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ABSTRACT



The incomplete combustion of sugar cane biomassrg&s organic compounds
rich in polycyclic aromatic hydrocarbons, which #ne most important mutagenic and
carcinogenic pollutants. The aim of the present\stwas to evaluate the citotoxicity
and apoptosis induced by the organic extracts spended particles from sugar cane
harvesting and non-harvesting seasons. The celiytatoxicity to A549 cell line was
determined using the MTT assay and the cell deaffogtosis and necrosis) was
analyzed using the dyes Hoechst 33342 by epiflgerese microscopy and Annexin V-
FITC/propidium iodide by flow cytometry. According the cytotoxicity test, it was
observed a dose-response curve, demonstratingh&rhaytotoxicity induced by the
organic extract from the harvesting season. Bo#inisilg assays Annexin V and
Hoechst 33342 demonstrated a high percentage bfdeath by apoptosis in both
harvesting and non-harvesting seasons (p<0.000&yvekkr, the extracts isolated
during the harvest induce more apoptosis than timeharvest season. In the treatment
with total suspended particle, a higher percentafyeell deaths induced by early
apoptosis in harvesting and non-harvesting seasens observed. Moreover, a higher
cellular viability was found in non-harvesting,Amnexin V and Hoechst 33342 assays,
(p<0.001). Our results indicate that the organitagts isolated from total suspended
particulate demonstrate an important toxic effectcell, inducing early apoptosis in

harvesting and non-harvesting season.

Key Words: air pollution, sugar cane burning, PAHSs, apofsosecrosis.



RESUMO



A combustdo incompleta da biomassa de cana-defagjma compostos
organicos ricos em hidrocarbonetos policiclicosmsiticos, 0s quais Sd80 0S mais
importantes poluentes mutagénicos e carcinogén@asjetivo do presente estudo foi
avaliar a citotoxicidade e a apoptose induzidagetmmpostos organicos de particulas
em suspensao na atmosfera durante as estacOdsade satressafra de cana-de-acucar.
A citotoxicidade celular na linhagem celular A549 determinada usando o ensaio de
MTT; e a morte celular (apoptose e necrose) folisada usando os corantes Hoechst
33342 por microscopia de epifluorescéncia e An&xiR&IC/ iodeto de propideo por
citometria de fluxo. De acordo com o teste de ckizidade, foi observada uma curva
dose-resposta, demonstrando maior citotoxicidadiizida por extratos organicos
extraidos durante a estacdo de safra. Ambos ososnda coloragdo Anexina V e
Hoechst 33342 demonstraram alta porcentagem dessnoefulares por apoptose em
ambos os periodos (safra e entressafra) (p<0,0N@liratamento com particulas totais
em suspensdo, uma maior porcentagem de mortesaresluhduzidas por apoptose
precoce foi observada. Além disso uma viabilidaglalar maior foi encontrada durante
a entressafra nos ensaios de Anexina V e Hoecl3g23®<0,001). Nossos resultados
indicam que os extratos organicos obtidos do pdaiilo total em suspensao
demonstram um importante efeito toxico celular @iddo apoptose precoce nas

estacoes de safra e entressafra.

Palavras-Chave poluicdo do ar, queima de cana-de-acUcar, HR#gtase, necrose.
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1.1 Poluicdo Atmosférica

A poluicdo atmosférica pode ser definida como asgea de substancias
estranhas na atmosfera resultantes da atividadarfauou de processos naturais (Elson
1992) sendo o impacto ambiental definido p&ttigo 1° da Resolucdo CONAMA 1/86,
como:

[...], qualquer alteracdo das propriedades fisicasmicas e
biolégicas do meio ambiente, causada por qualgquers de matéria ou
energia resultante das atividades humanas quéa diteindiretamente,
afetam: I. a salde, a seguranca e o0 bem-estar gldapao; Il. as
atividades sociais e econdmicas; lll. a biota;d¥.condicbes estéticas e

sanitarias do meio ambiente; V. a qualidade dasrses ambientais.

A poluicdo atmosférica representa uma complexaumdsgue consiste de
algumas centenas de substancias que ocorrem emshbaoxcentracbes no ar e que
podem estar presentes tanto na forma gasosa quafdoma de material particulado ou
ambos (SKAREKet al., 2007). Embora uma quantidade de atividades naturai
(ex.vulcbes) possam liberar diferentes poluentesmioiente, atividades antropogénicas
sdo a principal causa de poluicdo ambiental. Aroetacdo de que uma substancia
apresenta ou nao riscos a saude humana é baseadtuers clinicos, epidemioldgicos
e/ou animais (KAMP/Zet al., 2008).

A queima de biomassa, em ambientes externos @asteutilizada desde a pré-historia
para producao de energia, e tem sido uma das iamestfontes

antropogénicas de poluicdo atmosférica. A partir Rivolucdo Industrial,
surgiram novas fontes de poluicdo do ar resultasegueima de combustiveis fosseis

nos motores a combustdo e nas industrias sideadtditais recentemente, nos veiculos
19



automotivos, além dos produtos quimicos (CANCA&@l., 2006).

1.2 Material Particulado (PM)

E um termo genérico usado para um tipo de poluettassféricos, consistindo
de uma mistura complexa e variada de particulapesgas no ar, que variam em
tamanho e composicdo, sédo produzidas por uma grvandelade de atividades naturais
e antropogénicas (POSCHit al.,2005). Sua composicdo e tamanho dependem das
fontes de emissdo. No entanto, seus componentesigalis SA0 metais, compostos
organicos, materiais de origem biologica, ionsegasativos.

As particulas podem ser divididas em trés gruppaaticulas grandes com
diametro maior que 2,5um emitidas através de cor@budescontrolada, dispersao
mecanica do solo ou outros materiais da crostasteer (polen, esporos e materiais
biologicos também se encontram nesta faixa de tao)arm) particulas finas, com
diametro entre 0,1 e 2,5um emitidas pela combutéimntes moveis e estacionarias,
como automoveis, incineradores e termoelétricapadjculas ultrafinas com diametro
menor que 0JAm (ARBEX, 2001; CANCADOet al., 2006a). As particulas finas e
grandes sao definidas pelos seus mecanismos deada@om tamanho, fontes,
composicdo quimica e processos de remocgdo, e tarpbémutros aspectos como
concentracdo, exposicéo, dosimetria (relagcao eptaatidade de PM exposto e a dose
inalada de PM retida no sitio alvo), toxicologiapedemiologia (US EPA, 2003).

O material particulado é constituido em seu magwcgntual (94%) por particulas finas
e ultrafinas (Figura 1.; DONALDSOHM al., 2001). O tamanho das particulas determina
0 sitio do trato respiratorio em que elas irdo spoditar: Particulas grandes (com

diametro maior que 2,5m) se depositam principalmente na parte superiotrato
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respiratério enquanto particulas finas PMséo capazes de alcancar os alvéolos

pulmonares. (KAMPAet al., 2008). A medida que vido se depositando no trato
respiratorio, essas particulas passam a ser reapielos mecanismos de defesa. O
primeiro deles é o espirro, desencadeado por gsapddiculas que, devido ao seu
tamanho, ndo conseguem ir além das narinas, oralmmcse depositando. Outros
importantes mecanismos de defesa sdo a tosse arelhampmucociliar. As particulas
finas e ultrafinas atingem as por¢cdes mais distassvias aéreas transpdem a barreira
epitelial, atingem o intersticio pulmonar e sagoesaveis pelo desencadeamento do
processo inflamatorio (Figura 2.; DONALDSG#al., 2001). O mecanismo de defesa
desencadeado por essas particulas € a fagocitekxss rpacrofagos alveolares, e em

seguida a remocao via aparelho mucociliar ou seténiatico (CANCADO et al.,

2006a).
Ultrafina Fina Grossa
0,01 0,1 1 2,5 10 pm
10 100 1000 2500 10000 nm

{

.-h

l
@

Figura 1. Particulas grossa, fina e ultrafina. Extraid®@NALDSONet al ., 2001

21



vias
aéreas

“Particulas -
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)
I.:. 4

. ? "-F_'-";fr:ticulas
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Figura 2. Representacdo esquemdtica dos eventos hipotétpds @xposicdo a

particulas ultrafinas (direita) quando comparado @ exposi¢cdo a particulas finas
(esquerda). O elemento essencial a resposta nidtr&fum grande nimero de particulas
fora e dentro dos macréfagos. Hé liberacdo de rdedka pelo macréfago e pela célula
epitelial devido a ativacdo de vias mediadas pmgsstoxidativo, que conduzem a

inflamacé&o. Extraido de Donaldseral ., 2001

O material particulado pode ser primario ou secuad&&o denominados de
PM primario se estdo na mesma forma quimica enfaraen emitidos na atmosfera e
sdo denominados de PM secundario se sao formagdagiade reacdes quimicas na
atmosfera. As particulas primarias grandes sadrasage formadas por processos que
incluem: poeira carregada pelo vento, sal marinfoeira da estrada e combustao

gerada por cinzas e fuligem. Particulas finas piamaéo emitidas diretamente tanto
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como particulas como por vapores que rapidamentersgensam, isto inclui fuligem
de motores a diesel, uma grande variedade de cotospmganicos condensados a partir
de combust&o incompleta, e compostos de As, SetZnque se condensam a partir do
vapor formada na combustdo. O PM secundéario é fiomzor reacbes quimicas
termodinamicas e nao termodinamicas adsorvidagaees dissolvidos. A maioria dos
PM secundarios finos é formada a partir de vapooesiensaveis gerados por reagdes
quimicas de precursores de fase gasosa. A formsedundaria pode resultar em
processos de formacdo de novas particulas ou @ocadie material particulado a
particulas pré-existentes. A maior parte do suléatotrato e uma porgéo de particulas
de compostos organicos na atmosfera sdo formadagggdes quimicas na atmosfera
(US EPA, 2003).

Em relacdo ao transporte e destino das particutassespensdo no ar, as
particulas finas possuem uma longa vida na atneogtbas a semanas) percorrendo
grandes distancias (centenas a milhares de quilés)etpresentando distribuicéo
uniforme sobre areas urbanas e como resultadgyodam ser facilmente identificadas
as suas fontes individuais; por outro lado parti€grandes tém uma dura¢cdo menor na
atmosfera (minutos a horas) sendo transportadadigtdncias pequenas (menos de 10
quildmetros), portanto, tendem a ser distribuidesiglialmente sobre areas urbanas
apresentando efeitos mais localizados (US EPA,)2003

A genotoxicidade e mutagenicidade da fragdo orgada material particulado
especialmente P e PM s, tem sido objeto de alguns estudos (CHAK&A., 2007,
SHARMA et al., 2007; SOARESt al., 2003; ZHAOet al., 2003) e presume-se que a
mutagénese presente nas células expostas contghta o aparecimento e
desenvolvimento do cancer (BOFFETTA, 2006; BOSTR@M ., 2002; ZHAOet al.,

2006).

23



1.3 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos (HPA&) sima grande classe de
compostos organicos que ocorrem como poluentes, mosalimentos e na agua. Estao
presentes em todos os processos de combustdo cemagecidos pelos seus intensos
efeitos mutagénicos e carcinogénicos. Sao atuatnoemsiderados como uma das mais
importantes causas de efeitos adversos a saudsongldos a poluicdo atmosférica
(SKAREK et al., 2007). Os HPAs constituem uma familia de congsoste anéis
aromaticos fundidos, mas também podem ser formaolosompostos insaturados de 4,
5 e 6 anéis, dentro do grupo, os compostos variammdléculas semi-volateis a
moléculas com alto ponto de ebulicdo (BOSTR@MI., 2002). Suas principais fontes
sdo: processos industriais (ex. producao de alomdaiseificacdo de carvao, producao
de coque e fundicdo de aco e ferro), emissfes aliedrrodoviario e combustiveis
domeésticos (WHO, 1998). Outras fontes incluem idg#naturais, agricola e tabaco,
sendo que a fumaca do cigarro € a maior fonte icha de exposicdo aos HPAs, e
também constituem uma importante fonte de contagmam alimentos podendo estar
presentes durante o processamento e preparo (PURL&EI., 2004).

As emissbes provenientes da queima biomassa conueinama papel, lixo,
floresta s@o consideradas como grandes concerdsadercarbono organico e as taxas
de emissao de particulas sédo comparaveis a atiérgiia das fontes de combustiveis
fosseis. A queima de biomassa inclui queima deedlas, queima controlada e
descontrolada de culturas agricolas, esses prodigosombustdo vegetal também
emitem os HPAs mutagénicos e carcinogénicos taloctamem todas as fontes de

combustao incompleta (IARC, 2006).
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Dezesseis HPAs estdo incluidos como poluentesitarios pela Agéncia de
Protecdo Ambiental - EPA (EVIRONMENTAL PROTECTION GENCY,1998),
enquanto o Instituto Nacional de Saude e Seguradcapacional — NIOSH
(NATIONAL INSTITUTE FOR OCCUPATIONAL SAFETY AND HEATH, 1998)
prioriza dezessete HPAs para investigag@@a@omposto adicional na lista NIOSH é o
Benzo[e]pireno. A Figura 3 apresenta as estrutdoess dezessete HPAs tidos como

poluentes prioritarios pelo NIOSH.
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Acenafteno Acenaftileno Antraceno

Benzo[e]pireno

Fluoranteno
Fluoreno Naftaleno
Fenantreno Pireno

Figura 3. Estruturas dos HPAs considerados prioritarios pel@SH (National
Institute of occupational Safety and Health, 1998)
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A Agéncia para pesquisa em Cancer (IARC) classdigans HPAs de acordo
com seu potencial carcinogénico em grupos (IAROG20ARC 2009):
* Grupo 1: o composto é carcinogénico aos humanos.
» Grupo 2: o composto é provavelmente carcinogéiiste grupo compreende
* dois subgrupos:
0 Subgrupo 2A: probabilidade de ser carcinogénicchaosanos.
0 Subgrupo 2B: possibilidade de ser carcinogénicdhaosnos.
* Grupo 3: ndo classificado quanto a carcinogeni@dars humanos.
* Grupo 4: o composto provavelmente ndo é carcinogé&os humanos.

A Tabela 1 apresenta os 17 HPAs prioritarios agtapasegundo a classificacao do
IARC.

Tabela 1.Classificacdo de 17 HPAs segundo 0s grupos de @atearcinogénico
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2008)

Grupo 1 Grupo 2 A Grupo 2B Grupo 3

Acenaftileno

Acenafteno
Naftaleno Antraceno
Benzo[e]acefenantrilenc Fluoreno
Benzo[a]pireno Dibenzo[a,h]lantracenc Benzo[a]antraceno Fenantreno
Benzolk]fluoranteno Fluoranteno
Criseno Benzole]pireno
Indeno[1,2,3cd]pireno Pireno

Benzo[g,h,i]perileno
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O risco de desenvolvimento de cancer de pulméoipalacdo a uma mistura de
HPA pode ser estimada pela concentragéo individeaeterminado HPA como o BaP
(GUSTAFSONEet al.,2008). Os HPAs sdo metabolizados via oxidativa jpaoauzir
produtos (Ex. epOxi) que reagem covalentementeaooentros nucleofilicos do DNA
que resultam em aductos e mutagdes, iniciando woepso de muitas etapas que
desencadeiam efeitos genéticos, danos cardiovassula efeitos reprodutivos

(LEWTAS et al., 2007).

1.3.1 Formacéo e propriedades fisicas dos HPAs naraisfera

Os HPAs sédo formados em processos de combustdonpheta, a altas
temperaturas e, deste modo, sdo essencialmentedasmpor todos os tipos de
combustdo. Quando a matéria organica é queimadajeeah é formada uma grande
variedade de HPAs em diferentes niveis de coneg&drae a complexidade das
misturas de HPAs dependem das fontes emissoras KEBNet al., 2002).

Quando os HPAs sdo lancados na atmosfera, sejalodeds atividades
antropogénicas ou naturais, eles podem estar pessem fase gasosa ou adsorvidos a
material particulado, e essa distribuicdo deperadprdssao de vapor dos compostos e
da temperatura do ambiente. A Tabela 2 apresegiaal propriedades fisicas dos 16
HPAs tidos como poluentes prioritarios segundo @oBwmental Protection Agency

(1998).

Tabela 2.Caracteristicas fisico-quimicas dos HPAs
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HPA FM MM PF/°C  PE/°C Sinbnimos

Naftaleno CioHs 128,17 80,2 218 Nafteno
Acenaftileno CizHs 152,20 92,5 280 Acenaftaleno
Acenafteno Ci2H10 154,21 93,4 279
Fluoreno CisHio 166,22 115 295
Fenantreno Ci4H10 178,23 99,2 340
Antraceno C14H10 178,23 215 340
Fluoranteno CieH1o0 202,26 108 384 Benzolj,k]fluoreno
Pireno CieH1o0 202,26 151 404 Benzo[d,e,flfenantreno
Benzo(a)antraceno CigH12 228,29 167 435 1,2-benzantraceno;
benzo[b]fenantreno; 2,3-
benzofenantreno;
tetrafeno
Criseno CisHi2 228,29 258 448 1,2-benzofenantreno;

benzo[a]fenantreno

Benzo(e)acefenantrileno  CooH12 252,32 168 - Benzolb]fluoranteno;
3,4-benzofluoranteno;
2,3-benzofluoranteno

Benzo(k)fluoranteno C2oH12 252,32 217 480 11,12benzofluoranteno
Benzo(a)pireno CaoH12 252,32 177 495 3,4-benzopireno;
6,7-benzopireno
Dibenzo(a,h)antraceno C22H14 278,35 270 524 1,2,5,6dibenzantraceno
Benzo(g,h,i)perileno C22H12 276,34 278 - 1,12-benzoperileno
Indeno(1,2,3-cd)pireno C22H12 276,34 164 - 2,3-fenilenopireno

FM: Formula Molecular; MM: Massa Molar (g/mol); CASChemical Abstracts
Service; PE: Ponto de Ebulicdo; PF: Ponto de Fuséo.

As emissfes das queimadas variam com o tipo de usiiabl utilizado,
intensidade do fogo e fase da combustimldering ou flaming). A faseflaming é
caracterizada pela combustdo com chamas altasdtatu@m de 340°C ou maiores); a
fase smoldering, com temperaturas mais baixas, € caracterizada pa&inbustéo
incompleta, sem chamas ou com peguenas chamas aomoaversao pirolitica da
biomassa sem oxigénio, predomina. Os HPAs sao dasifprincipalmente na forma

gasosa, mas uma porcao significante, os HPAs mesadps, estdo associados as
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particulas finas carbonadas. A combustéo se praeesdrés estagios: ignicdtaming,

e smoldering. A ignicdo é o processo inicial no qual se temupeqs chamas. No
segundo estagio a combustdo é mais eficiente entss&@ de CO2, H20, N2, NOX E
SO2. No terceiro estagio, processo de baixa temyara& auséncia de chama, ha
emissdo de grandes quantidades de compostos ogidamtonpletamente: CO, CH4 e
outros hidrocarbonetos particulados. A quantidaglesghissdo de produtos durante a
combustdo de biomassa € fortemente dependente #ao rada combustdo
flaming/smoldering (CRUTZENet al., 1990).

Quanto a distribuicdo gas-particula, aproximadaenéi% dos HPAs com
poucos anéis aromaticos (2 a 3) ocorrem na fasesgasnquanto que HPAs mais
pesados com 5 e 6 anéis sao adsorvidos a partet®As com 4 anéis distribuem-se
entre a duas fases (RE-POPPI & SANTIAGO-SILVA, 2008HO, 1998). VAN
VAECK et al., (1979), mostraram que aproximadamente 80% dos HRAmaterial
particulado estdo associados a particulas menomes M. MIGUEL &
FRIEDLANDER (1978) demonstraram que 75% do benpu@)o esta associado com

particulas menores que 0,26

1.4 Padrbes de qualidade do ar

Um padréo de qualidade do ar define legalmenteasentragcbes maximas de
um componente atmosférico para garantir a protelgicalde e do bem estar das
pessoas. No Brasil os padrbes de qualidade sdbeksimlos pelo MMA através da
Portaria Normativa n° 348 de 14/03/90 e ResolugablAMA n° 03/90 estabelecendo

dois tipos de padrbes de qualidade do ar: os pisarsecundarios.
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Os Padrdes primérios de qualidade do ar sdo as concentracdes de peduent
que, ultrapassadas poderdo afetar a salde da gapuRodem ser entendidos como
niveis maximos toleraveis de concentracdo de ptdsestmosféricos, constituindo-se
em metas de curto e médio prazo.

Sao padrées secundéarie de qualidade do ar as concentracfes de poluentes
atmosféricos abaixo das quais se prevé o mininmteddverso sobre o bem estar da
populacdo, assim como o minimo dano a fauna era, fems materiais e ao meio
ambiente em geral. Podem ser entendidos como niesisjados de concentracdo de
poluentes, constituindo-se em meta de longo prazo.

Os parametros regulamentados pelo CONAMA sao osirgeg: particulas
totais em suspenséo (PTS), fumacga, particulasveial§PM), didoxido de enxofre -
SO, monoxido de carbono - CO, ozdnio 3 ©didéxido de nitrogénio - NOOs padrdes
nacionais de qualidade do ar fixados na Resolug@blAMA n° 3 de 28/06/90 sao

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Padrdes Nacionais de Qualidade do Ar (ResolugadlAMA n° 3 de

28/06/90)
POLUENTE  TEMPO DE PADRAO PADRAO
AMOSTRAGEM PRIMARIO SECUNDARIO
Hg/ms3 ng/ms3
Particulas 24 horas (1) 240 150
Totais em MGA (2) 80 60
Suspenséo
Dioxido de 24 horas 365 100
Enxofre MAA (3) 80 40
Monoxido 1 hora (1) 40.000 40.000
de Carbono 8 horas 35 ppm 35 ppm
10.000 10.000
(9 ppm) (9 ppm)
Ozobnio 1 hora (1) 160 160
Fumaca 24 horas (1) 150 100
MAA (3) 60 40
Particulas 24 horas (1) 150 150
Inalaveis MAA (3) 50 50

(1) Nao deve ser excedido mais que uma vez ao ano.
(2) Média geométrica anual.

(3) Média aritmética anual.

A mesma resolucdo estabelece ainda os critéri@sgmasodios agudos de poluicéo

do ar. Esses critérios sdo apresentados na Tabela 4
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Tabela 4.Critérios para Episédios Agudos de Poluicdo dgResolucdo CONAMA n°

3 de 28/06/90)

PARAMETROS NIVEIS
ATENCAO ALERTA EMERGENCIA
Dioxido de Enxofre (ug/ms) - 24 h 800 1.600 2.100
Particulas Totais em Suspensao (PTS 375 625 875
(Lg/m3) 24 h
SO, X PTS (ug/m3)x(ug/md) - 24 h 65.000 261.000 393.000
Mondxido de Carbono (ppm) - 8 h 15 30 40
Ozonio (ug/md) -1 h 400 800 1.000
Particulas Inalaveis (PMy; ug/ms3) - 250 420 500
24h
< Fumaca (ug/md) - 24 h 250 420 500
Di6xido de Nitrogénio (ug/m3) -1 h 1.130 2.260 3.000

O Brasil ainda ndo valores estabelecidos para @gmséaxima de Didxido de
Nitrogénio, Chumbo, Particulas BMe HPAs e apresenta a maior concentracao
permitida de P em relacdo as localidades apresentadas na tab&tehbas a Europa

apresenta regulamentacao para emissao de HPAs geadbmédia anual permitida é

de 1ng/m
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Tabela 5 Comparacao dos Padrdes de Qualidade ao redougidom

Tempo de
Poluente Amostragem
Monéxido de
8 horas
Carbono
Diéxido de lhora
Nitrogénio 1 ano
1 hora
Ozbnio
8 hora
Di6xido de
1 dia
Enxofre
1 ano
Chumbo
Média 3 meses
Particula PM;q 1 dia
1 dia
Particula PM; 5
1ano
HPAs 1 ano

Brasil (1)

10.000pugfn 10.000pg/m

SR

160 pg/m

365 pg/m

SR

240 pg/m

SR

SR

SR: Sem Regulamentacgao

Concentracdo Maxima

EUA (2)

100 pg/m
235 pg/m

147 pg/m

366 pg/m

0,15 pg/m
150 pg/m
35 pg/m
15 pg/nd

SR

) Resolugdo CONAMA n° 3 de 28/06/90)
@) United States Environment Protection Agency. Dispelnrem:

http://www.epa.gov/ttn/naaqs/. Acesso em 12 derdbre de 20009.

Australia (3)
10.000p g/

215,9 pg/m

54 pg/n

196,3 pg/m

209,4 pg/m

0,5 ug/n
50 pg/n
25 pg/m
8 pg/m

SR

®) Australian Department of Environment Disponivel em:
http://www.environment.gov.au/atmosphere/airquéditgndards.html. Acesso
em 12 de Dezembro de 2009.
“  European Comission Environment. Disponivel em:
http://ec.europa.eu/environment/air/quality/staddditm. Acesso em 12 de

dezembro de 2009

Europa (4)
10.000 pg/mh

200 pg/m

120 pg/m
125 pg/m

0,5 ug/n

50 pg/n

25 pg/m

1ng/n?
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1.5 Cana-de-acgucar

A cana-de-agUcarSéccharum sp) € certamente a graminea mais importante
economicamente para o Brasil. E cultivada ha quséculos no litoral do Nordeste.
Mais recentemente, através do alcool etilico, eskara disseminou-se por quase todos
estados brasileiros, estabelecendo-se nos marerde#e tipos de solos (EMBRAPA,
20009).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais da-de-aglcar ao longo da
historia. O setor de agucar e alcool movimenta 6%P¢t® e, vista as demandas
internacionais e o crescimento da tecnologia flexfwe segundo projecdes da industria
sucroalcooleira, apontam um aumento na producdod&6% ano de 2010 (MIGUEL,
2005). Segundo dados da Companhia Nacional de édasinto (CONAB) para a
safra 2008/2009, o total da matéria-prima processseta de 571,4 milhdes de
toneladas, correspondendo a 13,9% a mais do quara gassada com uma area
utilizada de 7 milhdes de hectares (CONAB, 2008).

No estado de S&o Paulo, 3.890.414 hectares sdoatdlst ao plantio de cana-
de-agucar, correspondendo a 60% da producdo nhcomma 392,6 milhdes de
toneladas (IBGE, 2007).

De toda a safra, a maior parte (55%) é destinagmoducdo de alcool e
subprodutos, o que torna o Brasil um grande praodig¢aetanol: 250 mil barris diarios,
0 equivalente a 3% da producéo diaria de petrédeArdbia Saudita, ou ainda 25% da
producao do Iraque antes da guerra (MIGUEL, 2005).

Em relacdo a capacidade industrial, o pais disgd89%8 usinas em operacao
cadastradas pelo Ministério da Agricultura, PeeuérAbastecimento até julho de 2008,

sendo assim distribuidas: 252 unidades mistas (pevd acucar e alcool), 126
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produzem apenas alcool e 15 produzem somente gdas&A, 2008).

Em 1975, foi criado o Programa Nacional do AlcoolProalcool com a
finalidade de reduzir a grande dependéncia do Ipetidnportado e criar um mercado
adicional para os produtores de acgucar, incentivaamdndustria automobilistica no
desenvolvimento e fabricacdo de carros movidosusk@mente a alcool. Na primeira
fase do Programa, o seu principal objetivo corssisti producdo de alcool anidro para a
mistura com gasolina.

Em 2003, surge no mercado nacional o veifi@ofuel ou bicombustivel, cuja
tecnologia permitia o uso de alcool hidratado osoiaa C, em qualquer proporcao da
mistura destes, desta maneirdlez-fuel permitiu que o etanol pudesse competir com a
gasolina em todo Brasil. Em junho de 2008, o aldodtatado ja era o combustivel
mais viavel economicamente em 19 estados. De aaejunho de 2008, os veiculos
bicombustiveis representaram 87,4 % nas vendas tigaveiculos leves (EPE, 2008).

A milenar técnica da queimada é utilizada parazagile facilitar o trabalho de
corte e desponte manual da cana. Quando a canauT@dsua folhagem seca
possibilita o risco de incéndios acidentais contraisalhadores no interior do canavial,
sendo este, além disso, habitat de animais pec¢tmthertambém visando aumentar o
contetdo de acgulcar devido a evaporagdo de agua (NH®R & KIRCHHOFF, 1991;
ZAMPERLINI et al ., 2000).

As queimadas de cana-de-acUcar emitem para a am@mosima grande
guantidade de gases entre eles o dioxido de carfie@s), e o mondxido de carbono
(CO), gases reativos e toxicos. As queimadas tangvéduzem efeitos significantes na
composicao e acidez da 4gua da chuva devido a &mis aerossois (LARAt al.,
2001). Os aerossois que podem causar prejuizagia famana. Estudos tém mostrado

que populacdes expostas a altos niveis dessesntedupodem aumentar o risco de
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desenvolvimento de infec¢bes respiratrias aguttees)ca pulmonar obstrutiva crénica,
e cancer de pulméo. (SMITéd al., 1999).

O Brasil desempenha um importante papel na queéraaiassa com cerca de
1.734 pontos de queimadas do estado de Sao Palo@8{CPTEC, 2008). A maioria
das queimadas no Brasil ocorre durante a estac@p de maio a outubro coincidindo
com o periodo de baixas precipitacées pluviomé&reaiores condi¢cdes de disperséo
dos poluentes atmosféricos, aumentando dessa faswhances de as queimadas terem
impactos negativos sobre a qualidade do ar e sobegide das pessoas que vivem nas
regides canavieiras (CANCAD@ al.,2006 b; RIBEIRO, 2008). Aproximadamente 20
toneladas de material seco de cana-de-aclUcar simaglas por hectare, contribuindo
para uma emissao global de aproximadamente 0,48 Tgarbono por ano (LARAt
al., 2005). A qualidade do ar nas cidades localizadagreas de plantacdes de cana-de-
acucar no estado de Sao Paulo se deteriora dramatite durante a estacdo de queima,
0s niveis de particulas no ambiente aumentam de auwpatro vezes durante a safra
(CANCADO et al., 2006 b).

Segundo dados de COELH&@ al (2008), durante o periodo da safra a
concentracdo média de carbono organico dissolvéagua da chuva aumenta cerca
de 62% em Araraquara e 144% em Ribeirdo Preto. &mraste com os incéndios
acidentais das florestas que sdo usualmente beeves alta concentracdo de material
particulado, popula¢des que vivem em areas rodgautgsantacdes de cana-de-aglcar
sdo expostas as particulas geradas pela queimaoehadsa continuamente por no
minimo seis meses (ARBE& al., 2007).

Estudos nas cidades de Araraquara e Piracicabdar@ve uma associacao
positiva significativa entre o nimero de inalac@iédrias em servico de saude e a

concentracdo de material particulado gerado peténtgude cana-de-acucar, além de
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aumento da poluicdo atmosférica, dessa forma, giorsé que a queima da palha da
cana-de-acucar € uma importante fonte de polui¢dwmséérica e que leva a um
aumento na morbidade respiratoria, sendo esteo efaibaior em criancas e idosos de
forma semelhante a poluicdo atmosférica produzida gopmbustiveis fosseis, em
grandes centros urbanos. (ARBEMal., 2000; CANCADCO et al., 2006 b).

Em um estudo realizado por UMBUZEIR#®al (2008) foi possivel observar o
potencial mutagénico de particulas coletadas deransafra da cana-de-agucar pelo
teste de mutacdo reversa cdamonella typhimurium que demonstrou possuir o
mesmo grau de mutagenicidade das particulas catetes areas metropolitanas de Séao
Paulo.

MAZZOLLI-ROCHA et al (2008) demonstraram que uma Unica dose de
particulas produzidas pela queima de cana-de-agacaapaz de induzir alteracdes
significantes na mecanica pulmonar e parametrasldigcos em camundongos Balb/c
e também houve mudancgas parenquimais similarescagsteadas nos animais expostos
a particulas coletadas no trafego, no entanto &émie de funcionamento das vias
aéreas foi mais afetada pelas particulas da queiendiomassa. Dessa forma as
particulas da queima de cana-de-acgucar foram nommindo toxicas quanto as
provenientes do trafego de Séo Paulo.

ZAMPERLINI et al (2000) mostraram a identificagdo de 38 compostos
originados da fuligem de cana-de-acUcar: Entre &lB#&s presentes na lista de
poluentes prioritarios da Agéncia de Protecao A&mial (EPA), alguns alquil HPAs e
derivados tiofenos.

Diante dessas informacdes, em 19 de setembro d @@foverno do Estado de
Séao Paulo publicou a Lei n°® 11.241 que dispde sakilaninacdo do uso do fogo, como

método despalhador e facilitador do corte de canaedicar. Esta lei foi regulamentada
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pelo decreto n° 47.700, de 11 de marco de 2003apresenta em seu artigo 2° uma
tabela de eliminacdo gradativa, com término paaa@de 2031. Entretanto, em junho
de 2007, a Unido da Industria de Cana-de-acucal@BNe a Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de S&o Paulo assinaram um plotagroambiental que antecipa
0S prazos para extingdo da queima da palha danosneanaviais paulistas (Secretaria
do Meio Ambiente, 2007). Os prazos estabelecidosanfo 2014 para &reas
mecanizaveis e 2017 para areas ndo mecanizaveixy gae 85% das usinas do Estado
de Sao Paulo aderiram ao protocolo. No mesmo sength marco de 2008, a
Organizagéo de Plantadores de Cana da Regido €antrdo Brasil (ORPLANA)
também aderiu ao protocolo. Ao aderir ao protocolGoverno do Estado concede um
certificado de Conformidade agroambiental aos pxés de cana.

No entanto, a mecanizacao do processo de trabalbaltlira de cana-de-acucar
expbe outro problema, o desemprego. A cultura de-da-aclcar atualmente € a
atividade agropecudria paulista que mais empregadedbra na colheita. Estima-se
um total de aproximadamente 163 mil trabalhad@esmregados na safra 2006/07 com
mais de 90% formalizados (FRED#Dal., 2008). Infelizmente a grande maioria deste
contingente certamente encontrard grandes difideklale conseguir outro emprego
formal, uma vez que quem trabalha na colheita spaede a uma populagdo menos

qualificada (IEA, 2002).

1.6  Morte Celular Programada

A morte celular programada é um fenémeno biolégice desempenha um

papel importante durante o desenvolvimento, pregéw da homeostase e eliminacao
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de células danificadas. Os processos de morteacglatlem ser classificados de acordo

com suas caracteristicas morfologicas e bioquinf@ENADA & MAK, 2004).

1.6.1 Necrose

A caracteristica principal da necrose é o inchagoemla da integridade da
membrana com um influxo de agua e extravasamentomteldo celular no ambiente
causando dano as células adjacentes (Figura ingt@bolismo energético é finalmente
interrompido e as organelas celulares se desimedx®s tecidos, este tipo de morte

celular pode levar a resposta inflamatoria (BOUJRAA., 2007).

1.6.2 Apoptose

O desenvolvimento e manutencdo de um sistema Iol@ependem de uma
sofisticada interagdo entre as células que formamganismo, e algumas vezes parece
envolver um comportamento altruistico de célulalviduais em favor do organismo
como um todo. Durante o desenvolvimento, muitaslaglsdo produzidas em excesso
gue eventualmente sofrem morte programada e assitnlbzem no desenvolvimento
de 6rgaos e tecidos (MEIERal., 2000).

A morte programada por apoptose tem sido desopit@ocuma sequiéncia de
eventos que se inicia com o a retracdo celulaf@peom que a célula perca o contato
com as células vizinhas, no nacleo o DNA se coralérsnando uma camada ao longo
da membrana nuclear interna. Uma célula apoptptide se dividir em caracteristicos
“corpos apoptoticos” que sdo vesiculas que contg@ne plo contetdo celular e que sdo

englobados por macréfagos sem que ocorra respagtamatoria (Figura 4)
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(BOUJRAD et al., 2007; HAIL et al., 2006). Essas mudancas morfolégicas sdo
consequéncia de eventos moleculares e bioquimisecorrem no interior da célula
apoptotica, mais notavelmente a ativacao de enzprasoliticas que sdo capazes de
mediar a clivagem do DNA em fragmentos, bem comolisagem de substratos

protéicos (GEWIES, 2003).

protedlise, fragementacéo
do DNA e brotamentos na

diminuicao do volume celular, membrana \ ~'\.
remodelamento da membrana ) )

Sr = o
plasmaticae condensacéo da .0-' :ﬂ
cromatina . ‘\‘ b

intumescimento celular, ruptura de
organelas e ruptura da membrana
plasmatica citélise

-

(0N Naw® e
NECROSE .\ o ﬂ}:": o

Figura 4. Caracteristicas morfologicas de apoptose e neckFigura adaptada de HAIL
et al., 2006.

A magquinaria celular responsavel pela apoptose éntke familia de proteases
com uma cisteina em seu sitio ativo que clivamrageimas denominadas caspases. As
caspases sao divididas em duas categorias: i)sEspaciadoras que incluem caspases

2, 8,9 e 10 e, ii) caspases efetoras que incloaspases 3, 6 e 7. Todas as caspases sao
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sintetizadas como um zimédgeno inativo, denomindeégsrocaspases que necessitam de

ativacdo proteolitica durante a apoptose (SHI, p08R2avés de seus prodominios, as

caspases iniciadoras séo recrutadas e ativadasupareomplexo de sinalizacdo e

inducdo de morte em resposta aos receptores de marsuperficie da célula (via

extrinseca de apoptose) ou em resposta a singisamtos no interior da célula (via

intrinseca de apoptose) (GREEN & REED, 1998; SURENG, 2009).
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Figura 5. Ativacdo da Apoptose pelas vias Extrinseca ens@da. Modificado de

MACFARLANE & WILLIAMS, 2004.

A via intrinseca é ativada a partir de sinais gesaadb interior da célula como

dano no DNA, estresse oxidativo, radiacdo e quemnagia que levam a ativacdo de
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proteinas pré-apoptoticgBax, Bak e tBid). Em seguida, ocorgeruptura do potencial
transmembrénico mitocondrial, também conhecido cperneabilidade de transicao,
fazendo com que ocorra um influxo de ions e ao redempo a liberagdo de proteinas
pro-apoptéticas como o citocromo ¢ para o citosaha vez liberado, o citocromo ¢ se
liga a APAF-1 que facilita a ligacdo de dATP e agaspase 9, formando o
apoptossomo que ativa a caspase 9 que € um inicdalacascata de caspases e
finalmente ativando a caspase 3 (Figura 5) (GEWIE®)3; MACFARLANE &
WILLIAMS, 2004).

Outro fator mitocondrial pré-apoptético é o Smaé&BLO que atua inibindo as
IAPs de bloguear a atividade das caspases. As $&&@aima familia de proteinas com
atividade anti-apoptoética que atuam inibindo agpasss. Apdés dano mitocondrial, a
Smac/DIABLO é liberada do espaco intermembrana paitoplasma, juntamente com
o citocromoc. Enquanto o citocromoliga-se a APAF-1 e ativa diretamente a caspase-
9, Smac/DIABLO remove as IAP de sua ligacdo inifdtbcom as caspases
(GRIVICICH, 2007).

Com central importancia ainda estdo os membroarddi& anti-apoptotica Bcl-
2 como Bcl-2 e Bcl-XL que neutraliza a agdo degir@s Bh3 como Bid, mas também
as proteinas pro-apoptéticas Bax e Bak e assim ploie os eventos mitocondriais
pro-apoptéticos. Danos no DNA muitas vezes resulteanativacdo do fator de
transcricdo p53 que promove a expressao de merBotds pro-apoptéticos e suprime
0s membros anti-apoptéticos Bcel-2 e Bel-XL (GEWIEB3).

A via extrinseca € iniciada por associagdo de mendsn de diferentes
receptores de morte na membrana plasmatica quee aagruparem, promovem o
recrutamento de proteinas adaptadoras. Dentreceptoges na membrana plasmatica

(Figura 2), o receptor fas/CD95 recruta procasp@se/ou procaspase 10, e a
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consequente elevacdo de seus niveis nas proxinidad@aembrana garantem interacao
dessas caspases inativas com proteinas adaptakm@sadas a fas/CD95. Apds a
ligacdo com seu respectivo ligante, os receptosmwbrte triméricos recrutam
moléculas adaptadoras e a procaspase 8, formandmplexo DISC. A procaspase-8
sofre clivagem autoproteolitica, tornando-se a ases@8 ativa que € outro iniciador das
caspases efetoras para a execucao da apoptose ESEXQ03).

Algumas vezes o sinal vindo do receptor ativado g uma sinalizagdo de
caspase forte 0 bastante para a execu¢édo da retutar or si s6. Neste caso, o sinal
precisa ser amplificado pela via de apoptose mitdical. A ligagdo entre a cascata de
sinalizacdo de caspase e a mitocondria é realigadam membro da familia Bcl-2,
Bid, A proteina Bid é clivada pela caspase 8 efstraa truncada (tBid) se transloca
para a mitocéndria, onde age em conjunto com oumbros da familia BCL-2 as
proteinas pro-apoptoéticas Bax e Bak para indutiibexacdo do citocromo ¢ e outros
fatores pré-apoptéticos para o citosol (GEWIES,300

Uma disfuncdo ou desregulacdo no processo de amoptémplicada em uma
variedade de condi¢Bes patologicas. Defeitos nptape podem resultar em céancer,
doencas auto imunes e espalhamento de infeccoess, vienquanto desordens
neurodegenerativas, AIDS e doencas isquémicas adsadas ou aumentadas por

excessivas apoptoses (FADEHLal., 1999).
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1.7 Ensaio de Anexina V/FITC

A anexina V € um membro da familia das anexinasaumém mais de 160
proteinas e foi isolada pela primeira vez no fohall970 a partir de placenta humana e
poucos anos depois foi descoberta independenteraent@sos sangiliineos e nomeadas
como proteina vascular anticoagulantdVAC-a) (BOERSMA et al., 2005). As
anexinas tém a propriedade bioldgica de se ligaterfeente ao fosfolipideo
fosfatidilserina em uma via dependente de**Cem uma superficie carregada
negativamente. A fosfatidilserina € um fosfolipideodnico normalmente presente na
face interna da membrana celular (FADE#Lal., 1999). Quando o sinal de morte
celular ocorre, a fosfatidilserina € translocadeapa face externa da membrana. A
exposicao da fosfatidilserina parece comecar derastfases precoces da apoptose -
engquanto a membrana celular continua intacta esatstagios finais, nos quais a célula
se fragmenta, formando os corpos apoptoticos (ENKBHL et al., 1998). A anexina V
pode ser conjugada com fluorocromos como o FITC sgrwe como uma sonda
sensivel para analises por citometria de fluxocéidas que estdo sofrendo apoptose. A
necrose, por outro lado, € acompanhada pela perddaetyridade da membrana celular
dessa forma ao se adicionar o corante vital iodetpropideo (IP) pode distinguir as
células em apoptose precoce (FITC positivas) dataséem necrose (IP positivas). As
células viaveis também sao diferenciadas por s&i#@@ e IP negativas. No entanto,
células em apoptose tardia se coram com ambos ElRCdevido ao estagio final de
desintegracéo celular ndo havendo como diferecélatas em necrose de células em
apoptose tardia por este ensaio (BOERSMAal., 2005). Dessa forma é de todo
necessario que o ensaio de Anexina V seja execstaddtaneamente com um teste de
coloracdo como teste de exclusdo para se detedtdaem apoptose e diferencia-las

entre apoptose tardia e necrose (VERMES., 1995).
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1.8 Ensaio Hoechst 33342

Corantes fluorescentes como o Hoechst 33342 satammapte utilizados para
determinar a concentracdo de DNA e para corar osi@dealiados por microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo que emite fasméncia azul quando se liga ao DNA.
A bisbenzidina Hoechst 33342 € permeavel nas merabreelulares e se une a ligacbes
adenina-timina, sendo utilizados para avaliacdo aildo celular, apoptose e
quantificacdo de células viaveis. Este coranteguigntemente incubado na presenca de
substancias indutoras de apoptose, juntamente éhrag vivas por minutos até horas
(KIECHLER & ZHANG 2003). Este corante é rapidameatesorvidos pelas células
durante as fases iniciais da apoptose, enquantengbrana citoplasmatica integra esta
impermeavel ao IP. Fases tardias da apoptose apaeseorpos apoptéticos e sdo
acompanhadas pelo aumento da permeabilidade danar@ntelular, 0 que permite a
entrada de IP nas células. Desta forma, a comlordg& oechst 33342 e o IP tém sido
intensamente utilizadas para a diferenciacéo dégies de apoptose precoce, apoptose
tardia e necrose. Pode-se também adicionar o eodsatetato de fluoresceina (DAF)
que marca células com membrana celular intactapmes apoptoéticas de verde, sendo
um ensaio de 3 espectros coloridos diferentesnfasicélulas sdo avaliadas de acordo
com a coloracdo e morfologia em citoplasma verdeleeo azul intacto (células
viaveis), nucleo azul condensado e fragmentadopfape precoce), nucleo vermelho
condensado e fragmentado (apoptose tardia) e nuotaoto vermelho (necrose)

(HASHIMOTO et al., 2003).
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentracdo, o efeito citotoxico e aptipb dos extratos

organicos do material particulado em suspensaa atnesférico, colhidos durante

os periodos de safra e entressafra de cana-derar@ioagido urbana de Araraquara,

em linhagem de carcinoma pulmonar A549, no and88.2

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar a concentracdo do Particulado TotalS2mpensdo (PTS), assim
como a concentracao de Hidrocarbonetos Policicksosnaticos (HPAS) no ar
atmosférico por cromatografia liquida de alta pemniance (HPLC) nos extratos
de material particulado colhidos durante a safateessafra de Araraquara;
Avaliar a citotoxicidade celular utilizando o méb de MTT, em linhagem de
carcinoma de pulmdo A549 tratadas com extrato derrabparticulado obtidos
durante o periodo de safra e entressafra;

Avaliar quantitativamente a apoptose e necrofdace utilizando o ensaio de
Anexina V, por citometria de fluxo, em linhagemad@cinoma de pulméo A549
tratadas com extrato de material particulado cdtetiurante o periodo de safra e
entressafra;

Avaliar qualitativa e quantitativamente a apoetas necrose celular, para
diferenciacdo de apoptose total, apoptose precdeed@, bem como necrose,
utilizando o método do Hoechst 33342 e lodeto apiEeo em microscopia de
epifluorescéncia, em linhagem de carcinoma de pul®&49 tratadas com

extratos de material particulado colhidos durardgafea e entressafra.
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3

MATERIAIS E METODOS
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Margo/2008

Junho/2008

3.1 Caracterizacado Meteoroldgica do local de amosigem

Os dados meteorolégicos (Tabela 6) foram obtidearar do banco de dados da
Defesa Civil do Estado de Sdo Paulo e Aeroportadtstt de Araraquara Bartolomeu
de Gusmao Latitude. 21°48°11"" S, Longitude. 048°2% " W e Altitude 708/2323 6
km SE. O clima regional é subtropical com picogattiacdo solar variando de 500 a
900WnT e temperatura maxima entre 20 a 30 °C, os vedimdeves sem diferenca de
velocidade durante as estacdes. Durante a esthg&iosa (Dezembro a Marco), fortes
chuvas ocorrem no fim da tarde e inicio da noite gédo rapidamente absorvidos
durante a noite (ALLENt al., 2004). No entanto, entre Abril a Novembro paoi
que coincidem com a estacao de safra, o clima@ #etemperatura média no ano de
2008 nos periodos amostrados foi de respectivamdmt@1,94 °C e 17,95 °C na

entressafra e safra e a precipitacao foi de 163463mm.

Tabela 6 Parametros meteorolégicos da cidade de Araragu®@® no ano de 2008.

(Latitude. 21°48°11"" S, Longitude 048° 08" 25 eWltitude 708/2323 6Km SE)

Diregéo do Velocidade Temperatura Temp. Temp. Umidade Dias Preciptacédo
Vento do Vento (°Celsius) Minima Maxima (%) Total (mm)
(Graus) (Nos) (Celsius) (Celsius) Com Sem
Chuva Chuva
159,96 + 2,83 3,87 £ 0,09 21,94 +0,14 15,2 30,8 74,17 £0,59 w
4 7 162,8
147,42 £ 2,81 3,71 +£0,08 17,95 + 0,15 13 25 71,23 £ 0,57
2 8 34,3

Dados obtidos da Defesa Civili do Estado de S&o oPdilisponivel em:
http://www.defesacivil.sp.gov.br/novo/paginas.agg?pa=meteorologia. Acessado em
11 de dezembro de 2009) e do Aeroporto Estadualrdeaquara Bartolomeu de

Gusmao. Média = Erro Padrao.
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3.2 Coleta do Material Particulado Atmosférico Total(PTS)

A coleta do material particulado do ar atmosféfmiofeita através do filtro de
fibra de vidro (Energética, Rj, Brasil) com 10cmdiametro ndo tratados, com vazao
média de 3L/min utilizando o equipamento porta#iNMDI_VOL que foi instalado em
ponto estratégico no centro da cidade de Araraquasacada de um edificio a 50m do
solo (Figura 6) longe de outros edificios e coraralsuperior a das arvores (Figura 7) e
aproximadamente oito a dez quildbmetros de distadom canaviais (Figura 8). Os
filtros foram coletados 30 filtros durante 0 més mdarco (entressafra) e 30 filtros

durante o més de junho (safra) de 2008 sendo iidoalim filtro a cada 24 horas.

ST LOCALDA
ATeR LN

Figura 6. Imagem obtida por satélite (Google Earth) do cedé& cidade de Araraquara,
a seta aponta o edificio onde o aparelho paraacalet material particulado foi
instalado.
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Figura 7. Aparelho portati HANDI-VOL que foi instalado nacada do edificio
localizado no centro da cidade.

A

“'Google”

Pointer 21°48!22 385 *10:26.82° W elev. 617 m  Streaming [|1[1]1/151005% Eye all 12:05km

Figura 8. Imagem obtida por satélite (Google Earth) de Atasaa e os canaviais que
circundam a cidade, a seta aponta o local ondétras foram coletados.
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Os filtros foram pesados antes e depois da amesirggra a determinagéo da
massa do particulado que foi aspirada. O volumerdamostrado, corrigido pelas
condi¢cbes padréo (25°C, 760 mmHg), foi determinaduartir da vazao medida e do
tempo de amostragem. A concentracdo do materiaityiado em suspenséo erg/m’
foi obtida utilizando a seguinte equacao: P TV .4n, onde PC € a concentracdo de
PTS (ug/m’) , AM é a diferenca da massa do filtro pesado ante$& @uso e TV24h é

o volume total (M) do ar amostrado durante o intervalo de 24h (ARBEX., 2007).

O material particulado total foi colhido nos pendedle safra e entressafra, os
quais sdo considerados respectivamente, periodgeaima e de ndo-queima de cana-

de-acucar.

3.3 Extragédo do material particulado total

O material particulado contido nos filtros foi presado para extracdo em
diclorometano (DCM): metanol (MeOH) (4:1). Os 3Qrdis de cada periodo foram
fracionados em pequenos pedacos e colocados emrlanmigyer com 50mL DCM:
MeOH 4:1 (RE-POPPI 2000; ZAMPERLINEt al., ,2000). A extracdo com
diclorometano é preferencialmente usada por sehverste para extracdo de mutagenos
em particulado mais efetivo (MONTREUIEt al., 1982) e também por excluir
componentes néo-organicos que poderiam influenciar toxicidade observada

(CLAXTON et al ., 2007; MARVINet al., 2007).

O Erlenmeyer foi colocado no banho de ultra-som @6r minutos e
posteriormente foi realizada a filtragcdo em filole seringa 0,48m. O filtrado foi
concentrado em rota-evaporador a 40°C até o volapneximado de 5mL, sendo

posteriormente evaporado até a secura, sob flwede nitrogénio. O residuo obtido
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foi ressuspendido em 1 mL de dimetilssuféxido (DN ®Odiluido para avaliacdo dos
efeitos dos compostos organicos extraidos. Osdiltoram acondicionados ao abrigo

da luz a temperatura de -20°C.
3.4 Analise Cromatogréfica dos extratos organicos

As andlises foram efetuadas 1 més apds a coldizantio os equipamentos HPLC
Varian com detector de fluorescéncia LC920 (sagaHPLC Varian detector de
fluorescéncia Pro Star 360 (entressafra). As culeasalibracao foram construidas apos
a injecdao da mistura dos 13 HPAs estudados. OgeBmde deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) do sistema analitico utilizadmem ser vistos na Tabela 7. Estes

limites foram calculados segundo o preconizado peRAC (CURRIE, 1999). As

curvas analiticas para todos os HPAs apresenta?anOFQQ e CV do fator de resposta
menor que 10%.

Foram obtidas as equacdes das retas, nas quaiteg®iou as areas dos picos
obtidos nos cromatogramas dos extratos do matpadiculado ressuspensos em
volume adequado de solvente. As condi¢cdes cron@togs utilizadas para

determinacao analitica dos HPAs foram as seguintes

Acetonitrila: 60%(5 min)------ 20min------ 100%(15 nj, vazado: 1,5 mL/min, fase
estacionaria: Supelcosil;£LC PAH (250mm x 4,6mm x 5 mm), os comprimentos de
ondas de excitagdo e emisséo utilizados sao: MaftalAcenafteno e Fluoreno (220 e
322 nm), Fenantreno ao Benzolg,h,iJperileno (289& nm) e Indeno(1,2,3-cd)pireno

(300 e 498 nm).
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3.5 Cultura de células

Para os ensaios biologicos foi utilizada a linhagencarcinoma pulmonar A549
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro.&hdas foram cultivadas em meio
Ham F12, acrescido de Hepes, 100uL de penicilieasteeptomicina, bicarbonato de
sédio e 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilaby éélulas foram cultivadas em
garrafas e mantidas a 5% de £© a temperatura de 37°C até a formacdo de
monocamada celular. Em seguida, as células forametidas a tripsinizacdo. Para isso
foram lavadas com 5 mL Hanks que foi em seguidacattslo, e as linhagens
submetidas a 3 mL de tripsina 0,5% EDTA (INVITROGEMEUA) até o
desprendimento do fundo das garrafas. Foi adicmBaaiL de meio acrescido de 10%
de soro fetal bovino para a neutralizacdo da trgpse entdo as células foram
centrifugadas por 3 minutos a 1200 rpm. O sobrertadi descartado e o pellet
ressuspendido em 20 mL de meio de cultura com 1®%FB. O volume da suspensao
celular obtido em uma garrafa foi transferido pauttas duas garrafas, de modo a obter
quantidade celular adequada para os experimentas.cdulas plaqueadas na
concentracéo de 2,5 x 1€&lulas/mL foram tratadas com diferentes concedés (750,
375, 300, 187 e 9Qug/mL) de PTS de safra (queima) e entressafra (n&ma)
diluidos em 1% de DMSO. Foram realizados 2 experiosindepependentes com
concentracdes em triplicatas. Como controle pasittodas as linhagens celulares
foram tratadas com doxorubicina na concentragcdolfey/mL. Como controle
negativo, as linhagens ndo foram tratadas com tatex organicos de PTS. Como

controle de veiculo as células foram tratadas c@io mcrescido de DMSO 1%.
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3.6 Ensaiode MTT

A citotoxicidade celular foi avaliada pelo ensa®oMTT, que mede a habilidade
das células vivas reduzirem o sal de MTT a cristai$ormazana de cor violeta apos o
tratamento. As células (A549) foram cultivadas ddam F12 contendo 10% de SFB
em placas de 96 pocos, até a aderéncia das c&Mdldsras). As células foram entdo
tratadas com os extratos organicos obtidos do PTgdodo de safra e entressafra em
diferentes concentracfes (3000, 1500, 750, 375,181 90 e 4g/mL) por 24 horas
de tratamento em meio sem SFB. O meio livre de 8B os tratamentos foi removido
e as células foram incubadas com 10uL de MTT piw Ioras, a 37°C, o meio foi
descartado e os cristais de formazana foram saatids com isopropanol. O ensaio de
MTT foi realizado em 2 experimentos independentes concentragdes em triplicatas
e a absorbéancia foi medida na faixa de 540nm tar lde placas Bio-Tek Powerwave X
(BioTek Instruments, Inc.,USA). Cada tratamentoaimdmpanhado de controle positivo
(doxorrubicina 1Hg/mL), controle negativo (células ndo-tratadasymtrole de veiculo
(DMSO 1%). A citotoxicidade de cada tratamento dgpresso pela porcentagem de
morte celular, calculada em relacdo ao controleatidyy segundo proposto por

ZHANG et al, 2004:

Células
Mortas (%) = Absorbancia do Controle Negativéd\bsorbéncia do Teste
X 100

Absorbéndo Controle Negativo

A partir do teste de MTT foi obtido o #g(concentracdo citotdxica para 50 %

das células) e a partir deste estabelecidas a®mwacdes (750, 375, 300, 187 e 90
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Mg/mL) a serem utilizadas para os ensaios de apmpt®endo escolhidas duas

concentracdes acima e duas abaixo dg IC

3.7 AnexinaV

As células A549 (2,5xPBel/mL) foram cultivadas em placas de 12 pocos gor 2
horas e tratadas com os extratos organicos obtidegeriodos de safra e entressafra.
Apo6s o tratamento as células foram tripsinizadassteridas para eppendorfes estéreis
e centrifugadas por 10 minutos. As células foraradas com meio Ham F12 com 10%
de SFB e centrifugadas novamente. Para o ensaamalana V foi utilizado o Kit de
deteccao de apoptose por Anexina-V marcada com FAl&Xis, Lausen, Switzerland)

A seguir, as células foram ressuspendidas emil5d@ tampao de ligacéo, acrescidos
de Hul de Anexina-V conjugada com FITC @l5de iodeto de propideo. A reacao foi
incubada por cinco minutos, a temperatura ambieoie,abrigo da luz. A intensidade
de fluorescéncia (FITC e iodeto de propidio) foaléada, utilizando o equipamento
FACSCanto (Becton Dickinson, USA). Para cada ensmiam incluidos controle
positivo (15ug/mL de doxorrubicina), controle negativo (céluld® tratadas) e controle

de veiculo (1% de DMSO).
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3.8 Hoechst 33342 e lodeto de Propideo

O teste de apoptose pelo método de Hoechst e ltmetmlizado em células de
carcinoma de pulmao A549 tratadas com os extragnaos de PTS dos periodos de
safra e entressafra por 24 horas.

A avaliacdo de células apoptéticas e necroticagdailizada pelo método de
exclusdo de fluorocromos, utilizando-se uma soluitfmrescente, contendo diacetato
de fluoresceina (DAF), iodeto de propideo (IP), eestht 33342 (HO). ApGs o
tratamento com os PTS, o meio de cultura foi redolficélulas mortas em suspenséao),
as células aderentes foram tripsinizadas, e amiramfcentrifugadas. Na suspenséo
celular de 100l foi acrescentada uma solucdo de fluorocromostecaln 25% da
solucéo aquosa de IP (Img/mL), 50% da solucédo de &A DMSO (1,5mg/mL), 10%
da solucdo aquosa de HO (Img/mL) e 15% de PBS.aBacefoi incubada por 5
minutos a 37°C e as células foram observadas enosuapia de epifluorescéncia, em
espectro de absorcdo de 360nm e 538nm. Foi pracetidvaliacdo qualitativa e
quantitativa, estabelecendo-se a porcentagem dias&@m apoptose (precoce e tardia),
necrose e porcentagem de células vivas, levandwrseonsideracdo a morfologia e
coloracdo das células. Foram analisadas 200 cghdagrupo e as laminas foram
codificadas para nao haver identificacdo dos grpetsobservador.

As ceélulas foram classificadas de acordo com a eorcaracteristicas
morfologicas em: viaveis (nucleo azul esférico dorpelo HO, citoplasma verde, em
espectro de absorcdo 360nm), apoptose precocesgnazlil com corpos apoptoticos
corado pelo HO, citoplasma verde, em espectro dergéo 360nm), apoptose tardia

(corpos apoptéticos corados em vermelho, em egpédetabsor¢cdo 538nm) e necrotica
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(ntcleo vermelho esférico corado pelo IP em especte absorcdo 538nm.)

(HASHIMOTO et al., 2003).

3.9 Andlise estatistica

Para a analise estatistica, os resultados forana@dwa pelo testéOne-way
ANOVA com pés-teste de Tukey com nivel de signiica de 5 %. Essa andlise foi
executada através do software Graph Pad Prisméovér®1, 2007. Para o estudo da
porcentagem de células mortas em funcdo da coacéotrdos extratos de safra e
entressafra para a determinacdo dg Ejustou-se a reta com o modelo sigmoidal de

Weibul 2 utilizando-se o software Origin 8.0.
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4 RESULTADOS
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4.1 Concentragédo de PTS

A tabela 8 mostra a concentracao do material peetio obtido nos periodos de
entressafra e safra. Pode-se observar que a coag@nimédia didria durante a safra foi
de 5,34 pg/rhvalor esse quase 2,7 vezes maior que na entresgadrdoi de 1,98
Hg/nt. A concentracao total foi de 61,45 ud/na entressafra e 165,78 pd/durante a
safra. Esses valores estao abaixo dos estabeleadus padrdes de qualidade do ar no

Brasil (Resolugdo CONAMA n° 3 de 28/06/90).

Tabela 8. Concentracdopg/m®) de PTS coletado durante os periodos de safra e

entressafra.
Concentragdo PTS pg/m?®
Faixa de Concentragéo Concentracao Média Total*
Entressafra 0,90 - 5,51 1,98+ 0,16 61,45
Safra 1,37 -10,60 534+£0,41 165,78

* Soma do particulado total contido em 30 filtrbkedia + EP.

62



4.2  Analise Cromatografica dos extratos

A figura 9 apresenta os cromatogramas obtidos palises de HPLC/Flu dos
extratos organicos do particulado total da queimaaha-de-acucar durante os periodos
de safra e entressafra. Pode-se observar que esnt@tdes no periodo de safra sao
superiores quando comparadas a entressafra. QdBts foram especificos para a
gueima de biomassa na entressafra (Dibenzo(a,a¢entw, Fenantreno, Naftaleno e
Pireno) e dois foram especificos para queima debuostiveis fosseis na safra

(Benzolg,h,i]perileno e Benzo[k]fluoranteno).
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4.3 Concentracdo HPAs

As concentracdes de HPAs encontradas no matertadyado dos periodos de
safra e entressafra estdo apresentadas na Talaaisiri,como sua classificacdo quanto
a sua genotoxicidade e carcinogenicidade perar@eganizacdo Mundial de Saude
(WHO) e carcinogenicidade perante a Agéncia Intzamal de Pesquisas sobre o
cancer (IARC). Nesta tabela observa-se que a ctacéo de HPAs extraidos no
periodo de safra foram maiores em relacao as dagaiurante a entressafra. A soma de
HPAs na safra foi de 659,47ng/malor esse quase 15 vezes maior que a soma dos
HPAs de entressafra que foi de 45,28 riglem relacéo a classificacdo da WHO quanto
a carcinogenicidade e genotoxicidade foram enadofr na safra 4 HPAs
carcinogénicos e 7 genotoxicos e na entressaff@Akstdarcinogénicos e 5 genotoxicos.
Quanto a porcentagem de HPAs com 5 ou 6 anéis tiomsigas amostras coletadas na
entressafra continham 25% de HPAs com 5 ou 6 an@ieaticos, valor esse que subiu
para 80% no periodo de safra. No periodo de saBanzo[g,h,iJperileno sozinho foi

responsavel por 61% deste total.
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Na figura 10 e figura 11 observa-se a morfologaa délulas submetidas ao
tratamento dos PTS de safra e entressafra coramladay-Grunwald-Giemsa no
aumento de 20X. Podemos observar nas fotomicragrafiue as células nas maiores
concentragdes sdo apresentam morfologia comproemetich menor numero de células
comparacdo com as menores concentracfes e o eongghtivo, e que os efeitos
deletérios podem ser observados em concentracdesrese(30Qg/mL) na safra em

relacdo a entressafra.
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90ug/mL

187ug/mL

Figura 10. Imagem em microscopia 6tica comum da linhagem AB4§ Grunwald
Giemsa. A) Controle Negativo; B) Controle Posit{@mxorrubicina 15g/mL; C) — D)
Imagens de células tratadas com extrato de sadraarecentracdes de: 90 e L§7/mL.
H) —I) Imagens de células tratadas com extratmtlessafra nas concentracdes de: 90 e
187ug/mL. Aumento 20x.
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300ug/mL

37519/mL

750ug/mL

SAFRA ENESSAFRA

Figura 11. Imagem em microscopia 6tica comum da linhagem ABA&y
Grunwald Giemsa. E) — G) Imagens de células tratadan extrato de safra nas

concentracdes de: 300, 375 e @&dnL. J)-M) Imagens de células tratadas com

extrato de entressafra nas concentracoes de: 39@& 35Qg/mL. Aumento 20x.
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4.4 Ensaio de Citotoxicidade

Foi realizado o ensaio de citotoxicidade pela té&cnie MTT com 0s extratos
obtidos dos particulados totais de safra e enfiress@ linhagem de carcinoma de
pulmé&o A549 para a determinagcao dgpl(€oncentragdo que permite a morte de 50%
das células tratadas) (Figura 12). Nas maioresettragoes ndo houve variacdo de
porcentagem de células mortas, desta forma ndeagaros valores de erro padréo nas
concentracdes de 30Q@/mL, 1500ug/mL e 750ug/mL.

Para o estudo da porcentagem de células mortasregdd da concentracéo dos
extratos ajustou-se um modelo sigmoidal de WeibuN&2 figura 13 observa-se o
modelo sigmoidal de Weibull 2 ajustados aos dad@asn base nos ajuste das retas
obtidas por esse modelo foi calculadgol@os periodos de safra e entressafra a sendo os
valores respectivamente de 257,14 e 278d@mL. Demonstrando que o PTS coletados
durante a safra precisam de uma concentracaodigeirte menor que a entressafra para

induzir 50% de mortes.
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Figura 12. Ensaio de Citotoxicidade (MTT) em células A549rdeatagem de células
mortas. A) (*) p<0,0001 - CRersus CV; Safra (S): CRrersus 90;versus 187; versus
300; versus 375 ; versus 750; versus 1500; versus 3000pug/mL. (*) p<0,0001:
Entressafra (ES): CN C®rsus 90;versus 187; versus 300; versus 375 ;versus 750;
versus 1500;versus 3000pug/mL; ; (**) p<0,0001: 90 pg/mL ($S%rsus 90 ug/mL (ES).

B) Concentracbes escolhidas a partir dg,/@®@s dados referem-se as médias de 2
experimentos independentes (Média + Erro Padra®:. Controle Positivo, CV:

Controle de VeiculdOne-way ANOVA com pos-teste de Tukey.
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Figura 13. Ensaio de Citotoxicidade (MTT) em células A549rdeatagem de células
mortas. Ajuste das retas segundo modelo sigmoedsVeibul 2 para a determinacéo do
ICs0. A) ICsp safra: 257,14g/mL. B) 1Gso entressafra: 278,84/mL.
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45 Ensaio de Anexina V

Nos tratamentos da linhagem celular A549 com eodrde safra e entressafra
foi possivel observar que houve uma elevada pagent de mortes induzidas por
apoptose total (Figura 14A) em 91,5% a 98,3% naasa 68,7% a 98,7% na
entressafra. Sendo todas as concentracogg/faQ, 18771g/mL, 30Qug/mL, 375ug/mL
e 75Qg/mL) e o controle de veiculo significantementeedihtes em comparacdo ao
controle negativo (p<0,0001). A porcentagem delaglmortas por apoptose total foi
significantemente maior quando tratadas com exsra® safra na concentracdo de
90ug/mL quando comparada a entressafra (p<0,0001)yeknao as células mortas por
necrose (Figura 14B) houve uma baixa porcentagetéldéas mortas por esse processo
sendo 0,07% a 2,72% quando tratadas com extratosafta, e 0,26% a 0,7%

entressafra.
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Figura 14. Avaliacdo de apoptose e necrose em células A5#2antio o método de
AnexinaV com FITC e lodeto de Propideo. A) Apoptdseal (*) p<0,0001: CNersus
CP; (*) p<0,0001: Safra (S): Ciersus 90;versus 187; versus 300; versus 375 yersus
750pg/mL; (*) p<0,0001: Entressafra (ES): Gisus 90; versus 187; versus 300;
versus 375; versus 750ug/mL; (**) p<0,0001: 90 pg/mL (& sus 90 pg/mL (ES).
B) Necrose. Os dados referem-se as médias de Piragpéos independentes (Média +
Erro Padrdo). CN: Controle Negativo, CP: Contradsivo, CV: Controle de Veiculo.
Oneway ANOVA com pés-teste de Tukey.
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Quanto a porcentagem de células tardia/necrosegmdbservar uma elevada
porcentagem de apoptose precoce (Figura 15A) nasentracdes de 9Q/mL,
187ug/mL, 30Qug/mL, 375ug/mL células com indices variando de 89% a 91%asd
concentracdes de QAQ/mL, 187qg/mL, 30Qug/mL, 375ug/mL significativamente
diferentes em relagcdo ao controle negativo (p<@P@® extrato organico de safra.
Somente na maior concentracéo [I&onL houve uma percentagem de mortes baixa na
ordem de 13%. Quando as células foram tratadasooexirato organico de entressafra,
pode-se observar apoptose precoce entre 67% a 88%oncentracbes de | 2mL,
187ug/mL, 30Qug/mL, 375ug/mL que foram significativamente diferentes enagéb
ao controle negativo (p<0,0001). Assim como naasafrconcentracao de 7HmL
teve uma baixa porcentagem de células mortas popt@ge precoce com 12% de
células mortas. Pode-se também observar uma pageent de células mortas por
apoptose precoce significantemente maior quandad&ia com extratos de safra na
concentracdo de 9@/mL quando comparada a entressafra (p<0,0001)céhdas
mortas por apoptose tardia/necrose (Figura 15Bigpeam uma baixa porcentagem nas
menores concentracoes (@0mL, 187qg/mL, 30Qug/mL, 375ug/mL). Na safra a taxa
variou de 5% a 9%. Apenas a maior concentracaou(/bfl) teve uma elevada
porcentagem de células mortas por apoptose taedrase com 83% de mortes, sendo o
controle positivo e a concentracdo de J0OmL significativamente diferente do
controle negativo (p<0,0001). Na entressafra agmtagem variou de 1,5% a 7% nhas
concentracbes de @A@/mL, 187Qg/mL, 30Qug/mL, 37%ug/mL. No entanto a
concentracdo de 7p@ /mL apresentou elevada porcentagem de mortesuptose
tardia/necrose com 85% de mortes sendo signifai@nte diferente do controle

negativo (p<0,0001).
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Figura 15. Avaliacdo de apoptose precoce e tardia/necroseértas A549, utilizando
o método de AnexinaV com FITC e lodeto de PropidgoApoptose Precoce (*) p<
0,0001: Safra: CNersus 90; versus 187; versus 300; versus 375ug/mL; (*) p<0,0001.:
Entressafra: CN versus 9@rsus 187;versus 300, versus 375ug/mL; (**) p<0,001: 90
pnag/mL (S)versus 90 pg/mL (ES). B) Apoptose Tardia/Necrose (*) 0@1 CNversus
CP; (*) p<0,0001: Safra: CMersus 750ug/mL; (*) p< 0,0001: Entressafra: Gisrsus
750 pg/mL. Os dados referem-se as médias de 2iegrdos independentes (Média +
Erro Padrdo). CN: Controle Negativo, CP: Contradsivo, CV: Controle de Veiculo.
Oneway ANOVA com pés-teste de Tukey.
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A porcentagem de células vivas também foi avalgala ensaio de Anexina V
marcada com FITC e iodeto de propideo sendo estadas que durante o ensaio nao
sofreram marcacao por iodeto de propideo e AneXimaarcada com FITC (duplo-
negativas) (Figura 16A e 16B) e a partir dele fuservado um efeito dose resposta de
células vivas tratadas com extratos de entressgf% a 31%. As células tratadas com
extratos de safra apresentaram uma baixa porcemtdgecélulas vivas que variou de
1,3% a 1,8%. A porcentagem de células vivas faiiigantemente diferente quando
comparada ao controle positivo (p<0,0001) e emstamka concentracdes (90ug/mL,
187ug/mL, 300pg/mL, 375ug/mL e 750ug/mL) das eélutatadas com extratos de
safra e entressafra (p<0,0001) tanto nas céludsads com extratos de safra como as
tratadas com estratos de entressafra. Houve umiega estatisticamente significante
entre a porcentagem de células vivas na conceontraed®Qg /mL do periodo de

entressafra quando comparado a safra (p<0,0001).
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Figura 16. Avaliacdo de células vivas em células A549, utita o método de
AnexinaV . A) (*)p<0,0001: CNversus CP; versus CV; (*)p<0,0001: Safra (S): CN
versus 90 ; versus 187; versus 300; versus 375 eversus 750ug/mL; (*) p<0,0001:
Entressafra(ES): 90versus 187; versus 300; versus 375 eversus 750pug/mL (**) p=
0,0001: 90pg/mL (Syersus 90 pg/mL (E). Os dados referem-se as médias de 2
experimentos independentes (Média + Erro Padrad). Controle Negativo, CP:
Controle Positivo, CV: Controle de Veicul@ne-way ANOVA com pos-teste de
Tukey. B) Figura relativa ao tratamento de extratesntressafra na concentragéo de
90pg/mL. Q1: Células marcadas por iodeto de Prop(th®) (Necrose); Q2: Células
marcadas com IP e Anexina V/FITC (Necrose/ Apoptbasdia); Q3: Células ndo
marcadas (vivas); Q4: Células marcadas com Anekiff& (Apoptose Precoce).
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4.6 Ensaio de Hoechst 33342

O método de Hoechst foi utilizado para melhor der&acdo de apoptose
precoce, apoptose tardia e necrose. Podemos obserpadrdo morfoldégico e de
coloracédo (Figura 17A e 17C) fluorescente azul pgetechst com ndcleo normal
representativos de células vivas (V) e coloracaol anm fragmentacdo nuclear
representativo de apoptose precoce (AP). Em cartrdp, podemos notar o padréo de
apoptose tardia (AT), onde vemos nucleos com cliamdtagmentada e coloracdo

vermelho fluorescente corados pelo lodeto de Peapé&necrose com nucleo normal e

coloracao vermelha (N) ( Figura 17B e 17D).

Figura 17. Analise morfolégica do ensaio de apoptose e nequeto método de Hoechst. Células A549
tratadas com extratos de safra (A e B) e entresf@fe D). A e C: células vivas (V) coradas em gzl

Hoechst com nucleos normais; células em apoptoseope (AP) coradas pelo Hoechst com ndcleo
fragmentado. B e C: células em necrose coradasqugto de propideo em vermelho com nucleo normal

(N) e células em apoptose tardia (AT) coradas @utatd de propideo com fragmentacdo nuclear.
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No ensaio realizado com o Hoechst 33342 e lodet®rdpideo foi possivel
observar as mortes por apoptose total (Figura 18a&hdo na safra de 82% a 95%.
Houve diferenca significante do controle negativ@rgdo comparado ao controle de
positivo e quando comparado as concentracdoes dg/raQu 187ug/mL, 300ug/mL,
375ug/mL e 750pug/mL (p<0,0001). Quanto as célufasadas com extratos de
entressafra a porcentagem de mortes variou de 57%1%. Houve diferenca
significante entre o controle negativo quando caaub@ as concentracdes de 90ug/mL,
187ug/mL, 300pg/mL, 375ug/mL e 750ug/mL (p<0,0002%. periodos de safra e
entressafra diferiram significantemente nas comaedés de 187ug/mL (p<0,001) e
90pg/mL (p<0,0001).

Na figura 18B pode-se avaliar uma baixa porcentagemortes induzidas pelo
processo de necrose com uma relacdo dose respoptxindo de safra que variou de
0,5% a 4% com diferenca significante em relacdocantrole negativo quando
comparado ao controle positivo (p<0,0001). Quardotratamento com extratos de
entressafra a porcentagem de mortes por necros#ef@% a 5%. Houve diferenca

estatistica do controle negativo quando comparadmatrole positivo (p<0,0001).
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Figura 18. Avaliacdo de apoptose e necrose em células A3d2ando o método de
Hoechst. Apoptose Total (*) p<0,0001 Gasrsus CP; (*) p<0,000:1 CNrersus Safra:

90, versus 187, versus 300, versus 375 eversus 750 pg/mL; (*) p<0,0001: CNersus
Entressafra: 90sersus 187, versus 300, versus 375 eversus 750 pg/mL. B) Necrose (*)
p<0,0001: CNversus CP. Os dados referem-se as médias de 2 experisnento
independentes (Média + Erro Padréo). CN: Contradgdtivo, CP: Controle Positivo,
CV: Controle de VeiculdOne-way ANOVA com pos-teste de Tukey.

82



Quando as células foram diferenciadas entre apppresoce e tardia observou-
se uma alta porcentagem de células mortas por egmmgtrecoce (Figura 19A) em
ambos os tratamentos (safra e entressafra) nasrdoagdes de 90 pg/mL a 375 pg/mL
variando de 72% a 76% na safra e 49% a 68% naseafra com uma relacdo dose
resposta. Apenas na concentracdo de 750 pg/mLeapoesuma baixa porcentagem de
células em apoptose precoce, sendo esses valo@®% @e16%, para células tratadas
com PTS de safra e entressafra, respectivamente.eHbiferenca significante entre as
mortes por apoptose precoce do controle negativandp comparado ao controle
positivo (p<0,0001) e também quando comparado asetwracdes de 90 pg/mL, 187
pg/mL, 300 ug/mL e 375 pg/mL de extratos de safemteessafra. Também houve
diferenca significante da concentracdo de 90 pgéxttaida durante a safra quando
comparado a mesma concentracao extraida no peféoeitressafra (p<0,05).

Na avaliacdo de mortes induzidas por apoptoseatdFigura 19B) as células
submetidas ao tratamento com extratos do partioutiedsafra e entressafra de 86% e
78%, respectivamente. No restante das concentraggemcentagem de mortes por
apoptose tardia variou de 9% a 12% para extrateaite e 8% a 27% para entressafra.
Houve diferenca significante do controle negativeargdlo comparado ao controle
positivo (p<0,001) e quando comparado a concerdrded750 pg/mL de safra e 750

png/mL e 375 pg/mL na entressafra (p<0,001).
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Figura 19. Avaliacdo de apoptose precoce e tardia em céWst9, utilizando o
método de Hoechst. A) Apoptose Precoce (*) p< QODON versus CP; (*) p< 0,0001:
CN versus Safra (S):versus 90, versusl87, versus 300; versus 375 pg/mL; (*)
p<0,0001: Entressafra(ES): Olrsus 90, versusl87, versus 300; versus 375 pg/mL
(**) p<0,05: 90 pg/mL (Syersus 90 ug/mL (ES) B) Apoptose Tardia (*) p<0,001 CN
versus CP; (*) p<0,0001: CNversus Safra: 750ug/mL; (*) p<0,001: Entressafra p<
0,0001: CNversus 375 pg/mL e 750ug/mL. Os dados referem-se as métba2
experimentos independentes (Média + Erro Padrad). Controle Negativo, CP:
Controle Positivo, CV: Controle de Veicul@ne way ANOVA com pds-teste de

Tukey.
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A porcentagem de células vivas também foi aval@ela ensaio de Hoechst e
iodeto de propideo, sendo estas as células quatduraensaio foram marcadas pelo
corante fluorescente azul, mas ndo sofreram fragp@&o nuclear caracteristica do
iodeto de propideo e Anexina V marcada com FIT®l@unegativas) (Figura 20A e
20B) e a partir dele foi observado um efeito dosgposta de células vivas com
percentual de mortes que variou de 0% a 15% couolasétratadas com extratos de
safra e de 0% a 41% com extratos obtidos no pededentressafra A porcentagem de
células vivas foi significantemente diferente quamdmparada ao controle positivo
(p<0,0001) e quando comparado a todas as concgesrégnto nas células tratadas com
extratos de safra como as tratadas com extrat@nilessafra. Houve uma diferenca
significantemente maior entre a porcentagem delaghivas, na entressafra quando

comparado a safra, nas concentracdes dedl8iL e 9Qug /mL (p<0,0001).
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Figura 20. Avaliacdo de células vivas em células A549, w@#iido o método de
Hoechst. A) (*) p<0,0001: CMersus CP; (*) p<0,0001: Safra (S): Cirsus 90; versus

187; versus 300, versus 375 eversus 750ug/mL; (*) p<0,0001: Entressafra (ES): CN
versus 90; versus 187; versus 300, versus 375 eversus 750ug/mL; (**) p<0,0001: 187

(S) versus 187 (E); 90 (S)versus 90 (ES). Os dados referem-se as médias de 2
experimentos independentes (Média + Erro Padrad). Controle Negativo, CP:
Controle Positivo, CV: Controle de Veicul@ne-way ANOVA com pos-teste de

Tukey. B). Imagem de células vivas utilizando oadétde Hoechst.
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5 DISCUSSAO
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O Brasil possui 25% da area cultivada do mundo pacaltura de cana-de-
acucar, sendo um dos maiores produtores mundi@slAB, 2008). Nos ultimos anos
houve forte expanséo desta atividade econémicandpartamento bastante favoravel
do mercado nacional e internacional do acucar alcdml combustivel influenciaram
positivamente o desempenho da cultura da canatdesagqio periodo recente. A
conquista e a ampliacdo de mercados internaciqra@ o0 acucar, 0 aumento das
exportacdes de alcool combustivel apds a assindturBrotocolo de Kyoto e, mais
recentemente, o grande aumento das vendas de aaisnegom motoredlex no
mercado nacional séo fatores que certamente cointh para a forte expansao da
atividade sucroalcooleira (BALSADI, 2007).

As politicas de incentivo a producdo e uso do étaomo combustivel, por
varios paises, tém como principal objetivo a sagtaaenergética, pois diversifica a
matriz de insumos energeéticos e reduz a dependéasiderivados de petroleo. Além
disso, contribui para a reducédo dos impactos artdgersobretudo através da mitigacéo
de emissbes de gases de efeito estufa, e aindéetmta economia rural. No mercado
mundial de combustiveis, o etanol esta sendo watatho o combustivel renovavel
mais viavel, em curto prazo, para substituir a lj@@@u ser adicionado a mesma (EPE,
2008). Porém, a grande utilizagédo do alcool comolustivel em veiculos automotores
provocou um substancial aumento da area utilizada pultivo da cana-de-acucar no
Brasil e, especialmente, no Estado de S&o Paukrdggbes em que a cana-de-acucar €
plantada, colhida e industrializada, a qualidadeaddoi prejudicada devido a um
aumento da quantidade de cana queimada, 0 queugermimento de poluentes na
atmosfera. Esses poluentes causam uma série deotraos aos moradores das cidades
afetadas pelas queimadas, em decorréncia da paedengateriais indesejaveis que

modificam as caracteristicas do meio ambiente (ARBE01). A cana-de-acucar €
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gueimada para facilitar a colheita manual e paraeatiar o conteido de acucar por
peso devido a evaporacdo (ZAMPERLI EI., 2000).

Ainda sdo escassos o0s trabalhos que avaliam o efitjueima de cana, entretanto
existem evidéncias de seus efeitos nocivos, demaalost por estudos que encontraram
relacdo direta entre 0 nimero de intercorréncigi@naorias, aumento da terapia inalatéria,
mutagenicidade e alteracées na mecénica pulmomantéuo periodo de safra (ARBEX
al.,2000; ARBEXet al., 2007; CANCADO et al.,2006b; MAZZOLLI-ROCHAet al., 2008;
UMBUZEIRO et al., 2008). A caracterizacdo dos efeitos a satude hurmdangueima de
biomassa retoma a preocupacdo com medidas de bionaomento e politicas para regular
0s niveis de emissao, ou alternativas para evitBdasa forma, o presente estudo podera
contribuir com informacdes importantes sobre o pate citotoxico dos poluentes oriundos
da queima de cana. Uma vez que a associagcédo emtmagde cana e morte celular em
modelos experimentais se torne consistente, faecessario caracterizar a variabilidade de
efeitos entre os individuos de um mesmo nicho, dntw-se marcadores de
susceptibilidade. Com isso, abordagens preventivtesapéuticas seréo dirigidas de acordo
com a particularidade individual dos individuos @xps.

No presente estudo foram encontradas concentrap@esa diaria de PTS
durante o periodo de safra quase trés vezes nmaioelacdo a entressafra, o que pode
explicar o aumento de problemas respiratorios @hges na populagdo durante o
inverno (ARBEXet al., 2000, ARBEXet al., 2007). No entanto esses valores ainda séao
inferiores aos estabelecidos como padroes de @qdalido ar no Brasil (Resolugéo
CONAMA n° 3 de 28/06/90). Porém, estudos realizgaela WHO sugerem que até
mesmo baixos niveis de PTS (menores quepfgmf), e periodos curtos de exposicéo
podem ser associados a efeitos adversos a saudsmawmue uma longa exposi¢do a
baixas concentraces de PTS no ar sdo associadawrtalidade e outros efeitos

cronicos, como 0 aumento na taxa de bronquite @céedna funcédo pulmonar (WHO,
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1999). Estudos recentes demonstram que baixas desearticulas aéreas produzidas
pela queima de cana-de-acgUcar induzem alteragfeificantes na mecanica pulmonar
e na histologia pulmonar em camundongos (MAZZOLIGMA et al., 2008). Nos
extratos de queima de cana-de-acucar (safra) faiershda a presenca de
hidrocarbonetos aromaticos (HPAs), alguns desseqeantidade superior aos de
entressafra

Os HPAs gque sao conhecidos pelo seu grande pdtenci@agénico e/ ou
carcinogénico sdo importantes componentes dos melkieorganicos presentes na
atmosfera. Devido ao fato dos HPAs serem consider@dmo produtos tipicos da
combustdo incompleta do material particulado, o entorna concentracdo durante a
safra em Araraquara ja foi associado a intensargude cana-de-acucar (GOD&HI.,
2004). Apesar das fontes de PTS oriundas das &&bda cidade pode-se observar no
presente estudo a presenca de fenantreno, antrdwmeammo(a)antraceno e criseno que
sdo emitidos principalmente pela queima de esp@eiencentes a familtaramineae,
assim como o encontrado nos estudos de GG4all, 2004 e SIMONEIT, 2002 que
também avaliaram a presenca de HPAs emitidos i garjueima de biomassa.

Sabe-se que os HPAs podem estar presentes tafasengasosa ou ligados ao
material particulado ou em ambos (SKAREKal., 2007). HPAs com leve peso
molecular (até 3 anéis aroméaticos) estdo prespnte®minantemente na fase gasosa, e
HPAs com 4 ou mais anéis sdo encontrados predotemante aderidos a material
particulado, principalmente aqueles com diametronanegue Lm que podem se
depositar nos alvéolos pulmonares podendo levauagpmento de doengas pulmonares
como asma e enfisema (VAN VAEC# al., 1979; MIGUEL & FRIEDLANDER,
1978). A carcinogenicidade dos HPAs esta assodactamplexidade da molécula e o

aumento do nimero de anéis aromaticos (BOSTR®MI., 2002; COKERet al.,
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1997). Como este trabalho se restringiu a coletmalerial particulado total, estavam
presentes nos extratos utilizados neste trabalhdRss de maior peso molecular e
potencialmente mais carcinogénicos, sendo que turan periodo de safra, a
procentagem de HPAs com 5 e 6 anéis aromaticasfadamente maior em relacéo a
entressafra..

O Benzo[g,h,i]perileno classificado como ndo cargiénico pelo IARC, foi o
principal HPA encontrado durante a safra no presestudo. Estudos demonstram que
ele sozinho ndo é capaz de promover a carcinogewliej todavia ele apresenta
atividade co-carcinogénica, agindo em sinergismm odenzo(a)pireno, aumentando a
expressao génica da enzima CYP1Al, que catalizatabbalismo do benzo(a)pireno,
gerando um metabdlito genotoxico que se liga emtamente ao DNA formando
aductos (CHERNGt al., 2001).

A exposicao a poluicdo atmosférica tem sido recoidepor contribuir para a
progressao de doencas como imunossupressao, cmeirodegeneracdo. Recentes
estudos tém demonstrado que a exposicdo a PTSluasceépiteliais de pulméo e
macrofagos resulta em geracdo de espécies oxigéativas, danos genotoxicos e um
aumento no numero de apoptoses (FRANEQ@I., 2009; GHANEMet al., 2006).
Entre os danos genotoxicos que sdo elevados enlagdpa expostas estdo incluidos
aductos no DNA, aberra¢Bes cromossdmicas, trodes enomatides irmas, quebras de
dupla fita de DNA, ativacao do oncogene ras e egai@ de p53 (SOBERANE al.,
2006; SANCHEZ-PEREZt al., 2009).

No presente estudo, para avaliar a citotoxicidadelar, foi utilizado o ensaio
colorimétrico MTT. A partir dele foi observado urfeiéo dose-resposta dos poluentes
em suspensao do ar atmosférico para ambos ososxtessim como o demonstrados

em outros estudos (HSIA@ al., 2000; ZHANGet al., 2007). O IG, para o periodo de

91



entressafra foi maior, no entanto, essa difere@gafoi significativa, somente havendo
porcentagem de mortes significativas na menor cdragio. Desta forma novos
experimentos com concentracdes inferiores as adifig neste trabalho devem ser
executadas em um futuro trabalho.

A producdo de espécies oxigénio reativas tem siitada como tendo um
papel central nos efeitos citotoxicos primarios vproentes do PTS. O estresse
oxidativo mediado por PTS podem surgir de variagef® como: i) geracdo direta de
espécies oxigénio reativas a partir da superfiai mhrticulas, ii) compostos sollveis
como metais de transicdo e compostos organicos comaHPAs, iii) funcéo
mitocondrial alterada ou NADPH-oxidase e iv) atéacde células inflamatorias
capazes de gerar espécies oxigénio reativas ogiesp@trogénio reativas (RISO#t
al., 2005). A presenca do estresse oxidativo podesidficar a presenca de apoptose
verificada no presente estudo, em todas as coacées de safra.

A apoptose € um processo de morte celular altamregtdado que auxilia no
desenvolvimento, defesa, prevencao de transformapaéignas e inflamacdo. Os dois
principais mecanismos de regulacéo de apoptosaeimch via intrinseca regulada pela
mitocondria e a via extrinseca mediada por ligadessinalizacdo de morte celular
como TNFe ou Fas-L e ativacdo subseqiente de caspase 8 (BERT&
CIDLOWSKI 2002). Danos de DNA induzidos por esteesxidativo sdo um dos
estimulos que ativam a via intrinseca que resutlianpermeabilizacdo da membrana
mitocondrial a partir de mudancas no potencial dambrana mitocondrialAm).
Devido ao fato da mitocondria ser o principal si® geracdo de espécies oxigénio
reativas, o rompimento de transporte de elétronmcamdrial pode aumentar a
producdo de espécies oxigénio reativas, o que fraplo estimulo de apoptose

(PANDURI et al., 2003). Estudos recentes demonstram que a ef&pode& animais e
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células A549 a Pl e PM, respectivamente levam a um aumento na expressao
proteina p53 e ativacdo da via apoptoética intrimssicavés da geracdo de espécies
oxigénio reativas pela mitocéndria (SOBERAN&SI., 2006, URICHet al., 2009).

Estudos de apoptose em safra e entressafra dataalleecana-de-aclcar, até
onde conhecemos, sao inexistentes. Todavia, atgainalhos outras fontes de material
particulado (SOBERANESt al., 2006, URICHet al., 2009) possuem resultados que
corroboram com os nossos resultados, demonstramderdo na porcentagem de morte
por apoptose em células A549. Em nosso estudo cegso de morte celular por
apoptose precoce foram induzidas em safra e eatressom diferenca significante na
menor concentracdo, onde apoptose precoce foi maisafra. Resultados semelhantes
ao encontrado no estudo de DAVAL@Sal., 2009 que observou apoptose precoce de
material particulado colhidos em areas urbanaso®uistudos utilizando concentracbes
inferiores as utilizadas neste estudo devem séradas, pois as concentracfes foram
estabelecidas de acordo com os valores ggdtidos pelo ensaio de MTT que avalia
apenas a funcdo mitocondrial. Embora ndo existantes na literatura nés levantamos
a hipotese na qual o estimulo de apoptose podmis&xdo em estagios precoces de
danos onde a funcdo mitocondrial ainda ndo estpmmnetida. Entretanto ensaios de
funcdo mitocondrial deverdo ser realizados no €utpara tornar essa hipotese
consistente. Por outro lado, o MTT pode ndo detexien suficiente sensibilidade a
viabilidade celular e ensaios com sobrevivénciaad@nica poderiam complementar os
resultados obtido no presente estudo.

E possivel concluir que ha uma correlacdo entreresepca de material
particulado na atmosfera no periodo de safra esgdfra e o0 aumento de citotoxicidade
e sinais de apoptose, indicando que a biomassaaimag de cana-de-acUcar apresenta

potencial de risco a saude da populacdo expostssaDforma apesar do etanol
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representar uma reducdo do uso de fontes de emgrgieenovaveis, os moradores das
cidades onde a cana-de-acUcar € cultivada tem esigostos a riscos talvez mais

prejudiciais que aqueles produzidos pela queimaodeustiveis fosseis
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6 CONCLUSOES
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1. A partir desse estudo pode-se concluir que deranperiodo de safra ha um
aumento na concentracdo de PTS na atmosfera endeidos HPAs (fenantreno,
antraceno, benzo(a)antraceno e criseno) que saermeontes exclusivamente da

gueima de biomassa vegetal.

2. Foi observado um efeito citotoxico dose-respestalinhagem de carcinoma de

pulmé&o A549 quando tratadas com ambos os extrateafth e entressafra

3. Nos ensaios de Anexina V e Hoechst 33342 poddservar que as mortes foram

induzidas principalmente pelo processo de apopimsmsce.

4. A porcentagem de células vivas foi maior no mkriale entressafra quando

comparado ao periodo de safra.

5. Estes resultados indicam que a poluicdo causal@aqueima da cana-de-acucar

provoca efeitos toxicos que poderiam causar riacgemide humana.
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