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Natural Science

[Tide Pools]

“"When the ebbing tide retreats
Along the rocky shoreline
It leaves a trail of tidal pools
In a short-lived galaxy
Each microcosmic planet

A complete society

A simple kind mirror
To reflect upon our own
All the busy little creatures
Chasing out their destinies
Living in their pools

They soon forget about the sea...

Wheels within wheels in a spiral array
A pattern so grand and complex
Time after time we lose sight of the way

Our causes can't see their effects...”

Rush (Permanent Waves)



“Ninguém pode ser perfeitamente livre
enqguanto todos nao forem livres;
ninguém pode ser perfeitamente moral
enquanto todos nao forem morais;
ninguém pode ser perfeitamente feliz
enquanto todos nao forem felizes”

H. Spencer
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Resumo

Considerando os diversos efeitos adversos que a matéria particulada
(MP) atmosférica e os contaminantes quimicos ambientais causam aos
ecossistemas e a saude humana, o presente estudo procurou avaliar, o
potencial mutagénico e recombinogénico de (i) extratos organicos de MP10,
com diametro <10um e de particulados totais em suspensao (PTS), coletados
na regiao metropolitana de Canoas nos meses de Novembro de 2003
(primavera) e Janeiro de 2004 (verdo) — que sofre a influéncia de diversas
industrias e principalmente do intenso trafego veicular da BR 116 e (ii) quatro
nitro-derivados de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (NHAPs),
ambientalmente importantes — 1-Nitronaftaleno (1NN), 1,5-Dinitronaftaleno
(1,5DNN), 9-Nitroantraceno (9NA) e 2-Nitrofluoreno (2NF). Para tanto foi
empregado o Teste para Deteccao de Mutacdo e Recombinacao Somatica
(SMART) em Drosophila melanogaster, que permite a deteccdo simultdnea de
mutacdo génica e cromossOmica, assim como de eventos relacionados com
recombinacdao mitdtica — possibilitando quantificar a contribuicdo deste ultimo
parametro genético para a genotoxicidade total dos contaminantes.

No que se refere a MP ndo foram observados resultados positivos na
coleta de verao no cruzamento padrao, embora nas amostras da primavera
tenham sido obtidos dois resultados positivos, referentes as amostras cruas
(100%) de MP10 e de PTS. Entretanto, enquanto as genotoxinas presentes na
MP10 induziram exclusivamente recombinacdao homodloga, as amostras de PTS
apresentaram aproximadamente 62% de agao recombinacional e 38% de

atividade mutacional, génica e/ou cromossémica. Esta resposta genotdxica
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diferencial pode ser relacionada a diferencas na composicao dos
contaminantes presentes nestas duas fracbes de particulas aéreas.
Adicionalmente no cruzamento aprimorado as amostras coletadas na
primavera — MP10 e PTS — induziram aumentos significativos na freqiiéncia
de clones mutantes nas doses de 50 e 100% — que sdo induzidos
exclusivamente por recombinagcao mitdtica e estao relacionadas a presenca de
genotoxinas geradas no processo de metabolizagao via citocromo P450. Na
coleta de verao foi diagnosticado um resultado positivo para o 100% de MP10,
que nao foi detectado no cruzamento padrao para esta mesma estagao,
indicando que os altos niveis de enzimas de metabolizacdo, caracteristicos
deste cruzamento, funcionaram como mecanismo de ativagao das genotoxinas

presentes na fragcdo organica das particulas inalaveis.

Os resultados obtidos para os nitrocompostos apontaram para efeitos
positivos no genoétipo trans-heterozigoto para os quatro NHAPs avaliados,
produzindo aumentos estatisticamente significativos na freqliéncia total de
manchas, que representa a genotoxicidade total da amostra. Nos individuos
heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3, apenas o 1,5DNN induziu
aumentos significativos no total de manchas — indicando que além da agao
recombinacional o 1,5DNN também induz mutacdo. Nos demais compostos —
1NN, 9NA e 2NF — a auséncia de diferencas significantes em relacdao aos
controles negativos no genoétipo heterozigoto para o cromossomo TM3 é
indicativo de que a acdo tdxico-genética destes NHAPs deve-se basicamente a
inducao de recombinagao mitética entre cromossomos homaélogos. O 1NN foi o
composto com a maior poténcia genotdxica, induzindo cerca de 10 clones /10°

células/ mM — seguido pelo 9NA. Observa-se também que o 1NN é cerca de
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333 vezes mais genotdéxico que os compostos igualmente menos potentes —
1,5DNN e 2NF. Esta diferenca em termos de poténcia genotdxica pode ser
correlacionada a presenca de um grupo nitro no 1NN e de dois grupos nitro no
seu correspondente 1,5 DNN — sugerindo que o primeiro é provavelmente
mais acessivel a transformacao metabdlica do que o segundo.

Todas estas observagdes validam as investigacdes voltadas para a
caracterizacdo dos extratos organicos e dos contaminantes ambientais quanto
a sua acao como indutores de recombinacao homodloga (RH) in vivo. A RH é
um evento associado a diferentes etapas do processo de tumorigénese, e a
poluicdo aérea é responsavel por ~10,7% dos casos de cancer de pulmao e
~1% de outros tipos de cancer — o que torna a avaliacdo da inducdo de RH
fundamental para a obtencdo de dados referentes ao risco genético imposto

por contaminantes ambientais.



Abstract

Considering the several adverse effects of atmospheric particulate
matter (PM) and of the environment chemical contaminants on the ecosystems
and human health, the present study aimed to assess the mutagenic and
recombinagenic potential of PM10 organic extracts measuring less than 10 pm
and of total suspended particulates (TSP) collected in the Greater Canoas
region, in November 2003 (spring) and January 2004 (summer). The region is
under the influence of diverse industrial activities and most specially of intense
motor vehicle traffic from BR116. This study also investigated four nitro-
polycyclic aromatic hydrocarbons (NPAHs) of environmental relevance: 1-
Nitronaphthalene (1NN); 1,5-Dinitronaphthalene (1,5DNN); 9-Nitroanthracene
(9NA); and 2-Nitrofluorene (2NF). The Somatic Mutation and Recombination
Test (SMART) in Drosophila melanogaster was used. The assay allows the
simultaneous detection of gene and chromosome mutations, as well as of
events related to mitotic recombination, which affords to quantify the
contribution of this last genetic parameter to total genotoxicity of
contaminants.

As regards PM, no positive results were observed in the standard cross
for the summer collection, although the spring samples generated two positive
results for the raw (100%) PM10 and TSP samples. Nevertheless, while the
genotoxins present in PM10 induced only homologous recombination, the TSP
samples presented roughly 62% of recombinational activity and 38% of gene
and/or chromosome mutation activity. This distinct genotoxic response may be

related to the different composition of contaminants present in these two
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fractions of airborne particles. Additionally, the spring samples — PM10 and
TSP, at the 50 and 100% doses — induced significant increases in mutant
clone frequency in the high-bioactivation cross. These mutant clones are
induced exclusively by mitotic recombination and are related to the presence
of genotoxins produced in the cytochrome P450 metabolization process. For
the summer samples, positive results were recorded for 100% of PM10, which
was not detected in the standard cross for the same season, which suggests
that the high levels of metabolization enzymes, typical of this cross, work as
an activation mechanism for genotoxins present in the organic fraction of
inhalable particles.

The results obtained for the nitrocompounds point to the positive effects
on the trans-heterozygous for the four NPAHs assessed, which produced
statistically significant increases in total spot frequencies, representing the
total genotoxicity of the sample. Concerning the balancer chromosome TM3,
only 1,5DNN induced significant increases in total spot frequencies in
heterozygous individuals, which also indicated that apart from the
recombinational action, 1,5DNN also induces mutation. For the other
compounds, 1NN, 9NA, and 2NF, the absence of significant differences in
comparison to the negative controls in the heterozygote genotype for
chromosome TM3 indicates that the genotoxic action of these NPAHs is
essentially due to the mitotic recombination between homologous
chromosomes. 1NN was the compound with the highest genotoxic potential,
inducing approximately 10 clones /10 cells/ mM, followed by 9NA. It was also
observed that 1NN is roughly 333 times more genotoxic than the equally less

potent compounds — 1,5DNN and 2NF. This difference, in terms of genotoxic
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potential, may be related to the presence of one nitro group in 1NN and to two
nitro groups in its counterpart, 1,5DNN. This suggests that the former is
probably more susceptible to metabolic transformation than the latter.

All these observations validate the investigations directed towards the
characterization of organic extracts and of the environmental contaminants as
regards their action as inducers of in vivo homologous recombination (HR). HR
is an event associated to the different stages of tumorigenesis, and airborne
pollution is accountable for ~10.7% of lung cancer cases and ~1% of other
types of cancer — which makes the evaluation of HR essential to obtain data

of the genetic risk posed by environmental contaminants.



Capitulo I

Introducao Geral




1. Introducao

O crescente registro da diminuicdo da camada de oz06nio, as mudangas
climaticas globais, assim como os acidentes industriais quimicos e radioativos
sao questdes preocupantes, que estimulam os debates sobre a necessidade de
medidas imediatas e efetivas para a manutencao da qualidade ambiental. O
crescimento populacional e o conseqliente aumento nas atividades agricola e
industrial, assim como a urbanizagdao, sao fatores de risco que podem levar
tanto a diminuicdo da biodiversidade como da variabilidade genética de
populagdes naturais — com aumento da vulnerabilidade ao estresse ambiental
e subseqliente extincdo das espécies. Ainda que a extingdo e a evolugao de
novas espécies sejam parte da histéria da vida na Terra, a destruicao
acelerada de habitats naturais esta diretamente relacionada ao declinio e ao
desaparecimento de muitas populagdes (Bickham et al., 2000).

Estima-se que os compostos genotoxicos constituem pelo menos 5%
dos poluentes derivados da acao antropica em qualquer ecossistema
(Rajaguru et al., 2001). Dependendo da concentragao, as toxinas langadas no
ambiente podem causar danos diversos na biota a ela exposta. Embora na
maioria das vezes nao sejam capazes de provocar efeitos agudos e imediatos,
podem, por outro lado, reduzir a sobrevivéncia destes organismos através de
lesGes cronicas que se manifestam, a médio e a longo prazo, como desordens
fisioldgicas em diferentes tecidos e dérgaos ou como alteracbes genéticas
(White e Rasmussen, 1998). Enquanto mudangas no conteudo informacional
de células somaticas podem ser associadas a inducao de cancer e a diversas

doencgas degenerativas (Karsten e Krypsin-Sorensen, 1988; Kirkwood, 1989;
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Bridges et al., 1990; Fearon e Vogelstein, 1990), em células germinativas tais
eventos podem levar a alteragdes que aumentam significativamente a carga
genética das futuras geracdes (Bickham et al., 2000; De Wolf et al., 2004).

Considerando que as populagdes estdo expostas a contaminacdo
ambiental, seja por via aérea, terrestre ou aquatica, o monitoramento da
poluicaéo do ambiente tem um papel fundamental, ndao apenas para as
populacdes humanas, mas também para os ecossistemas associados. Um
ponto relevante relaciona-se ao fato de que as pessoas que habitam regides
contaminadas por poluentes aéreos sofrem exposicao crbnica, ja que inalam
cerca de 10.000 a 20.000 litros de ar/dia, o que significa que mesmo baixas
concentracdes de poluentes aéreos — especialmente compostos organicos
associados a particulas aéreas — representam um risco genético (Scarpato et
al., 1993).

O termo matéria particulada (MP) refere-se tanto a particulas sélidas,
gquanto a gotas liquidas que se encontram em suspensao na atmosfera. Esta
matéria ndo é um simples contaminante, mas acima de tudo uma mistura de
muitas subclasses de poluentes, que contém diferentes espécies quimicas (US
Environmental Protection Agency, 1996). Ainda que a associagao entre as
concentracdes das MPs e os seus efeitos sobre a salde humana venha sendo
objeto de inumeros trabalhos experimentais, permanece em aberto a questdo
referente aos exatos mecanismos bioldgicos envolvidos na génese de algumas
doencgas humanas relacionadas a poluicao atmosférica. A estreita relagcao entre
cancer de pulmdo e agentes mutagénicos e/ou carcinogénicos exdgenos,
associada ao fato de que a grande maioria destas genotoxinas é inalada

através da MP — atingindo regides especificas do trato respiratério, em funcao
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dos seus diferentes diametros aerodinamicos — justifica os inUmeros trabalhos
envolvidos na caracterizacao dos efeitos genotdxicos dos poluentes presentes
nas particulas aéreas (Buschini et al., 2001). A MP atmosférica é constituida
por diferentes fracdes (Figura 1) — definidas de forma geral como grossas,
finas e ultrafinas — cuja origem esta vinculada a fonte de poluicdo e como
conseqliéncia aos mecanismos envolvidos na sua formacgao (Englert, 2004).
Desta forma, a MP pode variar tanto na sua composicao quimica (Fang et
al.,1999), quanto no seu efeito final sobre os seres humanos (Monn e Becker,
1997; Beeson et al.,1998; Naeher et al., 1999). A fragao grossa, que inclui
particulas maiores do que 2,5 micrometros, origina-se primariamente de
fontes naturais (poeira, pdlen, bactérias, etc.) sendo gerada freqlientemente
por forcas mecanicas, enquanto as fragdes fina e ultrafina (particulas <2,5 e
<0,1 micrometros, respectivamente) sdo produzidas por emissdes
antropogénicas — principalmente mediadas pela intensidade do trafego
veicular. Sulfatos, acidos fortes, amoénia, nitratos, compostos organicos e
elementos traco (incluindo metais), sdo formadores deste ultimo tipo de MP. A
grande maioria das fontes da MP fina esta relacionada a combustao féssil, a
gueima da vegetacao e fusao mineral, e/ou a outros processos envolvendo
combustao (Buschini et al., 2001; De Kok et al., 2006).

Particulas com um diametro superior a 10um normalmente ficam
depositadas nas cavidades oral e nasal, entretanto, particulas com diametro
entre 2,5-10pm penetram regides mais internas do trato respiratério.
Particularmente, MP2,5 e particulas ultrafinas (<0,1um), também chamadas
de MP 0,1, podem causar mais efeitos adversos a saude do que as particulas

de maior tamanho, ja que penetram profundamente nos alvéolos. De fato,
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Particulas grossas

MP2.5 MP10 PTS

PU

Figura 1: FracOes da matéria particulada (MP). As particulas maiores
abrangem as menores, ou seja, MP2,5 é parte de MP10, enquanto PU
(particulas ultrafinas) é parte de MP2,5 e MP10. A darea de cada
quadrado representa a contribuicdo de cada fragdo para a MP em
cidades Européias (Englert, 2004). PTS (particulados totais em

suspensao).
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uma série de estudos toxicoldgicos evidencia que as particulas com menor
diametro causam mais inflamacdes nos pulmdes do que as de maior diametro,
mesmo quando constituidas por um mesmo material (Claxton et al., 2004). O
mecanismo que gera este efeito ainda ndo estda bem compreendido, embora a
inducdo de estresse oxidativo, pela formagcao de espécies reativas de oxigénio,
pareca ser o mecanismo central, através do qual a MP gera o processo
inflamatdrio, causando efeitos adversos a saude (Donaldson et al., 2003;
Sorensen et al., 2003). Somado a isto, estas espécies reativas também
contribuem, através de uma via genotodxica, para as associacdes entre cancer
de pulmdo e exposicio a MP, observado em diferentes estudos
epidemioldgicos (Beeson et al., 1998; Pope et al., 2002) (Figura 2).

Ainda que muitos compostos carcinogénicos e genotdxicos tenham sido
isolados a partir das MPs — tanto na América do Norte, quanto na Asia e
Europa — na América Latina, onde as fontes de combustdo sdo diferentes das
destes hemisférios, poucas sao as informagdes referentes a atividade
genotoxica da matéria particulada (Kretzschmar, 1994, De Martinis et al.,
1999). Além disto, a poténcia tdoxica da MP é determinada, em grande parte,
pela sua composicao quimica. De fato, compostos organicos como os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e seus nitro derivados (NHAPSs)
adsorvidos nos particulados, assim como metais presentes na fragao
inorganica da MP, apresentam alto potencial mutagénico e citotéxico (De Kok
et al., 2006). Desta forma, a caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos
das particulas atmosféricas € um dos primeiros passos envolvidos no
monitoramento da qualidade do ar — ja que estes valores podem ser

extrapolados, quando da interpretagdao dos dados de genotoxicidade (Buschini
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I.‘ . ‘ Particulas nos alvéolos
o

/|

Compostos Metais Particulas
organicos (HAPs)| | de transicio | | em macrofagos

ANV

Adutos de DNA Espécies Inflamagéo
reativas
’ de oxigénio ’
/
Mutacao , \
Peroxidacao de lipidios .
' Proteina C Aumento na Trombose

' \

. m sl | Evento isquémico
Tumor maligno

reativa viscosidade
Iniciacao
Promogao
Progressao [ Placas ateromatosas |

Figura 2: Diagrama hipotético que mostra como a exposicdo cronica as
particulas aéreas pode levar ao cancer e a arteriosclerose (Sorensen et al.,

2003).
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et al.,, 2001). Entretanto, a identificacdo de compostos mutagénicos
especificos é limitada pela extrema complexidade da matéria organica extraida
das particulas aéreas — o que leva a necessidade de fracionamento das
amostras, ao isolamento e a posterior identificagdo dos compostos
mutagénicos, visando a caracterizacao da resposta genotdxica (De Martinis et
al.,1999). Outro ponto relevante relaciona-se ao fato de que os resultados de
genotoxicidade, obtidos para as diferentes fracbes destes extratos, nem
sempre refletem o que verdadeiramente acontece na mistura complexa —
onde as diferentes substancias podem interagir de forma sinérgica, aditiva ou
antagobnica (Donelly et al., 1990). Os poluentes organicos adsorvidos estdo
geralmente presentes nas misturas complexas, de tal forma que o
componente com potencial mutagénico pode ser o que possui a menor massa,
o que dificulta a sua identificagao — portanto, para que se possa identificar
este componente, é preciso associar diferentes bioensaios genéticos que sao
aplicados para a analise da genotoxicidade da amostra bruta, assim como para
as diferentes sub-fracbes obtidas durante o processo de fracionamento
(Lewtas et al., 1990).

Uma série de testes de curta duracdo pode ser empregada para a
caracterizacdo dos danos genéticos induzidos pela poluicdo aérea (Claxton e
Woodall Jr., 2007) — permitindo definir o risco ambiental imposto tanto por
misturas heterogéneas como por mutagénicos especificos — facilitando a
aplicacao de medidas de prevencao que visam a reducao da carga genotodxica

associada a poluicdo ambiental.
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1.1. Bioensaios Utilizados

Diversos solventes e metodologias de extragao sao empregados para a
andlise da fracdo orgénica presente na MP atmosférica. Tais métodos tém
influéncia direta sobre a resposta genotdxica observada em diferentes
bioensaios, ja que cada solvente apresenta uma maior ou menor afinidade por
diferentes tipos de compostos organicos. Diclorometano (Cernd et al., 1999),
metanol (Delgado-Rodriguez et al., 1999), acetona (Kuo et al., 1998) e
ciclohexano (De Flora et al., 1989) sao os solventes extratores mais utilizados
— assim como combinagdes com diferentes solventes (Vargas et al., 1998; De
Martinis et al., 1999). Juntamente com o tipo de solvente utilizado, o método
de extracdao também pode variar, indo desde o uso de sonicacao (Sato et al.,
1995) e extracdo com Soxhlet (Delgado-Rodriguez et al., 1999) até
combinagdes destas duas metodologias (Barale et al., 1989) — mais

utilizados na extragao das fracdes presentes na matriz.

1.1.1. Em Bactérias (Sa/monella typhimurium)

Entre os diversos bioensaios de curta duragao utilizados para avaliar os
efeitos que misturas complexas podem causar no material genético destaca-se
o teste de Ames (Ames et al., 1975), que utiliza linhagens especificas de
Salmonella typhimurium — fornecendo informacdes sobre alteracdes genéticas
do tipo mutacdo génica. De fato, este teste tem sido o mais empregado na

deteccao da atividade mutagénica associada a matéria particulada ambiental
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— em torno de 50% dos trabalhos disponiveis na literatura (Claxton e Woodall
Jr., 2007) — especialmente no que se refere aos extratos organicos,
mostrando resultados significativos tanto em auséncia como em presenca de
fragao de metabolizagao (Claxton et al., 2004).

Extratos orgénicos de particulas aéreas — coletadas na cidade de
Xangai, na China — mostraram acdo mutagénica direta e indireta quando
avaliados na linhagem TA98, mas nao na TA100. Tais achados sugerem que
estas particulas sejam indutoras de mutacdes pontuais do tipo deslocamento
do moddulo de leitura, ja que este é o tipo de alteragao expresso na linhagem
TA98. Também foi observado um acréscimo significativo no potencial
mutagénico das sub-fracdes da matéria organica extraida (MOE) apds ativacao
com a fracdo S9, caracterizando a acao pré-mutagénica destas sub-fracoes,
ainda que tenha sido detectado um decréscimo da mutagenicidade do extrato
organico total quando em presenca da S9 (Zhao et al., 2002).

Utilizando a linhagem TA100 de S. typhimurium, com e sem ativagao
metabdlica, foi analisada a atividade mutagénica das MP2,5 e MP10 na cidade
de Chiang Mai na Tailandia, durante o periodo de margo de 1998 a outubro de
1999. Os dados obtidos mostraram que os dois extratos induziram mutagdes
pontuais associadas aos seus metabdlitos — e que esta resposta positiva esta
restrita aos meses de inverno, sugerindo que existe uma maior diluicdo dos
poluentes nos meses de verdo. Observou-se também que, nesta estacdao do
ano, os niveis de MP2,5 e MP10 estavam acima dos permitidos pela Agéncia
de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) (Vinitketkumnuen et al.,

2002).
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Quando as linhagens TA98 e YG1041 (niveis aumentados de
nitroreducao) foram utilizadas para analisar a mutagenicidade da MOE de
particulados MP10, em uma regidao poluida da Boemia do Norte, verificou-se
um aumento significativo na inducao de mutantes, que foi maior nas amostras
coletadas durante o inverno. De fato, a quantidade de MOE neste periodo foi
1,7 vezes mais alta do que a observada no verao, o que pode explicar a maior
genotoxicidade das amostras coletadas na estacao fria. Outro ponto relevante
relaciona-se com a anadlise da poténcia mutagénica indireta de sub-fragdes
aromaticas, contendo HAPs, que revelou baixos indices de mutagenicidade. No
entanto, valores maiores foram observados em relacdo a acao direta das
fragdes contendo NHAPs — confirmando que tais compostos foram os que
mais contribuiram para a mutagénese das particulas aéreas (Cerna et al.,
2000). Além disto, Pastorkova et al. (2004) examinando extratos organicos de
MP10 também obtiveram valores de mutagenicidade mais altos para a
linhagem YG1041 do que para a TA98, sugerindo que as nitroarenas
exerceram um papel fundamental na atividade mutagénica destas amostras,
coletadas em quatro cidades na Republica Tcheca. Os autores observaram
correlagdes entre o efeito mutagénico e as concentracdes de HAPs, a exemplo
do que foi posteriormente evidenciado por Du Four et al. (2004). De fato,
estes Ultimos autores mostraram que tanto a atividade mutagénica (mediada
pela TA98, com valores mais altos com o uso de S9), quanto as concentragoes
individuais dos 16 HAPs identificados foram maior no inverno do que no verao
— em extratos de MP10 coletados em areas industriais, rurais e urbanas em
Flanders na Bélgica. Outro estudo conduzido na cidade de Maastricht, na

Holanda, encontrou correlacdo entre a atividade mutagénica, utilizando TA98,
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com e sem metabolizagao, e as concentragbes de 16 HAPs (6 HAPs
carcinogénicos) presentes em particulados totais em suspensao (PTS) —
entretanto para MP2,5 esta correlagao sé ocorreu quando em presenca da
fragao de metabolizagao S9 (De Kok et al., 2005) .

Claxton et al. (2001) caracterizaram o potencial genotdxico da matéria
particulada do ambiente aéreo — proveniente, primariamente, de emissoes
automotivas e de fumaca de queimadas — através do teste de Ames, por
incorporacao em placa e por suspensdao. O teste em micro-suspensao é
indicado para a anadlise de pequenas quantidades de amostra, tendo como
vantagem adicional uma maior sensibilidade para amostras ambientais aéreas
que contenham compostos nitroaromaticos, como previamente demonstrado
por Kado et al. (1986). De fato, as MP2,5 coletadas no periodo de inverno
apresentaram mutagenicidade em ambas as metodologias. Ainda que tenha
sido observada uma maior variabilidade de respostas no método de micro-
suspensdo este foi uma ferramenta mais sensivel do que a metodologia de
incorporacao em placa. Outro ponto relevante refere-se ao fato de que as
respostas positivas no método de suspensdo foram basicamente evidenciadas
na linhagem TA98, estando relacionadas a acao de mutagenos diretos. Ao
contrario, no teste de incorporacdo em placa, o uso de um sistema de
metabolizacdo exdgeno aumentou a resposta mutagénica desta mesma cepa.
O conjunto destes dados demonstra que alteragdes na metodologia de um
mesmo bioensaio podem levar a respostas genotdxicas alternativas.

No Brasil, o teste de Ames também tem sido o mais utilizado para
avaliar a toxicidade genética associada a MP atmosférica em areas urbanas e

industriais (Sato et al., 1995; Vargas et al., 1998; De Martinis et al., 1999;
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Ducatti et al., 2001; Umbuzeiro et al., 2008). Ducatti e Vargas (2003)
avaliaram, através do teste de micro-suspensao, utilizando a linhagem TA98 e
duas variantes — TA98NR e TA98/1,8DNP6 deficientes, respectivamente, nas
funcdes de nitro-reducdo e de transacetilacdo — a atividade mutagénica dos
PTS, em quatro pontos diferentes dentro da area urbana de Porto Alegre. O
sitio com a maior influéncia do trafego veicular foi também o que evidenciou a
maior atividade mutagénica. Além disto, o decréscimo na atividade tdxico-
genética observado nas linhagens TA98NR e TA98/1,8DNP6 indicou que os
nitrocompostos contribuiram de forma significativa para a mutagenicidade da
area urbana de Porto Alegre. Outro ponto relevante deste estudo estd
relacionado ao fato de que mesmo as amostras que com valores de PTS
aceitaveis, pelos padroes estabelecidos por lei, mostraram atividade

mutagénica.

1.1.2. Em Plantas

Embora o uso de plantas seja a principio uma metodologia rapida e
barata, ainda existem limitagOes, que restringem o uso deste sistema para a
avaliacdo da toxicidade genética associada a amostras ambientais — ja que
nestes organismos processos fundamentais, como a metabolizacao de
xenobidticos, ainda ndo estdo bem compreendidos (Plewa et al., 1983).
Entretanto, estes organismos propiciam a obtencao de dados experimentais
relacionados a danos cromossémicos mitdticos e meidticos e a mutacdes

génicas em Joci multiplos e especificos. Além disto, dos 84 compostos que
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foram positivos em bioensaios centrados em plantas, 42 sdo poluentes aéreos
ou pesticidas (Ma et al., 2005).

Ainda que o teste de micronlcleos em animais seja direcionado para
estudos, em laboratdrio, dos mecanismos patogénicos envolvidos com a perda
de pedacos ou de cromossomos inteiros (Saldiva e Béhm, 1998), nenhum
bioensaio animal, visando a deteccao destas mutacdes cromossémicas, foi
amplamente utilizado para monitoramento Jin situ. Entretanto, plantas
multicelulares e eucaridticas, como a Tradescantia, tém sido efetivamente
aplicadas para o monitoramento in situ da genotoxicidade de poluentes aéreos
(Ma et al.,1982; Arutyunyan et al., 1999; Batalha et al., 1999; Kim et al.,
2003; Misik et al., 2007).

Utilizando Tradescantia pallida — uma planta popular de jardim no
Brasil - monitorou-se a genotoxicidade in situ de poluentes aéreos em dois
pontos altamente poluidos da cidade de S3o Paulo (Cerqueira César e
Congonhas) e dois pontos na area rural (Pirassununga e Caucaia do Alto).
Através deste procedimento, foram observados acréscimos nas freqliéncias de
micronucleos em todos os pontos testados - sendo que os valores obtidos na
area urbana foram significativamente superiores aos obtidos para a area rural
(Guimaraes et al., 2000). Além disto, Carvalho-Oliveira et al. (2005) também
demonstraram incremento nas freqléncias de micronlcleos quando
submeteram Tradescantia pallida a diferentes concentracoes de extratos de
MP2,5 coletados na area urbana de Sao Paulo.

Monarca et al. (1999) utilizaram este mesmo teste para avaliar a
presenca de compostos mutagénicos em particulados urbanos (MP10), bem

como para monitorar, in situ, os poluentes gasosos presentes em duas cidades
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da Itdlia, Brescia e Perugia. Particulados coletados em locais de trafego
intenso apresentaram resultados positivos, demonstrando um aumento
significativo na freqtiéncia de micronucleos. De fato, dados semelhantes foram
também observados em um estudo in situ na area urbana de Caserta, ao sul
da Italia (Isidori et al., 2003).

Misik et al. (2006) monitoraram os efeitos genotdxicos de areas
poluidas em Bratislava na Eslovaquia, utilizando o teste de micronucleo em
Tradescantia paludosa. Os niveis mais elevados de micronucleos foram
observados em area préxima a uma industria agroquimica — com valores de
3,1 e 2,7 vezes superior aos controles negativos, respectivamente nos anos de
2003 e 2004. Efeitos mais brandos foram encontrados nas areas de trafego
veicular e de industrias de fabricacdo de vidros, embora o ponto situado
proximo a uma industria petroquimica ndo tenha apresentado efeitos
significativos.

Utilizando Allium cepa, como organismo experimental, foram obtidos
dados significativos quanto a inducdo de aberracbes cromossomicas
provocadas pela poluicdo atmosférica em uma regido industrializada da
Iugoslavia (Al Sabti, 1989), assim como atividade genotéxica — associada aos
extratos da matéria particulada, em uma regido de trafego veicular na cidade
de Parma na Itdlia (Poli et al., 1999).

Através dos testes de micronucleo e de troca entre cromatides irmas em
Zea mays, foi avaliada a genotoxicidade associada aos extratos de particulas
grossas (10-2,5um) e finas (2,5-0,4um) em uma area urbana, com alta
densidade de trafego veicular, em L’Aquila na Itdlia. Tanto as particulas

grossas quanto as finas induziram mutagdes cromossOmicas, ainda que as
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ultimas tenham sido mais clastogénicas do que as primeiras. Neste mesmo
estudo também foi demonstrado que os extratos de MP2,5 e MP10 induziram

micronucleos em Daucus carotia (Poma et al., 2002).

1.1.3. Em Células de Roedores e de Humanos

O potencial genotdxico da MOE de particulas aéreas ambientais do tipo
MP10 foi avaliado em cultura de células de mamiferos — cultura de
hepatdcitos provenientes de ratos machos e de células V79NH do pulmao de
camundongos, expressando atividade de nitro-redutase, mas sem acao de
citocromo P450. As amostras foram coletadas em duas regides na Republica
Checa — o distrito industrial de Téplice e o distrito rural de Prachatice — nos
periodos de verao e inverno, que apresentam, respectivamente, niveis baixos
e altos de poluicdo aérea. Como marcador da agao genotdxica das fracdes
organicas, foram analisadas monoadicbes de DNA, através de marcacdo
radioativa com 3?P. Através desta metodologia foi possivel demonstrar que as
fracdes aromaticas levemente polares — que contém a maioria dos HAPs, bem
como nitro derivados — induziram os maiores indices de monoadicdes,
representados por 75 a 90% dos totais observados nas demais fragoes
analisadas. Cabe ainda ressaltar, que os maiores valores foram detectados no
periodo de inverno no distrito de Téplice (Topinka et al., 2000).

A atividade citotdxica e genotéxica da MOE proveniente de MP2,5 e
MP10 em uma area de baixo trafego veicular na cidade de Hong Kong na

China, foi avaliada através do teste colorimétrico de proliferacao celular (MTT)



35

e do ensaio Cometa em cultura de fibroblastos de roedores. Os resultados
evidenciaram que a atividade citotdxica foi mais elevada para MP2,5 no
periodo de inverno, além disto, os dados referentes ao Cometa mostraram que
os danos de DNA ocorreram em doses ndo citotdxicas. Este dado é um alerta
para o fato de que a exposicdo cronica a doses nao citotéxicas de poluentes
aéreos pode levar ao acumulo de lesbes no DNA — o que poderia estar
associado aos efeitos adversos da MP a saude humana (Hsiao et al., 2000).

Motta et al. (2004) utilizaram células epiteliais de figado de hamster
chinés (CHEL), que s3ao metabolicamente competentes, para avaliar a
freqiiéncia de aberragbes cromossOmicas induzidas por extratos organicos de
PTS em dois pontos de alto trafego veicular, localizados no centro da cidade
de Catania na Itdlia. As amostras de ambos os pontos induziram efeitos
clastogénicos na linhagem CHEL, mas ndo nas células de ovario de hamster
chinés (CHO) — que ndao possuem metabolizacdo — sugerindo que os
compostos organicos presentes na MP destes pontos sdo pro-mutagenos e,
portanto, precisam ser metabolicamente ativados antes de exercerem
atividade genotodxica.

Outro estudo também utilizou células metabolicamente competentes
(HEPG2), provenientes de carcinoma hepatocelular humano, para analisar
extratos organicos de particulados MP10 nas cidades européias de Praga
(Republica Tcheca), Kosice (Republica da Eslovaquia) e Sofia (Bulgaria)
através do ensaio Cometa. Os dados apontaram para aumentos significativos
de danos no DNA em uma relagdao dose-dependente para as amostras
oriundas destas trés cidades. De fato, os aumentos nas quebras de fita de

DNA induzidos pela MOE foram até quatro vezes superiores aos observados
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para o controle negativo (Gabelova et al., 2004). ]a, Sevastyanova et al.
(2007), utilizando extratos organicos de MP10 coletados nas mesmas cidades
do estudo anterior, observaram que a linhagem HEPG2 foi a mais sensivel, em
comparagao com células de fibroblasto de pulmédo (HEL) e mondcitos humanos
(THP-1), na deteccdo da atividade genotdxica destas amostras, apresentando
0s niveis mais altos de monoadicdes de DNA — 15-190/10% nucleotideos
contra, respectivamente, 2-15 e 1,5-3,7/10% nucleotideos em HEL e THP-1.

Um dos parametros avaliados por Calderén-Segura et al. (2004) — na
Cidade do México em diferentes estacdes do ano, Abril (quente e seca),
Agosto (quente e chuvosa) e Novembro (fria e seca) — foi a capacidade de
extratos organicos de MP10 induzirem trocas entre cromatides irmds em
linfocitos humanos. As amostras obtidas nos trés periodos de coleta
apresentaram atividade genotdxica tanto na presenca quanto na auséncia de
metabolizacdo enddgena, ainda que com valores de indugao maiores quando a
metabolizacdo estava presente. Além disto, o periodo frio e seco, representado
pelo més de Novembro, foi o que mostrou as taxas mais altas de trocas entre
cromatides irmdas. De fato, todos os 15 HAPs identificados neste estudo —
através da cromatografia gasosa por espectrometria de massa — estavam
presentes em niveis mais elevados em Novembro. Foi também observada uma

maior quantidade de NHAPs tanto no més de Novembro quanto no de Abril.
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1.1.4. Outros Testes Utilizados

A determinacdo da acdo toxica da poluicdo aérea difusa foi analisada
por técnicas in vitro, usando os Testes umu e o DR-CALUX. O primeiro baseia-
se na introducdo de um plasmideo (pSK1002), contendo o gene lac Z
fusionado ao gene SOS (umu C), que é transfectado para a cepa de
Salmonella typhimurium. O segundo consiste de células de hepatoma,
contendo um plasmideo — que possui um gene para a luciferase, que esta sob
o controle transcricional de elementos de resposta a dioxina, ativando
receptores aril-hidrocarbonetos. Ambos o0s testes mostraram respostas
positivas no que se relaciona a quantificacdo da genotoxicidade associada a
presenca de HAPs, presentes nas particulas aéreas (Hamers et al., 2000).

Utilizando o Teste para Deteccao de Mutacao e Recombinagao em
células somaticas de Drosophila melanogaster (SMART), Delgado-Rodriguez et
al. (1999) analisaram misturas complexas presentes em particulados totais e
MP10 — em duas localidades da Cidade do México, respectivamente Merced,
no centro, e Pedregal de San Angel, no sudoeste. As amostras foram
analisadas através de dois cruzamentos (padrdao e aprimorado), sendo
determinada, por cromatografia gasosa, a presenca de HAPs nos extratos. Os
resultados evidenciaram que os particulados MP10 apresentaram uma
atividade genotdxica mais acentuada quando comparados com os particulados
totais. De fato, a maior contribuicdo para a genotoxicidade total foi atribuida a
presenca de HAPs. Na regiao de Merced foram observados maiores
concentracbes de particulas atmosféricas e, conseqientemente, maiores

indices de genotoxicidade. Estes resultados demonstram a sensibilidade do
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teste SMART — que é um teste de genotoxicidade eucaridtico in vivo — como
biomonitor da poluicdo ambiental, associada as particulas atmosféricas.

Soares et al. (2003) expuseram camundongos a atmosfera urbana de
Sao Paulo durante um periodo de 120 dias, para posterior analise dos danos
induzidos no DNA, expressos por aumentos nas freqiéncias de micronucleos
em eritrocitos de sangue periférico. Neste periodo também foram realizadas
medicOes dos niveis de poluentes especificos presentes na MP — como MP10,
CO, NO, e SO,. Os autores encontraram fortes associacdes entre incrementos
nas freqliéncias de micronlucleos e poluentes associados a emissoes
veiculares, confirmando que os niveis urbanos de poluentes aéreos podem
causar mutacdes somaticas. Um trabalho semelhante — com o objetivo de
avaliar quanto das mutacdes herdaveis em células germinativas relacionam-se
com a exposicdo a particulas atmosféricas — expds dois grupos de
camundongos tanto a areas urbanas como a areas rurais. Para um grupo foi
fornecido um filtro do tipo HEPA que elimina a exposicdao a particulados e
compostos volateis. Os camundongos que utilizaram o filtro HEPA
apresentaram um nivel muito reduzido de mutagdes em células germinativas
comparado ao grupo exposto ao ar do ambiente, apoiando a hipétese de que a
MP atmosférica é capaz de gerar mutagoes herdaveis (Somers et al., 2004).

Finalmente, um numero consideravel de bioensaios de curta duragao
tem sido utilizado como ferramenta para avaliar o risco ambiental imposto
pela poluicao aérea. A maioria destes trabalhos esta voltada para a avaliagao
da atividade genotdxica associada aos extratos organicos de particulados
atmosféricos e para a identificacdo de contaminantes quimicos presentes

nestas amostras. Dentre estes contaminantes, os HAPs e seus derivados
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NHAPs contribuem significativamente para a toxicidade genética observada na
MP e, portanto, sao freqlientemente alvo de avaliagao. Concomitantemente, as
respostas observadas nos diversos artigos cientificos publicados reforcam a
importancia e a adequacao do emprego de diferentes bioensaios para que se
possa tracar um diagndstico preciso da genotoxicidade associada aos

poluentes aéreos.

1.2. O Teste SMART

Ainda que uma gama de bioensaios — utilizando diferentes organismos
experimentais e detectando diversos tipos de lesao induzidas no DNA — venha
sendo utilizada para avaliar o potencial genotéxico de misturas complexas
associadas a poluicdo aérea, poucas sdo as informacOes relacionadas ao
potencial recombinogénico deste tipo de amostra. Neste sentido, destaca-se o
teste SMART de asa em Drosophila melanogaster, que permite a avaliacao de
danos que envolvem mutacdo génica, aberragcbes cromossOmicas e
recombinacao mitdtica, possibilitando a quantificacdo deste ultimo evento para
a genotoxicidade total dos compostos (Graf et al., 1984). Este ensaio genético
fundamenta-se na premissa de que, durante o desenvolvimento embrionario,
a amostra a ser analisada entra em contato com grupos de células (os discos
imaginais), que proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam,
durante a metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas
adultas. A andlise dos possiveis danos induzidos é feita pela observagao de

grupos de células (clones mutantes), na superficie das asas dos adultos, que
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expressam fenotipicamente os genes marcadores fI° ou mwh, responsaveis
por mudancas na forma dos pélos ou tricomas. Estes fendtipos sao o reflexo
da inducao de alteragdes genéticas que originam a perda de heterozigose nas
células larvais, que sao heterozigotas para estes dois genes recessivos.
Embora o nimero total de manchas forneca resultados quantitativos sobre a
atividade genotéxica do composto, o tipo de mancha fornece informacdes
sobre a natureza da lesao que originou os diferentes clones. Manchas
mutantes simples (pequenas ou grandes) que expressam apenas um dos
fenétipos mutantes, fI ou mwh, indicam a ocorréncia de mutacdes génicas
e/ou cromossOmicas, assim como de eventos recombinogénicos. Por outro
lado, manchas gémeas — formadas por células adjacentes fI e mwh — s&o
originadas exclusivamente por recombinacao somatica (Graf et al., 1984). O
tamanho das manchas pode fornecer dados referentes ao tempo de atuagao
da genotoxina ao longo da embriogénese (Graf, 1995; Andrade et al., 2004).
O teste também permite a deteccao de genotoxinas de agao direta — através
do cruzamento padrao — e daquelas genotoxinas que precisam ser
metabolizadas para exercer sua atividade — cruzamento aprimorado.
Enquanto o primeiro cruzamento utiliza linhagens portadoras de niveis basais
de enzimas de metabolizacao do tipo citocromo P450, o segundo emprega
linhagens com alta atividade destas enzimas, especialmente CYP6A2 (Frdlich e
Wirgler, 1990a; Graf e Singer, 1992; Graf e van Schaik, 1992; Munerato et
al., 2005; Rodrigues et al., 2007).

A partir de cada cruzamento, obtém-se dois gendtipos distintos,
designados como trans-heterozigotos para os marcadores recessivos mwh e

fi’ (mwh/flP) e heterozigotos para o cromossomo TM3 (mwh/TM3). O
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cromossomo TM3 apresenta multiplas inversbes — que tornam inviaveis os
produtos da recombinacao — os individuos heterozigotos para o cromossomo
TM3 expressam somente mutacdes génicas e/ou cromossOmicas, o0 que
permite quantificar a real contribuicado da recombinagao, quando estes
resultados sao comparados aqueles observados para os individuos trans-
heterozigotos (Graf et al., 1984; Cunha et al., 2002; Lehmann et al., 2003).
Ainda que o teste SMART tenha sido utilizado para a avaliacdao de uma
gama de compostos — aproximadamente 400 — poucos trabalhos
investigaram amostras ambientais (Amaral et al., 2005, 2006; de Moraes
Pantaledo et al., 2007), sobretudo particulados atmosféricos (Graf e Singer
1989; Delgado-Rodriguez et al., 1999). Neste sentido, a investigacdo do
potencial genotdéxico de particulas aéreas e de contaminantes ambientais
especificos avaliados no SMART pode gerar informacdes passiveis de serem
extrapoladas para a exposicdo humana a estes poluentes, ja que a
comparacao do genoma humano com o de Drosophila aponta para a alta
conservacao evolutiva, ndo apenas em nivel de seqliéncia de DNA, mas

principalmente em relagao as funcdes génicas (Tickoo e Russel, 2002).
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1.3. Objetivos

Sdo notdrias a necessidade e a urgéncia de se avaliar os riscos
genéticos impostos pelos poluentes atmosféricos decorrentes da acao
antropica sobre os ecossistemas. Adicionalmente, a utilizacdo de bioensaios
mais informativos como habeis ferramentas para avaliar a genotoxicidade
deste tipo de amostra é outro aspecto de fundamental importancia. A escassez
de informacgdes referentes a acdo recombinogénica, assim como a auséncia de
investigacoes abrangendo, simultaneamente, mutagoes génicas,
cromossdmicas e recombinacdao em um Unico bioensaio in vivo, utilizando um
organismo eucarioto com alta similaridade genética e bioquimica com
mamiferos, justificam o delineamento do presente trabalho — centrado na
resposta de extratos organicos de particulas MP10 e PTS, bem como de
nitrocompostos individuais, quando avaliados através do Teste para Detecgao
de Mutacdo e Recombinacao Somatica (SMART) em Drosophila melanogaster.

Dentro deste contexto procurou-se atingir os seguintes objetivos:

e Caracterizacdo da atividade tdxico-genética associada a extratos
organicos de particulas MP10 e de PTS, a partir da analise qualitativa e
quantitativa, envolvendo a deteccdo de mutacdo génica e

cromossOmica, assim como de recombinagao mitética.

e Avaliagdo da atividade genotdxica associada a quatro NHAPs
ambientalmente importantes, pela analise comparativa da poténcia

genotoxica destes compostos por unidade de tratamento (mM), bem
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como pela avaliacdo quantitativa da inducdo de recombinacdo mitética

em relagdo a mutacdes de origem génica e/ou cromossomica.
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Abstract

In this study, the widespread environmental pollutants 1-Nitronaphthalene
(1INN), 1,5-Dinitronaphthalene (1,5DNN), 2-Nitrofluorene (2NF) and 9-
Nitroanthracene (9NA), were investigated for genotoxicity in the wing Somatic
Mutation and Recombination Test (SMART) of Drosophila - using the high
bioactivation (HB) cross. Our in vivo experiments demonstrated that all
compounds assessed induced genetic toxicity, causing increased incidence of
homologous somatic recombination. 2NF, 9NA and 1NN mutant clone induction
is almost exclusively related to somatic recombination, although 1,5 DNN-
clone induction depends on both mutagenic and recombinagenic events. 1NN
has the highest recombinagenic activity (~100 %), followed by 2NF (~77%),
9NA (~75%) and 1,5DNN (33%). 1NN is the compound with the strongest
genotoxicity, with 9NA being ~40 times less potent than the former and 2NF
and 1,5DNN ~333 times less potent than 1NN. The evidence indicating that
the major effect observed in this study is an increased frequency of mitotic
recombination emphasizes another hazard that could be associated to NPAHs

— the increment in Homologous Recombination (HR).
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1. Introduction

Nitropolycyclic aromatic hydrocarbons (NPAHs) are widespread
environmental pollutants present in both primary combustion emissions and
air particulate matter. They can be formed in combustion processes, as well as
in the reactions of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) with dinitrogen
pentoxide, hidroxyl-, and nitrate- radicals, which are common in polluted
atmospheres (Fan et al., 1996). Many of these compounds may represent a
health hazard to humans, due to their widespread environmental presence
and/or genotoxic activity (IARC, 1989). Numerous nitroarenes have been
found to induce gene mutation and are associated with high incidence of
tumors (Oztiirk and Durusoy, 1999). In addition, the mutagenicity ascribed to
nitroaromatic compounds seems to result from an electrophilic attack mainly

at the C8-position of deoxyguanosine (Haack et al., 2001).

Much of the literature concerning air pollution comes from studies in
North American and European cities (Villalobos-Pietrini et al., 2000). More
recently, the effects of seasonal weather on genotoxicity, cytokinetic,
cytotoxicity and organochemical content of extracts from airborne particulates
collected in Mexico City were described. Twelve of the most common NPAHs
present in several polluted cities were analyzed, but only 8 were found in
Mexico City. From these, 4 compounds were detected in large concentrations -
1-Nitronaphthalene (1NN); 1,5-Dinitronaphthalene (1,5DNN); 2-Nitrofluorene
(2NF) and 9-Nitroanthracene (9NA) (Calderdon-Segura et al., 2004). 2NF is a
widely studied contaminant, being considered a model compound in studies of

toxicant metabolism, carcinogenesis and mutagenesis (Heflich and Neft, 1994;
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Hoffmann et al., 2001). 9NA was the contaminant responsible for all tumor
induction events observed in a long-term study conducted by the National
Toxicology Program (Butterworth et al., 2001). 1NN metabolites were
associated with tumor induction in experimental animals (El-Bayoumy and
Hecht, 1982). 1,5DNN, the nitro compound least investigated, has shown
weak mutagenic response in the Salmonella typhimurium gene mutation assay
(Tokiwa et al., 1985).

Although the mutagenic and carcinogenic properties related to some
nitro compounds are well documented in the literature, little is known about
the recombinational potency of NPAHs. Homologous recombination (HR) can
be a major mechanism in the loss of heterozygosity (LOH) required for the
second step in the two-step model or for a later event in a multi-step model of
carcinogenesis. The elevated frequencies of HR and genome rearrangements
observed in cells from human patients suffering from cancer-prone diseases
and the report that HR can act as an alternative mechanism of telomere
maintenance pointed out that homologous mitotic recombination is one of the
most important processes required for carcinogenesis. (Bishop and Schiestl,
2001; 2003).

The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) is based on the
loss of heterozigosity (LOH) induction, which may occur through various
mechanisms, such as point mutation and certain types of chromosome
mutations, as well as mitotic recombination. This versatile short-term in vivo
assay simultaneously detects mutational and mitotic recombination events,
and is able to quantify the recombinagenic activity of a compound in a

genotoxicity screening. To obtain more detailed knowledge concerning the
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genotoxic profile of four NPAHs — 1-Nitronaphthalene (1NN); 1,5-
Dinitronaphthalene (1,5DNN); 2-Nitrofluorene (2NF) and 9-Nitroanthracene
(9NA), we employed the high bioactivation (HB) version of the wing SMART
test in Drosophila melanogaster (Andrade et al., 2004). The mutational and
recombinational potential was quantified as well as the total genotoxicity as a
function of exposure concentration was determined for all compounds — with
special emphasis to their recombinagenic action in two intervals of the

chromosome 3 of D. melanogaster.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals

In the present study, 1-Nitronaphthalene (CAS no. 86-57-7, Purity
99%); 1,5- Dinitronaphthalene (CAS no. 605-71-0, Purity 97%); 2-
Nitrofluorene (CAS no. 607-57-8, Purity 98%); 9-Nitroanthracene (CAS no.
602-60-8, Purity 90%) were purchased from Sigma-Aldrich (Sao Paulo,
Brazil). Chemical structures of the compounds are presented in Figure 1. All
tested compounds were dissolved in 5% ethanol and 5% Tween-80 before

Uuse.

2.2. Wing Somatic Mutation and Recombination Test (SMART)

2.2.1. Strains

a. mwh: The marker multiple wing hairs (mwh, 3-0.3), which is a
completely recessive, homozygous viable mutation, is kept in a homozygous
mwh strain.

b. High Bioactivation (HB) line: ORR/ORR; fI’/ In(3LR)TM3, ri p° sep
1(3)89Aa bx**® e Bd®. The ORR strain has chromosomes 1 and 2 from a DDT-
resistant Oregon R(R) line, which are responsible for a high constitutive level

of cytochrome P450. In particular, the CYP6A2 level is increased (Saner et al.,
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1996), primarily as a result of mutation of the cytochrome P450 regulatory
gene Rst(2)DDT. Information on these crosses is available in Graf and van
Schaik, (1992). More details about the genetic markers are given in Lindsley

and Zimm, (1992).

2.2.2. Culturing and treatment of tester strains

The genetic toxicity of the four compounds tested was assessed using
the HB cross: ORR/ORR; fl’/ TM3, Bd® females to mwh/mwh males. Flies were
allowed to lay eggs for 8 h in culture vials, containing a solid agar base (3%
w/v) completely covered with a layer of live fermenting baker’s yeast
supplemented with sucrose. Approximately 72 h after the end of the egg-
laying stage, larvae were collected and distributed in plastic vials containing
1.5g of Drosophila Instant Medium (Carolina Biological Supply; Burlington, NC,
USA) re-hydrated with 5 ml of the test solutions at different concentrations.
Two experiments were performed with each compound and its concurrent
negative controls. The larvae treated remained in the vials upon emergence of

the surviving adult flies.

2.2.3. Scoring of Wings

The induction of LOH in the marker-heterozygous flies produces two

mutant clones: (i) single spots, either mwh or fIr’, resulting from point or
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chromosome mutations as well as mitotic recombination, and (ii) twin spots,
consisting of both mwh and fir’ subclones, which are originated exclusively
from mitotic recombination. In the balancer-heterozygous genotype, mwh
spots reflect predominantly somatic point mutation and chromosome
mutation, since mitotic recombination involving the balancer chromosome and

its structurally normal homologue is a lethal event (Andrade et al., 2004).

2.2.4. Statistical analysis

To evaluate the statistical significance of the results obtained, we
followed a multiple decision procedure of Frei and Wiurgler (1988), which
makes four different diagnoses: positive, weakly positive, negative or
inconclusive. The frequency of each type of mutant clone per fly of a treated
series was compared pair-wise (i.e., negative control vs. tested compounds)
using the conditional binomial test of Kastembaum and Bowman (1970). The
recombinagenic action of the drugs was calculated comparing the standard
frequency of clones/10° cells obtained from mwh/fir’ and mwh/TM3 genotypes
(Frei and Wirgler, 1996). For an unbiased comparison of this frequency just
mwh clones in mwh single spots and in twin spots were used (Frei et al.,

1992).
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3. Results

The overall genetic toxicity results obtained by means of the analysis of
both marker-trans-heterozygous (mwh/fl’) and balancer-heterozygous
(mwh/TM3) genotypes from the nitroaromatic compounds are presented in
Table 1. For each concentration, the table shows the total number of flies
analyzed, the frequency of the different mutant clones, as well as the total
spots scored, which represent the final genotoxicity of the compound tested.
In the case of positive statistical diagnosis, the (mwh/TM3) flies were also
scored, which afforded to quantify the contribution of mutagenic and
recombinagenic events to the final genotoxicity observed. The negative control
frequencies of total spots per fly ranged from 0.97 to 1.00 for the mwh/fir
genotype and from 0.87 to 0.90 for the mwh/TM3 genotype, being in
accordance with the usual range previously reported in the literature (Wdirgler
et al., 1985; Dihl et al., 2008). Prior to the genetic toxicity assessment, the
organic compounds were submitted to a dose range test (data not shown),
which demonstrated that 1NN presented the highest toxicity, followed by 9NA,
1,5DNN and 2NF, respectively in larvae fed for 48 h on each chemical. Non-
toxic concentrations were used to perform the genotoxic evaluation of these
drugs. It turned out that severity of toxic effect was similar for 1,5DNN and
2NF so that the four doses ranges presented in Table 1 for SNA and 1NN do

not overlap.
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3.1. Genetic toxicity

As seen in Table 1, all four chemicals showed positive effect in the
trans-heterozygous larvae, producing statistically significant increases in total
spot frequencies, which means that they are clearly active in this test system.
The data obtained also indicated that their genotoxic effects are related to
increases in the small single spot frequencies in almost all concentrations
assessed, although the large single and twin spots showed a statistically
inconclusive or negative response. No dose-dependent increases were
observed for the total spot frequencies across the exposure range for all
compounds.

Considering the balancer-heterozygous genotype (mwh/TM3), 1,5 DNN
was able to induce significant increases in the total spot frequencies, although
at lower frequencies than in the marker-heterozygous ones. In fact, 1,5 DNN
was the only compound that yielded positive results in this genotype, since

2NF, 9NA and 1NN data showed negative response.

3.2. Genetic toxicity as a function of exposure unit (mM)

In order to accomplish a quantitative comparison between the numbers
of spots induced by the compounds, the data were unified to equimolar
standardized values. The mwh clones figures observed in every exposure level
(Table 1) were corrected by subtracting the number of spontaneous clones, in
a manner that the corrected frequencies corresponded to an estimate of the

mutant clones induced by the compounds. The respective control frequencies
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and the number of flies analyzed in the different treatment series served as
basis for this correction. An approximated range of spot induction frequency
per exposure unit (mM) was estimated by combining data obtained from the
different exposure levels, for each compound. The results obtained from this
analysis are summarized in Table 2, such as standardized clone induction
frequency, per (mM), per cell, and per cell division. 1NN is the compound with
the highest genotoxicity, inducing ~10 mutant clones/10° cells /mM, followed
by 9NA with ~ 0.25 mutant clones/10° cells/mM. In turn, 2NF and 1,5DNN
showed a similar value, ~ 0.03 mutant clones/10°cells/mM. Thus, at least in
this analysis, 1NN is the compound with the highest genotoxicity, with 9NA
being ~40 times less potent than the former and 2NF and 1,5DNN ~333 times
less genotoxic than 1NN.

The proportion of mitotic recombination versus somatic mutation was
calculated based on the standardized frequencies [mwh clones per 10° cells
per (mM)] obtained for the two genotypes, as shown in Table 2. The
comparison between the two genotypes demonstrates that mitotic
recombination is the prevalent mechanism by which 1NN (~100%), 2NF
(~77%), 9NA (~75%) induce mutant wing spots. Conversely, mutagenic and
recombinagenic events contribute for the observed increases in the frequency
of mutant clones provoked by 1,5DNN — since about 33 and 67% of the spots

are respectively of recombinational and mutational origin.
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4. Discussion

The vast majority of nitro compounds present in environmental airborne
particulate matter induces mutagenic events, and consequently the study of
their genotoxicity as a whole is very relevant. The major objective of this
study was to investigate the genotoxic potential of four nitro compounds
linked to a parameter not yet estimated for these contaminants: the
quantification of homologous recombination rearrangements in mitotic cells of
an eukaryotic organism. The data obtained in our study showed that the four
NPAHs assayed via the SMART are active in this test system, producing a
statistically significant increase in the frequency of total spots in the HB cross
trans-heterozygous flies (Table 1).

In previous studies using the SMART assay, it was observed that 2NF
and 9NA were not genotoxic in the standard cross (ST) — with basal P450
constitutive level — although 1NN and 1,5DNN proved to be more genotoxic in
the HB than in the ST cross (Graf et al., 1992; Delgado-Rodriguez et al.,
1995). Altogether, this information associated and the data obtained in our
study suggest that the genetic toxicity of the four compounds analyzed is
mainly related to their metabolites produced via the P450 route. This
interpretation is based on the difference between the two Drosophila crosses,
since the high bioactivation ORR cross has a higher level of CYP6A2 than the
ST cross (Saner et al., 1996). The CYP6A2 enzyme is similar to CYP3A of
Homo sapiens (Aoyama et al., 1989) and to CYP3A16 of Mus musculus (Itoh et
al., 1994). Since the total spot frequencies showed the same magnitude,

regardless of the dose ranges employed, it is suggested that the P4506A2
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enzyme, present in a high constitutive level in the HB cross, has a limited
ability to metabolize these compounds.

Although few studies have been conducted to detect the
recombinational properties of NPAHs, these investigations pointed out that
1NN increased the frequencies of sister chromatid exchanges (SCEs) in
cultured mammalian cells, and N -2-acetylaminofluorene — a 2NF- reactive
metabolite — induces homologous recombination in Escherichia coli, in a dose-
dependent manner (Boyes et al., 1991; Bichara et al., 2006). In the present
study, we determined that homologous mitotic recombination accounts for
~100 , ~77, ~75 and ~33 % of the genotoxicity induced by 1NN, 2NF, 9NA
and 1,5DNN, respectively. Specially concerning 1NN, 9NA and 2NF the genetic
toxicity observed was associated with a high frequency of homologous mitotic
recombination events, which means HR is the basic cause of the mutant clone
inductions observed in the SMART assay. Homologous recombination (HR) in
proliferating cells may play the special role of resolving stalled replication forks
(Rothstein et al., 2000). Since covalent adducts are induced by nitro aromatic-
intermediate reactive metabolites, one can conclude that a wide variety of
nitro compounds that damage DNA and block the replication forks can also
induce an increased HR frequency. This point is interesting because it raises
the possibility that 1NN, 2NF and 9NA are able to favor the occurrence of
rearrangements related to homologous recombination, a genetic phenomenon
normally faced as an errant DNA repair mechanism that can result in loss of
heterozygosity or genetic rearrangements — which are events involved in the
genesis of innumerous genetic diseases, including cancer (Bishop and Schiestl,

2003).
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Another finding observed in this study is the ability of 1,5DNN, 2NF and
O9NA nitro compounds to induce also mutational events. The highest
contribution of mutation to total genotoxicity was observed for 1,5DNN (67%),
followed by 9NA (~25%) and 2NF (~23%). Accordingly, the genetic toxicity
indicates that all compounds are inducers of point mutation in Escherichia coli
reverse assay and Salmonella typhimurium Ames test (Tokiwa et al., 1985;
Kappers et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; Butterworth et al., 2001).
Although 1NN was found to be negative for the induction of micronuclei in
cultured mammalian cells (Sasaki et al., 1997), it is positive in S. typhimurium
nitro reductase proficient strains (Ashby and Tennant, 1991).

1NN is the compound with a major genetic toxicity, followed by 9NA.
The other two compounds, 2NF and 1,5DNN, have similar potencies, which are
~ 333 times less genotoxic than those observed for 1NN. 1,5DNN has been
considered a weak mutagen in bacterial assays (Mc Coy et al., 1981), but in
our experimental assay it induces mutant clones in a frequency similar to that
observed for 2NF (Table 2), which is considered a model compound, being
frequently used as positive control in mutagenesis studies. Previous data
mentioning the mutagenic potency of 9NA and 2NF in the Ames test ascribed a
similar activity for both compounds, expressed respectively for an induction of
173 revertants/pg and 175 revertants/ug (Butterworth et al., 2001). In our in
vivo study, 9NA was ~8 times more potent than 2NF, which may be explained
by the different parameters picked up by the two bioassays: gene mutation in
Ames and preferentially mitotic recombination in SMART. 1NN genotoxicity
was exclusively related to the induction of HR. However, the genetic toxicity

associated to the corresponding di-substituted 1,5DNN was mainly related to
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point and/or chromosomal mutation (67%) — only 33% of its genotoxic action
was associated to mitotic recombination — moreover, 1,5DNN was ~333 times
less potent than the corresponding compound carrying one nitro group. Thus,
it seems that 1NN is probably more accessible to metabolic transformation
than 1,5DNN, as previously demonstrated (Delgado-Rodriguez et al., 1995),
and that 1NN and 1,5DNN intermediate reactive metabolites vary in terms of
genotoxic mechanisms that lead to DNA induced-lesions.

More efforts should be made to identify nitro compounds adsorbed on
airborne particles and to characterize recombinational properties related to
these compounds and their activated nitrogen intermediates, thus affording a
more complete scenario and a more effective risk assessment associated to

the genotoxic profile of NPAHSs.
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5. Conclusions

In this context, progress in understanding the genotoxicity of NPAHs
could be reached using the Drosophila melanogaster Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART), since this assay — besides measuring
mutational events like point and chromosomal mutations — is also able to
distinguish homologous recombination (HR) in proliferative somatic cells, an
event that may result in loss of heterozygosity. The high bioactivation strains
are particularly useful for testing polycyclic aromatic hydrocarbons, as well as
the related nitro derivatives and other aromatic chemicals (Frdlich and
Wirgler, 1990; Delgado-Rodriguez et al., 1995). The evidence indicating that
the major effect observed in this study is an increased frequency of mitotic
recombination emphasizes another hazard that could be associated to NPAHs

— the increase in HR.
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Legend to figure

Figure 1. Chemical structures of 2-Nitrofluorene (2NF), 1,5-
Dinitronaphthalene (1,5DNN), 1-Nitronaphthalene (1NN) and 9-
Nitroanthracene(9NA).
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Table 1. Fly spot data obtained after exposure of marker (mwh/fl’) and balancer-

heterozygous (mwh/TM3) larvae of D. melanogaster to 2NF, 9NA, 1,5DNN and 1NN.

Genotypes Concentration No. of Spots per fly (no. of spots)/statistical diagnosis * Total
(mM) flies Small single spots® Large single spots® Twin spots Total spots mwh
(N) (1-2 cells) (m=2) (>2cells) (m=25) (m = 5) (m=2) clones*
(n)
2NF
mwh / fir? NC 40 0.63 (25) 0.20 (8) 0.15 (6) 0.98 (39) 37
12.5 30 1.27 (38) + 0.43 (13) i 0.30 (9)i 2.00 (60) + 59
25 40 1.10 (44) + 0.28 (11) i 0.15(6)i 1.53 (61) + 61
50 30 1.27 (38) + 0.20 (6) i 0.27 (8)i 1.73(52) + 52
100 30 1.23 (37) + 0.37 (11) i 0.07 (2) - 1.67 (50) + 49
mwh / TM3 NC 30 0.83 (25) 0.03 (1) d 0.87 (26) 26
12.5 30 1.17 (35) i 0.07 (2) i 1.23 (37) i 37
25 30 0.90 (27) - 0.03 (1) i 0.93 (28) - 28
50 30 0.77 (23) - 0.07 (2) i 0.83 (25) - 25
100 30 1.03 (31) i 0.17 (5)i 1.20 (36) i 36
9NA
mwh / fir? NC 20 0.75 (15) 0.05 (1) 0.20 (4) 1.00 (20) 20
2.5 20 1.55(31) + 0.20 (4) i 0.10 (2)i 1.85(37) + 37
5.0 20 1.65 (33) + 0.15 (3) i 0.00 (0) - 1.80 (36) + 36
7.5 20 1.40 (28) + 0.20 (4) i 0.05(1)- 1.65(33) + 32
10 20 1.55(31) + 0.25 (5) i 0.05(1)- 1.85(37) + 37
mwh / TM3 NC 20 0.90 (18) 0.00 (0) d 0.90 (18) 18
2.5 20 1.00 (20) i 0.10 (2) i 1.10 (22) i 22
5.0 20 0.90 (18) - 0.10 (2) i 1.00 (20) i 20
7.5 20 1.10 (22) i 0.05 (1) i 1.15 (23) i 23

10 20 1.15 (23) i 0.00 (0) i 1.15 (23) i 23
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1,5DNN

mwh / fIr° NC 40 0.63 (25) 0.20 (8) 0.15(6)  0.98 (39) 37
12.5 40 1.60 (64) + 0.23 (9) i 0.00 (0)- 1.83(73)+ 71
25 40 1.28 (51) + 0.20 (8) i 0.15(6)i 1.63(65)+ 65
50 40 1.48 (59) + 0.15 (6) i 0.10 (4)i 1.73(69) + 68
100 40 1.43 (57) + 0.23 (9) i 0.03(1)- 1.68(67)+ 67
mwh / TM3 NC 30 0.83 (25) 0.03 (1) d 0.87 (26) 26
12.5 20 0.90 (18) - 0.05 (1) i 0.95 (19) - 19
25 30 1.40 (42) + 0.03 (1) i 1.43 (43) + 43
50 30 1.43 (43) + 0.10 (3) i 1.53 (46) + 46
100 30 1.23 (37) i 0.40 (12) + 1.63 (49) + 47

1NN
mwh / fIr° NC 30 0.80 (24) 0.10 (3) 0.07 (2)  0.97 (29) 29
0.90 30 1.00 (30) i 0.10 (3) i 0.07 (2)i 1.17 (35) - 35
1.20 30 1.23 (37) i 0.27 (8) i 0.17 (5)i 1.67 (50) + 49
1.50 30 1.17 (35) i 0.27 (8) i 0.13(4)i 1.57 (47)+ 47
1.80 30 1.50 (45) + 0.30 (9) i 0.03(1)i 1.83(55)+ 55
mwh / TM3 NC 20 0.85 (17) 0.05 (1) d 0.90 (18) 18
1.20 20 0.80 (16) - 0.00 (0) i 0.80 (16) - 16
1.50 20 0.60 (12) - 0.05 (1) i 0.65 (13) - 13
1.80 20 0.90 (18) - 0.00 (0) i 0.90 (18) - 18

aStatistical diagnoses according to Frei and Wiirgler (1988): +, positive; -, negative; i, inconclusive; m, multiplication factor
for the assessment of significantly negative results. Significance levels a=p=0.05. °Including rare fir’ spots. “Considering
mwh clones from mwh single spots and from twin spots. 9Only mwh single spots can be observed in mwh/TM3

heterozygotes as the balancer chromosome TM3 does not carry the fir’ mutation. NC = Negative Control.



Table 2. Standardized mwh clone induction frequencies per millimolar unit of exposure concentration and the prevalence of

recombinational events®

Recombination
Compounds mwh/fIr¥ marker trans-heterozygotes

(%)

mwh/TM3-inversion heterozygotes

Standardized Mean Geometric Standardized Standardized Mean Geometric Standardized

frequency® clone mean of frequency per frequency® clone mean of frequency per

(mwh clones size clone size® 10° cells, (mwh clones size clone size€ 10° cells,
per 10°cells class corrected for per 10°cells class corrected for
per mM) clone size! per mM) clone size!
(f) (i) (2"1) (f'e= 2"2 x f,) (fn) (in) (2"1) (fn=2"2x f,) (1- fn/f:) x 100
2NF 0.035 1.98 1.97 0.034 0.008 1.55 1.46 0.006 77.1
1,5DNN 0.033 1.15 1.11 0.018 0.022 1.68 1.60 0.017 33.3
9NA 0.254 1.38 1.30 0.166 0.065 2.81 3.51 0.115 74.4
1NN 9.7 2.02 2.03 9.8 -1.6 3.3 4.92 -3.90 116.5

3All values are control-corrected. Frequencies in mwh/fIr’ marker-heterozygotes are calculated with and without clone size correction; accordingly, somewhat

different estimates are obtained for the relative contributions of recombination to the totals of clone induction; °Clone frequencies per fly divided by the

number of cells examined per fly (48 800) estimate frequencies per cell and per cell division in chronic exposure experiments (Frei and Wirgler, 1988);
‘Geometric mean and “Corrections calculated according to Frei et al., (1992).
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Discussao Geral




4. Discussao Geral

Diversos estudos epidemioldgicos correlacionaram a exposicao a
matéria particulada atmosférica a uma série de efeitos adversos a saude
humana. A exposicao em longo prazo, a altas concentracdes de MP, aumenta
o risco de cancer de pulmao, doencas respiratorias e arteriosclerose. Enquanto
que a exposicao aguda, agrava doengas respiratérias, como asma e bronquite,
assim como favorece o aparecimento de problemas cardiovasculares
(Sorensen et al., 2003).

Ha aproximadamente quatro décadas as investigacbes direcionadas para
a analise da poluicdo aérea estavam baseadas apenas na identificacdo de
componentes téxicos presentes no ar, assim como no risco total imposto por
tais toxinas aos organismos expostos. Relacionar a exposicao humana a
multiplos compostos e misturas complexas dinamicas foi e continua sendo um
grande desafio — ainda hoje algumas toxinas permanecem desconhecidas e os
contaminantes ja identificados nao foram integralmente investigados (Claxton

et al., 2004).

4.1. Diagnostico da Toxicidade Genética

A maioria dos estudos disponiveis na literatura, evidencia a acao toxico-
genética associada a poluicdo aérea — principalmente a poluicdo urbana
contém muitas classes de compostos organicos volateis ou aderidos a

particulas que sao comprovadamente mutagénicos. Tais agentes com
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propriedades  toxico-genéticas sdo oriundos, sobretudo de fontes
antropogénicas — produzidos pela combustdao, ou provenientes de reacdes
quimicas atmosféricas (produtos secundarios). Ainda que ja tenham sido
identificados centenas de compostos genotdxicos presentes no ambiente
aéreo, somente alguns poucos (menos de 25 HAPs e compostos
nitroaromaticos) sdo regularmente monitorados (Claxton e Woodall Jr., 2007).

Dentre os diferentes tipos de danos genotdxicos induzidos por extratos
organicos, as mutacdes génicas, assim como as aberracbes cromossdmicas
sao as lesdes mais freqientemente investigadas — em diversos organismos
testes e em uma multiplicidade de bioensaios. Inequivocamente, a poluicao
presente no ambiente aéreo impOe uma série de riscos genéticos aos
organismos. Neste sentido, a investigacdo de novos parametros genéticos —
como a recombinacdo mitdtica — envolvida em rearranjos cromossomicos,
assim como na perda da heterozigose — sdo necessarios para que se obtenha
um melhor diagndstico dos tipos de danos induzidos pelos contaminantes
aéreos. O presente trabalho utilizou como bioensaio o SMART, que detecta
simultaneamente varios parametros genéticos, mutacao génica e aberracoes
cromossOmicas — aneugénese e clastogénese — assim como a recombinagao
mitdtica (Andrade et al., 2004). Os dados obtidos evidenciam que o SMART é
uma ferramenta precisa para tracar o perfil genotdxico de extratos organicos
adsorvidos em particulas aéreas e de contaminantes organicos
ambientalmente importantes - como os nitro compostos presentes na
atmosfera. Somado a isto a Drosophila melanogaster € um excelente modelo

para estudar a genotoxicidade e seus mecanismos moleculares, fornecendo
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respostas relevantes que podem ser extrapoladas para humanos (St. John e

Xu, 1997).

4.1.1. Extratos Organicos de MP10 e PTS

Neste trabalho foi avaliado, através do SMART, o potencial mutagénico e
recombinogénico de extratos organicos de MP10 e de PTS, na regido
metropolitana de Canoas, que estda sob influéncia de diversas industrias e,
principalmente do intenso trafego veicular da BR 116. As coletas foram
realizadas nos meses de Novembro de 2003 e Janeiro de 2004,
correspondendo a, respectivamente, primavera e verao. Para a extragao da
fracdo organica, foi utilizado o sistema baseado em um uUnico solvente —
metanol, que tem uma maior afinidade para extrair compostos mais polares
presentes na matriz.

Ainda que nao tenham sido observados resultados positivos na coleta de
verao no cruzamento padrao, nas amostras da primavera foram
diagnosticados dois resultados positivos, referentes as amostras cruas (100%)
de MP10 e de PTS. Entretanto, enquanto as genotoxinas presentes na MP10
induziram exclusivamente recombinacdo homodloga, as amostras de PTS
apresentaram aproximadamente 62% de agao recombinacional e 38% de
atividade mutacional, génica e/ou cromossémica. Desta forma, observa-se
uma resposta genotdxica diferencial dos PTS e da MP10, que pode ser
relacionada a composicao de contaminantes presentes nas duas fragdes de

particulas aéreas. Outro ponto a ser analisado é o fato das amostras de verao
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ndo terem induzido atividade téxico-genética. A dispersdo dos poluentes é um
fator fundamental que deve ser considerado ao se trabalhar com poluicao
atmosférica, ja que a acao dos ventos influencia diretamente a dispersao das
genotoxinas a partir das fontes de emissao (Vinitketkumnuem et al., 2002).
Neste sentido, o vento oeste que soprava nos dias de coleta da primavera
poderia ser o responsavel pela dispersao dos poluentes provenientes tanto da
BR116 como das industrias, até os filtros de amostragem. Ja no verdao o vento
sudeste dispersou a maioria dos poluentes em outra diregao.

Considerando a coleta da primavera, no cruzamento aprimorado, tanto
MP10 quanto PTS induziram aumentos significativos na freqiéncia de clones
mutantes em comparagao ao controle negativo, nas doses de 50 e 100%.
Além disto, a exclusiva inducdo de recombinagao mitética no cruzamento
aprimorado esta relacionada com a presenca de genotoxinas geradas no
processo de metabolizagdo via citocromo P450. Na coleta do verao foi
diagnosticado um resultado positivo para o 100% da MP10, que nao foi
detectado no cruzamento padrao para esta mesma estagao, indicando que os
altos niveis de enzimas de metabolizacdo, caracteristicos deste cruzamento,
funcionaram como mecanismo de ativagao das genotoxinas presentes na
fracdo organica das particulas inalaveis.

Considerando os dados obtidos para os extratos metandlicos
provenientes da matéria particulada da regido metropolitana de Canoas, é
evidente que as amostras testadas sao preferencialmente indutoras de
recombinacdao homologa — com maior freqiiéncia no cruzamento aprimorado,
gue se caracteriza por niveis elevados de enzimas do tipo CYP450. Por outro

lado, no cruzamento padrao — que detecta preferencialmente genotoxinas de
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acao direta — se observa um padrao de resposta genotdxica distinto, ja que
ha a contribuicdo adicional, de aproximadamente 38%, de eventos
relacionados & mutacdo génica e/ou cromossdmica. E ainda importante
salientar que o cruzamento aprimorado é fundamental para a avaliacdo de
compostos organicos, como HAPs, NHAPs e outros produtos quimicos
aromaticos, aderidos aos particulados (Frélich e Wirgler, 1990b; Delgado-
Rodriguez et al., 1995). Além disto, somado a outros pardmetros genéticos ja
relacionados a particulas aéreas — mutacdo génica (De Kok et al., 2005);
trocas entre cromatides irmdas (Calderdn-Segura et al., 2004); quebras de fitas
de DNA (Buschini et al., 2001) e monoadicdes de DNA (Topinka et al., 2000)
— a recombinacao homédloga (RH) aparece como mais um mecanismo através
do qual a MP pode causar danos no DNA.

A evidéncia de que o principal efeito observado neste estudo foi uma
freqiéncia aumentada de RH, é mais um alerta sobre o risco genético e
ambiental imposto pelos particulados atmosféricos, ja que a inducdao de RH
estd associada com a génese de varias doengas, incluindo o cancer (Bishop e

Schiestl, 2003).

4.1.2. Nitrocompostos

Com o objetivo de avaliar a toxicidade genética associada a
nitrocompostos, quatro NHAPs ambientalmente importantes foram analisados
no SMART. 1-Nitronaftaleno (1NN); 1,5 Dinitronaftaleno (1,5DNN); 9-

Nitroantraceno (9NA) e 2-Nitrofluoreno (2NF) foram escolhidos em funcao da
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sua ampla distribuicdo e concentracdo no ambiente, ja que além de serem
gerados através de processos de combustdao, também sdo formados por
reagdes quimicas secundarias envolvendo HAPs e nitratos na atmosfera. Além
do diagnéstico da toxicidade genética, o estudo também teve como objetivos a
quantificacdo da recombinacdao mitética e o calculo da poténcia genotodxica de
cada um dos NHAPs — uma abordagem inédita na literatura para este tipo de
composto. Para a avaliacdo toxico-genética foi utilizado o cruzamento
aprimorado, ja que estudos prévios com estes contaminantes demonstraram
auséncia ou diminuicdo na inducdo de clones mutantes no cruzamento padrao
(Graf et al., 1992; Delgado-Rodriguez et al., 1995).

Os resultados obtidos apontaram para efeitos positivos no genodtipo
trans-heterozigoto para os quatro NHAPs avaliados, produzindo aumentos
estatisticamente significativos na freqiéncia total de manchas, que representa
a genotoxicidade total da amostra — indicando que estes compostos sao
claramente ativos neste bioensaio. Nos individuos heterozigotos para o
cromossomo balanceador TM3, apenas o 1,5DNN induziu aumentos
significativos no total de manchas — mostrando que além da acdo
recombinacional o 1,5DNN também induz mutacdo. Nos demais compostos —
1NN, 9NA e 2NF — a auséncia de diferencas significantes em relacdo aos
controles negativos no gendtipo heterozigoto para o cromossomo TM3 é
indicativo de que a acdo toxico - genética destes NHAPs deve-se basicamente
a inducdo de recombinacdo mitdtica entre cromossomos homodlogos. Quando
os dados observados para as diferentes concentragdes utilizadas foram
padronizados por unidade de exposicao (mM), de acordo com a metodologia

descrita por Frei e Wirgler (1996), foram obtidos valores referentes a poténcia
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genotoxica dos nitrocompostos, expressos como numero de manchas mwh
induzidas em 10° células por 1mM de composto. Estes resultados (Tabela 2,
Capitulo III), além de refletirem a poténcia genotdxica, também diferenciam a
contribuicdo da recombinagdo mitética e dos eventos mutacionais para a
toxicidade genética dos NHAPs — quando se comparam as respostas de ambos
os genodtipos analisados.

Com base nestas informacdes fica evidente que o 1NN é o composto
com a maior poténcia genotdxica, induzindo cerca de 10 clones /10° células/
mM — seguido pelo 9NA. Observa-se também que o 1NN é cerca de 333 vezes
mais genotdxico que os compostos igualmente menos potentes — 1,5DNN e
2NF. Esta diferenca em termos de poténcia genotdxica pode ser correlacionada
a presenca de um grupo nitro no 1NN e de dois grupos nitro no seu
correspondente 1,5 DNN — sugerindo que o primeiro é provavelmente mais
acessivel a transformacao metabdlica do que o segundo, como previamente
demonstrado (Delgado-Rodriguez et al., 1995). Apesar de o 1,5DNN ser
considerado uma genotoxina fraca em testes com bactérias (McCoy et al.,
1981) no teste SMART foi tao potente quanto o 2NF — um NHAP comumente
considerado como modelo para estudos de genotoxicidade e frequentemente
utilizado como controle positivo em testes de mutagenicidade. Além disto, o
2NF foi 8 vezes menos potente do que o 9NA — segunda genotoxina mais
potente. No teste de Ames o 9NA e o 2NF apresentaram atividades similares
induzindo 173 e 175 revertentes/ug respectivamente (Butterworth et al.,
2001). Tais diferencas podem ser explicadas pelos diferentes parametros
avaliados em cada teste: mutagcao génica no Ames e recombinacdo mitética no

SMART.
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Com relacdo a proporcdao de recombinacdo mitdética — obtida pela
comparacdo entre os dois gendtipos — o 1NN foi também o mais
recombinogénico (~100%) seguido pelo 2NF (~77%) e 9NA (~75%). De fato,
a resposta genotoxica observada para estes trés nitrocompostos mostra que o
mecanismo prevalente para a inducao de clones mutantes relaciona-se a
ocorréncia de RH. Em contraste, no que se refere a genotoxicidade total do
1,5DNN, a RH contribuiu com apenas 33%, ja que os complementares 67%
devem-se a eventos de mutacdo génica e/ou cromossémica. Outro ponto
relevante foi que os metabdlitos intermediarios reativos provenientes do 1NN
e de seu substituto dinitro (1,5DNN) variaram em termos de mecanismos de
acao sobre o DNA, ja que o primeiro teve sua atividade centrada na inducao
de RH e o segundo induziu tanto recombinagdao quanto mutacao. De fato, com
excecao do 1NN, os demais NHAPs avaliados induziram mutagao — 1,5DNN,
9NA e 2NF — confirmando resultados prévios relativos a suas agdes como
indutores de mutagdes pontuais em Escherichia coli e Salmonella
thyphimurium (Butterworth et al., 2001; Hoffmann et al., 2001).

Poucas sao as informacdes disponiveis na literatura acerca da atividade
recombinogénica de NHAPs — 1NN causa incrementos na freqliéncia de trocas
entre cromatides irmas e N-2-acetilaminofluoreno — um metabdlito reativo do
2NF - induz RH em E. coli (Boyes et al., 1991; Bichara et al., 2006). A
recombinacao mitética — quantificada e representada neste trabalho pela RH
— foi o principal mecanismo indutor de toxicidade genética para os NHAPs —
1NN, 9NA e 2NF — e contribuiu com 33% para a genotoxicidade total do
1,5DNN. Tais dados apontam para a importancia de se identificar e

caracterizar a atividade genotdxica de produtos quimicos especificos presentes
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no ambiente, considerando os diversos tipos de lesdes passiveis de serem

induzidas no material genético.

4.1.3. Particulados Atmosféricos e NHAPs

Poucos sao os trabalhos que identificaram as concentracdes dos NHAPs
presentes tanto nos particulados totais quanto nas suas fracdes (Calderdn-
Segura et al., 2004), embora muitos NHAPS tenham sido identificados em
fracOes especificas, através de linhagens especialmente construidas para a
deteccao desta classe de compostos (Ducatti e Vargas, 2003; De Kok et al.,
2005; Du Four et al., 2004; Umbuzeiro et al., 2008). Os NHAPs sao formados
em processos de combustdo de substancias quimicas organicas ou através de
reacoes atmosféricas envolvendo HAPs e Oxidos de nitrogénio — estando
incluidos entre as genotoxinas mais potentes associadas a MP.

Tanto a analise do extrato organico de particulados MP10 e PTS quanto
a avaliacao dos NHAPs individualizados, obtida através do teste SMART de asa,
caracterizou a acao toxico-genética destas amostras ou compostos. Além
disto, o principal mecanismo responsavel pela inducdo da atividade genotdxica
foi a recombinacdo mitética, representada pela RH. Este é um achado
importante, ja que existem poucas informacbes na literatura referentes ao
potencial recombinogénico dos nitrocompostos adsorvidos na MP, bem como
do extrato total. Esta afirmacdo estd centrada na crescente confirmagao do
impacto dos eventos recombinacionais mitdticos sobre doencgas coronarianas

(Bridges et al., 1990), defeitos autoimunes, diabete (Karsten e Krypsin-
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Sorensen, 1988), e envelhecimento em geral (Kirkwood, 1989). A
recombinacdo homodloga (RH) é um dos principais processos de alteragoes
genéticas envolvidas na génese e progressao do cancer. Neste sentido a RH
funciona como um mecanismo errante de reparo de DNA que pode resultar na
perda da heterozigose de genes envolvidos na regulacdao do ciclo celular —
através da inducdo de conversao génica, perda de segmentos cromossOmicos
e translocacdo — ou em rearranjos gendémicos aberrantes. Estas alteragoes
genéticas podem exercer um papel fundamental na etapa de iniciagdo do
processo carcinogénico, mas preferencialmente estdao envolvidas em etapas
secundarias e subseqlientes da carcinogénese, revelando mutacdes
recessivas. Além disto, a demonstracdo de que individuos portadores de
sindromes associadas a maior predisposicdo para o desenvolvimento de cancer
apresentam alta instabilidade genética e elevada taxa de RH, associada ao
fato de que a RH ocorre mais freqlientemente em células proliferativas,
estando envolvida na manutengao dos teldmeros — um processo relacionado
com a imortalidade de algumas células tumorais — reforcam o papel da
recombinagcao mitética entre cromossomos homadlogos na génese de tumores
malignos (Bishop e Schiestl, 2001, 2003).

Todas estas observagdes validam as investigacdes voltadas para a
caracterizacdo dos extratos organicos e dos contaminantes ambientais quanto
a sua acdo como indutores de recombinacdao mitética in vivo, utilizando
organismos experimentais com alta similaridade genética com humanos, como
é o caso da Drosophila melanogaster.

Em células proliferativas a RH atua desbloqueando as forquilhas de

replicacdo, e como tal favorece o processo de replicagcao do DNA (Rothstein et
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al., 2000). Como os HAPs e NHAPs se ligam covalentemente ao DNA,
induzindo a formacao de uma série de monoadicdes que bloqueiam o processo
replicativo, pode-se explicar a alta freqliéncia de RH — observada nas células
proliferativas de Drosophila melanogaster, nos dois trabalhos que deram
origem a esta tese. Em camundongos, Bishop et al. (2001) mostraram uma
clara correlacdo entre células proliferativas e suscetibilidade a RH, induzida
pela exposicdao ao benzo[a]pireno — um HAP carcinégeno freqientemente
presente em extratos organicos de particulas aéreas. Outro ponto relevante
que deve ser salientado relaciona-se aos danos oxidativos, induzidos por
diferentes espécies reativas de oxigénio (EROs), que contribuem de forma
significativa para a ocorréncia de RH (Bishop e Schiestl, 2001) — e que sao
induzidos pelos compostos organicos presentes na MP. Além disto, diversos
estudos tém demonstrado que a capacidade da MP em gerar radicais livres
estd diretamente relacionada a inducdo de quebras de fita no DNA,
principalmente em presenca de metabolizagdao (De Kok et al., 2006) — um
outro tipo de lesao preferencialmente corrigido via recombinacdo mitética. O
somatorio destas evidéncias aponta para a indugcdo de RH como um dos
principais mecanismos indutores de toxicidade genética associada a MP e a
alguns compostos aderidos a ela, como os NHAPs. Finalmente, a
demonstracao de que a inducao de RH é um evento associado a diferentes
etapas do processo de tumorigénese, somado a dados recentes que
relacionam 10.7% dos casos de cancer de pulmdo e ~1% de outros tipos de
cancer a poluicdo aérea (Boffeta et al., 2006), torna este parametro
fundamental quando se avalia o risco genético imposto por contaminantes

ambientais.
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4.2. Conclusoes

De acordo com os resultados dos diferentes bioensaios disponiveis na
literatura, pode-se observar que de uma forma geral a adicao de fragdao de
metabolizacdo, assim como o uso de células e organismos que detém niveis
aumentados de enzimas de ativacdo metabdlica sdao ferramentas mais
sensiveis para a deteccao da toxicidade genética associada a particulas
atmosféricas. Neste sentido, os resultados obtidos no cruzamento aprimorado
do teste SMART somam-se aos da literatura, demonstrando que as larvas
oriundas deste cruzamento s3ao capazes de ativar pré-mutdgenos presentes
em amostras ambientais.

A necessidade de identificar os compostos presentes no ambiente,
principalmente adsorvidos em particulas aéreas, e caracterizar os seus perfis
genotoxicos, bem como o de seus metabdlitos, permitird que se trace um
cenario mais completo do risco ambiental associado a estes contaminantes.
Adicionalmente, a possibilidade de associar os dados obtidos através da
Genética Toxicoldgica as novas ferramentas na area da genOmica e prote6mica
— através da avaliacao da expressao de genes especificos e de seus produtos
(Sen et al., 2007) — abrem uma nova perspectiva para o entendimento dos
mecanismos e das respostas em nivel de DNA e proteinas induzidas por
misturas complexas e seus componentes especificos — aqui representados

pelas particulas aéreas e pelos NHAPs.
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