melhor capacidade dessa linhagem em detectar
mutagenicidade urinaria em individuos expostos a compostos mutagénicos
provenientes da combustdo incompleta de matéria organica. O fato da urina dos
cortadores de cana ndo mostrar-se mutagénica. quando na presenga de ativagao
metabolica. nas linhagens TA98 e YG1021 pode ser explicado pela capacidade
de alguns componentes dos extratos urinarios interferirem no ensaio bacteriano.
uma vez que alguns compostos presentes na urina ja foram relatados inibirem o
sistema de metabolizagao /n vitro (Granella er al., 1996). O mesmo ocorreu com
algumas misturas complexas ambientais. Por exemplo. Granella er al. (1995)
observaram baixa ou nenhuma atividade mutagénica em alguns dleos minerais

ricos em HAPs e demonstraram a grande capacidade de alguns componentes

presentes nessas substancias inibirem a mutagenicidade do B(a)P quando o

experimento foi realizado na presenga da fracdo S9. A importancia da atividade
enzimatica da linhagem indicadora usada na analise da mutagenicidade urinaria
foi mostrada por Ahlborg ¢r al. (1988). que observou ser a linhagem TA98NR

(resistente ao I-nitropireno e deficiente em nitrorredutases). menos sensivel que a
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TA98 em detectar o aumento da mutagenicidade urinaria de trabalhadores
ocupacionalmente expostos ao trinitrotolueno (TNT).

O trabalho realizado por Cema ¢r al. (1997) utilizou-se de ensaios com
Salmonella wvphimurium a tim de verificar a mutagenicidade urinaria como um
biomarcador de exposi¢do ambiental. Nesse estudo. foi efetuada a comparagdo
entre mulheres que trabalhavam fora de casa e residiam na cidade de Téplice
(Norte da Bohemia - Republica Tcheca). com niveis altos de poluigdao ambiental.
com mulheres que trabalhavam fora e residiam na cidade de Prachatice (Sul da
Bohemia). com baixos niveis de poluigdo. Verificou-se que a sensibilidade da
linhagem TA98 foi insuficiente para determinar baixos niveis de compostos
mutageénicos na urina. Ao contrario. o uso da linhagem YGI1041. que apresenta
nivels elevados de nitrorredutase e O-acetiltransferase permitiu identificar um
aumento no numero médio de revertentes induzidos. cerca de uma ordem de
diferen¢a. quando comparado com os resultados obtidos com a linhagem TA98.

Em nosso trabalho utilizamos a linhagem YG1024 que apresenta niveis
elevados apenas para a O-acetiltransferase. Apesar de ndo podermos fazer uma
compara¢do direta com os resultados descritos por Cerna e¢r al. (1997), a
linhagem YG1024 também mostrou uma diferenga significante quando
comparada com a TA98.

Outros estudos também avaliaram a mutagenicidade urinaria de individuos
expostos a diferentes situagdes ocupacionais. utilizando as mesmas linhagens
usadas neste trabalho.

O estudo realizado por Yin ¢r al. (1998) avaliou a mutagenicidade urinaria
dos individuos expostos a produtos da combustdo de gas de petrdleo liqiiefeito.

usando as linhagens TA98. YG1021 e YG1024. Embora tenham encontrado

resposta positiva nas trés linhagens na presen¢a de ativagdo metabolica. a

poténcia mutagénica das amostras de urina dos individuos expostos foi sete vezes
maitor na YG1024 do que na TA98. mostrando porém uma diferenga menor para

as mesmas amostras quando da comparagdo entre a YG1021 ¢ a TA98.
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Bos ¢r al. (1989) realizaram um estudo utilizando a linhagem TA98. na
presen¢a de ativagdo metabolica. com a finalidade de venficar tanto a
mutagenicidade urinaria dos trabalhadores de uma tabrica de recauchutagem de
pneus quanto a mutagenicidade das amostras de poeira dos varios departamentos
da ftabrica. Esses pesquisadores puderam constatar que as amostras de urina
coletadas no quinto dia da semana mostraram maior mutagenicidade urinana do
que aquelas coletadas no domingo. sugerindo desse modo. exposi¢do ocupacional
a substancias mutagénicas. Quanto as amostras ambientais dos varios
departamentos. essas também mostraram propriedades mutagénicas.

O estudo de Mielzynska er al. (1997) avaliou a exposigio dos
trabalhadores de forno de carvao de coque a HAPs utilizando. além de outros
biomarcadores. a mutagenicidade urinaria através do teste de Ames com a
linhagem TA98 e observaram que as amostras de urina do grupo exposto. na
presen¢a de ativagdo metabolica. apresentaram maior mutagenicidade quando
comparada com a amostra do grupo controle. embora a diferenga nao tenha sido
estatisticamente significante.

Chor e¢r al. (1995). em um estudo caso-controle. avaliaram a
mutagenicidade urinaria de 37 pacientes (19 com cancer de bexiga e 18
controles) através do teste de Ames usando a linhagem YG1024 com a finalidade
de detectar exposi¢do ocupacional perigosa e/ou casos de canceres de bexiga e
verificaram mutagenicidade urinaria positiva em 352% dos individuos com
exposi¢ao ocupacional perigosa contra 22% dos individuos nao expostos. Além
disso. tambem encontraram associagdo de casos de canceres de bexiga com
exposi¢do ocupacional perigosa.

No que se refere aos resultados obtidos na auséncia de ativagdo metabolica
as razoes de mutagenicidade foram maiores para as amostras do grupo exposto
nas trés linhagens principalmente nas ltimas doses (Tabela 8 e Figura 11). Com

relagdo Figura 10 observamos que o numero médio de revertentes induzidos ¢

praticamente o mesmo nos dois grupos. nas linhagens TA98 e YG1024.

mantendo-se constantes com o aumento das doses. Ja para a linhagem YGI1021
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esse numero foi maior na amostra da urina dos cortadores de cana. com uma

diferenga estatisticamente significante quando comparada a do controle (valor

p<0.001). sem entretanto apresentar um efeito dose-resposta. indicando a

prevaléncia de alguns compostos nitroarenos na urina dos individuos expostos.
Além disso. a urina dos cortadores de cana ndo mostrou-se mutagénica nas tres
linhagens analisadas (Figuras 10 e 11 e Tabela 7). o que condiz com o resultado
obtido por De Flora er al. (1995) que na auséncia de metabolizagdo e utilizando a
mesma metodologia de concentragdo com a urina de fumantes. ndo observou
mutagenicidade mesmo com as linhagens que superproduzem nitrorredutase e O-
acetiltransferase.

Além da presenga dos HAPs. os nitro-HAPs também estdo amplamente
distribuidos. como resultado do processo de combustdo incompleta. Esse fato ¢é
sustentado pela descoberta da mutagenicidade de agdo direta nas amostras de ar
da cidade de Téplice. localizada em uma area poluida por combustdo de carvao
(Watts er al.. 1994). Portanto. ¢ bem possivel que os nitro derivados sejam os
responsaveis pelo maior nimero de revertentes induzidos na amostra do grupo
exposto quando essa foi avaliada com a linhagem YGI1021 na auséncia de
ativacdo metabolica. uma vez que os nitroarenos sdo reconhecidos como potentes
mutagénicos bacterianos (Rosenkranz e Mermelstein, 1983).

O teste de mutagenicidade urinaria. como qualquer teste de urina. pode
detectar apenas exposi¢do muito recente. Por exemplo. Cho1 er al. (1995), ndo
encontraram associagdo entre niveis de compostos mutagénicos urinarios
relacionados a exposi¢do ocupacional com historias anteriores. sabidamente de
alto risco para o desenvolvimento de cancer de bexiga. Esse fato ¢
compreensivel ja que a exposi¢do ocupacional de 10 a 20 anos atras ndo pode
atetar a mutagenicidade da urina no presente. Por outro lado. esse mesmo
trabalho mostra que o teste de mutagenicidade urinaria ndo € sensivel o suficiente
para detectar variagoes de um dia para o outro. ja que ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significante no nivel de mutagenicidade entre as

amostras coletadas no trabalho e em casa. sendo que o intervalo entre uma coleta
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e outra foi de 24 horas e esse tempo mostrou-se insuficiente para diminuir a
atividade mutagénica urinaria.  Bos ¢r al. (1989) relataram uma maior
mutagenicidade nas amostras de urina. dos trabalhadores de uma fabrica de
borracha. coletadas na terga feira em comparagdo com a de domingo. todavia eles
ndo testaram a significancia da diferenca.

Dessa maneira. fica claro que o horario da coleta da urina do presente
estudo ndo interferiu no resultado obtido. uma vez que as amostras ndo puderam
ser coletadas no canavial. condi¢do imposta pelos cortadores de cana que so se
propuseram a colaborar sigilosamente. pelo medo de perderem o emprego. A
solugdo encontrada foi1 realizar a coleta em trés dias. logo apos o término do
trabalho. que se dava por volta das 16 horas prosseguindo-se até a noite. pois 0s
trabalhadores teriam ficado expostos o dia todo no canavial. Esse tempo foi
suficiente para coletar o volume adequado (variando de um a dois litros) para se
determinar consistentemente a mutagenicidade urinaria. ja que obviamente
quanto mais longa a coleta uma maior quantidade de compostos mutagénicos ¢
esperado. Visto que a mutagenicidade da urina de fumantes coletada no final da
tarde fo1 maior que aquela da manha seguinte. demonstrando que parece existir
muito menos atividade mutagénica na urina apos o intervalo de 6 a 8 h de sono
(Yamasaki e Ames. 1977. Kado ¢r al. 1985).

A fim de resolver o problema da preservacdo das amostras. cada
participante conservaram-nas em refrigerador em casa e essas foram
transportadas em caixas térmicas contendo bolsas de gelo.

Devido ao fato da maioria dos compostos mutagénicos e ou
carcinogénicos ser provavelmente eficaz em penetrar na membrana celular. eles
tendem a ser ndo polares a menos que sejam absorvidos por sistema de transporte
especitico. Desse modo. o uso da resina XAD-2 é particularmente conveniente
por causa da sua eficacia em adsorver compostos relativamente ndo polares da
urina enquanto impede a passagem da histidina (Yamasaki e Ames. 1977).

Doolittle ¢r al.(1989) tambem demostraram que a extragdo utilizando essa resina

proporciona concentragdes baixas de histidina nos extratos urinarios.
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concentracgdo essa que nao interfere na viabilidade do ensaio de modo a se obter
um resultado falso positivo. Portanto. essa resina ainda ¢ a mais comumente
usada para adsorver os compostos mutagénicos urinarios (Connor e¢f al.. 1983.
Kado ¢r al.. 1985, Smith er al.. 1996. Granella ¢t al.. 1996, Mielzynska ¢t al..
1997. Yin.er al.. 1998). Emstd ¢r al. (1990) utilizaram o procedimento com a
raion azul (que adsorve eficientemente compostos com dois ou mais aneis
aromaticos) para concentrar amostras de urina e observaram que o aumento da
sensibilidade entre as linhagens YG1024 e TA98 toi semelhante ao aumento
obervado por De Flora ¢r al. (1995) que utilizaram a resina XAD-2. confirmando
assim. a validagdo do estudo em questdo.

Além disso. uma outra validagdo do presente estudo foi a utilizagdo das
trés linhagens que abrangem uma ampla variedade de compostos quimicos
mutagenicos (Watanabe ¢f al.. 1989. 1990) conforme ja mencionado. Todavia.
tanto o tabagismo quanto o habito alimentar sdo considerados confundidores
quando a mutagenicidade urinaria ¢ usada como um biomarcador interno de

exposi¢do ocupacional. uma vez que a contribuigdo da dieta e da fumaga do

cigarro ja esta bem estabelecida com relagdo a atividade mutagénica urinaria

(Yamasaki e Ames. 1977. Baker er al.. 1982. Sasson ¢r al.. 1985. Sousa ¢ ai..
1983, Doolittle ¢r al.. 1989. Scherer er al.. 1996. Kuenemann-Migeot ¢r ai..
1997). Por essa razdo. a alimentagdo foi questionada e os tabagistas foram
eliminados da amostra.

Uma varnabilidade interindividual foir observada principalmente nas
amostras do grupo exposto nas linhagens TA98 e YGI1024 na presenga de
ativacao metabolica (Figuras 12 a 16 e apéndice). Esse fato também for
observado por Cerna er al. (1997). Essas diferengas interindividuais poderiam ter
stdo causadas pelas diferentes diluigdes da urina. uma vez que fatores de
correc¢do. tal como a concentragdo de creatinina. ndo foram usados. observagio
tambem feita por Einistd er al. (1990). Essa possibilidade pode ser desprezada.
dado que os resultados dos individuos do grupo controle mostraram uma

variabilidade bem menor tanto na presenga quanto auséncia de ativagdo
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metabolica (Figuras 12 a 17). Portanto. essas diferengas podem ser explicadas

pelos fatores genéticos e ambientais assim como pelo estilo de vida. Os
processos de ativagdo e destoxificagdo metabolica sdo cruciais na suscetibilidade
individual na exposi¢do de carcinogenos genotoxicos e influenciam a excregdo de
compostos mutagénicos na urina (Cerna e¢r al., 1997). dado que grande parte
dessas substancias nao ¢ prejudicial da maneira que estdo presentes no ambiente.

O metabolismo desses compostos ¢ essencial na resposta do organismo a
exposi¢do e. certamente. o desequilibrio no balango entre os processos de
ativagdo e destoxifica¢do podem explicar as variagoes individuais nas respostas a
exposi¢do aos agentes carcinogénicos (Hirvonen. 1995). Assim. a variagdo
interindividual na resposta a agentes xenobioticos e seus efeitos carcinogénicos
potenciais ¢ mediada pela predisposi¢do herdada (Shields. 1994). mostrando que
a quantidade de carcindgenos finais produzida. depende da a¢do competitiva
entre os mecanismos de ativagdo e destoxificagdo. que envolve as enzimas do
citocromo P-430 (CYPs) e as glutation-S-transterases (GSTs) (Mannervik ¢r al..
1992). A existéncia de variagdo na populagdo humana quanto a produgdo de
enzimas que ativam a formagdo de metabolitos eletrofilicos que tém ligagdo
covalente com o DNA ou que catalisam a destoxificagdo de carcinogenos
quimicos ja foi estabelecida (Harris. 1989). Varias enzimas do citocromo P450.
responsaveis pela ativagdo metabolica de carcinogenos e cujo codigo genético foi
identificado como polimorfico e ligado ao risco de cancer expressam ampla
variagdo interindividual. (Shields. 1994)

Desse modo. alguns individuos podem apresentar risco significantemente
maior de cancer quimicamente induzido do que a média populacional devido as
diferengas expressivas nos processos de ativagdo e destoxificagdo. Em pacientes
tratados topicamente com ungiiento contendo 2% de alcatrdo de carvdo. os
valores da mutagenicidade urinaria naqueles com genotipo GSTM1 nulo foram
em média maior que daqueles com genotipo GSTM1 positivo (Gabbani. ¢/ di..
1999). Assim. os individuos com GST deficiente podem apresentar risco

aumentado em desenvolver neoplasias. pois apresentam deficiencia em seus
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processos de destoxificagdo. Hirvonen er al. 1994 demonstraram a dependéncia
da mutagenicidade urinaria de fumantes relacionada ao genotipo da GST. uma
vez que individuos fumantes GSTM1 nulo apresentaram urina mais mutagénica
que individuos GSTM1 positivo. dado que esse genotipo ¢ importante na
destoxificacdo de varios mutagénicos e/ou carcinogenicos. incluindo os HAPs.
A partir disso. fica evidente que esses fatores colaboraram com a variabilidade

interindividual observada no presente estudo.

5.2 - Atividade Mutagénica da Fuligem Sedimentavel da Cana-de-Acucar

A utilizagdo de ensaios /in vitro sensiveis na detec¢do de compostos
mutagenicos. tal como o teste de Sa/monella/microssomo de mamiferos tornou
possivel a avaliagdo de compostos mutagénicos presentes no ambiente que
contribuem para o cancer e defeitos genéticos de nascimento. Uma maneira de
avaliagdo ¢ testar as misturas complexas que uma populagdo ingere. inala ou
absorve através da pele, principalmente aquela populagdo profissionalmente
exposta a misturas complexas perigosas ( Yamasaki e Ames. 1977).

Com esse objetivo. a atividade mutagénica dos compostos organicos da
fuligem sedimentavel da queima da cana-de-agucar foi avaliada através de
ensaios de mutagdo génica reversa em Sal/monella tvphimurium usando as
linhagens TA98. YG1024 e YGI021 tanto na presenga quanto auséncia de
ativagdo metabolica. Para a avaliagdo da mutagenicidade dos compostos
adsorvidos ao matenal particulado da fuligem foram utilizados dois métodos
classicos de extragdo que incluem a ultrassonicagdo e o soxhlet. usando-se
diclorometano/metanol (DCM:MeOH / 4:1) e tolueno. respectivamente como
agentes extratores. Zamperlini (1997) no estudo da fuligem sedimentavel da
queima da cana-de-agucar. por técnicas cromatograficas e espectrofotométricas.
verificou que dentre os métodos de extragdo o ultrassom mostrou-se ineficiente.

exceto com o tolueno como solvente. que recuperou a maioria dos HAPs e em
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maior quantidade. uma vez que esse solvente € estruturalmente semelhante aos
HAPs. isto €. apresentam em sua conformagdo varios elétrons © (pi). Além
disso. observou-se que aumentando a polaridade do solvente através da
combinagdo DCM:MeOH (4:1), houve uma melhora em relagdo ao DCM puro de
tal modo que a extragdo com DCM:MeOH (4:1) favoreceu a recuperagdo dos
HAPs. principalmente fluoranteno e pireno. A extragdo via soxhlet. mostrou-se
mais eficiente que a ultrassonicagdo. com o solvente DCM:MeOH (4:1).
extraindo mais substancias da fuligem e proporcionando maior recuperagio dos
HAPs.

O presente estudo foi realizado utilizando-se os dois procedimentos de
extragdo. ultrassom com o agente extrator DCM:MeOH (4:1) e soxhlet com o
agente extrator tolueno. uma vez que esse solvente aumentou a seletividade dos
poliaromaticos e o soxhlet foi o melhor método de recuperagdo dos mesmos.

Os resultados do teste de Ames com os extratos da fuligem sedimentavel
tanto por extragao ultrassonica (Figuras 18 A, B e C e Tabela 10) quanto por
soxhlet (Figuras 19 A. B ¢ C e Tabela 11) mostraram resposta positiva com
relagdo as trés linhagens (TA98. YG1024 e YG1021) quando foram testados com

ativacao metabolica. O numero médio de revertentes induzidos foi

significativamente maior (valor p<0.001) na linhagem YG1024. Esse resultado ¢

similar ao obtido quando a urina dos cortadores de cana foi testada na presen¢a
de metabolizagdo (Figura 8B). Além disso. esses resultados sdo condizentes com
o resultado obtido por Stamm ¢r al. (1994) no extrato nitrosado (extraido com
DCM puro) da fuligem do carvdo. coletada no municipio de Harrison (West
Viginia - EUA). Esses autores sugeriram a existéncia de aminas aromaticas uma
vez que o extrato mostrou atividade mutagénica consideravelmente maior na
linhagem YG1024 na presenga de ativagdo metabolica.

Ademais. Miguel ¢r al. (1990) no estudo da mutagenicidade das fragoes
organicas de material particulado de ar coletado na cidade do Rio de Janeiro.
Brasil: Camden. Nova Jersev e Tuanel Caldecott. California. extraidas

seqiiencialmente com ciclohexano. acetona ¢ DCM por soxhlet. mostraram com
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relagao a cidade do Rio de Janeiro que a fragdo de DCM apresentou maior
atividade mutagénica especifica na presen¢a de metabolizacdo utilizando a
linhagem TA98.

Ja o trabalho de Cemna er al. (1999). que avaliou a mutagenicidade do
material particulado do ar na Republica Tcheca. extraido por DCM puro. revelou
uma diminuigdo da mutagenicidade na linhagem YG1041 que apresenta niveis
elevados de O-acetiltransterase e nitrorredutase quando em presenga de ativagdo
metabolica. embora. o numero de revertentes/ug foi maior para a YG1041
quando comparada a TA9S.

Os resultados do presente trabalho sugerem a prevaléncia na fuligem de
compostos de agdo indireta que causam altera¢do na matriz de leitura devido a
resposta positiva na TA98. tais como os HAPs. Além disso. a mutagenicidade
observada nos extratos quando testados com as linhagens YG. sugere a presenga
de nitroarenos e aminas aromaticas. Apesar do estudo de Shah ¢r al. (1991) ter
mostrado que a mutagenicidade dos compostos nitro-aromaticos ¢ geralmente
reduzida pela presen¢a da fragdo S9. Rosser ¢t al. (1996) revelaram que os

metabolitos do I-nitropireno apresentaram mutagenicidade tanto por agdo direta

quanto dependente da fragdo S9. dado que o I-nitropireno-3-ol foi mais

mutageénico na auséncia de metabolizagdo enquanto que o I-nitropireno-4-ol. 1-
nitropireno-6-ol e 1-nitropireno-8-ol necessitaram de ativagdo metabdlica para a
expressao maxima da mutagenicidade.

Todavia. a resposta mutagénica dos nitro-. nitroso- e N-hidroxilamino-
arenos testados com a linhagem TA98/1.8-DNP, (resistente ao 1.6-dinitropireno e
| .8-dinitropireno. detficientes em nitrorredutases e O-acetiltransferase) mostrou
um decréscimo notavel com relagdo a TA98 (McCoy er al.. 1983). As respostas
mutagenicas de todas as amostras de ar da regido metropolitana de Sdo Paulo e
area industrial de Cubatdo. analisadas com as linhagens TA98/1.8-DNP; e
TA98NR (resistente ao I-nitropireno e deficiente em nitrorredutases). mostraram
um decréscimo substancial. quando comparadas com a linhagem TA98 parental

(Sato ¢r al.. 1995). Os extratos de material particulado transportados pelo ar da
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cidade de Porto Alegre. Brasil. mostraram um decrescimo de 61 a 91% em sua
atividade mutagénica quando foram analisados com as linhagens TA98NR e
TA98/1.8-DNP, em comparagdo com a TA98 (Vargas ¢r al. 1998). Desse modo.
esses resultados indicam a importancia da atividade enzimatica nas linhagens
utilizadas para analise de material particulado.

Os resutados do teste de Ames dos extratos da fuligem extraidos tanto por

ultrassonicagdo (Figura 18 A. Be C e Tabela 10) quanto por soxhlet (Figura 19

A. B e C e Tabela 11) e testados na auséncia de ativagio metabolica mostraram
respostas similares. O extrato da fuligem extraido por ultrassonicagdo mostrou
atividade mutagénica apenas na linhagem YG1024. apresentando auséncia de
mutagenicidade na YG1021 e indicio de mutagenicidade na TA98. O extrato
soxhlet. nas mesmas condigdes. também foi mutagénico para a linhagem
YG1024. mostrou indicio de mutagenicidade para a TA98 e auséncia de
mutagenicidade para a YG1021. Esses resultados contirmam a presenca de
aminas aromaticas na fuligem da cana o que pode ser inferido pela resposta
positiva na linhagem YG1024. A resposta negativa na linhagem YG1021. nessas
condi¢des. indica a ndo atuagdo de alguns nitroarenos. uma vez que essa
linhagem ¢ altamente sensivel em detectar a mutagenicidade desses compostos.
Entretanto. os mesmos podem estar presentes no extrato bruto da fuligem. mas
ndo exercerem o efeito em virtude de poder ter ocorrido interagdes entre os anéis
aromaticos dos HAPs e dos nitro-HAPs ocasionando a supressdo da atividade da
nitrorredutase. Os HAPs foram considerados por Havakawa e¢r al. (1997) como
possivels supressores do efeito dos nitro-HAPs no extrato bruto do material
particulado da exaustao do diesel. quando testado sem metabolizagdo. visto que
nesse estudo a atividade total do extrato fracionado por coluna cromatografica de
silica-gel mostrou-se aproximadamente quatro vezes maior que a do extrato
bruto. Ademais. as conseqiiéncias dessas interagoes dificilmente podem ser
preditas e depende das interagdes fisico-quimicas. bem como dos mecanismos de
competi¢do entre os componentes individuais da mistura complexa. de modo

que. apenas para exemplificar. 0os compostos mutagénicos indiretos B(a)P ¢ 2-
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aminotluoreno perdem sua poténcia mutagénica quando misturados com extratos
de oleo cru derivados do carvao vegetal (Haugen e Peak. 1983. De Flora er al..
1989

A ausencia de mutagenicidade na YGIO021. uma linhagem que foi
utilizada por ser mais eficiente em detectar alguns nitroarenos mutagénicos. ja
que promove a nitrorredugdo. pode ser devida a sua menor sensibilidade a
compostos ja reduzidos que possam estar presentes na fuligem (Fracasso er al.
1999).

Stamm e/ al. (1994), encontraram uma atividade mutagénica no extrato
nitrosado da fuligem do carvdo do Novo México e West Virginia. USA. quatro
vezes maior na YG1024 do que na TA98 quando na auséncia de metabolizagao
mostrando-se concordante com o trabalho de Houk ¢r al. (1992) que estudou as
amostras de ar. extraidas por DCM puro. coletadas na cidade de Tokyo. Japdo. O
estudo de Hayakawa e¢r al. (1995) realizado com o material particulado
transportado pelo ar do centro comercial da cidade de Kanazawa. Japdo. também
mostrou uma maior mutagenicidade na linhagem YGI1024 que na TA9S8.
Realmente. os resultados obtidos com o extrato da fuligem da cana na auséncia
de metabolizagdo mostrou uma similaridade com os resultados desses autores.
dado que tanto pela extragdo por ultrassonicagdo quanto por soxhlet os extratos

da fuligem mostraram mutagenicidade na linhagem YG1024 e indicio de

atividade mutagénica na TA98. E importante lembrar que apos a extragdo pelo

solvente. os extratos obtidos sdo misturas complexas que certamente estdo
sujeltas a interagdes sinergisticas e antagonisticas entre os diferentes compostos
(Miguel er al.. 1990, Vargas et al.. 1998).

\ observa¢do das Figuras 18 e 19 e Tabelas 9 e 11 levando-se em
consideragdo as duas metodologias de extragdo. mostra ser necessario doses
maiores do extrato ultrassonico para se obter curvas dose-resposta quando se
compara com as doses necessarias do extrato soxhlet. Essa diferenga pode ser
atribuida ao procedimento soxhlet-tolueno. uma vez que de acordo com

Zamperlin (1997) reuniu-se o solvente que mais aumentou a seletividade dos
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HAPs e o equipamento que recuperou a maioria ¢ a maior quantidade desses
compostos. Além disso. foi o procedimento em que se obteve a maior
quantidade de MOE de acordo com os experimentos do presente estudo.
Ademais. essa recuperag¢do pode ser estendida para os compostos nitroarenos e
aminas aromaticas. pois apesar deles ndo terem sido investigados por Zamperlini
(1997), a linhagem YG1024 em presenga de ativagdo metabolica foi a que obteve
melhor resposta na fuligem da cana e ¢ uma linhagem que se mostra sensivel as
aminas aromaticas ¢ nitroarenos. nao podendo esquecer que a combustdo
incompleta de matéria organica leva a formag¢do de uma fuligem contendo esses
compostos (Stamm er al. 1994).

Lofroth er al.(1988) demonstraram que a mutagenicidade do ar interno de
areas publicas. provavelmente atribuida a fumacga de cigarro, ¢ muito maior que a
do ar livre. Além disso. foi calculado que um individuo que respira por um ano o
ar de uma area poluida. tal como Los Angeles. inala a mesma quantidade de
material queimado que um fumante pelo consumo de dois magos de cigarro por
dia (Ames. 1983). Claramente a influéncia do habito de fumar e outras
exposi¢des internas complicam a avaliagdo epidemiolégica do impacto da
poluigdo atmosférica na etiologia do cancer de pulmdo. Na verdade. apos
algumas avaliagGes atribuiu-se uma responsabilidade de 5-10% da polui¢do
ambiental em canceres do trato respiratorio (De Flora et al.. 1989).

Portanto. a inferéncia da capacidade mutagénica dos compostos bio-ativos

presentes na fuligem da queima da cana-de-agucar baseando-se em ensaios de

mutag¢do génica reversa em Salmonella wphimurium. aliado ao estudo quimico
realizado por Zamperlini (1997). tem um papel importante em alertar as
autoridades governamentais acerca do perigo que 0s mesmos representam ao

ambiente. atingindo principalmente os cortadores de cana.
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6 - CONCLUSOES

Esse estudo confirma que a urina analisada dos cortadores de cana. através

do teste de Ames. ¢ um biomarcador de exposi¢do interna util para avaliagdao da

exposi¢do a compostos mutageénicos. provenientes da combustdo incompleta de

matéria organica. tais como a queima dos canaviais. Do mesmo modo.
caracteriza-se como ferramenta para a detec¢do de compostos danosos a saude.
antes mesmo de uma possivel manifestagdo clinica. Assim, infere-se que os
maiores indices de mutagenicidade (RM) nas amostras do grupo exposto (Tabela
5 e Figura 9) e as maiores medias de revertentes induzidos obtidas nas amostras
de urina dos cortadores de cana. comparadas com as menores médias nas
amostras controle. principalmente na presen¢a de ativagdo metabolica (Figuras
12 a 16). foram causadas pela exposigdo profissional.

Além disso. conclui-se que a fuligem sedimentavel da cana fo1 mutagénica
nas trés linhagens utilizadas. quando na presenga de ativagao metabolica. Na
auséncia de metabolizagdo. observou-se resposta negativa apenas para a
linhagem YG1021. Esses resultados indicam a presenga na fuligem. dos
compostos danosos ao DN A. como os HAPs. aminas aromaticas e nitro-HAPs.

Este trabalho reforga. portanto, o alerta sobre o perigo das queimadas dos
canaviais para o meio ambiente. bem como para os individuos profissionalmente
eXpostos.

Ademais. pode-se também concluir que a linhagem YG1024 ¢ a mais
indicada para o monitoramento bioldgico e avaliagdo da mutagenicidade, uma
vez que ela se mostrou mais sensivel ao material particulado originado da queima

de matéria organica.
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7 - RESUMO

Anualmente. na época da colheita da cana-de-agiicar. que se estende de
maio a novembro. costuma-se queimar previamente a plantagdo para facilitar o
corte. resultando dessa operagdo uma fuligem que tem sido apontada como
responsavel pelo aumento de problemas respiratorios na populagdo exposta. Na
verdade. ndo existe informagdo sobre a atividade biologica e o eventual prejuizo
dessa fuligem a saude e ao meio ambiente. Desse modo. este estudo avaliou a
atividade mutagénica da fuligem sedimentavel liberada na queima dos canaviais.
bem como da urina dos cortadores de cana-de-agucar. através de ensaios com
mutagdo génica reversa em Salmonella tvphimurium (Teste de Ames). utilizando-
se a metodologia de pré-incubagdo e as linhagens TA98 e suas derivadas
YGI1021 e YG1024. superprodutoras de nitrorredutase e O-acetiltransferase.
respectivamente. em presenga e auséncia de ativagdo metabolica. Os extratos da
fuligem foram obtidos por duas metodologias que incluem ultrasonicagdo e
soxhlet. usando-se os solventes diclorometano/metanol (4:1) ¢ tolueno.
respectivamente. Para a extrag¢do e concentra¢do dos compostos da urina usou-se
a resina XAD-2 e acetona como solvente. Os dados obtidos revelaram que a
fuligem foi mutagénica nas trés linhagens na presenga de ativagio metabolica.
com resposta negativa apenas para a linhagem YG1021 sem ativagdo. indicando
realmente a presen¢a de compostos danosos ao DNA. como os HAPs. aminas
aromaticas e nitro-HAPs. Observou-se indicios de atividade mutagénica para as
amostras de urina dos cortadores de cana. na linhagem YG1024 na presenga de
ativagdo metabolica. uma vez que ocorreu o efeito dose-resposta. Ademais. o
numero médio de revertentes nas amostras do grupo exposto foi maior quando

comparado ao controle. sugerindo que esse aumento foi causado pela exposi¢ao

ocupacional. Essa resposta confirma a prevaléncia na urina dos cortadores de

cana dos compostos mutagenicos presentes na fuligem. Desse modo. concluimos
que a analise da mutagenicidade urinara dos trabalhadores expostos ¢ uma

ferramenta atil para avaliar a exposi¢do a compostos mutagénicos provenientes
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Resumo 93

da quemma dos canaviais. colaborando com a identificagdo de compostos danosos

antes mesmo de uma possivel manifestagdo clinica. Além disso. também foi
possivel mostrar que a linhagem YG1024 ¢ a mais indicada para o
monitoramento biologico e avaliagao da mutagenicidade de material particulado

originado da queima de matéria organica.
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8 - SUMMARY

Annually. before the sugar-cane harvest. between May to November. the leaves
are burnt in order to make the process of harvesting easier. This burning leads to
production of soot that has been responsible for the increased respiratory problem in
the exposed workers. Indeed. there is lack of information concerning the biologic
activity and its possible harm to health and to the environment. This study evaluated
the mutagenic activity of sedimented soot released during the sugar-cane burning and
in the exposed workers urine using Ames Sa/monella assay through strains TA98 and
its derivatives YG1021 and YG1024 with higher levels of nitroredutase and O-
acetyltransferase. respectively. with and without metabolic activation (S9 mix
fraction). Samples were extracted bv two methodologies, ultrasonication and soxhlet
using the solvents dichloromethane/methanol (4:1) and toluene, respectively. Urinary
organics were extracted by XAD-2 resin and acetone solvent. Our results showed that
the soot was mutagenic in the three strains with metabolic activation and showed
negative response only with the strain YG1021 without activation. indicating the
presence of DNA harmful metabolites as polycyclic aromatic hidrocarbons (PAHs).
aromatic amines and nitro-PAHs. The urine samples of exposed workers showed
indication of mutagenic activity for YG1024 strain with metabolic activation. once it
was observed a dose-response effect. Likewise. the mean number of revertants in the
exposed group samples was higher in comparison to the control group. suggesting that
it was induced by occupational exposure. This confirms the prevalence of mutagenic
compounds present in the soot in the exposed workers urine. Futhermore. we
conclude that the analysis of the urinary mutagenicity of exposed workers is a useful

tool to evaluate the exposure to mutagenic compounds proceeding bumning of the

sugar-cane fields and elucidating a possible identification of hurtful compounds

before clinical disease development. Furthermore. the use of YG1024 tester strain is

most convenient for biological monitoring and evaluation of particulates found in

burnt organic matter.
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Apéncice

10 - Apéndice

Resultado do Teste de Ames a partir dos extratos organicos da urina dos individuos
expostos a queima da cana-de-agucar e dos controles em diferentes doses (uL/placa).
utilizando-se as linhagens de Salmonella tvphimurium TA98 YG1024 ¢ YGI1021.

Individuo Exposto 1.

Dose TA98 ~S9 YG1024 + 89 YG1021 +§9
P3 X ) X X

49 470 84.0 35 34.0

86 80.0 \2 119.3 42.0
81 76,3 ; 119,0 8 41.0
76 7435 1.5 : 154.0 ' 3 S 445
78 75.7 § 57 11035 1, 37 46.0

Resultado:  negativo negativo negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YGI1021 - S9
By P3n X P2
27,7

27,0
19,3
51,7

36.3

Resultado:  negativo negativo negativo
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Individuo Exposto 2.

Dose TA98 -S9 YG1024 + S9 YG1021+89
P3 X / Pl X ] i P2 '

-

20 61 ; 31

66.3 3 103 ; . : 48
138 J A 2.5 45 36
170 87 15700 2. s 4 42

179 178 181.6 2. 3 51

Resultado:  positivo positivo negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YGI1021 - SO
P2 X ' Pl P2 X 2 P3 X RM

24 ; 27! 58 34.0 - 40

ulL

23 \2 2, 26,6
29,6
28.6

22,6

Resultado: negativo negativo negativo
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Individuo Exposto 3.

Dose TA98 +S9 YG1024 ~ S9 YG1021 + S9
P] P2 X prr P X / P3 X
30 33 34 ; 61 69,7 45 39,7

77 67 62 ; ol 1073 1,54 X 55 40 493
60 88 - 1, ; 5 136,0 1,¢ : J 46,7
63 61 65 3 1,93 1443 2, : 47,5
70 60 60 1,97 5 1453 2, 53 56 513

indicio de
Resultado: mutagenicidade positivo negativo

Dose TA98 -S9O YG1024 - S9 YGI1021 - S9
P2 2 P3 ¢ PI P2 P3 X
16 49 490

42 48 46,7
33 44 437
36 47 60 47,7
16 54 56 52,0

Resultado: negativo negativo negativo
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Individuo Exposto 4.

Dose TA98 -S9O YG1024 - SO YG1021 + 89
P2 X M P53 X

61 633 35
56.7 0.87 25 3 -
62.0 0,95 i3 26
Saa | 127 : 40
735 el 5 -

Resultado: negativo negativo negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - SO YGI1021 - S9

P2 X N X ] Pl P20 iP5y Xiv RM
30 yH 40 45 41.3
40 64 33,
39 8] 433
42 7.
46 46.3

de indicio
Resultado: mutagenicidade negativo negativo
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[Individuo Exposto 3.

TA98 +89

YG1024 +~ S9

YG1021 + §9

Dose

PL P2 B3 X

P2 P

85 70 78.0
047
93.0
119.5
128,3

108 88
76 100
100 127
126 115

1.64

4

Resultado:  positivo

indicio de
mutagenicidade

indicio de

mutagenicidade

Dose TA98 -S9O

YG1024 - S9

YGI1021 - S9

P2 P3

Bl P2 B3 X

Pl

6 -
16

Resultado:

negativo

6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

12

i

negativo

14 15 16 17

18
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Individuo Exposto 6.

Dose TA98 +S9 YG1024 - S9 Y1021 — 89
P2 X X
27 : 71 6.0 36.0

53

62
77

68

indicio de

Resultado:  negativo mutagenicidade negativo

Dose TAO98 -S9O YG1024 - S9 YG1021 - S9
P P3 X Pl P2 : ! Pl P2 P: X
7 44, 9] 39 : 44 14,7

18 ¢ . ; ; 2 32450
19 9, : 2, 32 46.7
19 26, : 5 447
34 ; : 45,

Resultado:  negativo negativo negativo

AVA
AVAVEY
VaY
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Individuo Exposto 7.

Dose TA98 ~S9

YG1024 + S9

YGI02]1 89

P

P2 P3

31.7
34,7
36.7

70

62
96

indicio de

mutagenicidade

Resultado:

positi

VO

negativo

Dose TA98 -S9O

YG1024 - S9

YGI1021 - S9

P2 P3 X RM

P2

- 475
61.0 1.28

Resultado: negativo

cm 1 2 3 4 5 6

7

negativo

unesp

AVA
AVAVEY
VaY

12

i

14

negativo

15

16

17
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Individuo Exposto 8.

Dose TA98 ~-S9

YG1024 - S9

YGI021 - S9

X

P2 3 X

X

283
273
29.0
35,0

34.7

80 83.0

ol 5 63.0
83 36.0
9] 2 86.7
105 104.3

0.76
1.04
1.04
.26

indicio de

mutagenicidade

Resultado:

indicio de
mutagenicidade

indicio de
mutagenicidade

Dose TA98 -S9

YG1024 - S9

YG1021 - S§9

indicio de

Resultado:  mutagenicidade

cm 1 2 3 4 5 6

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

L unesp’”,

12

i

negativo

14 15 16 17

18
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Individuo Exposto 9.

Dose TA98 +S9 YG1024 + S9 YG1021 +
Pl P2 X -. P2 P3 X ; P3
26.7 76 - 73,0 35

-

L
I~
~

28.7 1.07 ;2 71 85 747 1, 5 ' 27
25,0 094 4 : 92 80 89,0 1,2 S 2 28
27,3 1.02 : 00 06,0

(V5 T ST S
hoth O
o ~ O

LF¥]
o
L

383 .44 3 131 131 1253

indicio de
Resultado:  negativo mutagenicidade negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YGI021 - S9
P2 P3 X 4

Resultado: negativo negativo negativo
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Individuo Exposto 10.

Dose TA98 -S9O YG1024 + S9 YGI1021 + S9
1 P2
4

7
40
41
42

indicio de
Resultado: negativo positivo mutagenicidade

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YGI1021 - S9
P3 X Pl X
330 7 6.0

225
24.0

20.0
215

Resultado:  negativo negativo negativo
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AVAVEY
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[ndividuo Exposto 11.

Dose TA98 +S9

YG1024 + S9

¥YG102] + 89

P2

P2

4

61 62

70 66
73 54
74 00
105 97

Resultado:  negativo

indicio de
mutagenicidade

indicio de
mutagenicidade

Dose TA98 -S9O

YG1024 - SO

YGI1021 - §9

P2 P3

X

Pl P2 P3
5

X
7,

LVF]
O

28

(99]
tn

I~ L
o O

I~
e |

243

21.0

22,0
I,
6.0

29 0

Resultado:  negativo

6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

negativo

14 15 16 17

18
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Individuo Exposto 12.

Dose TA98 +S9 YG1024 + S9 YG1021 + §9
P2 X N Pl
36 : 2 26,0

44 : ¢ 3 30,0
26,7
32,7

31,0

Resultado: negativo positivo negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YG1021 - S9
P2, P3. X ; X / Pl P2..P3 X

16 - : . ;

Resultado: negativo negativo negativo
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Controle 13.

Dose  TA98 +S9 YG1024 + S9 YG1021 + S9
P2 P3 X P2 P3 X P2 X RM
66 64,7 i 30,7
64,0 27 29 24,7 0.80
63,0 i 2 26,7 0.87
62,7 524 2 250 081
32,0 5 6,3 021

Resultado: negativo negativo negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YG1021 - S9
P2 X RM P2 X Pl P2 P3 X
20 25 87 £ ; 25 29 - 2790

17 20 157 0,61 6, , 28 & % 108
17 19 173 0,67 12,3 ; 38 B9 = IZ0
6 9 67 026 S 13 18,0
4 4 47 018 5 11, - - -

Resultado: negativo negativo negativo

AYA
AVAVEY
VaY

cm 1 2 3 4 5 6 if unesp 1 12 13 14 15 16 17 18
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Controle 14.

Dose TA98 +S59

YG1024 + S9

YGI1021 + 89

uL

P2 B X

X

71 63 63,0
65 730
79 740
81 66,7
62 710

1,12
1,14
1,02
1,09

34,6
39.0
32,7
36.7
38,7

indicio de
Resultado: mutagenicidade

negativo

negativo

Dose TA98 -S9

YG1024 - S9

YG1021 - §9

P3 X

PI P2

P2

P3

b,

35 30,7

19

20

17
15

16

10

18
14

27.0

14,3
14,7
13.7
16,7

Resultado: negativo

negativo
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AVAVEY
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unesp
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Apendice

Controle 15.

Dose TA98 +-S9

YG1024 +~ S9

1 Glo2]+459

P2

P2 P3

P2 P3

X

=
s

69 6l

61

Resultado: negativo

negativo

negativo

Dose TA98 -S9

YG1024 - S9

YGI1021 - S9

P3 X

X

Bl BZ: P3

39

28.7
15,7
14,7
15,7
17:3

24, 234 =

18

Resultado: negativo

6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

12

i

negativo

14 15 1o

17

18



Apendice

Controle 16.

Dose TA98 +S9 - YG1024 - S9 YG1021 + 89
P2 X RM ) Pl P3 X RM
29

31, 3 E : - 295

-
)

Lad
L¥¥]

22

I
(S Y]

23.6 0.76 . 5 ; . 5 44 383 1.30
30.5 0.97 : S5 463 5 32 32 287 097
10.7 0.65 ; 3 4 43 0.15
10.5 0.33 5 : : - - - -

[F¥]

36
24
7

=

J

L

Resultado: negativo negativo negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - S9 YG1021 - §9
P2 X P2 iPs X Pl
35 29 26 29,0

35 297
21,7
19,0

243

Resultado: negativo negativo negativo

AVA
AVAVEY
v
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Apéndice

Controle |

Dose TA98 -S9O

YG1024 + §9

Y1021 + 59

P2

p2 P3 X

Pl

X RM

27
28
18

N0

40

61 7

47 43

68
590

2

26,3

26,7 1.01
28.7 1.09
30235 115

25,3 0.96

Resultado:

negativo

negativo

negativo

Dose TA98 -S9O

YG1024 - S9

YG1021 - §9

P3

X

P2

X

37

25.0
16,7
16.7
20.3
17,7

50.0
21,0
237
20.7
18.0

Resultado:

negativo

6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

12

i

14

negativo

15
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Apéndice

Controle 18.

Dose  TA98 +~S9 ) YG1024 ~ S9 YG1021 + S9
P2 P3 X P2 P3 X R PI X

33 32 A 40 34 ; A 215

30 : ; 2 48 41 44, )2 . 312
3. bl 33 ’ . 38.7

4 : 2 - 2 38.0

66 ; ; 37,7

indicio de
Resultado: negativo mutagenicidade negativo

Dose TA98 -S9 YG1024 - SO YGI1021 - S9
Pl P2 P3°' X PlL_P2-P3 X

35 310 38 29

30 26.7 : 16 25
13 18.7 2 19 19
18 23.0 195 22725
20 193 20 20

Resultado: negativo negativo negativo

AVA
AVAVEY
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Apendice

Controle 19.

Dose TA98 +S9

YG1024 + S9

YG1021 + S9

Pl

P2 P3 X

Pl

104 87

26.0
283
27
38.7
39,7

Resultado:  negativo

indicio de

mutagenicidade

negativo

Dose TA98 -S9O

YG1024 - S9

YG1021 - S9

Pl P2 "P3

Resultado:  negativo

6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

negativo

14 15 16 17

18



Apéndice

Controle 20.

Dose TA98 +S9

YG1024 + S9

YG1021 + S9

P2

P3 X

Pl

3 X RM

16
36
42
49
30

17

18,5
20,0

28,3
28.0

373

Resultado:

negativo

negativo

positivo

Dose TA98 -S9

YG1024 - S9

YG1021 - §9

uL Pl P2

P3

P2

Pl

X

0 1

36

2735
18,0
20.0
19,0
16,5

Resultado:

negativo

4 5 6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

12

i

14

negativo

15

le 17
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Apénclice

Controle 21.

YG1024 - S9

YG102]1 + S9

P2 P3

X

Pl P2 X

40
74
39
70
57

25,0
22,0
30.0
29,7
21,0

Resultado:

negativo negativo

negativo

Dose TA98 -S9

YG1024 - S9

YGI1021 - S9

P2

P3 X RM

Pl

51

44

- 475
46.5 0.98
47.0 0.99
31,0 0,65
445 094

23

17
24
19
20

Resultado:

negativo negativo

unesp

4 5 6 7

AVA
AVAVEY
VaY

12

i

14

negativo

15 1e¢ 17
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Apéndice

Controle 22.

Dose TA98 -S9O

YG1024 + 89

YG1021 + 8§89

P2

P3

P3

X

16

26,5
18.7
220
25,0

27.0

Resultado: negativo

negativo

negativo

Dose TA98 -S9

YG1024 - S9

YGI1021 - §9

X

36.7

Resultado:  negativo

6

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

12

i

14

negativo

15

16

17

18



Apéndice

Controle 23.

Dose TA98 +§89 YG1024 ~ S9 YG1021 + 8§89
P2 X . P2 '
38 . 5¢ 61 59. 0 28.0
23,7
240
25,7

100 ; 5 2¢ 36,7

indicio de
Resultado: negativo mutagenicidade negativo

Dose  TA98-S9 YG1024 - S9 YG1021 - $9
P3 X R P2 P3 X
- 465 40 38

5 119 ;2D L -
47.0 1.0l 5 -
48.0 1.03 “
16,0 0.90 - -

Resultado: negativo negativo negativo

AVA
AVAVEY
VaY

cm 1 2 3 4 5 6 if unesp 1 12 13 14 15 16 17 18



Apendice

Controle 24.

Dose TA98 —S9

YG1024 + S9

YG1021 + S9

P2 P3

P2

P

| P2

(0]

46

Resultado: negativo

negativo

negativo

Dose TA98 -S9

YG1024 - SO

Yy

G1021 - S9

P3 X

Pl

P3 X

negativo

Resultado:

6

27 28.7
- 260
36.5
26,5

43.0

28
27
38
26
40

23

7

negativo

AVA
AVAVEY
VaY

unesp

12

i

14

negativo

15 1e¢ 17 18



Anexos

I1-ANEXOS
11. 1 - Anexo |

UNESP UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE SAO JOSE DO RIO PRETO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS. LETRAS E CIENCIAS EXATAS

CONSENTIMENTO PARA I’,-\I'ITI(".IP.\(.‘.'\() EM
PESQUISA CIENTIFICA

Estou ciente de haver concordado em participar. voluntariamente.
da pesquisa que vem sendo realizada pelo Instituto de Biociéncias. Letras e
Ciéncias Exatas. IBILCE-UNESP de Sao José do Rio Preto - SP juntamente com
o Instituto de Quimica, UNESP Araraquara - SP. Para tanto. responderei um
questionario e fornecerei urina para analise.

Fui informado também de que os resultados a serem obtidos soO
serdo validos quando analisados em conjunto. nunca individualmente. Esse
estudo podera ser apresentado em publicagdes cientificas sem a minha

identificacgdo.

Sédo José do Rio Preto.

nome assinatura

AVA
AVAVAL
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Anexos

Para Uso do Pesquisador
Numero Codigo

QUESTIONARIO DE SAUDE PESSOAL

Por tavor. leia as seguintes questGes cuidadosamente e responda-as o mais
completo e corretamente possivel. A informag¢do dada ndo sera associada com seu nome
em nenhum documento publico e sera revelada somente ao investigador responsavel por
este estudo. As respostas que vocé fornecer podem ter um papel direto na interpretagdo

de nossos resultados.

HISTORIA PESSOAL

) Masculino ( ) Feminino
5. Grupo Etnico:
a)cor da peie
DA O I C A, oo e

6. Estado Civil: () Casado(a) () Solteiro(a) () Divorciado(a)
() Separado(a) ( ) Viuvo(a)
7. Quantos filhos naturais? (ndo incluir adotados ou enteados e considerar as criangas

naturais que  moram separadamente)

HISTORIA PROFISSIONAL PRESENTE E PASSADA

8. Trabalha atualmente? ( )Sim ( ) Nao

AVA
AVAVAL

1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o
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Anexos

9. Qual o nome da empresa que vocé trabalha agora. se ndo. o nome da ultima que

traballion:......covintiii
10.Quanto  tempo vocée trabalha nessa

companhia? ... ... ... .
11. Se menos do que 10 anos. qual companhia trabalhou previamente e por quanto

B ooz
12.Que tipo de trabalho vocé fez ou faz?

HISTORICO DE EXPOSICAO

13. Vocé tem sido exposto, em seu emprego. a algum dos seguintes compostos
quimicos?
13.1. Quando voce toi exposto pela primeira vez? (meses ou anos)

13.2. Quando voce toi exposto pela ultima vez? (meses ou anos)

13.3. Quanto tempo em termos de dias. meses ou anos, no total. vocé foi

exposto?

Asbestos

(amianto)

Radiagdo

Produtos

Carvao

Cinzas (de
madeira. couro ou
particulas finas de
metal)

Pesticidas

Herbicidas

AVA
AVAVAL
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Anexos

Produtos

petroleo

Tintura

Solventes

Outros  quimicos
(especificar no
item 15)

14. Listar os nomes de algumas substancias especificas as quais vocé sabe ter sido

exposto por aspira¢do ou contato direto com a pele no trabalho ou no ultimo ano ou

dentro dos ultimos dez anos.

14.1. Nos ultimos |12 meses:

I1S. Listar alguma exposi¢do a agentes quimicos ou fisicos que vocé se submeteu nos
ultimos 10 anos enquanto praticava um passatempo ou qualquer outra atividade em casa
ou em outro ambiente ndo profissional. Consulte na lista da questdo n°13 mas ndo limite
suas respostas somente aquelas substancias.

15.1. Nos ultimos 12 meses:

AYA
AVAVEY

1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o
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Anexos

15.2. Qual a frequéncia mensal de exposi¢ao”?

HISTORIA DE CIGARRO

16. Voce fuma constantemente? ()sim Se nido va para a

questdo 17
Se sim:
a)Ha quanto tempo voceé fuma
b)Vocé tuma atualmente? ( ) sim
Se sim proceda em diante.

Se nao. quando parou de fumar?
quanto tempo parou de tumar?

Proceda para a questao 16f
¢) Vocé ususalmente fuma cigarros? ) sim ( )ndo

Se sim. quantos magos por dia ) menos que meio/dia

) meio a um mago/dia

ymais que

quantos/dia ?

d) Voceé fuma frequentemente charutos? () sim ( )nao
Se sim, quantos charutos/dia? () | charuto?
() 2-3 charutos/dia?
()4 oumais charutos?
e) Voceé fuma trequentemente cachimbo? ( ) sim ( )ndo

Se sim. quantos/dia? ( ) 1/dia?

AVA
AVAVAL
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Anexos

( )2-3/dia?
()4 oumais?
f) O que fumou no passado?
() cigarro?
() charuto?
() cachimbo?
g) Vocé mastiga fumo frequentemente? ()sim ( )nao

h) Vocé usualmente usa rape? ( )sim ( )nao

17. Voce tem usado algum medicamento prescrito por um medico nos ultimos 12 meses
(por exemplo: comprimidos para pressdo sanguinea, antibioticos. antiinflamatorios,
antidepressivos, insulina, tranquilizantes. relaxantes musculares e etc.)?

( )sim ( ) ndo

Se sim. qual o tipo de medicac¢do. a dose. a quantidade/dia e o periodo de tempo (més de

inicio e de término)?

18. Vocé usou alguma medicacdo ndo prescrita nos ultimos meses (por exemplo:
aspirina. antiacidos, antihistaminicos, sedativos. ou outras drogas)?

( )sim () nao

Se sim. qual o tipo de medicagdo. a dose. a quantidade/dia e o periodo de tempo (mes de

inicio e de término)?

19. Vocé toma alguma vitamina frequentemente ou tomou nos ultimos 6 meses?
()sim ( )nao
Se sim, que tipo de vitamina. qual a dose e a quantidade por semana?

AVA
AVAVAL
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Anexos

20.a. Vocé ja teve ou tem alguma das seguintes enfermidades”

) Cancer

) Hepatite

) Mononucleose

) Herpes

) Aids

) Meningite

) Infeccdo bacteriana ou viral
) Doenca cardiovascular

) Diabetes

) Outras enfermidades

b. Se teve outras enfermidades. por favor especifique qual. quando adoeceu e qual o

tratamento indicado.

EYORTICA(S ) e omsummss st s s s oy 0SSR SR 09858 A B S N PR e _

c. Listar algumas outras doengas e os tratamentos que vocé se submeteu dentro dos

ultimos 12 meses (estes devem incluir gripes. resfriados etc. )

Doenca(s)

AVA
AVAVAL
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Anexos

d. Listar algumas vacinagdes que voceé recebeu nos ultimos 12 meses

Tipo deVacina..... ...

Data administrada........... ...
e. Listar qualquer raio X diagnostico ou terapéutico que vocé recebeu nos ultimos 10

anos

Reacdo ao raio X Ano Recebido

f. Voce ja fez algum raio X dentario?
Se sim. () no ultimo més
() nos ultimos 6 meses
() nos ultimos 6-12 meses

() mais de um ano atras

g. Voce fez alguma cirurgia no ano passado”?

Se sim. relacione o motivo e a data.

h. Voceé teve alguma febre alta durante o ano passado? ()sim (
Doenga Associada Medicacao utilizada

HISTORIA DA DIETA
(deve retletir somente habitos frequentes)

21. Voce come vegetais?

22. Vocé come carne”

AYA
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Anexos

19,

-a—dle

Se sim. como vocé come frequentemente 0s seguintes alimentos

Dias/semana

nunca
Bife.
Peixe
Frango
Porco
Outros
b. Como vocé prefere o bite”

() mau passado (

23.a. Voce usa adogante?  (

b. Quanto por dia? ...

24.a. Voceé toma bebida dietetica? |

b. Quanto por dia? .

) NO ponto 1

) sim

) sim

34

)bem passado

) NAO

) NAO

todo ¢

113

iid

25. Comente a respeito de uma dieta especifica ndo citada nas questoes acima. por

exemplo. dieta especial tal como. altas doses de proteinas. baixos niveis de carboidratos.

clc

26.a. Voce toma cafe? ( )sim

b.Se

b

sim.  quanto por dia

¢. Descateinado? ()sim

i

b.Se sim.  quanto por dia "

27.a. Vocetoma cha?( ) sim

)}

b.Se sim.  quanto por dia"

28.a. Voce toma cervela’

() nao

) nao

) Na0

) sSim ) NAO
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AVAVAL

unesp”, .

i

14

15

16

17

18



Anexos

b. Se sim. por favor indique sua media de consumo semanal:
() 1-6 garratas ou canecas/semana
() 7-12 garratas/semana

() 13-24 ¢arratas/ semana

() mais do que 24 garratas/semana. se esta categoria for escolhida. qual ¢ a sua

media de consumo de cerveja por semana’ ~........garrafas ou canecas/semana
29, Voce bebe vinho” ()sim ( )ndo

Se sim. por tavor indicar a media de vinho consumido semanaimente:
() I-4 copos/ semana
() 5-8 copos semana
() 9-16 copos/semana
() mais do que 16 copos por semana. Se esta categoria for escolhida.

qual a media de consumo de vinho semanal? ..................... COpOS por semana.
30. Voce bebe outra bebida alcoolica? (excluindo cerveja e vinho). () sim ( ) nao

Se sim. por favor indicar a media consumida semanalmente.
() 1-4 copos/semana
() 5-8 copos/semana
() 9-106 copos/semana
() mais do que 16 copos por semana. Se esta categoria for escolhida.

qual a media de consumo semanalmente? ... ... COpOS por semana

31. Voceé trequenta usualmente a sauna ou taz banhos quentes? () sim
Quao frequentemente’

Quao recentemente’

HISTORIA GENETICA

32. Voce tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou outra doenga genetica
ou doenca herdada que areta seus pais. irmdos. irmas ou seus tilhos?
()sim () ndo

sim. - por tavor especiticar

AVA
AVAVE
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Anexos 143

33.a. Vocé ou a sua esposa ja tiveram dificuldade em engravidar (por um periodo de
pelo menos 12 meses) ou :a toram diagnosticados como intérteis”

()sim ()ndo
Se sim. por tavor especificar (indicar quando ocorreu a diticuldade ou quando recebeu o

diagnostico)

33.b. Voceé ja tez uma analise de sémen? () sim ( )nado

34. Voce ou sua esposa ja tiveram criangas com deteitos de nascimento ou outras

doencas geneticas ou doencas herdadas” ()sim ( )nao

Se sim. por favor especificar (indicar quando a crianca nasceu e a natureza da doenca):

35. Vocé ou sua esposa podem relatar a ocorréncia de algum tipo de aborto”

( )sim ( )nao

36. Voceé tem um casal de zémeos vivos?

()sim ( )nao

37. Sua esposa (ou mae de um filho) apresentou parto tranquilo?

( )sim ( )nao

AVA
AVAVAL
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Anexos

11.2 - Anexo 2
Procedimento de Lavagem de Material

Toda vidrana utilizada na metodologia de extra¢do fo1 imersa em solugdo
5% de detergente Extran neutro e ultrassonicada por 20 minutos. Em seguida

enxaguadas por varias vezes em agua de torneira. agua destilada e agua Milli - Q

¢ secadas em estufa. Os frascos foram envolvidos em papel aluminio ¢
cuardados.

As vidrarias utilizadas nos ensaios de mutagenicidade foram esterilizadas
em autoclave a 121° C por | hora. Foram imersas em solugdo 5% de detergente
Extran neutro por 24 horas e em seguida enxaguadas seqiiencialmente. por varias
vezes. com agua de torneira. agua destilada e agua Milli - Q. Apos a secagem em
estufa e devidamente embrulhadas foram esterilizadas em forno a 180° C por |
hora.

AVA
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