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RESUMO

MATERIAL PARTICULADO ATMOSFERICO DA CIDADE DE SAO
CARLOS E SUA TOXICIDADE EM CULTURAS DE CELULAS
PULMONARES. A poluicdo do ar por MP é uma das principais causas de
problemas de salde em muitas regiées do mundo. Esse pode estar associado aos
mais de 500 compostos com efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos ja
identificados no MP, que podem ser originados de diferentes fontes naturais e
antropicas. Assim, o presente estudo propds investigar a composic¢ao quimica do
MP,, da cidade de Sdo Carlos-SP e sua toxicidade em células pulmonares,
epiteliais alveolares tumorais (A549) e fibroblastos ndo tumorais (MRC5). As
amostras de MP;, foram coletadas por 24 h, no ano de 2016, e submetidas as
analises quimicas para as determinacGes dos HPAs e seus derivados, além de
sacarideos e ions solUveis em agua, os quais auxiliaram na identificacédo das fontes
de emissdo do MP;, para a atmosfera. As anéalises bioldgicas in vitro de
viabilidade celular, EROs e proliferacdo celular foram realizadas para a avaliacao
da toxicidade dos extratos de MPy,. A média anual da concentracdo de MPy, foi
de 21,12 + 9,90 pg m=, menor que a legislada no Brasil, porém maior que a
recomendada pela OMS. Nestas amostras as principais fontes de emissao foram:
queima de biomassa com aerossois secundarios, queima de biomassa e
combustiveis fdosseis, aerossois biogénicos e solo. O risco para a saude humana
pela exposicdo aos HPAs estimado pelo BaPE foi de 3,09 + 4,23 casos de cancer
de pulmdo a cada 100.000 pessoas. Além disso, as analises bioldgicas
demostraram reducdo significativa na viabilidade das células A549 e MRC5
expostas aos extratos de MPy, por 72 h, e também a formacéo de EROs. Diante
destes resultados, dados os efeitos toxicoldgicos observados, conclui-se que sdo
necessarios mais estudos com diversas linhagens celulares e melhor controle e

reducéo das emissdes de MP para a atmosfera.

Palavras-Chave: MPy,. Toxicidade. Células pulmonares.
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ABSTRACT

ATMOSPHERIC PARTICULATE MATTER FROM THE CITY OF SAO
CARLOS AND ITS TOXICITY IN PULMONARY CELL CULTURES. PM air
pollution is one of the principal causes of health problems in many regions’ world.
This potential may be associated with the more than 500 compounds with toxic,
mutagenic and carcinogenic effects already identified in PM that can originate
from different natural and anthropogenic sources. Thus, the present study
proposed to assess the chemical composition of PM;, from the city of Séo Carlos-
SP and its toxicity in lung cells, tumor alveolar epithelial (A549), and non-tumor
fibroblasts (MRC5). PMj, samples were collected for 24 h in 2016 and subjected
to chemical analysis for the PAHSs and their derivatives determination, in addition
to analyzing saccharides and water-soluble ions to assist in the PMjo emission
sources identification to the atmosphere. In vitro biological analyzes of cell
viability, ROS, and cell proliferation were performed to evaluate the toxicity of
PMo extracts. The annual mean PMyo concentration was 21.12 = 9.90 pug m?=,
lower than that legislated limit in Brazil but higher than that recommended by the
WHO. In these samples, the principal emission sources were: biomass burning
with secondary aerosols, biomass burning and fossil fuels, biogenic aerosols, and
soil. The risk to human health from exposure to PAHs estimated by BaPE was
3.09 + 4.23 lung cancer cases per 100,000 people. Furthermore, biological
analyzes identified a significant reduction in the viability of A549 and MRC5
cells, exposed to PMio extracts for 72 h, and also the formation of ROS. In the
face of these results, given the observed toxicological effects, it is concluded that
more studies are needed with different cell lines and better control and reduction

of PM emissions to the atmosphere.

Keywords: PMjg. Toxicity. Lung cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 Poluicao atmosférica

A atmosfera é formada por uma fina camada de gases que envolve a
Terra. Essa camada é subdividida com base na variacao de temperatura e pressao
com a altitude. A troposfera, regido de menor altitude, se estende a uma altura de
10-15 km a partir da superficie da Terra e contém 90% da massa atmosférica total.
Essa é a regido dos sistemas climaticos ativos e diretamente afetada pelas
atividades na superficie da Terra — processos bioldgicos e mudancas fisicas e
quimicas naturais ou antrépicas.?

As atividades humanas provocam mudancgas, por vezes sutis em
escala global e a curto prazo. Contudo, em ambientes urbanos e industrializados
a influéncia humana acarreta impactos mais claros, como a poluic¢do do ar. Essa
poluicdo pode ser definida especificamente como uma condi¢cdo em que estéo
presentes concentracbes de substancias, naturais ou ndo, acima dos niveis
ambientais naturais que provoguem efeitos nocivos em seres vivos (animais ou
plantas) ou materiais.?

As principais fontes emissoras para a polui¢do do ar nos ambientes
urbanos sdo as queimas de combustiveis fosseis liquidos (gasolina, diesel, éleo
combustivel) por veiculos automotores e solidos (carvdo e residuos). Por
exemplo, os veiculos movidos a diesel emitem oOxidos de nitrogénio (NOy) e
material particulado (MP), dentre outros; ja os movidos a gasolina e etanol sdo
relacionados a emissdes de mondxido de carbono (CO), hidrocarbonetos nédo
metano e aldeidos (RCHO), dentre outros.> Somados a isso, tém-se as emissoes
industriais, os processos de ressuspensdo do solo e a formacdo de poluentes
secundarios.*

No Brasil, dentre as 27 unidades federativas, apenas o Distrito
Federal e mais 10 estados realizam monitoramento da qualidade do ar com um
total de 430 estacbes no pais. Isso representa somente 40,7% das unidades

federativas que sdo: Acre, Pernambuco, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do
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Sul, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana e Rio Grande
do Sul. Os poluentes monitorados sédo, em ordem crescente (em percentagem de
monitoramento): o carbono negro (CN, 1,1%), a fumaga (2,7%), o CO (25,9%),
material particulado menor que 2,5 pum (MP,5 - 25,9%), 0xido de enxofre (SO,
26,4%), particulas totais em suspenséao (PTS, 29,4%), 0 0zoénio (O3, 36,9%), NOy
(37,7%) e material particulado menor que 10 um (MPy, - 62,8%).°

A poluicdo do ar é considerada um grande problema climatico e de
saude ambiental que, de maneira geral, afeta todos os paises e em algumas regides
do mundo sdo a principal causadora de problemas de saude. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estimou que em 2016 houveram cerca de 4,2 milhdes
de mortes prematuras em todo o mundo, provocadas pela poluicdo externa do ar
com 91% dessas mortes ocorrendo em paises de baixa e média renda,
principalmente em regides do sudeste asiatico e pacifico ocidental.®

Nesse contexto, em relatério de 2018 da Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS), foi estimado que a polui¢do do ar é responsavel,
anualmente, por 51 mil mortes no Brasil, nUmero que superou as mortes no
transito que aconteceram no mesmo ano, baseando-se no DataSUS do Ministério
da Salde.?

Dentre os principais poluentes que causam preocupac¢des vem se
destacando o MP ou aerossol. Esse destaque, pode ser atribuido a reducdo na
emissdo de muitos gases poluentes e fumaca na atmosfera e as elevagdes nas
concentracdes de MP em ambientes urbanos.* Em 2013, a Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer (IARC) apds uma avaliagdo concluiu que a poluicdo do ar
externo também é mutagénica e carcinogénica para os seres humanos, com o MP
associado ao aumento da incidéncia de cancer, principalmente o céncer de

pulmao.®



1.2 Material particulado

Segundo SEINFELD e PANDIS (2006)?, MP faz referéncia a
quaisquer substancias existentes nas fases liquida (exceto a dgua pura) ou solida
em condi¢des normais na atmosfera que s@o de tamanho microscopico, ou
submicroscépico, e maior que as dimensées moleculares. Portanto, aerossol ou
MP, é uma solucdo bifasica com diminutas particulas (diametro de 0,002 a
100 um) liquidas e/ou solidas dispersas no ar.’

As particulas no MP possuem o0s tamanhos e as composicBes
variaveis e dependentes da origem (fonte de emissdo) e de processos fisico-
quimicos que ocorrem no ar. Por conveniéncia, todas as particulas dispersas no ar
sdo consideradas esféricas para, assim, tomar o didmetro (&) como uma
propriedade, porém cabe ressaltar que ha particulas com outras formas regulares
geomeétricas e irregulares.’

O tamanho das particulas é influenciado por processos de
condensacéo, nucleacdo e coagulacdo. O modo de nucleacao abrange as particulas
com diametro entre 0,01 e 0,1 um que sdo formadas por processos de condensacao
de vapores produzidos por combustdo e da nucleacdo de especies atmosféricas.
Particulas desse modo possuem tempo de vida curto, pois coagulam entre si e
formam particulas maiores. O modo de acumulacdo possui particulas com
didmetro de 0,1 a 2,5 um formadas pela coagulacdo de particulas do modo de
nucleacdo e também pela condensacdo de vapores em particulas existentes.
Diametros acima de 2,5 pm comp6em o modo de sedimentacdo, formadas
geralmente por processos mecanicos consistindo em particulas emitidas
naturalmente e antropicamente.? A FIGURA 1.1 exibe um esquema resumido
destes processos que influenciam no tamanho das particulas; fontes e mecanismos

de formacdo e remocéo de particulas também estéo exibidos.
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FIGURA 1.1 — Esquema da distribuigdo do tamanho de particula no material particulado com

0s principais modos, fontes e mecanismos de formacgéo e remogéo

Conversao Quimica
de Gases em Vapor
Vapor Quente de Baixa Volatilidade

! |

Chuva e
Lavagem mentagao

I I | * I I I

0,001 0,01 0,01 1 10 100
Diametro de Particula (um)

Condensagéo Vapor de
Baixa
Particulas Volatilidade
Primarias
Nucleagéao
Coagilag‘éo Homogénea
Agregados . Nucleo de I
de Cadeia " Crescimentode [I| Poeira do Vento
Condensacao I +
I Emissoes
| +
| Spray Marinho
| +
| Vulcbes
| +
Coagulagéo || Particulas de Plantas
I
v |
I
I
I
I

Nucleos Transitérios ou Intervalo de Intervalo de Aerossais
Intervalo de Nucleos Aitken Acumulagéo Gerados Mecanicamente

-

< Particulas Finas

F 3

Particulas Grossas —>

v

Fonte: Traduzida de SEINFELD e PANDIS (2006).2

Ainda considerando o tamanho, as particulas que podem entrar pelo
nariz e boca e que ndo possuem limite superior de tamanho definido séo
classificadas como fracéo inalavel (FIGURA 1.2). Nesta, ha a fracéo toracica que
esta relacionada as particulas mais grossas da fracéo inalavel e podem alcancar o

torax. Estas particulas tem didmetro aerodinamico (&) menor que 10 um, e fazem
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parte do modo de sedimentacdo.” H& ainda a fracdo respirdvel, que esta
relacionada as particulas mais finas da fracdo inalavel, MP, s, apontadas como a
fracdo capaz de alcancar a regido alveolar e se depositar nela, bem como
ultrapassa-la, e se transportar até outros 6rgdos.” Estes menores tamanhos de
particulas integram os modos de nucleacdo e acumulacédo. Ja as particulas com
@ > 10 um da fracéo inalavel geralmente ficam depositadas nas cavidades oral e

nasal.

FIGURA 1.2 — Distribuicdo do MP inalavel no ser humano em relacdo ao tamanho das

particulas
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Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.

O material particulado além de ser classificado por seu tamanho,
pode ser classificado pelo processo de emissdo ou formacao. Material particulado
primario sdo aquelas particulas emitidas diretamente para a atmosfera, como o
spray marinho. O material particulado secundario é constituido de componentes
formados na atmosfera, resultantes da nucleacdo homogénea ou heterogénea de
novas particulas e da condensacdo de gases e vapores nas particulas existentes,
sendo o ultimo controlado pela area superficial da particula, por exemplo

aerossois de sulfato e nitrato.!
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A OMS, em funcéo das evidéncias de danos a saude causados pelo
MP, recomenda que as concentragfes médias diarias de MPiy e MP,5 ndo
ultrapassem 45 e 15 pug m=3, respectivamente.® No Brasil, o Conselho Nacional de
Meio Ambiente (Conama) redefiniu em 2018 os padr6es de qualidade do ar pela
Resolucdo n°® 491, de 19/11/2018, atualizando o valor limite preconizado para
MP1 € inserindo um limite para MP,s, respectivamente, para 50 e 25 pg m= em
24h?®

Destaca-se que na Resolugcdo Conama n° 491, de 19/11/2018, estes
valores séo 0s preconizados como “Padrdes de Qualidade do Ar Final”.® Esse
padréo so serd consolidado quando outros trés “Padroes de Qualidade do Ar
Intermediarios”, com valores limites maiores de MP1o € MP, 5, forem alcancados,
e ndo ha prazo estabelecido para 0 avanco e cumprimento dessas etapas.

Aliado ao tamanho do MP e seu poder de penetracdo no corpo
humano, o conhecimento da composicdo é de fundamental importancia.
Resumidamente, sabe-se que a composicdo é Unica em sua complexidade, dado
que o MP ¢ emitido no ambiente por diferentes fontes, as quais podem ser de
origem natural ou antrdpica e resultar em composicdes diversas. Dentre as
emissdes por fontes naturais destacam-se: poeira terrestre (detritos do solo e de
rochas), atividade vulcanica, pulverizacdo da agua do mar, queima de biomassa e
reacdes entre gases emitidos naturalmente. Para emissdes antropicas, as principais
fontes estdo relacionadas a processos de queima de combustiveis fdsseis e
biomassa, processos industriais, ressuspensdo de poeira de estradas e de
construcdes e eroséo edlica de terras cultivadas.?

O MP atmosférico é composto por substancias organicas e
inorgénicas dispersas no ar, e a identificacdo desta composi¢do pode ajudar a

correlaciona-los com as fontes de emissao e a tracar efeitos nocivos a saude.



1.3 Composicao quimica do material particulado

1.3.1 Aspectos gerais

As substancias que se destacam na composi¢do do MP séo o sulfato
(SO4%), amodnio (NH4"), nitrato (NO3z), sédio (Na*), cloreto (CI), metais tracos,
elementos crustais, material carbonaceo e 4gua. Uma fracdo significativa dessa
composicéo é de origem antrdpica.?

O material carbonaceo no MP consiste tanto em carbono elementar
(carbono negro) — indicador direto de atividade antrépica, pois é gerado apenas
em combustdes — quanto carbono organico que possui composicdo mais
complexa abrangendo diversas classes de compostos.? Entre esses compostos, ja
foram identificados: n-alcanos, n-alcenos, n-alcanonas, n-alcanais, acidos
n-alcanoicos e seus sais, n-alcandis, acidos alcanodioicos, esteres de ceras,
alcanoatos de triterfenil, triglicerideos, metoxifendis, aclcares, anidroagucares,
poliois, colesterol, fitosterol, di e triterpendides, hopanos e esteranos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e seus derivados oxigenados
(Oxi-HPAS), nitrados (Nitro-HPAS), hidroxilados (OH-HPAS) e heterociclicos de
enxofre (tio-HPAs)."

Dentre a ampla gama de compostos presentes no MP, neste trabalho
é dado enfoque aos HPAs e seus derivados (Oxi-HPAs e Nitro-HPAS).
Complementarmente os agucares e 0s ions sollveis em agua serdo analisados para
auxiliar na identificacdo das fontes de emisséo. Isto porque, embora a composi¢éo
da matéria organica no MP seja bastante complexa e altamente variavel, os
compostos marcadores costumam ser especificos ou relacionados a uma

determinada fonte.

1.3.1.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos ¢ seus derivados
Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) frequentemente
sdo estudados dentre a matéria organica particulada, pois representam um risco

para a salde devido a diversos compostos ja terem demonstrado
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carcinogenicidade em animais e mutagenicidade em bioensaios in vitro?® e a quase
onipresenca no ar ambiente.?t2

Os HPAs sdo uma classe de compostos organicos caracterizados por
possuirem 2 ou mais anéis aromaticos condensados formados apenas por carbono
(C) e hidrogénio (H).?? Estas substancias também podem conter anéis adicionais
que ndo sejam aromaticos e de seis carbonos e serem convertidos nos seus
derivados — Oxi-HPAs, Nitro-HPAs, OH-HPAs e tio-HPAs — quando expostos
a agentes oxidantes, por exemplo, os radicais hidroxila (HOe) e nitrato (NOgze), O3
e SOZ, e NH2.10’14’19‘21‘22

Os HPAs sdo formados em processos de combustdo incompleta em
altas temperaturas ou pirolise da matéria organica, pela fusdo de dois ou mais
anéis benzénicos, heterociclos ou outros.?*

Os HPAs sdo emitidos para a atmosfera por fontes naturais e
antropicas, sendo que as Ultimas representam as principais contribuicdes. Dentre
estas podem ser citadas as fontes moéveis: queima de combustiveis fosseis
veiculares (diesel e gasolina); e as fontes estacionarias: queima de biomassa
(aquecimento residencial, desmatamento e queima de cana-de-agucar), queima de
carvao, processos industriais e geragdo de energia.!®?!

No ar coexistem mais de 100 HPAs diferentes, contudo 16 deles
(FIGURA 1.3) sdo considerados poluentes prioritarios pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA).? Ja a Agéncia de Registro de
Substancias Toxicas e Doencas dos Estados Unidos (ATSDR) considera
prioritarios 17 HPAs (FIGURA 1.3) com base na toxicidade, potencial de
exposicdo humana, frequéncia de ocorréncia em locais de residuos perigosos da

lista de prioridades nacionais e mais informagdes disponiveis.?®



FIGURA 1.3 — Estrutura dos HPAs considerados prioritarios pela USEPA e ATSDR
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1- Presente apenas na lista da USEPA,; 2- Presentes apenas na lista da ATSDR.

Fonte: Elaborado pela autora.

Alguns destes compostos (FIGURA 1.3) séo classificados pela IARC
como: Grupo 1, cancerigeno para humanos — BaP; Grupo 2A, provavelmente

cancerigeno para humanos, ha evidéncias suficientes de carcinogenicidade em
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animais e evidéncias limitadas ou insuficientes de carcinogenicidade em humanos
— BaA e DBahA; Grupo 2B, possivelmente cancerigeno para humanos, ha
evidéncias limitadas de carcinogenicidade em humanos e evidéncias insuficientes
de carcinogenicidade em animais ou quando ndo ha evidéncias suficientes em
ambos os casos, mas ha dados relevantes de que ele possa ser carcinogénico —
Nap, Chry, BbF, BKF, BjF e lcdP; Grupo 3, ndo é classificavel quanto a sua
carcinogenicidade para humanos — Ant, Phe, Ace, Flu, Flt, Pyr, BeP e BghiP.?02
O Acy ndo esta presente na lista de compostos classificados pela IARC.

Na atmosfera, os HPAs estdo presentes tanto na fase gasosa quanto
sorvidos no MP, a depender de suas propriedades fisico-quimicas e das condi¢cdes
meteoroldgicas, sendo assim, podem entrar no organismo por inalagéo, ingestao
e contato dermico. A via de entrada dos HPAs afeta diretamente a maneira como
ocorrera sua eliminacédo, a qual ocorre apés o metabolismo hepatico. Os HPAS
absorvidos em fase gasosa sdo rapidamente metabolizados e eliminados pelo
organismo, no entanto, quando constituintes do MP o processo de eliminacéo é
mais lento,**2! ja tendo sido reportada bioacumulagéo no tecido adiposo feminino,
independentemente da idade das doadoras, em estudo realizado com mulheres
coreanas de 40 até 68 anos de idade.?’

As atividades mutagénicas e carcinogénicas dos HPAs séo resultados
de biotransformacdes que ocorrem no organismo envolvendo multiplas enzimas
metabolicas que catalisam reacdes de oxidacao, reducéo e hidrélise — oxigenases
de funcéo mista, citocromo P450, NADPH-citocromo-c-redutase — e de enzimas
que catalisam reacbes de conjugacdo — sulfotransferase, epoxido hidrolase,
glutation-S-transferase e UDP-glicotransferase.?

Ressalta-se que os HPAs nédo sdo mutagénicos diretos e necessitam
de ativacdo metabolica para reagir com o DNA e outras macromoléculas. Para tal,
foram propostos 4 mecanismos: 1) oxidacao enzimatica seguida de hidrolise com
formacao de diolepdxidos; 2) uma série de reacdes de substituicdo com formacao

de ésteres benzilicos, eletrofilicos; 3) oxidacdo enzimatica com envolvimento de
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1 elétron com producédo de radicais cationicos e 4) de-hidrogenacdo enzimatica

dos metabdlitos di-hidrodidis com formacéo de quinonas.??8

FIGURA 1.4 — Mecanismos de formacéo de adutos entre HPAs e DNA
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P-450 epoxidohidrase P-450
—_— —_— —_—
0, H,O 0,
OH OH

o OH l OH
DNA| DNA
Y
Adutos Adutos
HPA-DNA HPA-DNA

2) Mecanismo por formacao de radical-cation:

DNA Adutos instaveis
—_— — . ~
I:( P-450 ou HPA-DNA Depurinagéo

peroxidase

3) Mecanismo via formacao de quinona'

le
_i~ DNA Adutos
[ Ho) /N HPAQ-DNA
OH Oz H,0, OH 0; H,0, O
¢ o) 0.
radical semi-quinona quinona 16
¢ H,0,

Espécies Reativas de DNA Adutos oxidados
Oxigénio (HO', O) de DNA

hldroqumona

4) Mecanismo por oxidacgdo benzilica:

p 450 Sulfotransferase DNA Adutos
P APS HPA-DNA
H,CR

RCH—OH RCH—Q

Fonte: Traduzido de HARVEY (1996)%.

Os derivados dos HPAs ja estdo em suas formas oxidadas, e por ndo
necessitarem de uma etapa prévia de ativacao enzimatica, podem ter tanto quanto

ou até maior potencial mutagénico e carcinogénico que os HPAs.'®2?! Por essa

razdo, os derivados Oxi- — compostos que possuem oxigénio (O) — e Nitro-
compostos que contém o grupo nitro (NO;) — HPAs também tém sido
amplamente estudados.1%142%% Alguns derivados ja estdo classificados na lista da
IARC?® nos Grupos 2A (p. ex. 1-nitropireno), 2B (p. ex. 9,10-antraquinona) e 3

(p. ex. 9-nitroantraceno).
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Os Oxi- e Nitro-HPAs podem ser emitidos diretamente para a
atmosfera (coemitidos com os HPAS) em todos os processos de combustdo ou
serem produzidos em fotorreacdes atmosféricas a partir de HPAs. Os Oxi-HPAs
e os Nitro-HPAs sédo formados: a) na fase gasosa, a partir do ataque inicial de HO-
e NOse, respectivamente; e b) na fase particulada, por reacdo com o0 Oz e NO;
(catalisada por HNO3), respectivamente.3”3

Estudos realizados em regides canavieiras do estado de S&o Paulo
quantificaram concentracgoes elevadas de HPAs no MP, bem como de alguns de
seus derivados Oxi- e Nitro-.11418 Estudos realizados na regido amazonica
também determinaram tais compostos, porém em concentracdes mais baixas que
as observadas na regido canavieira do estado de Sdo Paulo.}®*® Em um destes
estudos realizado na regido amazonica foram observados efeitos adversos graves
causados por HPAs em células pulmonares humanas.*® Neste trabalho, também
foi demonstrado que o reteno, um HPA ndo incluido nas listas dos poluentes
prioritarios da USEPA e da ATSDR, causa danos ao DNA e morte celular.®

Para a avaliacdo dos potenciais riscos a saude humana pela exposicao
aos HPAs, a OMS selecionou o BaP como um indicador, devido a sua
carcinogenicidade para humanos (Grupo 1), e o valor do risco unitario
determinado foi de 8,7.10. Isto significa que a cada incremento de 1 ng m= na
concentracdo de BaP, aumenta-se o risco de cancer de pulmao ao longo da vida
em 8,7 casos a cada 100.000 pessoas (EQUACAO 1.1)*:

R=Cx87.10" porng m3 EQUAGCAO 1.1
R — Risco de cancer de pulm&o; C — Concentracdo de BaP.

Contudo, o risco avaliado apenas pela concentracdo de BaP
provavelmente serd subestimado, uma vez que no ar estdo presentes outros HPAs
que também possuem toxicidade. Portanto, para uma melhor estimativa dos riscos
pode ser realizada uma parametrizagdo pelo indice benzo[a]pireno equivalente

(BaPE), que avalia o risco de exposicdo a cada HPA mutagénico e/ou
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carcinogénicos em comparacdo com o BaP. Segundo a USEPA, o BaPE é a soma
das concentragcOes de 9 HPAs ponderados por um fator de poténcia relativa (RPF,
EQUACAOQ 1.2)*:

BaPE = (BaP x 1) + (BaA x 0,20) + (BbF x 0,80) +
(BKF x 0,03) + (BghiP x 0,009) + (Chry x 0,10) + EQUAGCAO 1.2
(DBahA x 10,0) + (Flt x 0,08) + (IcdP x 0,07)

Apesar dos potenciais riscos a salde humana associados a estes
compostos, HPAs e derivados, ainda ndo ha consenso e nem definicdo de limites
e valores aceitaveis para suas concentracdes. Alguns paises monitoram as
concentracdes de BaP, porém outros compostos ndo sdo monitorados. Ademais,
para os derivados, que podem possuir maior carcinogenicidade e mutagenicidade,

ndo héa limites preconizados.

1.3.1.2 Sacarideos

Os sacarideos sdo uma importante classe de marcadores para a
determinacéo direta ou indireta de fontes de emissdo de MP para a atmosfera. Nos
aerossois, 0s agucares sao compostos por 3 principais grupos: agucares (mono e
dissacarideos), polidis (sacarideos reduzidos) e anidroagucares.

Os sacarideos sdo a principal forma de carbono assimilado
fotossinteticamente na biosfera, compreendendo até 75% em peso da
vascularizacdo de tecidos vegetais como polissacarideos estruturais (celulose,
hemicelulose e pectina).®* Como sdo constituintes de plantas, podem ser
diretamente emitidos para a atmosfera ou indiretamente a partir da queima da
vegetacdo; formados pela hidrolise do anidroaclcar andlogo em condicGes
atmosféricas acidas. Estes ainda podem ser emitidos por outras fontes como o
solo, as bactérias e os fungos.*?4

Os representantes encontrados em maior abundancia sdo a frutose,

glicose e sacarose (frutose + glicose), que possuem intmeras fontes, incluindo
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plantas, micro-organismos e animais.*? Esses compostos estdo relacionados as
emissdes de pélen, e para a sacarose outra fonte é o solo.*?

Os polidis sdo produzidos em grandes quantidades por muitos
fungos, os representantes mais comuns sao o arabitol e o manitol que sao
marcadores de emissdes de esporos de fungos.* Esta é uma importante fonte de
MP primério grosso, principalmente em condicoes Umidas.*® Os polidis também
estdo presentes em liquens e bactérias.*?

Por ultimo, os anidroagUcares levoglucosano e manosano e
galactosano, sdo utilizados como marcadores de queima de biomassa. O
levoglucosano é o principal constituinte da queima de biomassa e € estavel a
degradacdo em condic¢des ambientais — ja tendo sido encontrado no MP coletado
sobre 0 oceano, 0 que atestou sua estabilidade durante o transporte de longo
alcance.*” O levoglucosano pode ainda ser emitido por processos de pirdlise de
carboidratos e amido durante o cozimento, mas suas concentragdes sao
negligenciaveis.*

Diversos estudos quantificaram o levoglucosano e seus isémeros,
manosano e galactosano, em aerossois provenientes de queima de biomassa em
regides canavieiras do estado de Sdo Paulo!l171844 e em gueimadas na regido
amazonical®.

Além disso, na avaliacdo dos anidroacUcares, a temperatura, a
aeracdo e a duragdo das condicOes de queima determinam as distribuicdes e
proporgdes entre 0s compostos. Assim, as razées levoglucosano/manosano (L/M)
e levoglucosano/galactosano (L/G) fornecem informacbes sobre o tipo de
biomassa queimada (madeira ou folhas) e o tipo de queima (com ou sem

chamas).%16:17

1.3.1.3 Ions
fons sollveis em &gua, sdo os componentes majoritarios do MP

atmosférico, e podem ser emitidos de forma direta (aerossol primario) ou



15

formados na atmosfera (aerossol secundario). Essas espécies também auxiliam na
identificacdo das fontes de emissao.

Os fons potassio (K*) e fosfato (PO4*) sdo componentes de plantas e,
assim, quando a biomassa é queimada eles sdo diretamente emitidos para a
atmosfera.*”® Esses ions, por serem importantes nutrientes para as plantas, também
estdo presentes em fertilizantes agricolas, que se usados em excesso podem ser
emitidos para a atmosfera por processos de ressuspenséo de fertilizantes do solo.*®
O K* ja foi proposto como um marcador de queima de biomassa,*® contudo, em
regides agricolas o processo de ressuspensdao do solo também é uma fonte
relevante desse fon.>*” Sendo assim, o K* isoladamente se torna um marcador
equivoco para indicacao da fonte de emisséo de MP.

Os fons célcio (Ca?*) e magnésio (Mg?*) estdo naturalmente presentes
na composicdo do solo e também podem ser emitidos para a atmosfera por
processos de ressuspensdo do solo. Allen, Cardoso e Da Rocha (2004)%
observaram correlagdes entre Ca?*, Mg?* e K", atestando que esses ions eram
oriundos de particulas do solo, no material particulado grosso. Além disso, Ca?*
e Mg?* podem ser indicadores de aerossois marinhos quando correlacionados com
os fons sddio (Na*), cloreto (CI), sulfato (SO,%) e nitrato (NO53).%48

Os ions SO4> e NOj3™ sdo geralmente aerossois secundarios, formados
no processo de conversdo de gases em particulas na atmosfera a partir de emissdes
industriais e por queima de combustiveis fosseis ou biomassa, as quais emitem
SO; e NOy, respectivamente.!

O ion amoénio (NH,4") é também secundario, tem como precursor a
amonia gasosa, e esta relacionado as emissdes oriundas de atividades agricolas e
queima de biomassa.*>48

O ion fluoreto (F) estd relacionado as atividades antropicas,
principalmente as das industrias de revestimentos (producdo de tijolos, telhas,
cimento, ceramica e vidro). O F e também frequentemente relacionado com a

producdo de aluminio primario e fertilizantes e com a queima de carvao mineral.*®
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Ha ainda os ions organicos, acetato (CH;COOQO") e formiato (HCOO"),
que podem ser emitidos diretamente pela queima de combustivel automotivo,
queima de biomassa, atividade industrial, incineracdo de matéria organica, e
naturalmente por algumas espécies de vegetacdo.**® A razdo entre esses ions
(HCOO/CH3COO) é indicadora de emissdo direta (< 1) e formacéo in situ por
processos fotoquimicos (> 1).1! Outra consideracdo é que a emissdo direta
veicular leva ao aumento de CH3;COO", enquanto a emisséo direta da vegetacao

pode fornecer niveis mais altos de HCOO".11

1.4 Impactos e danos do material particulado atmosférico na

saude humana

Segundo a OMS, ha uma relacdo estreita e quantitativa entre a
exposicao a altas concentragdes de MP1o e MP,5 e 0 aumento na mortalidade ou
morbidade, tanto diariamente quanto ao longo do tempo, ndo tendo ainda sido
observado um limite abaixo do qual danos a salide estejam ausentes.®

Na estimativa realizada pela OMS em 2016, as mortes prematuras
(4,2 milhdes) relacionadas a poluicdo externa do ar foram atribuidas as: doenca
isquémica do coracdo e acidente vascular cerebral (58%), doenga pulmonar
obstrutiva crénica e infec¢des agudas do trato respiratorio inferior (18%) e cancer
de pulmao (6%).° Cabe destacar que algumas dessas mortes podem ser atribuidas
simultaneamente a mais de um fator de risco, como, por exemplo, o tabagismo e
a poluicéo do ar que afetam o desenvolvimento de cancer de pulmao.

Além das mortes, inumeros problemas de salde sdo relacionados a
exposicdo ao MP, como: intensificacdo de doencas respiratorias e
cardiovasculares cronicas; aumento no numero de internacdes hospitalares e
atendimentos de emergéncia por infarto do miocardio em idosos e insuficiéncia
cardiaca; dispneia; asma; e reducéo das funcdes pulmonares.*

Além dessas doencas de comprometimento do sistema respiratorio,

ja foi encontrada forte e consistente correlacdo da polui¢do por MP com diabetes
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em adultos ap6s ajuste para outros fatores de risco, como obesidade e etnia;>!
efeitos adversos na reproducdo, nascimento, mortalidade fetal e infantil, e até
mesmo associado ao aumento no risco de desenvolvimento de disturbios
cerebrais, como o autismo;>°>? relacionado como causa de cancer de pele, onde as
particulas atuam como veiculo de entrega de agentes cancerigenos como o HPA
BaP.>? Qutros estudos, realizados com trabalhadores expostos a misturas de
HPAs, ja demonstraram problemas de saude na pele, bexiga e canceres
gastrointestinais e hepaticos.1%

Dentro desse contexto, um estudo realizado em camundongos
expostos diariamente a concentracdo ambiente simulada de MP,s da cidade de
Séo Paulo demonstrou que apds 3 meses houveram danos no DNA relacionados
a ocorréncia de estresse oxidativo nos pulmdes, figado e rim.>*

Assim, menciona-se que o desenvolvimento de canceres inicia
através de processos de estresses oxidativos que causam danos ao DNA e
inflamacdes nos 6rgaos apos exposicdo aos poluentes, 0s quais S40 0S mecanismos
de iniciacdo ou promocdo de tumores ou mutagénicos. Os danos causados por

exposi¢cao ao MP sugerem seguir esse caminho.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar a composi¢do quimica do MP atmosférico da cidade de
Sdo Carlos e sua toxicidade. Isto para identificar as possiveis fontes de emissao
desse MP e seus potenciais danos a saude humana. Este estudo também visa
apoiar o desenvolvimento futuro de uma legislacdo atmosférica mais adequada a

protecdo da salde humana e do meio ambiente.

2.2 Objetivos Especificos

1) Realizar estudos sazonais das concentracdes de HPASs e seus
derivados no MP atmosférico coletado na cidade de Sdo Carlos para avaliar suas
fontes e calcular o risco a saude humana relacionado a exposi¢do aos HPAs
mutagénicos e carcinogénicos;

2) Realizar estudos sazonais das concentracfes de agucares e ions no
MP para usa-los como marcadores quimicos na identificacdo das fontes de
emissdo que mais contribuem para o MP da cidade de S&o Carlos;

3) ldentificar e quantificar as diversas fontes emissoras de MP na
cidade de S&o Carlos por meio de analise multivariada de source apportionment;

4) Verificar os efeitos de toxicidade in vitro dos extratos de MP1o em
culturas de células pulmonares, tumorais (A549) e ndo tumorais (MRCS5), por
meio das analises de viabilidade celular pelo método do MTT, de espécies reativas

de oxigénio (EROs) e de proliferacdo celular pelo método do cristal violeta.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de Estudo
3.1.1 Municipio de Sdo Carlos

As amostragens de MPy, foram realizadas no municipio de Sao
Carlos (22°01°02”S, 47°53°26”0) que esta localizado na regido centro-norte a
231 km da capital do estado de S&o Paulo, regido sudeste do Brasil (FIGURA
3.1). S&o Carlos possui uma area de 1.136,907 km? e uma populagdo de 256.915
habitantes.®® A regido possui clima subtropical imido com verdes chuvosos e
invernos secos, temperatura e pluviosidade médias anuais de 21 °C e 1.404 mm,

respectivamente.®’

FIGURA 3.1 — Localizacdo da area de estudo
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Fonte: Elaborada pela autora a partir de adaptacBes de Your Free Templates!, Mapas para

Colorir? e Bing Maps®.

! Disponivel em: https://yourfreetemplates.com/free-brazil-powerpoint-map/. Acesso em: 01
maio 2020.

2 Disponivel em: https://www.mapasparacolorir.com.br/mapa/estado/sp/estado-sao-paulo-
municipios.png. Acesso em: 01 maio 2020.

3 Disponivel em: https://www.bing.com/maps. Acesso em: 24 out. 2021.
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A economia do municipio € baseada nos setores industrial e
agropecuario. O setor industrial é bastante pujante e diversificado contando com
a presenca de grandes inddstrias como a Volkswagen, Tecumseh, Faber-Castell,
etc.%® No setor agricola se destaca a produgédo de cana-de-aglicar que ocupou cerca
de 31% do territorio da cidade em 2016, e foi responsavel por aproximadamente
0,65% da producdo do estado de Sao Paulo (442.282.329 toneladas), maior
produtor do pais.®® No mesmo ano, a area plantada no estado foi de
aproximadamente 4,7 milhdes de hectares, e desta 5,5% foi colhida manualmente,

o que demanda queima para facilitar a colheita.®°

3.1.2 Local de Coleta

As coletas de MP,, foram realizadas na Praca dos Voluntarios
(22°1°11”’S 47°53°25”0) que esta localizada no centro da cidade de S&o Carlos,
em frente ao Mercado Municipal (FIGURA 3.1).

A Praga dos Voluntarios foi selecionada devido a intensa circulagéo
de pedestres e veiculos na regido,®* ou seja, um local adequado para a realizagéo
de um estudo que busca avaliar os riscos da exposicdo humana ao MP
atmosferico. Além de ser uma regido com concentracdes de MP similar @ mediana
obtida na cidade.®?

Em um estudo realizado por CELLI et al. (2003)%, 5 pontos de
amostragem de MP no municipio de Sdo Carlos foram avaliados — 3 pontos em
zonas industriais, 1 ponto no centro urbano e 1 na zona rural. Destes, trés
apresentaram concentracdes de MPy; médias anuais muito similares com
diferenca menor que 5%, na zona rural a concentracdo foi inferior e um valor
superior foi determinado em um dos pontos da zona industrial.
Complementarmente, no centro urbano, a Praca dos VVoluntarios, foi realizado um
estudo do fluxo de pedestres e veiculos.®* Os estudos subsequentes que avaliaram
a concentracdo de material particulado atmosférico total (TSP), MP1o e MP,s na

cidade de S&o Carlos foram realizados no mesmo sitio amostral.51-%°
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3.2 Amostragem

As amostragens de MP1, em Sao Carlos foram realizadas de janeiro
a dezembro de 2016 nos periodos chuvoso, de janeiro a margo e de outubro a
dezembro, e seco, de abril a setembro. Foram coletadas 120 amostras por 24 horas
em dias alternados, conforme descrito por ALEXANDRINA (2019)%.

As amostragens foram realizadas utilizando um amostrador de
grande volume (AGV) (Energética, modelo AGV MPyj) que aspira o ar a uma
vazéo de cerca de 1,13 m® min (desvio < 1% em 24 h) (FIGURA 3.2).66 O MPy
foi coletado em filtros de fibra de vidro (FFV) com érea igual a 515,62 cm?
(20,3 x 25,4 cm). Esses filtros possuem eficiéncia de 99% para retencdo de
particulas maiores que 0,3 um de didmetro.%® Antes e apds as amostragens 0s
filtros foram mantidos em dessecador por 24 h para realizacdo das analises
gravimétricas. Em seguida, os filtros amostrados foram armazenados em
envelopes de papel kraft e sacos plasticos limpos a -22 °C até a realizacdo das
analises quimicas e bioldgicas. A FIGURA 3.3 exibe um fluxograma das anélises

realizadas com as amostras de MP;o coletadas.

FIGURA 3.2 — (a) Amostrador de grandes volumes, AGV MP1o, com destaques para os filtros
(b) antes e (c) apds a amostragem de MP1o
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Fonte: Elaborado pela autora e adaptado do site da Energética®.

4 Disponivel em: https://www.energetica.ind.br/produto/agv-mp10/. Acesso em: 24 out. 2021.
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FIGURA 3.3 — Fluxograma das analises realizadas com as amostras de MP1g
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Analise Gravimétrica

Os filtros antes e apds as amostragens, previamente mantidos em
dessecador por 24 h, foram pesados em triplicata. As pesagens foram realizadas
em balanca analitica (Shimadzu, modelo AY220 — max. = 220 g, min. = 0,01 g)
com desvio padrdo de 0,0001 g e erro de 0,001 g. Estas foram realizadas sob
controle de temperatura e umidade, com variagfes menores que £ 2 °C e £ 5%,
respectivamente.®® A concentracdo massica de MPy, foi determinada a partir da
diferenca entre as médias dos valores obtidos para as triplicatas dos filtros antes e

depois de amostrados.

34 Analises Quimicas
3.4.1 Sele¢ao de amostras

Das 120 amostras coletadas no ano de 2016, 47 amostras foram
analisadas quimicamente: quatro amostras de cada més, uma de cada semana. O
més de dezembro foi uma excecdo com 3 amostras, dado que apenas 3 semanas
haviam sido incluidas nas amostragens. O critério para a selecdo das amostras foi

possuir concentracdo massica de MP;o similar a concentracdo média mensal.
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3.4.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos e seus derivados

3.4.2.1 Preparo de amostras

O metodo para as analises de HPAs e derivados, foi otimizado e
validado em colaboragdo com outros pesquisadores do grupo e o procedimento
estd descrito em SCARAMBONI et al. (2021)%. Inicialmente, os filtros
amostrados foram cortados, uma area de 17,35 cm?, e dopados com uma solucéo
0,2 ug mL* de padrdes internos deuterados de HPAs e seus derivados oxigenados
e nitrados (1,4-diclorobenzeno-d,4, naftaleno-ds, acenafteno-di, fenantreno-dio,
criseno-d;, e perileno-d;, — Supelco; fluoreno-d;o e benzo[a]pireno-d;, — Sigma-
Aldrich; 9,10-antraquinona-ds — Santa Cruz e 9-nitroantraceno-dy — Toronto
Research Chemicals).

Os filtros dopados foram cortados com uma tesoura para aumentar a
superficie de contato e, entdo, extraidos 3 vezes com 4 mL de acetonitrila
(LiChrosolv, Merck) em banho de ultrassom (Unique) por 34 min. Apos cada
extracdo, 0s extratos eram transferidos para um baldo de fundo redondo, em
seguida, o solvente foi evaporado até aproximadamente 500 pL, sob pressao
reduzida, em um evaporador rotativo (Fisatom, modelo 802).

Os extratos foram filtrados com filtros de seringas de PTFE
hidrofilicos, com poros de tamanhos de 0,22 um (Analitica), para vials de 2 mL e
secos completamente por evaporacdo sob fluxo de N,. O baldo que continha o
extrato foi lavado por 3 vezes com 500 pL de acetonitrila (LiChrosolv, Merck) e
se repetiu as etapas anteriores de filtracdo e secagem.

Aos vials com os extratos secos foram adicionados 100 pL de
acetonitrila (LiChrosolv, Merck). Estes foram agitados em vortice (Gehaka,
modelo AV-2), em seguida, transferiu-se este extrato para um insert e, entdo, 2 pL

foram injetados no CG-EM.
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3.4.2.2 Condic¢oes instrumentais

As analises de HPAs e seus derivados foram realizadas por CG-EM
em um equipamento GCMS-QP-2010 (Shimadzu) com coluna DB-5MS
composta por fenil arileno de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (Agilent). Empregou-se
0 autoamostrador AOC-20i (Shimadzu) para a realizacdo das injecdes. As
condicdes cromatograficas para as andlises e as raz6es m/z dos ions monitorados
(modo SIM) estéo descritas nas TABELA 3.1 e TABELA 3.2, respectivamente.®’

TABELA 3.1 — Condigdes cromatograficas para as analises de HPAs e derivados por CG-EM

Parametros Condigdes
Gés de arraste Hélio.
Vazdo do gas 1,0 mL min?t
Modo de injecéo Splitless.
Temperatura do injetor 300 °C.
Temperatura da fonte de ions 250 °C.
Temperatura da interface 320 °C.

¢ Injecdo a 70 °C, mantido por 2 min;

Rampa de temperatura da e Aumento de 30 °C min até 200 °C, mantido por 5 min;

coluna e Aumento de 5 °C min até 320 °C, mantido por 3 min.
Modo do EM Impacto de elétrons.

Energia de ionizacao 70 eV.

Voltagem do detector 0,2 kV.

Fonte: SCARAMBONI et al. (2021)°".

TABELA 3.2 — Razdes m/z dos ions monitorados e tempos de retencdo para cada analito e 0s

padrdes internos utilizados nas analises de HPAs e derivados por CG-EM

(continua)

fon de fon de Tempo de

Analito Quantificacdo Confirmacdo Retencéo
(m/z) (m/z2) (min)
1,4-benzoquinona 108 110 3,85
acetofenona 105 77 4,97
naftaleno-ds 136 134 5,55
naftaleno 128 127 572
acenaftileno 152 151 6,87
1,4-naftoquinona 158 130 7,04

acenafteno-dio 164 162 7,40
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TABELA 3.2 — RazGes m/z dos ions monitorados e tempos de retencdo para cada analito e 0s
padrdes internos utilizados nas analises de HPAs e derivados por CG-EM

(continuacao)

fon de lon de Tempo de
Analito Quantificacao Confirmacdo  Retencao

(m/z) (m/z) (min)
acenafteno 154 153 7,39
1-naftaldeido 156 127 7,62
fluoreno-dio 176 - 7,96
fluoreno 166 165 8,15
fenantreno-dio 188 189 10,15
fenantreno 178 176 10,22
antraceno 178 176 10,37
9,10-fenantrenoquinona 152 180 10,84
9,10-antraquinona-ds 216 - 13,10
9,10-antraquinona 180 208 13,19
5-nitroacenafteno 199 152 13,77
fluoranteno 202 101 14,85
2-nitrofluoreno 165 211 15,58
pireno 202 101 15,83
9-nitroantraceno-de 232 184 15,94
9-nitroantraceno 223 176 16,03
9-nitrofenantreno 223 176 17,40
reteno 219 234 17,43
benzo[a]fluorenona 202 230 19,91
benzo[a]antraceno 228 114 21,61
criseno-diz 240 236 21,64
criseno 228 114 21,77
1-nitropireno 201 247 23,99
benzo[b]fluoranteno 252 250 26,45
benzo[k]fluoranteno 252 250 26,57
benzol[e]pireno 252 250 27,54
benzo[a]pireno-di2 264 260 27,64
6H-benzo[cd]piren-6-ona 254 226 27,71
benzo[a]pireno 252 250 217,74
perileno-di2 264 260 27,99
6-nitrocriseno 215 273 28,17
indeno-[1,2,3-cd]-pireno 276 138 31,93
dibenzo[a,h]antraceno 278 139 32,08
benzo[g,h,i]perileno 276 138 32,76
6-nitrobenzo[a]pireno 239 297; 251 34,99

Fonte: Adaptado do Material Suplementar de SCARAMBONI et al. (2021)%".
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3.4.2.3 Curvas Analiticas

As curvas analiticas foram construidas em colaboracdo com a
doutoranda Caroline Scaramboni e a aluna de iniciacdo cientifica Natasha L. C.
da Rosa. As curvas extraidas foram obtidas, em triplicata, adicionando-se aos FFV
brancos diferentes volumes de uma solucdo padrdo contendo todos os HPAs e
derivados de interesse, junto com a solucéo 0,2 pg mL™* de padrdes internos.®’
Esses filtros foram submetidos aos mesmos procedimentos de preparo das
amostras e de andlise por CG-EM descritos anteriormente. Por fim, as curvas
foram construidas plotando-se a razao entre as areas dos analitos e dos respectivos

padrdes internos contra as concentragoes.

3.4.3 Sacarideos

3.4.3.1 Preparo de amostras

O método para a analise de agucares foi otimizado e validado pelo
doutorando Jonatas S. Carvalho baseado nos procedimentos descritos por
MEDEIROS e SIMONEIT (2007)%8, VASCONCELLOS et al. (2010)* e
URBAN et al. (2012)*. Inicialmente, os filtros amostrados, uma éarea de
17,35 cm?, foram dopados com uma solugdo 1,0 pg mL™* de padrdes internos de
acUcares (frutose-3C e manitol-13C — Santa Cruz; levoglucosano-3C — Cambridge
Isotope Laboratories).

Os filtros dopados foram cortados com uma tesoura para aumentar a
superficie de contato e, entdo, foram extraidos com 5 mL da mistura de solventes
diclorometano:metanol (1:3) (LiChrosolv, Merck) por 3 vezes em banho de
ultrassom (Unique) por 34 min. Apos cada extracdo, os extratos eram transferidos
para um baldo de fundo redondo e, ao final das 3 extracGes, o solvente foi
evaporado até aproximadamente 500 pL, sob pressao reduzida, em um evaporador
rotativo (Fisatom, modelo 802).

Os extratos foram filtrados com filtros de seringas de PTFE
hidrofilicos, com poros de tamanhos de 0,22 um (Analitica), para vials de 2 mL e

secos completamente sob fluxo de N». O baldo que continha o extrato foi lavado
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por 3 vezes com 500 pL da mistura de solventes diclorometano:metanol (1:3)
(LiChrosolv, Merck) e se repetiu as etapas anteriores de filtracdo e secagem.
Aos vials com os extratos secos foram adicionados 40 pL de
N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) com 1% de trimetilclorosilano
(TMCS, Sigma-Aldrich) e 10 uL de piridina (Merck). Os vials foram agitados em
vortice (Gehaka, modelo AV-2) por 30 s e, a reacdo de derivatizacdo foi
processada a 70 °C (banho Shel-Lab, modelo 1225 PC) por 3 h. Em seguida,
deixou-se resfriar até a temperatura ambiente (25 °C), adicionou-se 950 uL de

hexano, agitou-se e, entdo, 1 pL dos extratos foram injetados no CG-EM.

3.4.3.2 Condic¢Oes instrumentais

As analises de acucares foram realizadas por CG-EM em um
equipamento GCMS-QP-2010 (Shimadzu) com coluna Rtx-5MS composta por
(5% difenil)-95% dimetilpolisiloxano de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Restek).
Empregou-se o autoamostrador AOC-20i (Shimadzu) para a realizacdo das
injecBes. As condicdes cromatograficas para as analises foram adaptadas de
URBAN et al. (2012)* e estas assim como as razdes m/z dos ions monitorados
(modo SIM) estéo exibidas nas TABELA 3.3 e TABELA 3.4, respectivamente.

TABELA 3.3 — Condig¢des cromatograficas para as analises de acucares por CG-EM

Parametros Condicgoes
Gas de arraste Hélio.
Vazio do gas 1,18 mL min*t
Modo de injecédo Splitless.
Temperatura do injetor 280 °C.
Temperatura da fonte de ions 250 °C.
Temperatura da interface 290 °C.

e Injecédo a 65 °C, mantido por 2 min;

Rampa de temperatura da e Aumento de 5 °C mint até 150 °C;

coluna e Aumento de 3 °C mint até 290 °C, mantido por 1 min.
Modo do EM Impacto de elétrons.

Energia de ionizacao 70eV.

Voltagem do detector 0,2 kV.

Fonte: Adaptado de URBAN et al. (2012)*.
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TABELA 3.4 — RazGes m/z dos ions monitorados e tempos de retencdo para cada analito e 0s
padr@es internos utilizados nas anélises de aglcares por CG-EM

Analito .I'(_Jn de . fon de Tempo de
Quantificacao (m/z) Confirmacéo (m/z) Retengéo (min)
eritritol 147 217; 205 19,56
D-(-)-arabinose (1*) 217 204; 191 22,40
D-(-)-arabinose (2*) 217 204; 191 23,25
D-(-)-ribose (1*) 217 191; 204 23,31
galactosano 217 204; 147 23,48
D-(-)-ribose (2*) 217 204; 191 23,64
manosano 204 217; 147 24,08
levoglucosano-+3C 220 206 24,73
levoglucosano 204 217; 147 24,74
D-(+)-xilose (1*) 204 217; 191 24,92
xilitol 217 147; 205 25,09
D-(+)-arabitol 217 147; 205 25,44
ribitol 217 147; 205 25,56
D-(+)-xilose (2*) 204 217; 191 26,53
D-(-)-frutose-13C (1%*) 220 442; 262 27,91
D-(-)-frutose (1*) 217 437; 257 27,91
D-(+)-manose (1*) 204 191, 205 27,99
D-(-)-frutose (2*) 217 437; 257 28,16
D-(-)-frutose-*C (2*) 220 442; 262 28,15
D-(+)-galactose (1*) 204 191; 217 29,55
D-(+)-glicose (1*) 204 191; 147 30,46
D-(+)-manose (2*) 147 319; 217 30,80
D-(+)-galactose (2*) 204 191; 217 30,85
manitol-3C 323 310; 220 31,62
manitol 319 205; 217, 307 31,62
D-sorbitol 319 205; 147 31,85
dulcitol 217 147; 319 31,99
D-(+)-glicose (2%) 204 191; 147 33,37
sacarose 361 217; 271 51,23
lactose (1*) 204 147;191; 205 51,29
maltose (1*) 204 191; 361 52,22
maltose (2*) 204 191; 361 53,26
lactose (2*) 204 191; 217 54,28
maltitol 361 204; 217; 362; 147; 345 55,88

* Estes analitos apresentam mais de um pico cromatogréafico e, portanto, estdo apresentados
mais de uma vez, sendo a numeracgdo organizada pelo tempo de retencao.

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.4.3.3 Curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas pelo doutorando Jonatas S.
Carvalho (dados ndo publicados). As curvas extraidas foram obtidas, em
triplicata, adicionando-se aos FFV limpos diferentes volumes de uma solucao
padrdo contendo todos os aguicares, junto com a solucdo 1,0 ug mL* de padrdes
internos isotopicamente marcados (*3C). Esses filtros foram submetidos aos
mesmos procedimentos de preparo das amostras e de andlise por CG-EM,
descritos anteriormente. Por fim, as curvas foram obtidas plotando-se as razoes
entre as areas dos analitos e dos seus respectivos padrfes internos contra as
concentragdes. As equacdes lineares das curvas analiticas estdo exibidas na
TABELA 3.5 junto com o coeficiente de correlacdo (r) e a faixa linear.
Complementarmente séo exibidas as correspondéncias entre os padrdes internos
e os analitos. Os menores valores das faixas lineares foram considerados como 0s
limites de quantificacdo, sendo que para estas concentragbes as relacOes

sinal/ruido (S/N) foram maiores que 10, proporc¢do que é aceita para esse limite.®
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TABELA 3.5 — Equac0es lineares das curvas analiticas, coeficientes de correlacdo (r), faixas
lineares e padrdes internos correspondentes aos analitos para as analises de acUcares por
CG-EM

x Faixa
:ﬁg:ﬁg Analito Equacéo Linear r Linear
(ng mL™)
galactosano y=2,522x+0,133 0,999 50-5000
levoglucosano-*C  manosano y =0,926x + 0,020 0,998 50-5000
levoglucosano  y=1,062x +0,041 0,997 50-5000
D-(-)-arabinose y=1,078x+ 0,059 0,997 50-2000
D-(-)-ribose y=1,390x + 0,103 0,994  50-2000
D-(+)-xilose y =1,651x+0,110 0,996 50-2000
D-(-)-frutose y=0,985x + 0,095 0,998 50-5000
D-(+)-manose  y=1,954x+ 0,154 0,993 50-2000
D-(-)-frutose-1*C
D-(+)-galactose y=2,470x+0,076 0,998 50-2000
D-(+)-glicose y=3,214x-0,146 0,999  50-5000
sacarose y =2,426x-0,552 0,990 50-7000
lactose y =1,765x-0,018 0,998 50-2000
maltose y=1,115x-0,036 0,999 50-2000
eritritol y =0,840x — 0,049 0,996 50-7000
xilitol y=1,184x-0,011 0,999 50-5000
D-(+)-arabitol y=1,074x-0,016 0,999 50-5000
manitol-12C ribitol y =0,954x - 0,012 0,999  50-5000
manitol y=1,063x-0,015 0,999 50-7000
D-sorbitol y=0,961x + 0,006 0,998 50-5000
dulcitol y=1,079x-0,018 0,998 50-5000
maltitol y=0,457x + 0,004 0,998 50-5000

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4.4 Tons

3.4.4.1 Preparo de amostras

Para as analises de ions, adaptou-se o procedimento descrito por
URBAN et al. (2012)*. Este método foi otimizado e validado em colaboracgdo
com o aluno de iniciacdo cientifica Jodo Vitor F. da R. F. Cintra. Inicialmente, 0s
filtros amostrados (area de 17,35 cm?) foram cortados para aumentar a superficie
de contato, e extraidos com 5 mL de agua ultrapura por 2 vezes em banho de
ultrassom (Unique) por 15 min. Apos cada extracdo, os extratos foram filtrados
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com filtros de seringas de PTFE hidrofilicos, com poros de tamanhos de 0,22 um
(Analitica), para tubos falcon de 15 mL. Dividiram-se os extratos em duas por¢oes

e 100 pL foram analisados por cromatografia idnica (CI).

3.4.4.2 Condic¢Oes instrumentais

As andlises por Cl foram realizadas em um equipamento 881
Compact IC pro (Metrohm) com emprego do autoamostrador 919 IC Autosampler
plus (Metrohm) para a realizacdo das injecdes. As condicdes cromatograficas para
as analises e os tempos de retencdo para cada analito estdo exibidos nas TABELA
3.6 e TABELA 3.7, respectivamente.

TABELA 3.6 — Condigdes cromatograficas para as analises de ions por ClI

Parametros

Cations

Anions

Coluna analitica
Composicéo

Eluente

Fluxo
Temperatura
Detector
Supressor quimico
Tempo de registro
Pressao

Metrosep C 4
(4,0 x 150 mm, Metrohm)

silica gel com grupos carboxila

1,7 mmol L &cido nitrico /

0,7 mmol Lt 4cido dipicolinico
0,9 mL min*

30 °C

condutométrico

25 min

8,14 MPa

Metrosep A Supp 7

(4,0 x 250 mm, Metrohm)
alcool polivinilico com
grupos de amonio quaternario
4,0 mmol L carbonato de
sadio

0,8 mL min*

45 °C

condutométrico

500 mmol L &cido sulfurico
35 min

10,00 MPa

Fonte: Elaborado pela autora.

TABELA 3.7 — Tempos de retencdo para as analises de cations e anions por ClI

Cétions

Tempo de Retengdo

Anions

Tempo de Retengdo

(min) (min)

litio (Li™) 4,14 fluoreto (F) 5,90
sodio (Na*) 4,86 glicolato (C2H30z3) 5,32
amonio (NH4") 531 acetato (CHzCOO") 6,59
potassio (K*) 6,55 formiato (HCOO") 7,12
célcio (Ca?") 13,86 cloreto (CI") 8,83
magnésio (Mg?*) 16,94 brometo (Br’) 13,11
nitrato (NO3") 14,99

fosfato (PO4*) 21,15

sulfato (SO4%) 23,04

oxalato (C204%) 27,82

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.4.4.3 Curvas Analiticas

As curvas analiticas foram construidas com 6 e 7 diferentes
concentracdes para cations e anions, respectivamente, obtidas por diluicdo dos
padrdes comerciais (Ca?*, Li*, Mg?*, K" e Na* — MULTICA17V, SpecSol; Br,
Cl, F, PO/, NOs e SOs# — MULTIC1000V, SpecSol; NH;*, C,H3Os,
CH3COO", HCOO" e C,04%* — Sigma-Aldrich). Por fim, as curvas foram obtidas
plotando-se as areas dos picos dos analitos (S cm™ min) contra a concentragéo.
As equacdes lineares das curvas analiticas estdo exibidas na TABELA 3.8 junto
com seus coeficientes de correlagéo (r) e as faixas lineares. Os menores valores
das faixas lineares foram considerados como os limites de quantificagdo, sendo
que para estas concentragdes as relagcoes sinal/ruido (S/N) foram maiores que 10,

proporcao que é aceita para esse limite.®

TABELA 3.8 — Equacdes lineares das curvas analiticas, coeficientes de correlacéo (r) e faixas

lineares para as analises de cations e anions por Cl

i Faixa
lons Equacdo Linear r Linear
(hg L)
litio (Li™) y =6,097x - 0,673 0,999  50-7500
sodio (Na*) y=1,712x +0,045 0,998 100-7500
amonio (NH4") y=1,958x+0,218 0,999 50-7500
potassio (K™ y=0,922x - 0,114 0,999 50-7500
célcio (Ca?") y=1621x-0,121 0,999 50-7500
magnésio (Mg?") y =3,276x - 0,475 0,999 50-7500
fluoreto (F) y =1,455x - 0,042 0,998 100-2500

glicolato (CoHsOs)  y =0,334x — 0,010 0,999  100-2500
acetato (CHsCOO?) y=0,289x + 0,087 0,993 100-1000
formiato (HCOO)  y=0,602x — 0,005 0,998 100-2500

cloreto (CI) y=1,048x +0,017 0,999 100-7500
brometo (Br) y=0,484x - 0,027 0,999 100-2500
nitrato (NO3) y=0595x — 0,014 0,999 100-7500
fosfato (PO.>) y=0,232x 0,017 0,999 100-7500
sulfato (SO4%) y=0,603x — 0,100 0,999 150-7500

oxalato (C204%) y =0,288x - 0,054 0,999 150-7500
Fonte: Elaborado pela autora.
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3.5 Source Apportionment

Source Apportionment é um modelo multivariado de estudo para
analise de poluicdo do ar.”® Neste, os dados sdo modelados com o objetivo de
identificar e quantificar as diversas fontes emissoras de MP existentes em
determinada regido. Isto é realizado a partir das concentragdes dos contaminantes
existentes no MP retido no receptor, por exemplo o filtro.

Neste trabalho, foi empregado o modelo de Fatoracdo de Matriz
Positiva (PMF) que consiste na fatoracdo da matriz de dados amostrais positivos
no produto de duas matrizes que, no caso, podem ser interpretadas como uma
matriz de caracterizacgao dos perfis das fontes de emissdo e outra de caracterizagao
das contribuicdes de cada fonte de MP."®

Para a analise de source apportionment por PMF foi utilizado o
software EPA PMF 5.0 da USEPA, disponivel no site da USEPA. O tratamento
dos dados foi realizado conforme as instru¢des contidas no guia de usuario do
programa.’ Valores negativos ou zero ndo sdo permitidos como arquivos de
entrada. Portanto, nos casos em que a concentracdo do analito foi menor que o
limite de detec¢cdo do método (LDM) a concentracdo foi considerada como sendo
metade do LDM e a incerteza associada a essa medida foi considerada como sendo
igual a 5/6 do LDM.™"* Para os demais casos a incerteza foi calculada conforme
a EQUACAOQ 3.1:7

Inc = (0,05 x C) + LDM EQUAGCAO 3.1
Inc — incerteza; C — concentracdo do analito.

Na modelagem, os analitos foram classificados como: “bad” e
excluidos por apresentarem S/N < 1; “weak” analitos que ndo se ajustaram bem
ao modelo ou apresentaram S/N < 2; e “strong” 0s demais analitos que possuiam
S/N > 2. Do total de 48 analitos, 15 foram classificados como “bad”, 7 como
“weak” e 26 como “strong”.

Previamente ao inicio da modelagem, realizou-se o teste de Dixon
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(r22, n > 14) para analise e exclusdo de amostras outliers. Os testes de Dixon séo
projetados para superar o efeito de mascaramento que Vvarios potenciais outliers

podem causar, indicado nos casos em que ha um ou mais outliers.”

3.6 Analises Biologicas

3.6.1 Sele¢ao de amostras

Para as andlises biologicas foram selecionadas 12 amostras das 47
extraidas, e também preparadas 12 amostras compostas a partir das 47 extraidas.
As 12 amostras individuais, uma de cada més, foram selecionadas por possuir
concentracdo massica de MP;o mais similar a concentragdo media mensal. Ja as
12 amostras compostas foram preparadas combinando-se 0s extratos das amostras
individuais semanais, resultando em uma amostra composta mensal.

Os extratos de MP,, foram obtidos utilizando o procedimento de
extracdo para analises de HPAs e seus derivados (se¢édo 3.4.2.1), sem a adicéo da
solucdo de padrbes internos, e apos completamente secos, 0s extratos foram

solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO, Exodo Cientifica).

3.6.2 Cultivo Celular

As linhagens de células do pulmédo humano A549 (epitelial alveolar
tumoral) e MRC5 (fibroblasto ndo tumoral fetal) foram cultivadas dentro de
garrafas préprias para o cultivo celular, sem pre-tratamento, em 5 mL de meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium com estreptomicina a 0,1%
(DMEM, Vitrocell), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
(Vitrocell). As garrafas foram incubadas a 37 °C com atmosfera de 5% de CO;
para adesdo, crescimento e divisdo celular. As passagens celulares foram
realizadas apds a confluéncia celular de 80% ser atingida, aproximadamente a
cada 48 h. A remocdo das células foi realizada com adicéo de solucéo de tripsina-
EDTA, apds a remocdo do meio de cultura. Para isso, cerca de 5 min, apés a
adicéo de tripsina-EDTA, as células foram coletadas em meio de cultura e essa
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suspensdo celular foi quantificada em um contador de células automatico
(Invitrogen, Countess 11 FL).

A suspensdo celular foi entdo ajustada para uma densidade
2.10% células mL™*, as quais foram semeadas em microplacas de 96 pocos. As
células foram cultivadas por 24 h, nas mesmas condicGes supracitadas, para
permitir adesdo e recuperacdo celular. Apos esse periodo, as células foram
expostas aos extratos de MPp, individuais ou compostos, e processadas de acordo

com 0 ensaio a ser conduzido.

3.6.3 Viabilidade Celular pelo ensaio MTT

O ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) € um método colorimétrico que se baseia na capacidade de células
viaveis e metabolicamente ativas reduzirem enzimaticamente o MTT (amarelo) a
sais de formazan de cor plrpura que podem ser quantificados por
espectrofotometria apés diluicdo com DMSO.”* Sendo as desidrogenases
mitocondriais responsaveis pela reacdo de reducdo, para que esta reacdo ocorra ha
a necessidade de que a célula esteja viavel e suas mitocéndrias funcionais.

Nos ensaios de viabilidade celular, o meio de cultura, em cada poco,
foi substituido por um novo contendo os extratos de MPy, individuais ou
compostos (secdo 3.4.2.1), de cada més do ano de 2016 em diferentes
concentracdes (TABELA 3.9). Posteriormente, as placas foram incubadas
novamente a 37 °C com atmosfera de 5% de CO, por mais 24 e 72 h. Grupos
controles foram mantidos em paralelo, sendo eles células incubadas apenas com
meio de cultura suplementado, células incubadas com extratos dos filtros brancos,

e células incubadas com DMSO.

TABELA 3.9 — Concentracdes médias de MP1o testadas

Linhagem Concentracéo (ng pL?)
A549 5 10 20 40 16,52
MRC5 - - - - 16,52

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho.
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Apbs o periodo de exposicdo aos extratos, 0 meio de cultura foi
retirado e meio de cultura (100 uL) contendo MTT (0,5 mg mL™) foi adicionado
a cada poco e as microplacas permaneceram na incubadora por mais 2 h. Ao final
desse periodo de incubacgéo, todo 0 meio foi removido e os cristais insoliveis de
formazan foram dissolvidos em 200 uL de DMSO. Em seguida, as medidas de
absorbancia foram realizadas em 570 nm no espectofotémetro (Molecular Device,
SpectraMax M2e). O ensaio MTT foi realizado em triplicata e os dados obtidos

foram tratados utilizando os softwares Excel 2019 e GraphPadPrism 8.0.2 (263).

3.6.4 Espécies Reativas de Oxigénio

Para detectar a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
utilizado o marcador fluorescente: diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina
(H.DCFDA), que se difunde passivamente nas celulas, é desacetilado
(diclorodiidrofluoresceina, DCFH;) e subsequentemente oxidado por EROs,
originando 2'7'-diclorofluoresceina (DCF).”

O mesmo procedimento utilizado no ensaio de viabilidade celular até
a exposicdo aos extratos de MPy, foi realizado, sendo a concentragdo de
20 pg mL* a estudada. Apés o término do periodo de exposicdo aos extratos por
24 e 72 h as células foram incubadas em 10 umol L* de H,DCFDA durante
15 min, lavadas trés vezes com tampéao fosfato-salino (PBS) e a fluorescéncia foi
detectada no espectrofluorimetro (comprimento de onda de excitacdo = 488 nm e
comprimento de onda de emissdo = 530 nm - Molecular Device, SpectraMax
M2e).

3.6.5 Prolifera¢ao Celular

O cristal violeta, um corante trifenilmetano, é utilizado em uma
grande variedade de ensaios, incluindo a determinacdo de citotoxicidade
produzida por algum patdégeno ou poluente, da viabilidade celular e da

proliferagéo celular. Este ensaio baseia-se na coloragdo do DNA pelo cristal



37

violeta. Assim, a quantidade de corante capturado pelas células em monocamada
e a intensidade da cor produzida sdo diretamente proporcionais ao numero de
células.”

Novamente o0 mesmo procedimento utilizado no ensaio de
viabilidade celular até a exposicdo aos extratos de MP1, foi realizado, sendo a
concentracdo de 20 pg mL* a estudada. Apés o periodo de exposicéo, neste caso
apenas por 72 h, o meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS pH
7,4 a 37 °C. Em seguida as células foram fixadas com 50 pL de paraformaldeido
(10% em tampéo PBS 0,1 mol L e pH 7,4 - Sigma-Aldrich) e incubadas por
30 min a 0 °C. Posteriormente, o fixador foi removido e adicionou-se 100 pL da
solucdo aquosa de cristal violeta 0,25 mg mL (Sigma-Aldrich) e as células foram
incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Entdo, a solucédo foi removida e 0s
pogos lavados com agua destilada para a posterior adi¢do de 100 puL de &cido
acético a 33% (Sigma-Aldrich). As placas foram mantidas em um agitador por
30 min, a temperatura ambiente. Por fim, as absorbancias foram determinadas no

espectrofotdmetro em 570 nm (Molecular Device, SpectraMax M2e).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Material Particulado

Na cidade de S&o Carlos, durante o ano de 2016, as concentracdes de
MPyo variaram de 2,70 pg m3, em uma amostra coletada em fevereiro, a
54,77 ng m3, amostra coletada em setembro, e as medianas mensais variaram de
12,72 ng m=3 (abril) a 32,05 ug m?3 (julho) (FIGURA 4.1). O valor maximo
encontrado (54,77 ug m=) ultrapassa o limite diario recomendado a época pela
OMS, 50 ug m3."" Além deste, os valores determinados em amostras coletadas
nos meses de agosto (49,57 ng m) e julho (47,36 ug m) ultrapassaram o valor
recomendado atualmente pela OMS, que é de 45 pg m=.”” Cabe destacar, que o
limite anual recomendado pela OMS também foi ultrapassado em S&o Carlos em
2016 (valor médio anual de 21,12 +9,90 pg m™®).”” No cendrio nacional e estadual,

nenhum limite foi ultrapassado.

FIGURA 4.1 — Concentracdes de MP1o (ug m™3) nas amostras coletadas na cidade de S&o Carlos
por 24 h em 2016, separadas em periodos seco e chuvoso. O grafico de caixa mostra as médias
(X), medianas (-), outliers (), percentis de 25% e 75%, minimo (L) e maximo (T) das

concentracdes
60

chuvoso SECo chuvoso

50

40

osahbbied
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Fonte: Elaborado pela autora.

A mediana da concentragdo de MP;, determinada para as amostras

coletadas no periodo seco (24,83 ug m3, n = 62) foi significativamente maior
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(p = 0,000, Mann-Whitney) que a determinada nas amostras coletadas no periodo
chuvoso (16,61 pg m3, n = 58). Este aumento nas concentracdes de MP;, durante
0 periodo seco pode ser explicado pelas reducbes nos niveis de precipitagéo,
umidade relativa e temperatura do ar (p = 0,000, Mann-Whitney),® caracteristicas
do outono e inverno na regido. ALEXANDRINA et al. (2019)°% ja haviam
observado que estas condigdes favorecem a concentracdo de poluentes no ar na
regido.*® Além disso, Sao Carlos esta localizada em uma regiéo produtora de cana-
de-acucar e no periodo seco ocorriam queimadas da palha da cana-de-agucar no
campo para facilitar a colheita manual. Em 2016 cerca de 247.856 hectares de
plantacdes no estado de Sdo Paulo foram queimados.®

Concentragbes de MPyp similares foram determinadas por
VASCONCELLOS et al. (2010)* nos periodos seco e chuvoso nas cidades de
Séo Paulo e Piracicaba; por SOUZA et al. (2014)" que avaliaram MP,se MPyg
em Araraquara; e por CAUMO et al. (2016)*’ que realizou a caracterizacéo fisico-
quimica do MP em amostras coletadas no inverno nas cidades de S&o Paulo e
Piracicaba; ambos os locais eram impactados pela queima da cana-de-agucar.
ALVES et al. (2015)'® em uma avaliacdo das fontes e impactos da queima de
biomassa nos periodos seco e chuvoso na regido amazonica do estado de

Ronddnia também determinou concentracGes de MPyo similares.

4.2 Analises Quimicas
4.2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos e seus derivados

4.2.1.1 Validacao do método

Na validacdo do método para as analises dos HPAs e derivados, 23
dos 33 analitos alvos, sendo 14 HPAs e 9 derivados, exibiram curvas analiticas
adequadas a quantificacdo com valores de coeficientes de correlacdo (r) maiores
que 0,90 (TABELA 4.1), como ¢é recomendado pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro).®® Os menores valores das faixas

lineares foram considerados como os limites de quantificacdo, sendo que para



40

estas concentraces as relac6es sinal/ruido (S/N) foram maiores que 10, proporcéo

que é aceita para esse limite.5°

TABELA 4.1 — Equagdes lineares das curvas analiticas, coeficientes de correlagdo (r), faixas

lineares e padrdes internos correspondentes aos analitos para as anélises de HPAs e derivados

por CG-EM
Padréo . X F_aixa
Interno Analito Equacao Linear r Linear
(ng mL™)
9,10-antraquinona y =4,418x—-0,001 0,9998 10-1000
9,10-antraquinona-ds benzo[a]fluorenona y=7,722x + 0,125 10,9984 10-1000
6H-benzo[cd]piren-6-ona y =34,91x-0,235 0,9990 10-1000
fenantreno y=5,971x+ 0,028 0,9969 10-1000
fenantreno-dio
antraceno y =5,372x + 0,040 0,9963 10-1000
5-nitroacenafteno y =4,590x + 0,012 0,9991 50-1000
2-nitrofluoreno y=7,511x+ 0,028 0,9970 10-1000
9-nitroantraceno-ds 9-nitroantraceno y =5,575x + 0,000 0,9971 10-1000
9-nitrofenantreno y =2,285x + 0,018 0,9989  10-500
1-nitropireno y =3,022x + 0,004 10,9968 10-1000
6-nitrocriseno y =1,515x + 0,004 0,9988 10-500
fluoranteno y =3,740x - 0,012 0,9990 10-1000
pireno y =4,257x-0,016 0,9990 10-1000
reteno y =2,018x + 0,014 0,9958 10-500
criseno-diz benzo[a]antraceno y=6,893x~0,060 09754 10-200
y =5,959x - 0,806 0,9968 300-1000
. y =7,205x - 0,035 0,9868 10-200
eriseno y =5447x— 0,651 0,9979 300-1000
indeno-[1,2,3-cd]-pireno  y=2,889x + 0015 0,9964 10-500
benzol[e]pireno y =5,505x - 0,030 0,9997  10-500
benzo[a]pireno-di2 benzo[alpireno y =4,898x — 0,027 0,9956  10-200
y =3,285x + 0,250 10,9845 300-1000
y =9,013x - 0,105 0,9904 10-200
benzo[b]fluoranteno y = 6.284x — 0,465 0,9987 300-1000
y=11,27x-0,105 0,9938 10-200
perileno-di2 benzofk]fluoranteno y =7,283x—-0,545 0,9995 300-100
dibenzo[a,h]antraceno y =4,653x + 0,013 0,9924 10-1000
benzo[g.h.ilperileno y =8,824x - 0,108 0,9541  10-200
y =8,028x — 1,667 0,9910 300-1000

Fonte: Adaptado do Material Suplementar de SCARAMBONI et al. (2021)%".
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Os 10 analitos néo validados foram: 1,4-benzoquinona, acetofenona,
naftaleno, 1,4-naftoquinona, acenaftileno, acenafteno, 1-naftaldeido, fluoreno,
9,10-fenantrenoquinona e 6-nitrobenzo[a]pireno. Estes analitos foram detectados,
porém exibiram curvas analiticas inadequadas a quantificacdo na faixa de
concentracdo estudada com valores de coeficientes de correlacdo (r) menores que

0,90 e/ou apresentaram relagdes S/N menores que 10.%°

4.2.1.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos nas amostras de

MP1o

No conjunto de amostras analisadas (n = 47) foram quantificados 9
HPAs: benzo[a]pireno (BaP), benzo[e]pireno (BeP), benzo[b]fluoranteno, (BbF),
benzo[k]fluoranteno (BkF), benzo[g,h,i]perileno (BghiP), criseno (Chry),
fluoranteno (FIt), indeno-[1,2,3-cd]-pireno (lcdP) e pireno (Pyr), cujas
concentracdes médias nos periodos seco e chuvoso estdo exibidas na TABELA
4.2. Todos estes estdo incluidos na lista de HPAs considerados poluentes
prioritarios pela ATSDR? e 8 dos 9 HPAs, a excecdo é o BeP, estdo na lista da
USEPA?, Os HPAs quantificados nas amostras sdo classificados pela IARC
como mutagénicos: BeP, BghiP, Chry, Flt e Pyr, e mutagénicos e carcinogénicos:
BaP, BbF, BKF e IcdP).?°
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TABELA 4.2 — Concentragdes médias e seus respectivos desvios padrdes (ng m®) de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nas amostras coletadas em S&o Carlos nos periodos

seco e chuvoso em 2016

Periodo Seco Periodo Chuvoso
Média + DP n Min. Max. Média + DP n Min. Max.
BaP 0,30+0,14 11 0,17 0,65 - - - -

HPAs

BeP  033+013 13 009 054 0,11 1 - -
BbF  055+042 19 012 147  015+006 4 009 0,22
BKF 0,18 1 - - - - - -

BghiP  058+044 20 0,12 1,69 0,20 £ 0,06 6 009 026
Chry 0,20+ 0,01 4 0,19 0,21 - - - -

Flt 0,24 + 0,07 9 018 0,38 0,09 1 - -
IcdP 067+044 24 0,18 1,90 028+009 14 016 044
Pyr 0,26 + 0,07 9 0,20 0,43 0,12 1 - -
Total 2,13+1,89 0,40+ 0,20

Fonte: Elaborado pela autora.

As médias mensais das somas das concentracGes de HPAS variaram
de 0,24 + 0,06 ng m= (outubro) a 4,31 + 2,37 ng m= (julho) (FIGURA 4.2). As
concentracdes de HPAs nas amostras coletadas durante o periodo seco (mediana
de 1,32 ng m3; n = 24) foram significativamente maiores (p = 0,000, Mann-
Whitney) que as determinadas nas amostras coletadas no periodo chuvoso
(mediana de 0,34 ng m3; n = 15 - FIGURA 4.2), assim como a tendéncia
observada para a concentracéo de MPy.

As concentracbes de HPAs foram similares ou menores as
determinadas em outros trabalhos realizados no estado de Sao Paulo como aqueles
nas cidades de: Araraquara no periodo seco (5,44 + 12,76 ng m3);1* e Araraquara
e Ourinhos (19 £16 ngm?®).!® Similaridade também foi observada as
concentragdes determinadas na regido amazonica no periodo seco (0,52 ng m3) e
chuvoso (0,31 ng m3) e com valores das cidades de Estocolmo
(1,25 + 0,02 ng m3) e Quioto (1,64 + 0,03 ng M) no inverno.?®
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FIGURA 4.2 — Médias mensais das somas das concentragdes de HPAs (ng m) nas amostras
coletadas em S&o Carlos por 24 h em 2016, separadas em periodos seco e chuvoso. O grafico

de barras mostra as médias das concentracdes de cada HPA empilhados e identificados em cores

distintas
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os HPAs mais abundantes em ambos os periodos foram o IcdP, o
BghiP e o BbF, com suas maiores concentragdes nos meses de julho (seco) e
marco (chuvoso) (FIGURA 4.2).

Esses HPAs sdo provenientes de processos de queima de
combustiveis fosseis liquidos, como o diesel (IcdP, BghiP e BbF), e sélidos, como
carvdo (IcdP e BbF).82 No mais, o BbF ja foi atribuido a queima da cana-de-
aclcar*® e madeira®, o que explica o aumento da concentragdo durante o
periodo seco, em que ocorrem as queimadas para colheita de cana-de-agucar.

O BaP e o BKF, isbmeros menos estaveis na presenca de luz,®® s6
foram quantificados em amostras do periodo seco, caracterizado por menor nivel
de precipitacdo e por queimadas de cana-de-acUcar, além de menor incidéncia de
radiacdo solar. Condicdes estas que favorecem a emissdo, concentracdo e
permanéncia desses isdbmeros na atmosfera.

O Chry, que também so foi determinado no periodo seco, €
relacionado como um dos HPAs mais abundantes emitidos durante a queima de

Gramineae, a cana-de-agUcar pertence a esta familia de plantas.®4
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Para avaliar o potencial risco & exposi¢do aos HPAs (EQUACAO
1.1) foi calculado o indice BaPE (EQUACAO 1.2). Os indices BaPE médios
mensais variaram de 0,017 + 0,004 ng m= (outubro) a 1,192 + 0,576 ng m= (julho)
(FIGURA 4.3). A esses valores estdo associados os riscos de cancer de pulméo de
0,147 £ 0,36 e 10,4 £ 0,50, respectivamente, casos a cada 100.000 pessoas ao
longo da vida. Anualmente o risco de cancer de pulmao foi de 3,09 * 4,23 casos

em 100.000 pessoas (BaPE médio = 0,355 + 0,487 ng m3).

FIGURA 4.3 — Médias mensais do BaPE (ng m™®) para as amostras coletadas em S&o Carlos
por 24 h em 2016, separadas em periodos seco e chuvoso. O grafico de barras mostra as médias

do BaPE e o desvio padrao (1)
2.0
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Fonte: Elaborado pela autora.

A mediana dos indices BaPE calculados para as amostras coletadas
no periodo seco (0,30 ng m3; média = 0,54+0,54 ng m3; n = 24;) foi
significativamente maior (p = 0,000, Mann-Whitney) que a calculada para as
amostras coletadas no periodo chuvoso (0,02 ng m; média = 0,05 + 0,06 ng m™3;
n = 15;). Isto resulta em um risco de cancer de pulmé&o cerca de 11 vezes maior
no periodo seco (4,70) em relacdo ao chuvoso (0,435), considerando os valores
médios de BaPE para cada periodo.

Cabe destacar que o risco obtido para a amostra julho, na qual foi

obtido o maior valor de BaPE (periodo seco), é cerca de 71 vezes maior que em
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outubro (menor valor de BaPE - periodo chuvoso). Notoriamente, o més de julho
(FIGURA 4.3) foi o principal responsavel pelo potencial de risco, com o BaPE
cerca de 2 vezes maior que a média para o0 periodo seco e 3 vezes maior que a
média anual.

Para melhor avaliar os impactos da exposicdo humana ao MP
atmosferico foram realizados ensaios bioldgicos que serdo discutidos na secdo
4.4,

4.2.1.3 Derivados dos Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Os derivados de HPAs oxigenados (Oxi-HPAS) e nitrados (Nitro-
HPASs) quantificados nas amostras foram a 6H-benzo[cd]piren-6-ona (BcdP), a
9,10-antraquinona (9,10-Ant) e o 2-nitrofluoreno (2-NFlu) (FIGURA 4.4),

embora outros 12 derivados de HPAs também tenham sido estudados.

FIGURA 4.4 — Médias mensais das concentragdes de Oxi- e Nitro-HPASs nas amostras coletadas
por 24 h em Sdo Carlos em 2016, separadas em periodos seco e chuvoso. O grafico de barras
mostra as médias das concentracdes de cada derivado de HPA em cores distintas e os desvios

padrdes (1)
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Fonte: Elaborado pela autora.

As meédias mensais das somas das concentracGes de Oxi-HPAs
(BcdP e 9,10-Ant) variaram entre 0,20 ng m (dezembro) e 0,71 + 0,34 ng m™
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(maio) (FIGURA 4.4); j4 o Nitro-HPA, 2-NFlu foi quantificado apenas em uma
amostra de setembro (maior concentragdo de MPp).

A BcdP e 2-NFlu ndo foram quantificados em amostras do periodo
chuvoso, e no periodo seco suas concentracdes foram de 0,28 +0,12 ng m™
(n=8) e 0,84 ng m3 (n=1), respectivamente. Para a 9,10-Ant ndo houve
diferenca estatistica significativa entre as concentracbes (p = 0,972, Mann-
Whitney) nos periodos seco (concentragdo média de 0,44 + 0,21 ng m= e mediana
de 0,38 ng m3; n = 21) e chuvoso (concentracdo média de 0,44 + 0,22 ng m3e
mediana de 0,41 ng m3; n = 13). Cabe destacar que embora as concentra¢des de
9,10-Ant ndo tenham apresentado diferenca significativa, 0 nimero de amostras
nas quais este analito foi quantificado foi proporcionalmente menor no periodo
chuvoso (seco: 21/47 = 0,45 e chuvoso: 13/47 =0,28).

Embora a BcdP néo ser classificada pela IARC como perigosa para
a salde humana, ha estudos que ja atestaram a sua mutagenicidade.®*®® Este
derivado é emitido diretamente por motores a combustdo,3 sendo o Oxi-HPA
mais abundante durante a queima de gasolina.t®8" A observacéo de sua presenca
sazonal entre os periodos seco e chuvoso é atribuida aos processos de
transformac6es atmosféricas que podem ocorrer a partir do seu HPA precursor,
6H-benzo[cd]pireno, que é conhecido por ser &cido, reativo e facilmente
oxidado.?*8 BAYONA et al. (1994)8* determinaram em Barcelona que as maiores
concentragdes de BcdP estavam presentes nas amostras do inverno, o que é
consistente com o observado neste trabalho, entretanto observaram que a maior
acdo mutagénica foi em amostras do verdo. 1sso indica que a presenca de outros
HPAs e seus derivados sdo responsaveis por esse aumento na mutagenicidade.
Destacando-se que BcdP individualmente, pela sua abundancia, ja demostrou
contribuir com 3 a 5% da mutagenicidade de extratos ndo fracionados em sitios
amostrais estadunidenses (Boston, Rochester e Reservatorio Quabbin no estado
de Massachusetts).8®

Os derivados 9,10-Ant e 0 2-NFlu s&o classificados pela IARC como
Grupo 2B (possivelmente cancerigeno para humanos).? Ambos sdo emitidos por
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veiculos movidos a diesel e também ja foram encontrados em aerossois
provenientes de queima de biomassa.'*1%8 A 9,10-Ant também é formada na
atmosfera por meio de reacdes fotoguimicas.!® Enquanto que o 2-NFlu é
degradado pela luz, mas pode se formar durante o processo de amostragem, como
um artefato no filtro, ao reagir com NO,, por exemplo.®

Poucos estudos avaliaram concentragdes de Oxi- e Nitro-HPAs (ou
ndo avaliaram os descritos aqui). A concentracdo de 9,10-Ant foi similar a
determinada em Araraquara no periodo seco (0,96 + 0,74 ng m)'4 e para o 2-NFlu
é controverso, pois VASCONCELLOS et al. (2008)8° determinaram valores bem
menores (maximo de 0,047 ng m para a cidade de S&o Paulo) e SOUZA et al.
(2014)** determinaram um valor quase 100 vezes maior (3,2 ng m™ para a cidade

de Araraquara).

4.2.2 Acucares, Polidis € Anidroagucares
No conjunto de amostras analisadas (n = 47) foram quantificados 20
dos 21 analitos estudados (TABELA 4.3). A ribose foi 0 unico agucar nédo

quantificado nas amostras.
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TABELA 4.3 — ConcentragGes médias e seus respectivos desvios padrdes (ng m=) de aclcares,
poliois e anidroagUcares nas amostras coletadas em Sao Carlos nos periodos seco e chuvoso em
2016

i Periodo Seco Periodo Chuvoso
Acucares — - - — - -
MédiatDP n Min. Max. MédiatDP n Min. Max.
Arabinose 256+230 14 098 10,05 304+£1,73 12 051 6,24
Frutose 6,54+474 22 253 1,04 564+413 23 1,37 16,33
Galactose 1,12+0,27 4 09 1,51 1,38+0,36 6 091 194
Glicose 1521+6,09 22 8,80 2847 19,89+10,48 23 3,07 41,32
Lactose 1,81+080 14 0,98 3,40 128+0,22 3 1,05 1,47
Maltose 1,47+035 17 0,89 2,40 161+084 14 0,87 4,04
Manose 1,17+020 3 1,04 140 1,80+068 4 115 2,74
Sacarose 32,08+28,41 24 128 97,84 796+10,28 20 1,24 43,50
Xilose 1,15 1 - - 2,93 1 - -
Poliois
Arabitol 13,38+4,39 22 6,12 48,76 1406+£8,39 20 4,85 38,71
Dulcitol - - - - 18,91 1 - -
Eritritol 1245+30,15 10 0,88 97,27 195+209 3 0,37 4,32
Maltitol 1,90 1 - - 13,11+11,39 2 5,06 21,17
Manitol 14,08 +8,23 24 435 4345 36,60+2570 23 9,00 113,30
Ribitol 439+453 3 1,06 9,56 1,53 1 - -
Sorbitol 164+056 8 105 245 3650+298 17 0,98 11,03
Xilitol 8,10+969 2 125 1495 237+228 7 0,35 6,92

Anidroagucares
Galactosano 152+057 2 112 192 - - - -
Levoglucosano 47,86 £32,16 24 9,13 131,37 11,60+9,62 22 3,39 4299
Manosano - - - - 237+209 2 089 384
Total 137,35+ 74,78 101,71 £ 39,39
Fonte: Elaborado pela autora.

As médias mensais das somas das concentracbes dos acuUcares,
polidis e anidroacgUcares variaram de 7557 + 32,69 ng m? (janeiro) a
188,73 = 67,73 ng m (julho) (FIGURA 4.5). As concentragdes dos aglicares e
anidroacucares (FIGURA 4.5) também foram significativamente maiores
(p < 0,05, Mann-Whitney) durante o periodo seco (acUcares: média de
55,98 + 37,13 ng m? e mediana de 48,59 ng m=3; anidroacglcares: média de
47,99 £32,29ngm3 e mediana de 42,85 ngm3) em relagdo ao chuvoso

(acUcares: média de 3599 +21,10ngm=3 e mediana de 34,79 ngm?3
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anidroaclcares: média de 11,30 + 10,09 ng m e mediana de 8,16 ng m™), assim
como MPy, e HPAs. Ja os polidis (FIGURA 4.5b) apresentaram maiores
concentragdes (p < 0,05, Mann-Whitney) no periodo chuvoso (chuvoso: média de
54,43 +3550ngm3 e mediana de 42,86 ngm3; seco: média de
33,38 + 37,33 ng m~ e mediana de 24,26 ng m3).

FIGURA 4.5 — Médias mensais das somas das concentraces dos (a) aglcares (ng m?) e (b)
polidis (ng m~) na 12 coluna e anidroagtcares (ng m) na 22 coluna nas amostras coletadas em
Sao Carlos por 24 h em 2016, separadas em periodos seco e chuvoso. Os gréaficos de barras

mostram as meédias das concentracfes de cada sacarideo empilhados e identificados em cores

distintas
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Os agucares mais abundantes em ambos os periodos foram a
sacarose, glicose e frutose, com as maiores concentracdes nos meses de julho e
setembro (seco) e marco, novembro e dezembro (chuvoso) (FIGURA 4.5). Esses
acucares estdo relacionados a fontes vegetais, emissdo de polen, e processos de
ressuspensédo do solo.*>*3 Destaca-se ainda a xilose s6 foi quantificada em duas
amostras, uma em margo (Seco) e outra em julho (chuvoso).

Entre os polidis, os mais abundantes em ambos os periodos foram o
manitol e arabitol e entre os anidroacucares foi o levoglucosano. Os poliois
dulcitol, maltitol, ribitol e xilitol estavam presentes em poucas amostras e/ou
ausentes em algum dos periodos, geralmente distribuidos em particulas grossas,
indicam uma fonte local;*® ja os 2 anidroaglcares menos abundantes estavam
presentes em apenas duas amostras cada e em periodos alternados, galactosano
(seco) e manosano (chuvoso).

As concentracdes de levoglucosano foram similares as determinadas
em outros trabalhos que avaliaram amostras coletadas no estado de S&o Paulo e

no estado de Rondonia na regido amazonica (TABELA 4.4).

TABELA 4.4 — Comparacao das concentracdes de levoglucosano (ng m=) em regides paulistas

e amazonica
Cidade Média+ DP  Periodo Referéncia
201 + 146 Seco
ao Paul 11
Sdo Paulo 39+30 chuvoso

Araraquara e 113 £ 77 anual ol

Ourinhos 138 + 91 seco 15

Piracicaba 129 + 90 Seco 11

regido amazonica 20+ 10 chuvoso 16

Fonte: Elaborado pela autora.

Cabe destacar que mesmo apos 3 diluicbes a concentracdo de
arabinose ndo pode ser determinada em 6 amostras do periodo seco, dado que
saturava o detector do cromatografo. Este foi o sacarideo mais abundante nestas
amostras, e nas demais, este junto com levoglucosano, manitol e sacarose foram

0S mais abundantes.
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Nas amostras foram quantificados 14 dos 16 ions analisados, cinco
cations: amonio, calcio, magnésio, potassio e sodio, e 9 anions: acetato, cloreto,
fluoreto, formiato, fosfato, glicolato, nitrato, oxalato e sulfato. Os valores de suas
concentragdes medias nos periodos seco e chuvoso estdo exibidos na TABELA
4.5. Cabe destacar que as concentracdes destes analitos representaram cerca de
23% da massa de MP1, e por isso suas concentracdes foram apresentadas em

g m=3, o que também tem sido observado em outros trabalhos.

TABELA 4.5 — Concentragdes médias e seus respectivos desvios padrdes (g m) de cétions e
anions nas amostras coletadas em Sao Carlos nos periodos seco e chuvoso em 2016

Periodo Seco Periodo Chuvoso
MédiazDP n Min. Max. MédiaxDP n Min. Max.
Aménio 0,04+0,03 11 0,0004 0,10 0,04+£0,03 10 0,003 0,1
Calcio 049+059 22 0,004 227 015+£0,09 19 0,02 0,33
Magnésio 0,08+0,06 19 003 027 005+003 19 0,01 0,10
Potadssio 0,36+0,24 24 010 084 0,15+0,08 23 0,02 0,35
Sodio 266+206 19 023 884 203+115 19 0,19 4,19
Anions
Acetato 0,21+0,32 6 0,01 0,77 003+£0,02 15 0,002 0,06
Cloreto 0,11+0,08 8 0,02 0,24 015+0,14 18 0,006 0,51
Fluoreto 0,03+0,03 24 001 011 0,02+0,01 23 0,01 0,04
Formiato 0,80+2,19 24 003 881 018%+006 23 0,09 0,35
Fosfato  0,01+£0,02 11 0,001 0,05 0,0002 1 - -
Glicolato 0,19+0,20 21 0,03 0,70 0,05+0,01 17 0,02 0,08
Nitrato  1,18+068 24 026 301 066+031 23 0,20 1,32
Oxalato 043+0,18 24 015 0,70 0,33+0,14 23 0,14 0,73
Sulfato 1,48+104 24 053 470 069+033 23 0,22 1,36
Total 7,19+£5,70 4,08 +1,87
Fonte: Elaborado pela autora.

Céations

As medias mensais das somas das concentracdes dos cations e anions
variaram entre 0,81 + 0,74 ug m= (junho) e 4,60 + 4,90 ug m* (abril) e entre
1,40 £ 0,46 pgm= (margco) e 9,48 +8,20 ugm= (abril), respectivamente
(FIGURA 4.6). Tendéncia similar a observada para as concentragcdes de MP;y,
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HPAs e agucares, foi obtida para os anions, com concentragdes significativamente
maiores durante o periodo seco (p = 0,000, Mann-Whitney) (FIGURA 4.6). Ja os
cations ndo apresentaram diferenca estatistica significativa nas concentracfes

entre os periodos (p = 0,246, Mann-Whitney).

FIGURA 4.6 — Médias mensais das somas das concentragdes de ions (ug m), cations na 12
coluna e &nions na 22 coluna, nas amostras coletadas por 24 h em Sao Carlos em 2016, separadas
em periodos seco e chuvoso. O grafico de barras mostra as médias das concentracfes de cada

ion empilhados e identificados em cores distintas
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os cations mais abundantes em ambos os periodos foram o sédio e 0
calcio, com as maiores concentracbes nos meses de abril (seco) e outubro
(chuvoso) (FIGURA 4.6). Estes, junto com o magnésio, sdo provenientes da
composicéao do solo.*® Entre os anions, os mais abundantes em ambos os periodos
foram o sulfato e o nitrato, com as maiores concentracdes nos meses de abril e
julho (seco) e fevereiro e novembro (chuvoso), esses ions sdo aerossois
secundarios formados a partir de SO, e NOy, emitidos por veiculos, industrias e
queima de biomassa.l! Cabe destacar, que no més de abril, formiato foi
quantificado em elevada concentracdo, esse ion também é atribuido a aerossois
secundarios das mesmas fontes que os anteriores.!

As concentracbes dos ions foram similares as determinadas em
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outros trabalhos que avaliaram outras regides no estado de Sdo Paulo como as
cidades de: Sao Paulo no periodo seco (13,2 ug m=e 6,7 ug m=)*13 e Piracicaba

nos periodos seco (12,0 pug m=3 e 2,0 pg m=)*13 e chuvoso (5,8 pg m=3)H,

4.3 Source Apportionment

Para descrever este conjunto de dados, quatro fatores foi o mais
adequado tendo em vista que foi encontrado um mapeamento de bootstrap (BS)
ndo inferior a 80% para todos os fatores.”* Os fatores obtidos indicam a presenca
de 4 fontes de emissédo sendo elas: biogénicas, processos de ressuspensao do solo,
queima de biomassa com o aerossol de origem secundaria e queima de biomassa
em conjunto com a de combustiveis fosseis veiculares. A contribuicdo de cada

fonte para a massa de MP1g € apresentada na FIGURA 4.7.

FIGURA 4.7 — Fontes de emissdo do MP1o atmosférico coletado em Sdo Carlos em 2016. O

gréfico de setores mostra as contribuicdes das 4 fontes de emissédo (%) identificadas

MP.,

mBiogénicos (Fator 1)
m3Solo (Fator 2)

mBiomassaSecundario
(Fator 3)

Biomassa/Combustiveis
(Fator 4)

Fonte: Elaborado pela autora.

Como pode ser visto na FIGURA 4.7 a fonte de emissdo majoritaria
para 0 MPy, foi a queima de biomassa em conjunto com o aerossol de origem
secundaria, seguida pela queima de combustiveis fésseis, pelo aerossol biogénico
e processos de ressuspensdo do solo. Essas fontes de emissdes foram identificadas
pela presenca de marcadores observados na analise dos “fingerprints ” dos fatores
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(FIGURA 4.8).

FIGURA 4.8 — “Fingerprints” dos fatores encontrados no estudo de source apportionment. O

gréafico de barras mostra como cada fator (fonte de emissao) esta distribuido (%) nos analitos
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Fonte: Elaborado pela autora.

O fator 1 apresentou elevadas contribui¢cbes dos polidis (sorbitol,
arabitol e manitol) e dos acucares (frutose e glicose) que sdo comumente
marcadores associados a aerossois biogénicos, além de cloreto. Sorbitol é relatado
como marcador de queima de folhas, arabitol e manitol sdo associados as emissdes
por esporos de fungos e a frutose e glicose sdo associadas as emissbes de
pdlen.*24 Assim, esse fator é associado as emissdes por fungos e plantas.

O fator 2 apresentou uma elevada contribuicéo dos ions calcio, sodio
e magnésio que sdo comumente encontrados no solo.*

O fator 3 foi identificado como queima de biomassa devido a
presenca em concentracOes relativamente elevadas do ion potassio e de
levoglucosano, que sdo marcadores comumente associados a esse tipo de emisséo.

Elevadas concentragdes dos ions amonio, formiato, oxalato, nitrato e sulfato, que
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sdo originados em reacGes na atmosfera, também foram associados a este fator, 0
qual também foi identificado como relacionado aos aerossdis secundarios.14548
Os acucares: arabinose, maltose, sacarose, glicose, lactose e frutose) tambem
influentes neste fator sdo indicativos de uma fonte de bioaerossol local,
provavelmente devido a material ressuspendido durante queima de biomassa.*
Por fim, o fator 4 apresentou elevadas contribuigdes dos HPAs e
derivados e do levoglucosano. Os HPAs podem ser emitidos durante a queima de
biomassa (cana-de-agucar), para a qual o levoglucosano € um conhecido
marcador, por isso este fator € identificado como queima de biomassa. Ja 0s
HPAs: BghiP, IcdP, Flt e o Oxi-HPA: 9-10-Ant sdo associados a queima de
combustiveis fosseis veiculares, principalmente por veiculos pesados, movidos a
diesel.1*828  Portanto, este fator também foi relacionado a queima de

combustiveis.

4.4 Analises Biologicas

4.4.1 Viabilidade Celular pelo Ensaio MTT

Inicialmente, na avaliacdo da viabilidade, foi realizada a exposicédo
das células tumorais de pulmdo humano, A549, aos extratos de MPi; em
concentracdes de 5, 10, 20 e 40 ng ULt por 24 e 72 h. Reducéo na viabilidade

celular foi observada com o aumento do tempo de exposicdo (FIGURA 4.9).
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FIGURA 4.9 — Viabilidade celular das células de alvéolo pulmonar humano tumorais (A549)
expostas aos extratos (concentracdes de 5, 10, 20 e 40 ng puL? dos extratos) das amostras de
MP1o coletadas em S&o Carlos em 2016 por (a) 24 h e (b) 72 h. Os graficos de barras mostram
as medias das viabilidades celulares, obtidas em duplicatas independentes com triplicatas
técnicas, em relacdo ao controle com o filtro branco, das células expostas ao MP1o e 0s desvios
padrdes (I). As diferencas significativas (») foram estabelecidas por Anova one-way + pos teste

Dunnett (a = 0,05)
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No ensaio por 24 h apenas as amostras dos meses de margo
(5 ng uLt) e dezembro (10 e 40 ng puL?) apresentaram significativas alteracdes
na viabilidade celular (FIGURA 4.9a). O aumento na viabilidade observado no
més de marco pode ser atribuido a ocorréncia do efeito Hormese, em que

pequenas concentracdes podem estimular e/ou beneficiar os organismos. Em um
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estudo realizado na regido da cidade do Cairo, capital do Egito, também ndo foi
observada reducdo na viabilidade celular para a linhagem A549 exposta ao extrato
do MP,5 por 24 h, porém por outras analises biologicas foram sugeridos efeitos
genotéxicos e a possivel ocorréncia de efeito hormético para as menores
concentragdes.®!

A reducéo da viabilidade no més de dezembro néo era esperada ja
que esta amostra possui uma das menores concentracdes de MP1, além de baixas
concentragdes dos HPAs, Oxi-HPAS e acucares totais aqui investigados quando
comparada aos outros meses. No entanto, neste més foram determinadas as
maiores concentracdes de agucares (-oses). Cabe destacar também que no més de
dezembro foram observados picos cromatograficos com relacdo m/z 77, em torno
de 4,3 min, que ndo aparecem em muitas amostras ou Sa0 mMenos intensos
(FIGURA 4.10).

FIGURA 4.10 — Cromatograma da analise de HPAs das amostras para a razdo m/z 77
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na exposicdo por 72 h, sete das 12 amostras acarretaram toxicidade,
as excecdes foram as amostras dos meses de janeiro, fevereiro, marco, julho e
agosto (FIGURA 4.9b). Neste tempo de exposicdo a amostra de margco nédo

apresentou aumento de viabilidade significativa, enquanto que para a amostra de
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dezembro a viabilidade foi significativamente menor.

Estes resultados permitem afirmar que a toxicidade dos extratos de
MP;, coletados em S&o Carlos foram tempo dependente e, de maneira geral, ndo
dose dependente nas concentracOes de extrato de MPy,. Para as amostras de abril,
maio e junho apds 72 h de exposi¢do foram observadas variagdes nas viabilidades
celulares com as diferentes concentracOes de extrato de MP, testadas (FIGURA
4.9b). Para essas amostras, as reducdes nas viabilidades foram proporcionais as
concentracdes a que foram expostas, apesar de que para 0 més de abril as
diferencas s6 foram significativas para as concentracdes de 20 e 40 ng L. No
mais, as amostras desses meses (mais a amostra 23/12/2016) sdo as unicas nas
quais foram determinadas concentracdes do ion fosfato (PO4*), com a amostra
28/04/2016 possuindo a menor concentracdo do ion, e as quais possuem um
elevado fundo cromatograficos com relacdo m/z 127, que nédo aparece nas demais
amostras (FIGURA 4.11).

FIGURA 4.11 — Cromatograma da analise de HPAs das amostras para a razdo m/z 127
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Fonte: Elaborado pela autora.

Dada as tempo dependéncias e ndo dose dependéncias, outros ensaios
de viabilidade celular em células de fibroblastos pulmonares ndo tumorais,

MRCS5, alveolares tumorais, A549, expostas por 24 e 72 h aos extratos de MPy
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em concentragdo 16,52 ng uL?! foram realizados (FIGURA 4.12). Essa
concentracdo corresponde a deposi¢éo diaria prevista de 20% no trato respiratério
humano (respiracdo em repouso de 16 m2 de ar) e da média das concentragdes de

MP;, da cidade de S3o Carlos.%

FIGURA 4.12 — Viabilidade celular das células de pulmao humano a) fibroblastos ndo tumorais
(MRCS5) e b) alvéolos tumorais (A549), expostas & concentragdo de 16,52 ng puL* dos extratos
de MPyo por 24 e 72 h. Os gréficos de barras mostram as médias das viabilidades celulares,
obtidas em duplicatas independentes com sextuplicatas técnicas, em relacdo ao controle com o
filtro branco, e os desvios padrdes (I). As diferencas significativas () foram estabelecidas por

Anova one-way + pos teste Dunnett (o = 0,05)
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Neste caso, foi observado aumento da viabilidade para 10 das 12
amostras compostas de MP1, apds exposicdo das células A549 por 24 h (FIGURA
4.12b). Este resultado néo era esperado dado que para as amostras individuais dos
mesmos meses nao foi observado este comportamento, o que sugere que o efeito
combinado das amostras pode levar a diferentes respostas celulares, devido as
diferencas nas concentracfes de espéecies quimicas especificas, e que a
complexidade das respostas bioldgicas da mistura pode encobrir uma resposta
bioldgica individual, como ja observado na literatura.®* No entanto, cabe destacar
que embora a linhagem celular e o procedimento de cultivo fossem os mesmos, a
cultura celular era diferente. Além disso, células cancerigenas sofrem mutacdes
que permitem o crescimento descontrolado.

A exposicdo por 72 h ndo acarretou mudanca de viabilidade
significativa para as amostras (FIGURA 4.12b).

Nos ensaios, com a MRC5 e 24 h de exposicdo, as amostras dos
meses de maio, junho e agosto apresentaram significativas reducdes na
viabilidade celular. Para 72 h de exposicéo, apenas para as amostras dos meses de
abril, maio e junho foram observadas reducdes na viabilidade (FIGURA 4.12a).
Os meses de abril a outubro compreendem o periodo seco do ano, com as maiores
concentragdes de material particulado atmosférico, e consequentemente as
menores viabilidades eram esperadas nestes meses.

Cabe destacar aqui que para a linhagem de alvéolo pulmonar tumoral
ndo foram observadas diminuicbes nas viabilidades, enquanto para a de
fibroblastos ndo tumoral, a viabilidade foi significativamente diminuida para
algumas amostras. Isto demonstra que embora esta linhagem celular tumoral
apresente algumas vantagens como rapido crescimento e requeira pouca
manutencéo, além de manter as caracteristicas de células saudaveis, e por isso tem
sido bastante, e até mais utilizadas que outras linhagens, o mais adequado &
trabalhar uma ampla gama de linhagens celulares para que os resultados sejam

mais representativos do que ocorre no ser humano.
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4.4.2 Espécies Reativas de Oxigénio

Para estes ensaios, selecionou-se a concentracdo de 20 ng pL* que
se aproxima da concentracdo depositada diariamente no trato respiratorio humano
da populacéo da cidade de Sao Carlos. As EROs nas células pulmonares tumorais
Ab549 apds exposicdo ao extrato de MPy (20 ng uL™?) por 24 e 72 h estéo
expressas como EROs por células viaveis (EROs/viabilidade celular) (FIGURA
4.13).

FIGURA 4.13 — EROs das células de pulmdo humano tumorais (A549), expostas a
concentragdo 20 ng UL dos extratos de MP1o por 24 h e 72 h. O gréafico de barras mostra as
médias das EROs por células viaveis, obtidas em triplicatas independentes com triplicatas
técnicas, em relacdo ao controle com o DMSO, e os desvios padres (I). As diferencas

significativas () foram estabelecidas por Anova one-way + pos teste Dunnett (a. = 0,05)
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Em 24 h apenas a amostra de dezembro apresentou EROs
significativa. Ja apos exposicdo por 72 h, a geracdo de EROs foi maior e
significativa para 8 das 12 amostras. Resultados majoritariamente concordantes
com as reducdes na viabilidade celular que foram observadas, indicando que a
morte celular provavelmente ocorre ap6s o estresse oxidativo.

Contudo, os meses de janeiro, marco e junho apresentaram resultados
controversos: janeiro apresentou significativa geracdo de EROs sem ter a
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viabilidade celular reduzida, isso pode indicar que houve uma defesa antioxidante
eficiente ou o controle dessas EROs a ponto de ndo haver estresse oxidativo
suficiente para causar danos significativos as células; os meses de margo e junho
ndo apresentaram geracdo de EROs, mas tiveram as suas viabilidades reduzidas,
0 que pode indicar que o dano celular observado se da por outros fatores que ndo

0 estresse oxidativo.

4.4.3 Proliferacao Celular

O ensaio de proliferacéo celular foi realizado com apenas em 72 h de
exposicao, pois de modo geral as células dobram sua populacdo em 24 h, além
das maiores reducdes na viabilidade e geracdo de EROs ocorrerem apos 72 h,
sendo esse tempo de exposi¢cdo 0 mais representativo. Para este ensaio, tambéem
foi selecionada a concentracdo de 20 ng pL*. Como pode ser observado na
FIGURA 4.14 ndo houve proliferacdo celular significativa para as amostras dos
extratos de MPjj.

FIGURA 4.14 — Proliferacdo celular das células de pulmé&o humano tumoral (A549) expostas a
concentragdo de 20 ng pL™* dos extratos de MP1o por 72 h. O grafico de barras mostra as médias
das proliferacfes celulares, obtidas em triplicatas independentes com quadriplicatas técnicas,
em relacdo ao controle com 0 DMSO, e os desvios padrdes (I). As diferencas significativas (=)

foram estabelecidas por Anova one-way + pds teste Dunnett (a = 0,05)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As dindmicas de emissdo, concentracdo e dispersdao de MPy, € 0sS
compostos associados a estas particulas, na cidade de Sdo Carlos mostraram
comportamento sazonal, com as maiores concentragdes de MP1o observadas no
periodo seco (abril-setembro). Neste periodo, alem da minimizacao das chuvas e
da umidade, foram observados aumentos na frequéncia de queimadas devido a
colheita de cana-de-agucar.

Neste trabalho também foi validado o método para analise dos HPAs
e derivados®’, e 23 dos analitos exibiram parametros analiticos (sensibilidade,
precisdo e exatiddo) adequados para suas quantificagbes. As concentracdes de
HPAs (1,47 + 1,70 ng m™®) foram até, aproximadamente, 4 vezes maiores que as
de seus derivados (Oxi-HPAs: 0,37 + 0,31 ng m™ e Nitro-HPA: 0,84 ng m=3). Os
analitos determinados em ordem decrescente de abundancia foram: IcdP > 9,10-
Ant > BghiP > BbF > BeP > BaP > Pyr > Flt > BcdP > 2-NFlu > Chry > BKF. As
maiores concentracdes dessas especies foram determinadas no periodo seco
(2,65 + 2,12 ng m®) em comparagdo com o periodo chuvoso (0,51 + 0,40 ng m).
Isso corrobora para a relevancia da queima de biomassa relacionada a colheita da
cana-de-acucar como fonte de emissdo de MP na regido, comportamento ja
observado em outras regides canavieiras do estado de Sao Paulo.

Em posse das concentragbes dos HPAs mutagénicos e
carcinogénicos (BaP, BbF, BkF, BghiP, Chry, FIt e lIcdP) determinadas nas
amostras foi possivel avaliar o potencial risco de cancer de pulmao por meio da
exposicdo aos HPAs. O risco de cancer de pulméo anual foi de 3,09 + 4,23
(BaPE= 0,36 + 0,49 ng m?3) a cada 100.000 habitantes. Este risco foi
principalmente influenciado pelas amostras periodo seco, com 6 delas com
BaPE > 1,0 ng m3, o que aumenta o risco em 8,7.10°. Ademais, o BaP,
carcinégeno comprovado, ndo foi determinado no periodo chuvoso e, portanto,
nédo influenciou o BaPE.

As concentracdes de sacarideos (119,91 + 62,14 ng m3) e ions
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(5,66 * 4,52 ug m3) determinados foram em média, aproximadamente, 82 e 3850
vezes, respectivamente, maiores que as concentracdes dos HPAs, o que 0s
justificam como importantes classes para serem usadas como marcadores na
determinagdo das fontes de emissdo de MP para a atmosfera. E os analitos
determinados em ordem decrescente de abundancia foram para a) os sacarideos:
arabinose > levoglucosano > manitol > sacarose > glicose > arabitol > frutose >
eritritol > sorbitol > maltose > xilitol > lactose > maltitol > dulcitol > ribitol >
galactose > manose > manosano > Xilose > galactosano; b) os fons: Na* > SO,* >
NOs > HCOO" > C,04% > Ca?* > K* > C,H303" > CI- > Mg?* > CH;COO > F >
NH;* > PO4*. As concentragdes totais de sacarideos e de anions também foram
maiores no periodo seco.

Estes analitos permitiram a realizacdo da analise de source
apportionment, que indicou a existéncia de 4 fontes de emissdo para 0 MPyo da
cidade de Séo Carlos: queima de biomassa com MPy, secundario (40,7%, fator 3),
queima de biomassa e de combustiveis fosseis (23,8%, fator 4), aerossois
biogénicos (19,7%, fator 1) e solo (15,8%, fator 2).

Na complementacéo da avaliacédo dos riscos, efeitos toxicolégicos in
vitro foram observados nas células pulmonares alveolares tumorais (A549) e de
fibroblastos ndo tumorais (MRC5). Ambas apresentaram significativa reducédo na
viabilidade celular em 72 h, independente da concentracéo testada. Além disso,
houve formacao de espécies reativas de oxigénio para a maioria das amostras ap0s
este tempo de exposicéo. Isso atesta que o0 MPy, da cidade de S&o Carlos provoca
efeitos toxicologicos em celulas humanas e que esses efeitos sdo dependentes do
tempo de exposicdo. Cabe destacar aqui que para obtencédo de resultados mais
representativos, o mais adequado é trabalhar com varias linhagens celulares.

Diante dos resultados observados neste trabalho também fica
evidente a necessidade de reavaliacdo dos atuais padrbes de emissdes e dos

padrées de qualidade do ar preconizados na legislacao.
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