PROJETO N°: 039202

Linha de Pesquisa: Saude do Trabalhador: relacdes entre saude, trabalho e meio ambiente
TITULO
Projeto Vigiar: Biomonitoramento da qualidade do ar atraves do ensaio em Tradescantia pallida.

RESUMO

A poluicao gerada pela queima de biomassa em veiculos automotores influencia diretamente na
qualidade do ar nos centros urbanos. Estudos tém demonstrado uma relagdo entre os aumentos nos
niveis dos poluentes atmosféricos e do ndmero de internacdes por doencas respiratorias. O
biomonitoramento com Tradescantia ¢ uma importante ferramenta para a avaliacdo de risco, em
especial devido a sensibilidade do método. O objetivo é monitorar a qualidade do ar na regido de
Teresopolis através da T. pallida.
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INTRODUCAO

A qualidade do ar atmosférico nos centros urbanos esté freqiientemente comprometida por diversos
fatores, implicando diretamente na qualidade de vida das pessoas que vivem nestas dreas. Entre os
fatores que influenciam significativamente para reduzir a qualidade do ar nos centros urbanos,
destaca-se a emissdo de gases pela queima de combustivel féssil advindos dos veiculos
automotores. Entre os vérios compostos gerados direta e indiretamente pela queima de biomassa,
destacam-se os 6xidos de carbono (COx), enxofre (SOx) e nitrogénio (NOX); hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPA); material particulado (PM) e o ozdnio (Batalha, Guimaraes et al.,
1999; Monarca, Feretti et al., 1999; Artaxo, Lara et al., 2003; Nastos, Paliatsos et al., 2010). Em
termos de agravos a saide humana gerados pela exposi¢c@o aos poluentes atmosféricos, estudos t€ém
demonstrado que o aumento nos niveis dos poluentes atmosféricos estd associado ao aumento do
numero de internagdes hospitalares por doencas respiratorias (Saldiva, Lichtenfels et al., 1994;
Braga, Saldiva et al., 2001; Farhat, Paulo et al., 2005; Cangado, Saldiva et al., 2006), tendo como
populac@o mais susceptivel as criangas, idosos e portadores de doengas cardiorrespiratdrias prévias,
incluindo os asmaticos. A presenca de um determinado poluente ou de uma mistura complexa pode
ter a capacidade, em altas concentragdes ou apds longa exposi¢do, de induzir danos na molécula do
DNA ndo apenas em humanos, como também em animais, plantas e bactérias, podendo
comprometer a saide dos ecossistemas (Isidori, Ferrara et al., 2003). Entre os muitos biomarcadores
empregados para avaliagdo do potencial mutagénico da atmosfera, a pesquisa de micronicleo em
células de vegetais destaca-se por sua simplicidade metodoldgica e alta sensibilidade. O Teste de
Micronicleo em Tradescantia pallida (Trad-MCN) € considerado uma valiosa ferramenta por
muitos pesquisadores devido a simplicidade da metodologia e sensibilidade desta planta a exposicao
aos agentes genotéxicos (Batalha, Guimardes et al., 1999; Guimaraes, Domingos et al., 2000). O
teste Trad-MCN foi valido por Ma e colaboradores (1984) através da exposi¢do da plantas a 140
tipos de substancias, com diferentes propriedades. Os Microntcleos sdo estruturas resultantes de
cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossdmicos que se perdem na divisdo celular e, por
isso, ndo sao incluidos no nicleo das células filhas, permanecendo no citoplasma das células
interfasicas (Heddle, Hite et al., 1983). Refletem, portanto, a ocorréncia tanto de danos estruturais
quanto de segregacdo cromossOmica, permitindo detectar a acdo de agentes clastogénicos e
aneugénicos (Evans, 1997; Sisenando, Batistuzzo De Medeiros et al., 2009).

JUSTIFICATIVA

A implantacdo do Projeto Vigiar e a utiliza¢do do espécime vegetal Tradescantia pallida como uma
ferramenta no biomonitoramento da poluicdo atmosférica e dos danos advindo da sua exposi¢do
justifica-se pela capacidade da queima de biomassa em liberar, no ambiente, uma grande



concentracdo de sustancias quimicas com alta capacidade de gerar danos na molécula de DNA
(hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, material particulado, ozonio, outros). Entre estes danos, as
lesdes de cardter oxidativo (ex: 8-0xodG) e a formacgdo de adutos de DNA sdo os mais evidenciados
na literatura. Os danos na molécula, quando ndo reparados, podem gerar pequenos fragmentos
nucleares independentes do nicleo que sdo originados de reacdes clastogénicas ou aneugénicas,
podendo ser evidenciados através do ensaio de microntdcleo em células de tétrades.

OBJETIVOS

Geral:

Realizar o monitoramento da qualidade do ar através da utilizagcdo da T. pallida em locais de trafego
intenso de veiculos na regido de Teresopolis/RJ.

Especificos:

Avaliar o potencial genotoxico através da freqiiéncia de micronicleos em células em estdgio de
tétrades em T. pallida (Trad-MCN).

Avaliar o potencial citotéxico através do ensaio de viabilidade polinica (Trad-Pélen) em T. pallida;
Avaliar o dano anatdomico foliar em 7. pallida exposta a polui¢ido atmosférica.

METODOLOGIA

Ensaio de Microntcleo em 7. pallida (Trad-MCN):

Ap6s o periodo de adaptagdo, serdo coletadas inflorescéncias jovens apds diferentes periodos de
exposicao. As inflorescéncias serdo fixadas em solucdo de etanol-acido acético (3:1) por 24 horas e
entdo transferidas para uma solucdo de etanol 70% para estocagem (Ma, Cabrera et al., 1994). Os
botdes florais contendo tétrades em estdgios iniciais serdo dissecados e cinco laminas por
tratamento serdo preparadas usando-se a técnica do carmim-acético desenvolvida por Ma e
colaboradores (1994). A anélise consistird na contagem de 300 tétrades por lamina, somando um
total de 1500 células por ponto experimental, onde serd determinada a freqiiéncia de micronucleos
que serao classificados segundo os critérios adotados por Fenech (1993).

Ensaio de Viabilidade Polinica em 7. pallida (Trad-Pdlen)

Sera seguido o protocolo descrito por Micieta & Murin (1996). Apds cada periodo de exposi¢do, as
flores serdo retiradas e fixadas em 3:1 de etanol e dcido acético glacial. Apds 24 h serdo substituidas
por etanol a 70%. As anteras sdo colocadas em ladminas de vidro e os graos de pdlen retirados com
auxilio de agulhas. A lamina serd corada com aceto-carmim a 1% e coberta com laminula, para
andlise da forma, tamanho e cor, evidenciando a falta de viabilidade (aborto) ou a possivel
ocorréncia de aberragdes cromossdmicas (anomalias). Serdo contados 3.000 polens de pelo menos
10 flores por ponto de andlise e tipo de exposi¢ao.

Teste de Deteccao de Dano Anatomico Foliar em 7. pallida (Trad-Foliar)

Serd seguido o protocolo descrito por Alves e colaboradores (2001). Apds cada periodo de
exposicao, as amostras serdo retiradas da regido mediana das folhas provenientes de todos os pontos
estudo e estas serdo seccionadas transversalmente a mao-livre. As seccoes serdo clarificadas com
hipoclorito de sédio a 20% e, em seguida, submetidas ao processo de dupla coloracdo com azul de
astra (1%) e safranina (1%) aquosos na propor¢ao de 9:1, sendo montadas em glicerina a 66%. Para
a obten¢do de material diafanizado das superficies adaxial e abaxial das folhas, serd utilizado
hidréxido de sédio (20%) e hipoclorito de sédio (20%). Apds clarificagdo, esse material serd
duplamente corado com soluc¢des aquosas de azul de alcian (1%) e safranina (0,5%). O nimero de
estdmatos e o nimero de células epidérmicas serdo contados em 1 mm? na regido mediana de trés
folhas, totalizando 30 campos avaliados de cada uma das superficies. A partir desses resultados,
serd calculado, para cada superficie, o indice estomatico.



ESTRATEGIAS DE COLETA DE DADOS

Preparacao das Floreiras

As Tradescantias pallidas serdo cultivadas em vasos, no laboratério de toxicologia do Curso de
Graduacdo em Farmdicia da UNIFESO, seguindo o protocolo adotado por Sisenando e
colaboradores (2009), e posteriormente serdo transportadas para os locais de estudo.

Area de Estudo e Pontos Amostrais

O estudo serd realizado no municipio de Teresoépolis/RJ, localizado a 91 km de distancia da capital
do Estado (Rio de Janeiro/Brasil) e que apresenta uma populacido de 163.805 habitantes numa area
de 770,5 Km?>. Segundo dados do DENATRAN (http://www.denatran.gov.br), a cidade apresenta
uma frota de 61.152 veiculos, com um indice de 2,7 habitantes por veiculo. O estudo terd 03 pontos
amostrais, dois pontos testes e um ponto controle. Os pontos teste serdo localizados em dois locais
que apresentam intenso trafego de veiculos, e o ponto controle serd localizado no Campus do Vale
do Paraiso/UNIFESO. Apés o periodo de adaptacdo das plantas aos pontos (30 dias), as coletas de
inflorescéncias e folhas ocorrerdo de mensal e todo o material serd enviado ao laboratério de
Toxicologia/UNIFESO para anélise.

ESTRATEGIAS DE ANALISE E TRATAMENTO

Sera realizada uma analise descritiva apds tabulagcdo dos dados em Excel 2010.

Os dados serdo analisados através da analise de varidncia com a subseqiiente realiza¢ao de um poés-
teste de comparacdo entre os valores médios obtidos pelos grupos testes e controle, de forma
paramétrica ou ndo paramétrica, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os dados de freqii€ncia
de micronucleo, aborto de pdlen, e dano foliar serdo correlacionados e seréd realizada uma andlise
multivariada. As andlises estatisticas serdo realizadas no programa SPSS® versio 16.
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CRONOGRAMA

Etapas Més/Ano

Pesquisa bibliogréifica Abril/2011 — Dezembro/2011

Compra do Material e Confec¢do dos vasos Abril/2011

Envio das plantas aos locais de Anélise Julho/2011

Ensaio Trad-MCN (genotoxicidade) Agosto, Setembro, Outubro e
Novembro/2011

Ensaio Trad-Pdélen (Citotoxicidade Agosto, Setembro, Outubro e
Novembro/2011

Ensaio Trad-Foliar (Dano anatémico foliar) Agosto, Setembro, Outubro e
Novembro/2011

Andlises estatisticas dos dados, confecc¢ao do Dezembro/2011
artigo e do relatério final.

Entrega do relatério final Janeiro/2012



ORCAMENTO

Item Descriciao do Material

10
11

12
13
14

15

16
17
18

Lamina laboratorial 26 x 76 x 1,0 cm, de
vidro, lisa, extremidade fosca, caixa com 50
unidades.

Laminula laboratorial, 18 x 18 mm, de vidro,
caixa com 100 unidades.

Pingca Anatdmica, 10 cm, em ago inox,
acabamento polido.

Sonda exploradora, 10 cm, em aco e com
ponta dupla.

Espiriteira de vidro a dlcool
Corante Carmim (frasco com 25 gramas)
Acido Acético PA, frasco de 1.000 ml

Alcool etilico 70%, desinfetante A base de
alcool etilico a 70%, para superficies fixas,
frasco de 1.000 ml.

Coletor Universal Opaco 80 ml nio estéril
pacote ¢/100

Floreira em Polietileno (50 x 17 x 17 cm).

Adubo a base de NPK (Nitrogénio, Fésforo e
Potéssio - 10:10:10), embalagem de 1 Litro.
Humus de minhoca

Vermiculita fina

Substrato Vegetal (tipo Plantmax®)

Corante azul de Alcian (frasco com 25
gramas)

Corante azul de Astra (frasco com 25 gramas)
Corante Safranina (frasco com 500 ml)
Glicerina PA

Valor total estimado (Reais)

ANEXO
Nenhum

Preco
unitario

5,00

5,00
15,00

15,00

15,00
300,00
25,00

10,00

0,50
10,00
5,00

5,00
5,00
20,00

100,00

100,00
90,00
120,00

Qtdade Unid.

20

40

04

04

04
01
02

10

100

| |

Cx.

Cx.

Un.

Un.

Un.
Un.

Lt.

Lt.

Un.
Un.

Lt.
Kg
Kg
Kg

Un.

Un.
Un.

Lt.

Valor
Estimado

100,00

200,00
60,00

60,00

60,00
300,00
50,00

100,00

50,00
600,00
50,00

50,00
50,00
400,00

100,00

100,00
90,00
120,00

2.540,00



