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Abstract

Tradescantia micronucleus test applied to Biomonitoring air quality in the city of
Uberlandia

The city of Uberlandia in recent years has become the largest wholesale center in Latin
America, which brought a significant deterioration of the environmental quality of air
due to the increased traffic of vehicles, especially those of large load that are running on
diesel. The urban atmosphere of the city contains complex mixtures of air pollutants,
including mutagenic and carcinogenic substances. In this study, the genotoxic potential
of six different locations in the city of Uberlandia was tested using the test
Micronucleus with Tradescantia pallida. Twenty young inflorescences of T. pallida
were collected from each site studied in two different seasons of the year (summer and
winter). A total of 300 tetrades per slide was analyzed. The frequency of micronucleus
was expressed as the number of micronucleus per hundred tetrades. Simultaneously, the
levels of total suspended particles were determined in each place of study. A significant
difference in the frequency of micronucleus was observed between the plants of
Industrial Sectors exposed in the center-city, with those placed in another setting used
as controls (p <0.05). Tests revealed a considerably genotoxic potential in these
environments. A positive correlation (p <0.05) was observed between the frequency of
micronucleus and the levels of suspended particles.
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Resumo

A cidade de Uberlandia se tornou nos Gltimos anos o maior centro atacadista da
América Latina, o que lhe trouxe uma significante deterioracdo da qualidade ambiental
do ar devido ao aumento do trafego de veiculos, especialmente os de grande porte, que
séo movidos a diesel. A atmosfera urbana da cidade passou a conter complexas misturas
de poluentes, incluindo substancias mutagénicas e carcinogénicas. Neste estudo, 0
potencial genotoxico de seis localidades diferentes da cidade foi testado utilizando-se o
Teste de Micronucleos com Tradescantia pallida. Vinte inflorescéncias jovens de T.
pallida foram coletadas de cada local estudado em duas estacGes diferentes do mesmo
ano (verao e inverno). Um total de 300 tétrades por 1dmina foi analisado. As frequéncias
de microndcleos foram expressas como o0 nimero de micronucleos por cem tétrades.
Simultaneamente, 0s niveis de particulas totais suspensas foram determinados em cada
local de estudo. Uma significante diferenca na frequéncia de micronucleos foi
observada entre as plantas expostas nos setores industrial e centro-urbano, com as que
foram colocadas em outro ambiente utilizado como controle (p< 0,05). Os testes
revelaram um consideravel potencial genotéxico nestes ambientes. Uma correlagdo
positiva (p< 0,05) foi observada entre a frequéncia de micronucleos e o0s niveis das

particulas suspensas.
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INTRODUCAO

A cidade de Uberlandia tornou-
se nos ultimos anos € o maior centro
atacadista da América Latina o que lhe
trouxe uma significativa deterioracdo da
qualidade ambiental do ar devido ao
aumento do trafego de veiculos,
especialmente os de grande porte, que
sdo movidos a diesel. Entre os poluentes
gasosos mais frequentes na atmosfera
urbana destacam-se o didxido de
enxofre (SO;), os nitratos (NO3) e
Oxidos de nitrogénio o mondxido de
carbono, material particulado, benzeno,
metais pesados e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (ALVES, S.E. et
al., 2001). O ar das grandes cidades tem
sofrido um acréscimo significativo nas
taxas de substancias que sdo indspitas
ou improprias aos organismos Vivos,
inclusive aos seres humanos, podendo a
poluicdo aérea ser vista também como

um caso de salude  publica

(HENDERSON, B.E. et al., 1975;
Bohm, 1982).

A poluicdo atmosferica &
considerada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) como um dos tipos de
exposicdo que mais afeta a saude
humana pela sua potencialidade de
causar infeccdes respiratorias, cancer,
doencas  cronicas  respiratorias e
cardiovasculares (Yu, 2001).

A influéncia de agentes
quimicos e fisicos sobre a frequéncia de
mutagbes tem sido amplamente
estudada por meio da andlise de
alteracOes observadas na Tradescantia,
uma planta utilizada como bioindicador
destas alteragcfes (Grant, 1994).

O interesse na utilizagdo de
angiospermas para a deteccdo de
agentes ambientais com potencial
mutagénico tem sido  crescente.

Tradescantia € uma espécie que

apresenta facil adaptacdo em qualquer



ambiente e pode se desenvolver durante
todo o ano, tanto ao ar livre, nas regides
subtropicais, quanto em estufas, em
qualquer parte do mundo. O tamanho,
relativamente pequeno, e o caridtipo
formado por seis pares de cromossomos
relativamente grandes tornaram essa
planta um instrumento favordvel para
estudos citogenéticos (Carvalho, 2005).

A Tradescantia pallida é uma
espécie muito comum, encontrada com
facilidade em jardins e canteiros de
varias cidades. E uma espécie
tetrapldide, extremamente resistente a
parasitas e insetos, que brota e cresce
facilmente, florescendo o ano inteiro
(SUYAMA, F. et.al., 2002).

A avaliagdo das alteracOes
genéticas de Tradescantia pode ser feita
tanto pela deteccdo de mutacGes em
células  sométicas, quanto  por
aberragbes cromossdmicas em células
germinativas induzidas por agentes
clastogénicos que estdo presentes no ar,

solo e &gua, para tal, foram

desenvolvidos diversos testes, como o
teste  do micronicleo que foi
desenvolvido para a deteccdo de
eventos clastogénicos durante a meiose
(Carvalho, 2005).

O teste de micronucleo realizado
com Tradescantia (TMN-TRAD) € um
dos ensaios mais comumente utilizados
para a deteccdo de efeitos genotdxicos
em organismos. O teste é fundamentado
na formacdo de microndcleos, que sdo
resultantes de quebras nos cromossomos
durante a meiose dos graos de pélen das
inflorescéncias da Tradescatia ssp . Este
ensaio foi originalmente desenvolvido a
fim de testar os efeitos genotdxicos do
1,2-dibromoetano (MA et al., 1978).
Desde entdo, o teste tem sido aplicado
em diversos estudos realizados para
avaliar o potencial mutagénico de
diversos agentes (RODRIGUES G.S. et
al., 1997; MONARCA S. et al., 1999;
GUIMARAES E.T. et al, 2000;
ISIDORI M. et al., 2003). Este estudo

teve como objetivo biomonitorar o



potencial genotéxico causado pela
poluicdo de seis setores da cidade de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil por
meio do Teste de Microndcleos com
Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt

var. purpurea.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Biologico

As plantas Tradescantia pallida
(Rose) D.R. Hunt var. purpurea
utilizadas  nesse  trabalho  foram
cultivadas na casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Uberlandia,
seguindo o protocolo proposto por Ma
etal., 1994. Um fotoperiodo de 16 horas
diérias de luz foi aplicado para induzir a
floragdo. As plantas cresceram em vasos
com volume de 1L, adaptados para o
método de exposicdo. A fertilizacdo e
irrigacéo também foram
sistematicamente controladas. A taxa de

mutacdo espontdnea do estoque de

plantas da casa de vegetacdo foi

monitorada em intervalos regulares, ndo
excedendo os niveis de dois
micronlcleos a cada 100 tétrades. A
producdo de mudas a partir de uma
mesma matriz garantiu a isogenicidade

das amostras.

4.2. Locais monitorados

Foram escolhidas seis
localidades para monitoramento,
incluindo o ambiente Controle. Os
pontos  de exposicéo estavam
localizados em diferentes pontos da
cidade de Uberlandia-MG. O critério
utilizado para a selecdo dos locais de
exposicédo das plantas foi apresentar um
trafego  diferenciado  quanto  a
quantidade e o tipo de veiculos
presentes (movido a alcool e gasolina
ou movido a 6leo diesel). Os 6 pontos
adotados foram: a casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Uberlandia
(Controle); um bairro residencial da
cidade (Bairro Custddio- Pereira); o

Terminal Central de  Transporte



Coletivo; um movimentado cruzamento
do centro da cidade (Avenida Jodo
Naves de Avila); uma Rodovia Federal
que corta a cidade (BR 050) e o Setor

Industrial.

4.3. Exposicao

Para a realizacdo do teste de
microntcleo 20  plantas  foram
simultaneamente expostas, por 30 horas,
nas diferentes localidades e em duas
estacOes diferentes do ano (verdo e
inverno).

A exposigédo das plantas foi em
recipientes plasticos com capacidade
para um litro. Os recipientes foram
colocados em caixas com suporte para
0S mesmos, de forma a proteger as
plantas do excesso de vento e insolagéo.
As dimens0es das caixas eram de 25cm
X 25cm X 35cm, foram cobertas com
sombrite para 50% de luminosidade nas
dimens@es de 25cm X 25cm X 1lcm e
ficaram entre 2m e 2,5m do solo e com

uma distancia minima de 1m entre uma

e outra caixa segundo Klumpp et al.,

2006.

4.4. Teste do micronucleo

Apos a  exposicao, as
inflorescéncias jovens das plantas foram
colhidas e fixadas imediatamente em
solucdo 3:1 (etanol: &cido acético). As
amostras foram levadas ao Laboratério
de Genética da Universidade Federal de
Uberlandia e, ap6s 24 horas, foram
conservadas em etanol 70 % até o
momento das analises. Para cada local
monitorado, 20 botbes florais com
células de grdo de pdlen em estado de
tétrade foram utilizados. Para cada
lamina, foram avaliadas 300 tétrades ao
microscopio de luz (Nikon YS2
Alphaphot - sob magnificacdo de 400
X), quanto & presenca de microndcleos.
As anteras obtidas dos botdes coletados
foram maceradas com bastdo de vidro
sobre lamina para microscopia apds
gotejamento com o0 corante carmim

acético. Ap6s a maceracdo e limpeza



(descarte dos fragmentos das anteras), a
lamina foi coberta com laminula e
rapidamente aquecida a 80 °C para
fixacdo do corante nas tetrades. As
frequéncias de microndcleos foram
registradas em cada lamina (nimero de
micronlcleos em 300 tétrades) e
expressas em termos de ndmero de
microndcleos por 100 tétrades (Ma et
al., 1994).
45. Amostragem de Material
Particulado

Simultaneamente  aos  testes
bioldgicos,  foi quantificada  a
concentragcdo do Material Particulado
presente nos locais avaliados por meio
do uso de um Amostrador de Grandes
Volumes (AGV-MP10), cedido pelo
departamento de quimica  da
Universidade Federal de Uberlandia,

objetivando analisar a presenca de

correlagdo entre os resultados obtidos

pelos metodos  fisico-quimico e

bioldgico.

4.6. Analise Estatistica

As diferencas entre as
frequéncias de micronucleos dos grupos
controle e expostos foram avaliadas
pelo teste de Kruskal-Wallis e
comparadas entre os diferentes locais de
exposicdo pelo Teste de Dunn. Os
indices obtidos pela amostragem de
material particulado foram analisados
da mesma maneira. Os resultados
obtidos pelo TMN-TRAD e pela
amostragem de material particulado
foram correlacionados pelo Teste de
Correlacdo Linear de  Spearman.
Valores de P inferiores a 0,01 e
inferiores a 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes para o0s
testes de correlacdo e comparacdo de
medianas, respectivamente (Callegari-

Jaques, 2006).



RESULTADOS

Figura 1. Frequéncia de micronucleos apresentada pelas plantas expostas aos ambientes
analisados durante o Verédo de 2007/2008 (Dezembro-Fevereiro).

8 Industrial

B Rodovia

& Terminal Central
@ Cruzamento
Residencial

® Controle

Local de exposicao

,03495 d
3165 c

b
b

0 0,01

0,02

0,03 0,04

FreqlUéncia de micronucleos (MN/100
tétrades)

Medianas seguidas por diferentes letras, nas barras, sdo significativamente diferentes (Kruskal-Wallis,

Dunn; H= 88,166; p< 0,01).

Figura 2. Frequéncia de micronucleos apresentada pelas plantas expostas aos ambientes
analisados durante o Inverno de 2008 (Junho-Agosto).
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Figura 3. Concentracdo de Material Particulado em suspenséo presente nos locais
comparados durante o periodo de exposi¢cdo no Verdo de 2007/2008 (Dezembro-
Fevereiro).
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Figura 4. Concentragdo de Material Particulado em suspenséo presente nos locais
comparados durante o periodo de exposi¢do no Inverno de 2008 (Junho-Agosto).
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Figura 5. Correlacdo Linear de Spearman entre as taxas de Micronucleos e a
concentracdo de Material Particulado no Verdo 2007/2008 (rs = 0,942913; p<0,05).
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Figura 6. Correlacdo Linear de Spearman entre as taxas de Micronucleos e a
concentracdo de Material Particulado no Inverno 2008 (rs = 0,989044; p<0,05).

Concentracao de Material

Particulado (ug/m3)

140
120
100
80
60
40
20

o

0 0,01 0,02 0,03 0,04

Frequiéncia de Micronucleos (MN/100 tétrades)



Como mostrado nas figuras 1 e
2, as taxas de micronucleos observadas
nos grupos controles de ambas as
estacOes do ano foram baixas. A figura
1 revela que houve diferencas
significativas nas frequéncias de
microndcleos apresentadas pelas plantas
expostas aos ambientes durante a
estacdo do verdo foram constatadas
entre 0 grupo controle e 0s grupos
expostos, exceto no bairro residencial,
sendo que os maiores indices de tétrades
micronucleadas ocorreram no setor
industrial (p< 0,01). Durante o inverno,
manteve-se 0 mesmo padrdo de
resultados encontrados no verdo com
relagdo a diferenga entre as taxas de
micronucleos verificadas nos grupos
controle e expostos (Figura 2).

As Figuras 3 e 4 apresentam o0s
valores referentes & concentracdo de
material particulado presente nos locais
comparados durante o periodo de

exposicdo nas estacOes de verdo e

12

inverno. Em ambas as analises, foram
obtidos 0 mesmo padrdo de resultado,
em que o local utilizado como controle
conteve um indice baixo de material
particulado. Entretanto, os amostradores
localizados no cruzamento entre
terminal central, a rodovia e o setor
industrial ~ registraram  indices de
material particulado significativamente
(p< 0,01) diferentes dos observados no
local controle.

Para integrar os resultados dos
bioensaios com o método analitico de
amostragem de material particulado
foram realizadas correlages lineares
entre as taxas de micronucleos e a
concentragdo de material particulado de
cada estacdo periodo de exposicdo
avaliado. As figuras 5 e 6 indicam
correlagbes positivas estatisticamente
significantes (p< 0,05) entre as varidveis
relacionadas de modo que elevadas

concentragfes de material particulado



estdo associadas a taxas também

elevadas de micronucleos.

DISCUSSAO

Dados da qualidade do ar,
gerados através de medidas fisico-
quimicas dos niveis de poluicdo, apesar
de importantes, ndo podem ser usados
diretamente para prever 0s riscos a que
a populagdo esta sujeita, j& que o0s
organismos vivos reagem aos poluentes
aéreos e a outros fatores ambientais de
maneira integrada, dessa forma, o
biomonitoramento, onde reagcfes da
vida sdo usadas para identificar e/ou
caracterizar mudancas
antropogeneticamente  induzidas na
qualidade do ar, € mais eficaz para esse
fim (Carvalho, 2005). O monitoramento
convencional da qualidade do ar pela
andlise qualitativa e quantitativa dos
componentes presentes na atmosfera é
importante por fornecer informacdes
sobre o risco potencial da presenca de

alguns compostos. No entanto, o
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monitoramento bioldgico é
indispensavel na complementacdo dos
resultados, na medida em que revela os
efeitos causados pelos poluentes in vivo.
Os dados obtidos com experimentos
utilizando a Tradescantia sdao, em geral,
consistentes, precisos e confiaveis. Em
especial, a resposta a baixos niveis de
radiacio e mutdgenos  quimicos
raramente é obtida com outros ensaios
biologicos (KLUMP A. et al., 2006).

O presente estudo evidenciou
que locais com fluxo elevado de
veiculos apresentam altos indices de
poluentes. O trafego de veiculos
rodoviarios é amplamente reconhecido
como consequéncia do desenvolvimento
das grandes cidades (Fenger, 1999;
COLVILE R.N. et al., 2001). Este
incremento na frota automotiva tem
causado efeitos graves nas condigOes
ambientais e na salde humana pela
emissdo de complexas misturas de

substéncias organicas e inorganicas,

incluindo mutagenos e carcindgenos



como benzeno, material particulado,
metais pesados e hidrocarbonetos
aromaticos (SKOV H. et al.,, 2001,
GABELOVA A. et al., 2004). Os dados
obtidos permitiram evidenciar
diferengas nas estagdes inverno e veréo,
que pode ser explicado pelo fenémeno
da inversdo térmica que ocorre na
estacao de inverno.

Os ensaios deste trabalho
mostraram  que um  significante
incremento nas taxas de mutacdo foi
observado nas localidades em que as
plantas foram diretamente expostas a
situacOes de elevada emissdo do trafego,
principalmente de veiculos pesados,
movidos a diesel. A correlagdo linear
positiva obtida sugere o efeito direto
dos elevados indices de material
particulado nos eventos de mutagénicos
observados. Monarca et al (2001)
monitoraram 0s niveis de material
particulado com amostradores de grande

volume, no entanto ndo relacionaram

esses resultados com nenhum bioensaio.
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Os resultados  apresentados
corroboram outras investigagdes, nas
quais 0 TMN-TRAD mostrou respostas
sensiveis a presenca de elementos
genotoxicos provenientes da emissdo
automotiva e da poluicdo atmosférica
em geral (MA T.H. et al., 1978;
MONARCA S. et al., 2001; KIM J.K. et

al., 2003; KLUMP A. et al., 2006).

CONCLUSAO

O teste de correlagéo realizado
revela a eficiéncia do TMN- TRAD no
monitoramento da genotoxicidade dos
ambientes estudados, sendo assim
estudos que envolvem marcadores para
contaminag&o individual, populacional e
do ambiente sdo relevantes por
fornecerem parametros que possibilitem
avaliar e predizer os efeitos da polui¢do
atmosférica, visto que os dados obtidos
provaram a Consisténcia, precisdo e a
confiabilidade do teste. Este tipo de
estudo apresenta uma série de vantagem

que o torna ideal para ser utilizado em



paises em desenvolvimento, pois & um
sistema réapido, pouco dispendioso,
versatil e que requer um periodo de
treinamento curto com uso de pouco
equipamento técnico, podendo servir
como teste para uma grande variedade

de estudos (KLUMPP A. et al., 2006).
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