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1 INTRODUCAO

Embora o Brasil seja grande produtor de agucar desde o final do século XVI, sua
maior expansdo ocorreu a partir da década de 70 com o advento do PROALCOOL, programa
desenvolvido pelo governo brasileiro para estimular a produgéo de etanol, usado como combustivel
de automodveis. Na média, 55% da cana brasileira gera alcool e 45% agucar (SANTOS, AZEVEDO
e AQUINIO-NETO, 2002). O Estado de Sao Paulo responde por 60% da produgéo nacional, sendo
64% de alcool e 56% de agucar. Na época da safra, as plantagbes de cana-de-agUcar passam
pela queima pré-colheita para facilitar o trabalho dos cortadores e protegé-los, pois elimina do
local o excesso de folhas e palhico e espanta os animais pegonhentos (cobras, escorpides, etc.)
muito comuns nas plantagdes. A queima da cana também melhora o rendimento do corte manual
(aumentado em até 10 vezes), auxilia no preparo do terreno para novos plantios e aumenta a
quantidade de agucar por peso, devido a evaporacgdo da agua (SANTOS, AZEVEDO e AQUINO-
NETO, 2002). Entretanto, a pratica de queimar palha de cana-de-agucar acarreta problemas de
poluicdo do ar em raz&do da grande emissao de fumacga e fuligem que podem atingir os centros
urbanos, trazendo sérios transtornos a populacdo das cidades canavieiras. Os residentes nas
cidades préximas aos canaviais evidenciam problemas respiratorios, notadamente criangas e
idosos (SANTOS, AZEVEDO e AQUINO-NETO, 2002). Como 80% do corte da cana-de-agucar é
executado por processos manuais, os cortadores de cana ficam diretamente expostos a fumacga
a fuligem no periodo da colheita.

A queima da biomassa provoca a liberagéo de diversos compostos na atmosfera, incluindo
compostos carcinogénicos e/ou mutagénicos, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) (SANTOS, AZEVEDO e AQUINO-NETO, 2002; KALAITZOGLOU, TERZI e SAMARA, 2004).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) constituem familia de compostos
que apresentam dois ou mais anéis aromaticos condensados e dezesseis deles s&o incluidos
como poluentes prioritarios na lista da United States Environmental Agency (USEPA): naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoreteno, pireno, benzo[alantraceno,
criseno, benzo[elacefenantrileno, benzok]fluoranteno, benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]
antraceno e benzo[g,h,i]perileno (WATERS, STACK e JACKSON, 1999; O'NEILL e FISHBEIN,
1986).

A elevada taxa anual de mortalidade de pessoas com diferentes tipos de canceres expde
claramente os beneficios do entendimento, da avaliagdo e do controle da exposicdo humana as
substancias com atividade carcinogénica/mutagénica, considerando que a maioria dos canceres
resultam de interagdes nado s6 genéticas como também ambientais (JONGENEELEN, 2001;
PERERA, 1997).

A atividade carcinogénica dos HPA é atribuida a presenga conjunta de benzo[a]pireno,
outros membros dessa familia e de alguns de seus derivados, principalmente os nitroderivados
(SHIMADA, 2006; HARVEY, 1991).

Os compostos policiclicos aromaticos sdo metabolizados por diversas enzimas xenobidticas
que participam da conversado dos HPA em metabdlitos mais solUveis em agua que, portanto, podem
ser excretados no sangue (SHIMADA, 2006). Entretanto, varios intermediarios reativos instaveis
de HPA se formam durante as etapas do metabolismo e atacam o DNA, causando transformacgao
e toxidade celular (SHIMADA, 2006; HECHT, 2002; ANGERER, MANNSCHRECK e GUNDEL,
1997).

A carcinogenicidade dos HPA tem sido observada principalmente nos compostos tritetra,
penta e hexaciclicos. Tumores séo frequentemente encontrados na regiao superior do compartimento
traqueobronquial, provavelmente devido ao fluxo de retorno de numerosas particulas depositadas
préximas aos bronquiolos, causando o acumulo de possiveis constituintes carcinogénicos numa
area relativamente pequena (SHIMADA, 2006; GRIMMER et al.,1997; LEE e WRIGHT, 1980). Além
disso, os efeitos carcinogénicos e mutagénicos desses compostos tém sido indicados por estudos
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epidemioldgicos, ensaios com animais e pelo teste de Ames (GRIMMER et al., 1997; SABBIONI et
al., 2006; MAST, HSIEH e SEIBER, 1984).

A andlise bioldgica dos danos no material genético pode ser realizada pelo teste de
micronucleo, que avalia os efeitos genotdxicos de compostos quimicos (SASAKI et al., 2000;
MORITA et al., 1997).

O teste de micronucleo in vivo, descrito originalmente por Heddle (1973) e modificado por
Schmid (1975), constitui alternativa para estudos citogenéticos em medula éssea de mamiferos,
fornecendo medida direta da frequéncia de aberragdes cromossOmicas numéricas e estruturais
(MAVOURNIN et al., 1990). Trata-se de excelente marcador para exposi¢des humanas a agentes
mutagénicos (MIELZYNSKA et al., 2006; SARTO et al., 1987).

No presente estudo foram analisados quatro HPA (antraceno, naftaleno, dibenzo[a,h]
antraceno e benzo[e]pireno) presentes na fuligem da queima da palha da cana-de-agucar coletada
no estado de Sao Paulo, regido de Ribeirdo Preto. Para a analise citogenética desses compostos
aromaticos foi realizado o teste in vivo da toxicidade dos HPA por meio da medida direta da
frequéncia de aberragdes cromossOmicas estruturais e numéricas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 QUEIMA DA PALHA DA CANA-DE-AGUCAR

A queima da palha da cana-de-acgucar, planejada conforme o regulamento do Departamento
Estadual de Protegdo dos Recursos Naturais (DEPRN) e da Companhiade Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB), foi realizada no periodo noturno, das 20 h as 6 h, de acordo com o horario
autorizado pela Secretaria do Meio Ambiente do estado de Sao Paulo.

Os cuidados preliminares foram essenciais. Para isso, foram utilizados canhdes d’agua
de caminhdes tanques, os quais molharam as areas em volta do talhdo a ser queimado, evitando
que o fogo se espalhasse para outro local. Nessa etapa contou-se com o auxilio de equipe formada
por oito homens, paramentados com roupas anti-chama, 6culos de prote¢cao de ampla visao incolor
com valvula de ventilagao, luvas e calgados de seguranga para preparar a area a ser queimada. O
ateador, que estava munido de botijao de gas de 2 kg, levou pequeno feixe com, aproximadamente,
cinco palhas da cana dobradas em formato de tocha e dirigiu-se ao meio do carreador para colocar
fogo na tocha. Com o auxilio do langa chama, foi caminhando e colocando fogo nas palhas com
espacamento de mais ou menos 2,0 m.

2.2 PREPARO DAAMOSTRA

A fuligem resultante da queima da palha da cana-de-agucar (2,5187 g), coletada na cidade
de Ribeirao Preto (SP), passou por processo de extragao organica (descrito por Magalhaes, Bruns e
Vasconcellos, 2007) com 90 mL de diclorometano em ultrasson por 36 minutos e foi filtrada em papel
Watmann 40. Concentrou-se o extrato obtido em rotaevaporador (marca Fisaton) até 25 mL.

2.3 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

Para investigacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos utilizou-se cromatografo a
gas, da marca Varian, modelo STAR 3600 CX, acoplado a detector de ionizagédo de chama (DIC)
e coluna capilar de silica fundida (DB-5) de 30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e
0,25 pm de filme.

Iniciou-se a operagao do cromatografo com temperatura de 80°C durante 3 minutos, com
posterior aquecimento até 240°C a razdo de 5°C/min, permanecendo por 5 minutos. A temperatura
do injetor foi de 200°C e a do detector de 300°C. Usou-se Hélio (He) como gas de arraste com fluxo
de 1,5 mL/min e injecdo de split 5:1 com volume de injecdo de 1,0 uL (MAGALHAES BRUNS e
VASCONCELLOS, 2007).
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2.4 CONDICOES DE MANUTENGAO DE ANIMAIS NO LABORATORIO
EXPERIMENTAL ANIMAL

Os camundongos foram alojados no Laboratério Experimental Animal da Universidade de
Ribeirdo Preto, conforme padrdes preconizados internacionalmente no que se refere as condi¢des
ambientais para experimentacao animal, sendo mantidos no interior de estantes isoladoras, com no
maximo cinco animais por caixa de polipropileno, medindo 49x34x16 (CxLxA).

Os animais tinham acesso a agua ad libitum e recebiam ragédo balanceada. As estantes
isoladoras garantem condigdes de assepsia e isolamento térmico em relacdo ao ambiente, com
temperatura no interior das estantes em torno de 22°C. Além disso, havia isolamento acustico e
olfativo, condigdo importante para a auséncia de situagdes estressantes ao animal.

Os animais permaneceram num ciclo de claro-escuro de 12 horas por meio de timers,
instalados em todas as salas de manuteng¢do (COBEA, 1991)

2.5 TESTE DE MICRONUCLEOS

Foram utilizados camundongos da variedade albino suico, espécie Mus musculus, linhagem
Rockefeller, com seis a oito semanas de idade, peso médio de 40 g e aclimatados por 1 semana
antes de receberem as substancias a serem testadas.

Utilizaram-se quatro grupos de animais (N=3), sendo um grupo para cada HPA testado:
antraceno, naftaleno, dibenzo[a,h]antraceno e benzo [e]pireno. Cada animal recebeu uma Unica
administragéo (0,15 mL) intraperitonial do composto policiclico aromatico, previamente dissolvido
em dimetilsulfoxido (DMSQ). Cada HPA testado foi avaliado em trés diferentes concentragdes: 8,5;
17 e 34 mg/Kg de peso corporal.

O teste de micronucleo foi realizado utilizando-se a técnica de coloragao com laranja de
acridina (AQO) para analise da frequéncia de micronucleos em reticuldcitos de sangue periférico,
conforme Hayashi et al., 1990.

O corante AO (Sigma) foi dissolvido em agua destilada na concentracdo de 1mg/mL,
efetuando-se esfregaco com 10 pL dessa solugcdo em I&minas pré-aquecidas a £70°C. As laminas
foram estocadas em caixa escura a temperatura ambiente por pelo menos 24 horas.

Coletou-se o sangue periférico por meio de pequeno corte na extremidade da cauda dos
animais, 24 h e 48 h apos a administragao intraperitoneal do composto policiclico aromatico. Uma
gota de sangue foi colocada no centro da Iamina, previamente preparada com AO e coberta com
laminula. As Idminas foram entdo guardadas no freezer (-20°C), no escuro, por pelos menos 10
horas.

A anadlise das laminas ocorreu em microscopio de fluorescéncia (aumento 40 X),
combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo ou laranja (515 nm), por um Unico observador. Para
cada animal foram contados 2000 reticuldcitos intactos corados em vermelho e a frequéncia de
células micronucleadas que emitiam cor amarelo-esverdeada fluorescente foiregistrada. Os grupos
foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) e teste t-STUDENT de amostras
independentes e variancias diferentes, utilizando-se o programa STATISTIC (STATSOFT, 1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A queima da biomassa introduz diversos compostos na atmosfera, incluindo compostos
carcinogénicos e/ou mutagénicos, como os HPA (SANTOS, AZEVEDO e AQUINO-NETO, 2002;
KALAITZOGLOU, TERZI e SAMARA, 2004; ANDREAE, 2007), que se caracterizam por dois ou
mais anéis aromaticos condensados. Sao formados durante a combustdo incompleta de compostos
contendo carbono e hidrogénio e estao presentes na atmosfera, tanto na fase gasosa como na
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particulada (VASCONCELOS et al., 1998; LOPES e ANDRADE, 1996).

A pratica de queimar palha de cana-de-agucar acarreta problemas de poluigcdo do ar em
razéo da grande emissao de fumacga e fuligem que podem atingir os centros urbanos, trazendo
varios transtornos a populagao das cidades canavieiras.

A técnica de cromatografia em fase gasosa tem sido bastante utilizada na identificagcao de
compostos policiclicos aromaticos, devido sua elevada sensibilidade (DAISY etal., 2002; TAKAHASHI
et al.,, 1979; LEE, NOVOTNY e BARTLE, 1976). O cromatograma referente a mistura padréo a
10 ppm de antraceno (178,23 g/mol), naftaleno (128,17 g/mol), dibenzo[a,h]antraceno
(278,35 g/mol) e benzo[e]pireno (252,32 g/mol) pode ser visualizado na Figura 1. Analisando
o cromatograma do extrato de fuligem da cana-de-agucar da Figura 2 e comparando-o com os
tempos de retengcdo dos padrbes (respectivamente 10,001; 22,455; 30,974 e 37,922) nota-
se a presengca dos quatro HPA investigados. Embora esses hidrocarbonetos nao tenham
sido avaliados quantitativamente, a sua presenga por si sO alerta sobre a exposicdo dos
cortadores de cana-de-agicar e da populagdo das cidades proximas a essas regides.

Os compostos policiclicos aromaticos sao poucos solUveis em agua e em geral sua
solubilidade diminui com o aumento do niumero de anéis. Por outro lado, a volatilidade desses
compostos diminui com o aumento da massa molecular.

A concentragdo de cada componente em ambas as fases é fungéo de sua volatilidade e de
sua afinidade pelas superficies das particulas atmosféricas. As meias vidas dos compostos de maior
massa molecular sdo relativamente elevadas e sua degradagéo lenta (BOUCHEZ et al., 1999).
Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e da grande distribuicdo ambiental, o risco de
contaminagdo humana por compostos, que apresentam grande afinidade lipofilica, pode ocorrer por
absorcao pela pele, por ingestdo ou por inalagdo, sendo rapidamente distribuidos pelo organismo
(NETTO et al., 2000).

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produtos de combustdo organica foi
publicado em 1775, quando ocorreu maior incidéncia de canceres em limpadores de chaminés
(WILD e JONES, 1995).

A atividade carcinogénica/mutagénica de varios HPA tem sido publicada (LIU et al., 2006;
DAI, RAN e HARVEY, 2005; HARVEY et al., 2004; GUTTENPLAN et al., 2001; KHALILI et al.,
2000; KOSINSKA, PRESSENTIN e GUTTENPLAN, 1999; TOKIWA et al., 1994; HARVEY, 1991)
e demonstrado que esses compostos ndo sdo mutagénicos diretos e necessitam sofrer ativacao
metabdlica preliminar para reagirem com o DNA e outras moléculas (HARVEY et al., 2004; HARVEY,
1991).

Testes que investigaram a capacidade do antraceno em induzir danos no DNA e mutacdes
génicas em procarioto (BALANSKY et al., 2006; JONGENEELEN, 1997; BOS et al., 1988; DE
FLORAet al., 1984; MCCARROLL, PIPER e KEECH, 1981; ROSENKRANTZ e POIRIER, 1979), em
células de fungos (SIMMON, 1979) e em células de eucariotos (TONG, BRAT e WILLIAMS,1981;
LUBET et al., 1983) foram negativos. Os resultados obtidos no presente trabalho também mostraram
que o antraceno nao apresenta efeito mutagénico uma vez que nao foi capaz de induzir aumento
significativo na frequéncia de micronucleos nas doses testadas.

As frequéncias de micronucleos em reticulécitos de sangue periférico em camundongos
podem ser observadas na Tabela 1. Os HPA naftaleno e antraceno, nas trés doses testadas (8,5; 17,0
e 34,0 mg/Kg de peso corporal), ndo mostraram aumento significativo na frequéncia de reticulécitos
micronucleados (P < 0.05) nos dois tempos de coleta do sangue periférico, 24 e 48 horas, apds a
administragédo da substancia. Aumento significativo na frequéncia dos reticulécitos micronucleados
(P < 0.05) foi observado somente na dose de 34,0 mg/Kg de peso corporal para o dibenzo[a,h]
antraceno e para o benzo[e]pireno nos dois tempos de coleta do sangue periférico (24 e 48 horas)
apos a administracéo desses HPA.
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FIGURA 1- CROMATOGRAMA DA MISTURA A 10 ppm DOS PADROES
DE NAFTALENO, ANTRACENO, DIBENZO[A,HJANTRACENO E
BENZOI[E]PIRENO EM DICLOROMETANO

Dados disponiveis sdo inadequados para se estabelecer relacdo causal entre exposi¢cao
ao naftaleno e cancer em humanos. No entanto, varios estudos foram realizados para avaliar o
seu potencial genotoxico. O naftaleno foi mutagénico para a bactéria Vibrio fischeri (ARFSTEN
DAVENPORT e SCHAEFFER, 1994) e Drosophila melanogaster (DELGADO-RODRIGUEZ et al.,
1999; DELGADO-RODRIGUEZ et al., 1995).

Em cultura de embrides de camundongos, o naftaleno produziu 10 vezes mais aberragdes
cromossOmicas quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, o naftaleno ndo se
mostrou mutagénico para bactérias Salmonella typhimurium, tanto na auséncia como na presenca
de ativagao metabolica (BOS et al., 1988; MERSCH-SUDERMANN et al., 1997), e também nao
induziu aumento no nimero de micronucleos em células de medula 6ssea de camundongos apos
sua administragcao oral (HARPER, RAMANUJAM e GAD-EL-KARIM, 1984). Da mesma forma, o
teste de micronucleos em camundongos para o naftaleno sugere que esse nao foi capaz de induzir
aumento na frequéncia de micronucleos nos reticulécitos de sangue periférico.
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FIGURA 2- CROMATOGRAMA DO EXTRATO DA FULIGEM DA CANA-DE-ACUCAR
COLETADA NA REGIAO DE RIBEIRAO PRETO (SP)

O dibenzo[a,h]antraceno mostrou-se carcindgeno quando administrado oralmente em
camundongos (SNELL e STEWART, 1963), como também mediante inje¢bes subcutaneas,
induzindo tumores no local da aplicagcdo em varias espécies de animais (LUBET, et al., 1983).
Numerosos estudos que demonstram carcinogenicidade do dibenzo[a,h]antraceno foram reunidos
pela USEPA (1990). Dibenzo[a,h]antraceno produziu resultados positivos em testes que avaliaram
danos no DNA e mutagéo em bactérias (HERMANN, 1981) e em células de mamiferos (MARTIN,
MCDERMID e GARNER, 1978). Na década de 60, alguns estudos relacionaram o dibenzo[a,h]
antraceno com a induc&o de tumores no trato respiratorio, no estdmago e na pele de camundongos
(SNEL e STEWART, 1963). Também foram obtidos resultados positivos na indugao de micronucleos
em células da medula éssea e do figado de ratos apds instilagdo intratraqueal do dibenzol[a,h]
antraceno na dose de 8,5 mg/Kg de peso corporal (ZHONG et al., 1995). No presente estudo,
obteve-se resultado significativamente positivo na indugdo de micronucleos em reticuldcitos do
sangue periférico somente na dose de 34,0 mg/Kg de peso corporal. A divesidade de respostas
observadas em varios estudos podem ser explicadas pela diferenga na sensibilidade de células de
diferentes tecidos e distintas rotas de administracao utilizadas nesses estudos.

Em relagc&o ao benzo[e]pireno, os resultados experimentais em animais e em humanos séo
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ainda inadequados para permitir avaliagdo precisa dos efeitos carcinogénicos e mutagénicos. Os
resultados obtidos mostraram que o benzo[e]pireno induziu aumento na frequéncia de micronucleos
somente na dose de 34,0 mg/Kg de peso corporal 24 horas apds a administragao da substancia. O
tempo do pico de resposta para a formagéo de micronucleos apds o tratamento varia entre diferentes
substancias quimicas, tanto que MaCGregor, Heddle e Seiber (1987) recomendaram multiplos
tratamentos ou multiplas amostragem para testes in vivo. Neste estudo foram utilizados dois tempos
de amostragem (24 e 48 horas) ja que o pico de resposta para a maioria das substancias se encontra
entre esses dois periodos (ENGELHARDT, 2006; SHI et al., 1992). No caso do benzo[e]pireno, o
pico de resposta provavelmente se encontra em torno de 24 horas, uma vez que ndo foi observado
aumento significativo na frequéncia de micronucleos 48 horas apds a sua administragao.

Embora, no teste de micronucleo, possam ser analisadas células de diferentes 6rgaos,
os eritrocitos da medula 6ssea e os reticulocitos do sangue periférico sdo mais frequentemente
empregados como células-alvo (HAMADA et al., 2003; HAYASHI et al., 1992), permitindo avaliar
danos citogenéticos cumulativos, ja que essas células persistem na circulacdo (HAMADA et al.,
2001; ASANAMI et al., 1995).

TABELA 1 - FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS EM RETICULOCITOS (MNRET)

DE SANGUE PERIFERICO DE CAMUNDONGOS TRATADOS COM DIMETILSULFOXIDO
(DMSO0), CICLOFOSFAMIDA (CPA), ANTRACENO (ANT), NAFTALENO (NAF),
DIBENZO[A,HJANTRACENO (DBA) E BENZO[E]PIRENO (BEP) ATRAVES DE

ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL

DOSE ® MNRET/1000 células (média + SD)
GRUPOS (mg/Kg) 24 horas 48 horas

DMSO& e 1.7 £ 0.58 2.3+0.58
CPA 25.0 9.0+1.00 12.7 £ 0.58
8,5 1.7 £ 0.58 2.7 £0.58

ANT 17.0 3.3+0.58 4.7 +£0.58
34.0 4.3+0.58 6.3+252

8,5 2.3+0.58 3.0+1.73

NAF 17.0 3.3+0.58 1.3+1.16
34.0 2.0+£1.00 3.7+0.58

8,5 3.7+0.58 2.7 +252

DBA 17.0 3.3+1.53 57+252
34.0 9.7 £1.53* 11.7 £ 2.52*

8,5 3.0+£1.00 5.0+£1.00

BEP 17.0 53+1.53 6.0+£1.73
34.0 10.3 £ 2.08* 9.3+252

a DMSO, 3 mL/Kg.

> 6000 RET foram contados em cada dose.

* P < 0.05, significativamente diferente do controle negativo (DMSQO) e significativamente semelhante ao controle positivo
(CPA).

4 CONCLUSAO

Verificou-se a presencga de antraceno, naftaleno, dibenzo[a,h]Jantraceno e benzo[e]pireno
na fuligem da cana-de-acucar. A andlise do numero de micronucleos em células da medula 6ssea
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mostrou que o benzo[e]pireno e o dibenzo[a,h]antraceno induziram aumento na frequéncia de
micronucleos, entretanto o antraceno e o naftaleno ndo apresentaram potencial genotdxico nas
doses testadas.

E importante ressaltar que o aparecimento do cancer, na dose de 34,0 mg/Kg de peso
corporal, envolve muitas outras etapas além das alteragdes cromossdémicas, resultando na formagao
de adutos entre os HPA e o DNA, causando transformacéo e toxicidade celular. Todavia, a detecgao
da presenca desses HPA na fuligem da cana-de-agucar representa alerta para a populagéo em geral
que se encontra exposta a esses contaminantes.

ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC POTENTIAL IN VIVO OF BENZO[E]PYRENE, DIBENZ[A,H]
ANTHRACENE, NAPHTHALENE AND ANTHRACENE PRESENT IN SOOT
FROM BURNING SUGARCANE

This study aimed to detect the presence of anthracene, naphthalene, benzo[e]pyrene and dibenzo[a,h]anthracene
in soot of sugarcane and evaluate the toxicity in vivo through average frequency of chromosomal abnormalities.
Gas chromatography analysis of the soot revealed the presence of the polycyclic aromatics hydrocarbons
(PAH) studied. The micronucleus test performed in bone marrow cells of mice showed that benzo[a]pyrene and
dibenzo[a,h]anthracene had an increased frequency of micronuclei on the tested doses. However anthracene
and naphthalene presented no genotoxic potential. Data suggest that the potential risk offered by the soot to
sugar cane cutters and the general population living in the sugarcane areas, should be observed.

KEY-WORDS: POLYCYCLIC  AROMATIC  HYDROCARBONS; CHROMOSOME  MUTATIONS,;
MICRONUCLEUS TEST.
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