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RESUMO

O emprego de bioindicadores vegetais para monitoramento da contaminagdo atmosférica vem sendo largamente utilizado
devido a facil aplicagdo, manuseio ¢ baixo custo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial genotoxico do
material particulado inalavel na atmosfera da regido noroeste do municipio de Limeira-SP, utilizando Tradescantia pallida
como organismo bioindicador (Trad-MCN). Amostras de material particulado foram obtidas entre 30 de agosto a 08 de outubro
de 2007 utilizando amostradores de grande volume para particulas inalaveis (AGV-MP10), no mesmo periodo em que as
plantas foram expostas. Os resultados de quantificag@o indicam que os niveis estdo dentro dos limites toleraveis pela legislacao,
porém mostram-se superiores a média anual. Os ensaios realizados apontam potencial genotoxico do material particulado,
principalmente quando a frequéncia de microntcleos foi mais do que o dobro do controle. Conclui-se que os contaminantes
atmosféricos apresentam potencial genotoxico e que a combinagdo do teste de micronucleo com 7. pallida apresenta boa
sensibilidade, podendo constituir uma ferramenta adicional aos estudos de monitoramento da qualidade do ar.
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ABSTRACT

Assessment of particulate matter genotoxicity at Limeira city (SP)
using the micronucleus assay in Tradescantia pallida (TRAD-MCN)

The use of plants for air contamination biomonitoring has been increased due to the low costs and the easy application and
handling. Thus, this study aimed to evaluate the genotoxic potential of inhalable particulate matter in the atmosphere of
Limeira city (SP, Brazil) by assessing micronucleus (Trad-MCN) in Tradescantia pallida. Samples were collected from august
30™ to October 8", 2007 using large volume samplers (HI-VOL-PM10). The results indicated that particulate matter levels are
within the tolerable limits defined by the legislation. However, they were higher than the annual average values. A genotoxic
potential of the particulate matter was seen in some cases where micronucleus frequency more than double in relation to the
control. As conclusion, Limeira air contaminants are potentially genotoxic, and the combination of micronucleuos assay and
T’ pallida showed a good sensibility, and can be used in further studies as a tool of air quality monitoring.
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INTRODUCAO

O acelerado desenvolvimento industrial e urbano,
impulsionado pela revolugdo industrial desde meados do
século XIX, tem resultado em elevada tendéncia na emissao
de agentes toxicos na atmosfera. Tais alteragdes podem ser
observadas em escala global, com impactos significativos na
atmosfera, como o aumento de gases do efeito estufa, reducao
da camada de 0zonio, chuva acida, entre outros (Philippi, 2005).

Atualmente a determinagdo sistematica da qualidade do
ar se justifica pela importancia na manutengdo da qualidade
de vida tanto nos dias de hoje quanto para geracdes futuras
(Torres & Martins, 2005). Dessa forma, a presenca de agentes
potenciais de poluigcdo atmosférica nos espagos urbanos, que
ameacam a saude ¢ a qualidade de vida dos organismos, assim
como a integridade do meio abiotico, tem levado os cientistas a
buscar medidas e estratégias destinadas a detec¢do precoce de
processos poluidores, assim como de instrumentos e métodos de
interveng@o em areas com exposi¢do humana a contaminantes
(Carneiro, 2004).

O monitoramento ambiental pode ser realizado por
analises quimicas, de forma a detectar a concentragdo dos
contaminantes, fornecendo informagdes quantitativas relevantes
sobre a composi¢do da atmosfera. No entanto, os efeitos sobre
determinados vegetais ¢ animais, medidos por bioindicadores
ou indicadores naturais da qualidade do ambiente, podem ser
utilizados para a avaliagdo qualitativa da contaminagdo atmosférica.
Esta abordagem metodologica denomina-se monitoramento
biologico ou simplesmente biomonitoramento (Luiz et al,
2005). O uso de bioindicadores pode levar a identificagdo
dos efeitos diretos sobre os organismos sejam eles expressos
na morfologia, comportamento ou até mesmo no DNA, sob
forma de efeitos genotoxicos e/ou mutagénicos (Silva, 2005).

As plantas tém se mostrado teis para monitorar a qualidade
do ar, ja que apresentam faceis manuseio, cultivo e cuidados, com
custos relativamente baixos, relacdo aos demais testes in vivo,
mostrando respostas conservativas e de facil avaliagdo (Luiz et
al, 2005). Entre essas, a Tradescantia pallida encontrada com
facilidade em canteiros ¢ jardins, ¢ uma espécie tetraploide,
extremamente resistente a parasitas e insetos, que brota e cresce
facilmente, florescendo o ano inteiro (Carvalho, 2005).

O teste de micronticleo em Tradescantia pallida (TRAD-
MCN) oferece as vantagens de um procedimento simples
e eficaz, e permite a avaliagdo do dano cromossdmico em
preparagdo citologica de rapida execugdo. O custo financeiro e
facilidade de acesso ao material de estudo sao fatores adicionais
as outras vantagens dessa metodologia. Além disso, em divisdo
meidtica, 0s cromossomos sao mais sensiveis a quebra do que
0S cromossomos mitoticos, especialmente na profase I, durante
o0 paquiteno e o diploteno, fato este, que aumenta a sensibilidade
e, portanto, a eficiéncia do teste (Silva, 2005).

A avaliagdo das alteragdes genéticas de 7. pallida pode
ser realizada através da deteccdo de mutagdes induzidas
por contaminantes presentes no ar, no solo ou na agua, que
promovam aberragdes cromossomicas de ordem clastogénica
(quebra dos cromossomos). Os dados obtidos em experimentos
com TRAD-MCN sao, consistentes, precisos e confiaveis,
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até mesmo em resposta a baixos niveis de radiagdo (<5 cGy)
e mutagenos quimicos, que raramente ¢ obtida em outros
ensaios bioldgicos (Ma, 1979; Carvalho, 2005). Sendo assim,
esta metodologia ¢ aplicavel ao monitoramento in situ para a
avaliacdo de contaminagao atmosférica, ou sob condigdes de
laboratorio (ex situ) (Rodrigues et al, 1997 ).

De acordo com o Relatério de Qualidade do Ar do Estado
de Sao Paulo, publicado em 2006, pela Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental (CETESB, 2006), os municipios
de Limeira e Santa Gertrudes apresentam os maiores niveis
de material particulado inalavel (MP ) do interior do estado,
ultrapassando o Padrdo de Qualidade do Ar estabelecido pelo
CONAMA (1990). O mesmo relatério ainda aponta que esta
problematica também se fez presente nos anos anteriores.

MATERIAL E METODOS

Material Particulado — A amostragem do material
particulado inalavel foi realizada a noroeste do municipio de
Limeira, latitude S22°36’ ¢ longitude W47°25’ ¢ altitude 641 m
(Google Earth, 2007), localizado a 154 km de Sao Paulo. Para
a coleta utilizou-se um amostrador de grande volume para
particulas inalaveis (AGV-MP10), da marca ENERGETICA® com
cabega TISCH ENVIRONMENTALP®, devidamente calibrado
conforme as recomendac¢des da ABNT — NBR 13412 (ABNT,
2005). Foram realizadas quatro amostragens, em periodo de 24
horas ininterruptas, respeitando-se o intervalo de duas semanas
entre as coletas no periodo de agosto a outubro de 2007.

Bioensaio de genotoxicidade — As plantas geneticamente
homogéneas foram cedidas pelo Instituto Nacional de Pesquisas
Espaciais (INPE), e a intoxicag¢@o do organismo-teste deu-se
através de solug@o do material particulado em agua destilada,
submetendo o filtro da coleta a agitagdo mecanica em mesa
vibratoria de freqiiéncia variavel. As hastes com inflorescéncias
de T pallida foram expostas as solugdes por um periodo de
8 horas, seguido de 24 horas de recuperag¢do em solugdo Hoagland
com aera¢do. Apos fixadas em Carnoy por 48 horas, as laminas
foram preparadas para visualizagdo das tétrades e contagem de
micronucleos (Figura 1), conforme Ma (1981). A visualizacao
das células foi realizada em microscopio optico, sob magnitude
de 400 vezes, onde foram contadas aleatoriamente 300 tétrades
por lamina com a quantificagdo dos micronucleos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os indices de umidade relativa do ar, durante os dias
de amostragem foram: 68,5, 46,5, 64 ¢ 51,5% para os dias 30
de agosto, 12 de setembro, 27 de setembro ¢ 08 de outubro,
respectivamente. De maneira geral, € possivel constatar relagdo
inversamente proporcional entre umidade relativa e concentragao
de material particulado em suspensao atmosférica. No entanto,
de acordo com a Figura 2 ndo foi possivel constatar tal relacdo,
uma vez que o dia de maior concentragdo de material particulado
(100,0 pg.m em 27/09) ndo apresentou a menor taxa de umidade
relativa (64%). Dessa forma, a maior concentragao pode estar
diretamente relacionada a atividade antrépica, como a queima
de palha de cana, intensa circulagdo de veiculos, atividades de
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mineragdo ou ainda, com mudangas do clima como diregao e
velocidade dos ventos e pressdo atmosférica.

Em todas as amostragens, a concentragdo do material
particulado presente na atmosfera de Limeira ultrapassa o
limite da média aritmética anual (M.A.A.) de qualidade do ar
(exposigéo a longo prazo, 50 pg.m), previsto pelo CONAMA
(1990) (Figura 2). Porém, ndo atinge o limite para o periodo de
24 horas (exposi¢do a curto prazo, 150 pg.m), enquadrando-se,
portanto, aos limites toleraveis pela legislag@o neste intervalo
de tempo. Todavia, o Relatério de Qualidade do Ar no Estado
de Sao Paulo, publicado pela CETESB (2006), indica que o
municipio de Limeira em 2006 ultrapassou o padrao anual de
qualidade do ar em material particulado inalavel, atingindo
a marca de 52 pg.m. Ja o relatério de 2007 aponta que este
comportamento vem se mantendo nos ultimos anos, e destaca
ainda que o municipio de Limeira foi o Ginico na Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI — 5), a qual
integra, que apresentou niveis acima da MAA (CETESB,
2007). Tal fato corrobora com os dados apresentados, mesmo
que em um curto intervalo de tempo.

Quanto ao ensaio de TRAD-MCN, a freqiiéncia de
micronucleos do controle negativo se mostra relativamente
alta (Tabela 1), fato que pode ser explicado devido a impurezas
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Figura 1 — Tétrades de grao de polen,
com e sem micronucleo (magnificagdo 400x).
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presentes no filtro de amostragem, no qual o fabricante destaca
a possibilidade de existirem substancias residuais como Fe, Ni,
Mn, Cr, Pb, Zn, Cd e Cu. Zagatto & Bertoletti (2006) afirmam
que as mutagdes sdo a fonte de variabilidade genética de uma
populacdo, sendo, portanto, fundamentais para a manutengao
das espécies. A presenca de micronucleos também se da por um
processo natural durante a divisdo celular, uma vez que essa
taxa ¢ controlada pelo mecanismo de reparo celular (Rodrigues,
1999). O controle negativo garante maior representatividade
estatistica, uma vez que se pretende avaliar a toxicidade do
MP , desconsiderando, portanto a taxa basal.

Avaliando as freqiiéncias de microntcleos, observa-se
aumento significativo em relago ao controle (Tabela 1), indicando
que, mesmo em baixas concentragdes de contaminantes, ¢
possivel avaliar o potencial genotoxico do material particulado
inalavel através do ensaio de microntcleo. Isso corrobora com
os resultados de Solenska et al. (2006), Batalha et al. (1999)
e Guimardes et al. (2000). Apesar de comprovado o efeito
genotoxico nos organismos-teste, existe, todavia, grandes
diferencas organizacionais e fisiologicas entre vegetais superiores
e mamiferos, principalmente no metabolismo, que podem levar
a diferentes reagdes frente a uma lesdo cromossdmica. No ser
humano, por exemplo, apenas uma fragdo minima da lesdo
sobre 0 DNA pode ou ndo levar a mutagdes, ao passo que na
T pallida a grande maioria das lesdes resulta em mutagéo por
conta dos diferentes mecanismos de reparo celular (Carvalho,
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Figura 2 — Concentragdo de material particulado inalavel (MP, )
na atmosfera de Limeira comparado com a Média Aritmética Anual
(M.A.A.) e o limite maximo permitido a curto prazo (24 horas).

Tabela 1 — Contagem do numero de micronticleos por tétrade para o controle negativo e amostra 12 de setembro de 2007.

Lamina Controle Negativo (H,0) Amostra 12 de setembro (131 mg.L")*
0 1 2 3 X/300 % 0 1 2 3 X/300 %
1 286 6 4 0 14/300 4,67 271 17 3 2 29/300 9,67
2 281 10 3 1 19/300 6,34 279 19 1 0 21/300 7,00
3 289 9 1 0 11/300 3,67 281 13 3 0 19/300 6,34
4 289 7 2 0 11/300 3,67 281 11 4 0 19/300 6,34
5 288 10 1 0 12/300 4,00 269 18 5 3 31/300 10,34
6 287 7 0 2 13/300 4,34 276 14 5 0 24/300 8,00

* 131 mg.L"! corresponde a concentragio da solugdo de intoxicacdo (solubilizacdo do material particulado em dgua destilada).
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2005). Um determinado aumento na freqiiéncia do dano inicial
elevara, na mesma proporgao, a taxa de incidéncia de mutagoes,
tanto na 7. pallida quanto no ser humano.

De acordo com os resultados apresentados ¢ possivel
concluir que as concentragdes de material particulado inalavel
no municipio de Limeira, apesar de dentro dos limites diarios,
podem ultrapassar as médias anuais do padrao exigido pelo
CONAMA (1990). O ensaio de genotoxicidade com TRAD-MCN
em 7. pallida apresentou sensibilidade ao agente de exposi¢do
e pode ser empregado, apds experimentos de padronizacado,
como mais uma ferramenta nos estudos de monitoramento
ambiental. Mesmo em baixas concentragdes, 0s contaminantes
apresentam caracteristicas genotoxicas, sendo sugerido estudo
mais aprofundado sobre o tema.
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