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EPIGRAFE

“Assim diz o SENHOR: Bendito o
homem que confia no SENHOR e cuja
esperanca € o SENHOR. Porque ele €
como arvore plantada junto as aguas,
que estende as suas raizes para o
ribeiro e nédo receia quando vem o
calor, mas a sua folha fica verde; e, no
ano de sequidédo, ndo se perturba, nem
deixa de dar fruto” (Jeremias 17:7-8).



RESUNMO

OLIVEIRA, D.S. (2005). Avaliagdo do potencial de risco mutagénico dos
poluentes presentes na exaustéo de motor diesel por meio do bioensaio Trad-
SH. Sao Carlos — SP, 60 p. Dissertagéo de mestrado. Escola de Engenharia de
Séo Carlos, Universidade de Sao Paulo.

A poluicdo atmosférica ja é considerada um caso de satide puUblica nos grandes
centros urbanos. Freglientemente as emissdes veiculares sdo as principais
causas dessa poluigéo, principalmente as provenientes dos motores diesel, os
quais, além da produgdo de material particulado (MP), em cuja superficie séo
adsorvidas substancias carcinogénicas e mutagénicas, produzem poluentes
como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Contudo, nédo existe
uma avaliagdo direta dos riscos dessas emissdes nos seres vivos, usando a
metodologia aplicada neste trabalho. Plantas bioindicadoras podem dar idéia
desses riscos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de risco
mutagénico da exaustéo proveniente de um motor diesel, utilizando o bioensaio
Trad-SH (clone KU-20) como bioindicador da poluicdo do ar. Nos
experimentos, a exaustdo do motor diesel aspirado de 2.0L de deslocamento
volumétrico foi diluida com ar atmosférico de modo a atingir concentragoes de
uma atmosfera pesadamente poluida (aproximadamente 50,100 e 150 ppm de
CO). Obtidos estes niveis de diluigéo, as inflorescéncias foram expostas a esta
mistura de poluentes por duas horas (doses agudas). A concentragéo de CO foi
monitorada continuamente por meio de um analisador de gases Horiba Enda
utilizando o principio de absorgéo seletiva no infravermelho. Para se avaliar o
efeito mutagénico foi feita uma comparagédo entre as inflorescéncias néo
expostas aos poluentes (grupo 1) e as inflorescéncias expostas (grupos 2, 3 e
4) com aproximadamente 50, 100 e 150 ppm de CO respectivamente. Os
dados obtidos foram analisados estatisticamente observando-se que, a
freqiiéncia média das mutagdes no grupo 1 (controle), foi significativamente
mais baixa do que aquela dos grupos 3 e 4, porém foi similar a do grupo 2. Por
sua vez, nao houve diferengas significativas nas freqiiéncias de mutagoes entre
os grupos 3 e 4. Os resultados indicam que a exaust&o do motor diesel teve um
papel significativo no desenvolvimento de mutagées, mas somente quando
diluida para concentragées de CO acima de 100 ppm.

Palavras chave: motor diesel, poluigdo do ar, poluente orgénico,
mutagenicidade e bioensaio Trad-SH.



ABSTRACT

OLIVEIRA, D.S. (2005). Evaluation of the mutagenic potential of air pollutants
from diesel engines emission using the fradescantia stamen hair assay (TSH).
Sao Carlos — SP, 60 p. Dissertagao de mestrado. Escola de Engenharia de S&o
Carlos, Universidade de S&o Paulo.

Air pollution caused by vehicle emission has been considered as a major public
health concern in the urban centers. Emission from diesel engine powered
vehicles, in particular, are highly toxic, since carcinogenic and mutagenic
compounds can adsorb on the expelled particles leading to the formation of the
so-called polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH’s). A detailed investigation on
the risks of those compounds on the living beings using the methodology
applied in the work has not been carried out so far. This work is aimed at
evaluating the mutagenic potential of the emission from a diesel engine using
the Tradescantia stamen hair assay (TSH), by monitoring the stamen hair
mutation in the clone KU-20. Experimentally, the inflorescence of the KU-20
clones was kept for 2 h under a simulated urban heavily polluted atmosphere,
obtained by mixing the emission from a diesel engine and atmospheric air. The
CO concentration in the atmosphere was monitored using a Horiba-Enda gas
analyzer. The mutagenic effects of the atmosphere were analyzed by
comparing a group of non-exposed control inflorescence (group 1) to
inflorescences kept under polluted atmospheres containing 50, 100 and 150
ppm of CO, assigned to as groups 2, 3 and 4. The experimental data were
analyzed using statistical methods. The frequency of mutations observed in the
inflorescences from group 2 was slightly higher than that observed in the group
1. In the groups 3 and 4, however, the frequency of mutations was significantly
higher than that exhibited by the control group. The latter suggests that the
emission from a diesel engine plays an important role in the development of
plants mutation, especially for atmospheres containing more than 100 ppm of
CoO.

Keywords: Air pollution, diesel engine, organic pollutants, mutagenic, bioassay
Trad-SH.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

Nas grandes cidades a qualidade de vida da populagdo vem se
deteriorando continuamente devido a uma série de fatores. Entre eles,
relaciona-se a emissédo de poluentes para a atmosfera pelas industrias e pelo
trafego veicular, os quais sdo prejudiciais aos organismos vivos, inclusive aos

seres humanos.

A poluicao atmosférica nos centros urbanos ja é vista como um caso de
salde publica, pois estudos epidemiolégicos tém mostrado uma relacdo
significativa entre esse tipo de poluicdo e o aumento de doencas respiratorias
(HENDERSON et al., 1975; BOHM et al., 1983), cancer de pulmio (CARNOW
e MEIER, 1973) mortalidade infantil (SALDIVA et al., 1994) e mortalidade de
idosos (SALDIVA et al., 1995). Os poluentes podem potencialmente provocar
efeitos genotdxicos, ou seja, induzir alteragbes no material genético de
organismos a eles expostos, entre o0s quais quebras e aberragbes
cromossdmicas e mutagdes (MA et al, 1983; RODRIGUES et al, 1997,
BATALHA et al., 1999; GUIMARAES et al., 2000).

A variedade de substancias langadas na atmosfera é muito grande e
freqiientemente os veiculos automotores séo os principais emissores de
poluentes nas cidades, mais que qualquer outra atividade humana. Essa
emissdo é composta principalmente por gases como monoxido de carbono
(CO), oOxidos de nitrogénio (NOy), hidrocarbonetos (HC), éxidos de enxdfre
(SOy) e material particulado (MP) (CETESB, 2004). De acordo com D’AMATO

et al. (1994), os poluentes gasosos de origem veicular lesam os tecidos
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epiteliais, tornando-os mais sensiveis as infecgbes além de atuarem como

irritantes das vias aéreas.

A avaliagdo das concentragbes destes poluentes na atmosfera é
universalmente consagrada como indicadora precisa da qualidade do ar, mas é
importante salientar que as condigdes meteorologicas (dire¢céo e velocidade
dos ventos, temperatura, incidéncia solar, ocorréncia de chuvas entre outros)
determinam também a maior ou menor diluigdo dos poluentes (FREITAS,
2003). Por sua vez, sdo essas interagbes que determinam os efeitos
prejudiciais da poluigdo sobre o homem, animais e plantas (DERISIO, 1992).

Medidas fisico-quimicas podem ser utilizadas para fornecer dados sobre
a qualidade do ar, porém ndo podem ser usados para se prever 0s riscos aos
quais os seres vivos estédo sujeitos. O acompanhamento de reagdes mostradas
por determinados seres vivos na presenca de poluentes atmosféricos,
metodologia denominada biomonitoramento, tem sido uma ferramenta util e
importante, pois pode fornecer informagdes rapidas e seguras quanto aos
efeitos antropogénicos no meio ambiente e, ainda, prever os riscos de danos
aos ecossistemas naturais e a salde dos seres vivos expostos aos poluentes.
Além disso, os organismos bioindicadores, reagem aos poluentes e a outros
fatores ambientais de maneira integrada, tornando a medida da qualidade do ar
mais realista sob o ponto de vista bioldgico (FLORES 1987, ARNDT e
SCHWEIGER, 1991).

Espécies vegetais tém sido muito usadas como bioindicadoras em
programas de biomonitoramento da qualidade do ar por serem mais sensiveis
a poluicdo que os animais, por poderem diferenciar e descrever mudangas
ambientais, pela sua relevancia ecolégica, facilidade de cultivo, pela sua
capacidade de responder aos estimulos ambientais rapidamente, entre outros
(ARNDT e SCHWEIGER, 1991).
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As respostas genotoxicas de determinadas plantas bioindicadoras,
incluindo quebras cromossdémicas, mutagées, etc, sdo muito eficientes para

demonstrar o potencial genotéxico de poluentes atmosféricos.

Ha bioensaios bem padronizados com clones de plantas do género
Tradescantia em que sao utilizadas quebras cromossdmicas em células mae
de grdos de pélen e eventos mutagénicos em pelos estaminais, detectados
pela mudanga de cor das células, como indicadoras de riscos clastogénicos e
mutagénicos (respectivamente bioensaios Trad-MCN e Trad-SH).

Esses bioensaios podem ser considerados indicadores gerais de
contaminag&o, por ndo responderem de maneira especifica a certos poluentes
atmosféricos. Porém, estes, além de serem muito sensiveis, ja mostrando
reacbes em baixos niveis de contaminacdo ambiental, e rapidamente
responderem aos agentes genotdxicos, foram padronizados para plantas
geneticamente uniformes (clones), o que proporciona redugdes na variabilidade
das respostas e, conseqilentemente, uma interpretagao segura dos resultados.
Sao, ainda, de facil execugéo, uma vez que ndo ha necessidade de uso de
infra-estrutura complexa de laboratério, e séo bastante versateis podendo ser
utilizados para delimitagao do potencial genotoxico de agentes presentes no ar,

agua e solo.

Em vista desse cenario, o objetivo deste estudo foi avaliar o risco
mutagénico de doses agudas da exaustdo provenientes de motor diesel
empregando o bioensaio Trad-SH em condig6es experimentais. A resposta
obtida nesse biomonitoramento serviu, ainda, para verificar a eficiéncia do
referido bioensaio, como indicador de qualidade do ar em ambiente
contaminado pela emissdo dos poluentes gerados neste processo de

combustio.
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2. OBJETIVOS

v’ Avaliar o potencial de risco mutagénico dos poluentes provenientes
da exaustdo de um motor diesel por meio da contagem de eventos
mutagénicos surgidos em inflorescéncias de plantas do clone KU-
20 de Tradescantia ap6s exposigdo de curta duragéo.

v’ Verificar a sensibilidade do referido bioensaio como indicador de
qualidade do ar em ambiente contaminado pela emissdo dos

poluentes gerados no processo de combustido do motor diesel.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. POLUIGAO ATMOSFERICA

A palavra poluigéo vem do latim Polure, e significa sujar. Sua defini¢éao
esta associada a qualquer interferéncia danosa nos processos de transmisséo
de energia em um ecossistema. Ela também pode ser definida como um
conjunto de fatores limitantes de interesse especial para o Homem,
constituidos de substancias nocivas (poluentes) que, uma vez introduzidas no
ambiente, podem ser efetiva ou potencialmente prejudiciais ao homem ou ao
uso que ele faz de seu habitat (CETESB, 2004).

Poluicdo do ar é a presenca ou langamento na atmosfera,
mais especificamente na troposfera, de substancias em
concentragbes  suficientes para interferir  direta ou
indiretamente na salide, seguranca e bem estar do homem, ou
no pleno gozo de sua propriedade. As emiss@ies de certas
substancias sdo consideradas poluentes se, por sua
concentragdo, tornar esse ar improprio, nocivo ou ofensivo a
salde e inconveniente ao bem-estar publico, ser danosas aos
materiais, a fauna e a flora ou prejudiciais a seguranga, ao uso
e gozo da propriedade e as atividades normais da comunidade
(DERISIO, 1992, p. 110).

‘Em uma apreciagdo mais ampla, poluicdo pode ser vista como a
destruigédo rapida promovida pelo homem, de um patriménio natural resultado
de alguns bilhées de anos de evolugao (PAGLIUSO, 2004)".
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A poluicéo do ar originada por atividades humana nao é um fenédmeno
recente. Teve inicio no momento em que o homem descobriu o fogo. Embora a
atividade do homem primitivo ndo possa ser comparada a atual, é provavel que
eles tenham tido problemas com poluicdo atmosférica, principalmente, no
momento em que atearam fogo dentro de uma caverna. Quando a sociedade
passou a se organizar em cidades, os problemas mais sérios relacionados a
poluicdo atmosférica comegaram a surgir e se agravaram com a revolugao
industrial, tornando-se um problema abrangente e ligado a saude publica, pois
o homem passou a usar indiscriminadamente a tecnologia, queimando grande
quantidade de carvéo, lenha e depois éleo combustivel. Por isso, a cada dia, a
atmosfera dos grandes centros urbanos torna-se mais prejudicial para a saide,
pois os veiculos automotores surgiram como uma grande fonte poluidora do ar
(BRANCO e MURGEL, 1996; FREITAS, 2003).

Atualmente, devido ao crescimento populacional, a utilizagéo de veiculos
automotores tem crescido, ocasionando os episodios criticos de polui¢éo do ar,
fazendo muita-s vitimas em diversas partes do mundo. Com isso, a populagao
vem progressivamente se conscientizando de que a poluigdo € um problema
real. Os governantes sentiram que devem existir normas rigidas de controle de
poluigédo e o meio cientifico tem direcionado pesquisas para a minimizagéo da
emissdo de poluentes, como por exemplo, a utilizagdo de combustiveis
renovaveis como o Biodiesel, o uso de misturas de combustiveis (etanol, etanol
puro na gasolina) (SOTTO PAU, 2003) e o desenvolvimento de sistemas de
injecao de etanol em motor de ignigdo por compresséo para substituigéo parcial
do diesel por etanol hidratado (FEITOSA, 2003).

Os poluentes do ar sdo provenientes de diversas fontes, as quais séo
classificadas em estacionarias, méveis, naturais ou secundarias (Tabela 3.1).
Nas fontes estacionarias, se enquadram os processos industriais, 0s processos
de combustdo e eliminacdo de residuo sélido. As fontes moéveis séo

constituidas por diversos tipos de veiculos movidos a alcool, gasolina ou diesel.
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Tabela 3.1- Pr'incipais fontes de poluigéo do ar e respectivos poluentes.

FONTES POLUIDORAS POLUENTES
E Combustéo Material Particulado
s Dioxido de enxofre e Trioxido de enxofre
t Monéxido de Carbono, Hidrocarbonetos e Oxidos
de Nitrogénio.
? Processo Industrial Material Particulado (fumos, poeiras, névoas).
f: Gases — S0O,, SO;, HCI, Hidrocarbonetos,
I Mercaptanas, HF, H;S, NO,
Q Queima de residuo solido | Material Particulado
n Gases — SO,, SO3, HCI, NO;, HC.
a Outros Hidrocarbonetos, Material Particulado.
r
i
a

Moveis | Veiculos (Alcool, Diesel e Material Particulado, Monéxido de Carbono, Oxidos

Gasolina), Locomotivas, de Enxofre, Oxidos de Nitrogénio, Hidrocarbonetos,
Avides, Motocicletas, Aldeidos, Acidos Organicos.
Barcos, etc.

Naturais Material Particulado — Poeiras

Gases — S0, H,S, CO, NO, NO,, hidrocarbonetos.

Rea¢des Quimicas na Atmosfera Ex: | Poluentes Secundarios — Os, Aldeidos, Acidos
Hidrocarbonetos + Oxidos de Orgéanicos, Nitratos, Aerosol Fotoquimicos, etc.
Nitrogénio (luz solar)

Fonte: Derisio, 1992.

A Organizagéo Mundial de Saude (OMS) divide as fontes de poluicdo do
ar em naturais e antropogénicas. As fontes naturais incluem ag¢éo vulcéanica,
fogo em florestas, tempestades de poeira e formagéo de particulas radioativas
de gases. De modo geral, as fontes naturais excedem as fontes
antropogénicas, na producgéo de algumas substéncias consideradas poluentes,
como por exemplo, o SO,. Porém, para a maioria delas, a disperséo e

distribuicéo desses poluentes resultam numa concentragdo média menor do
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que as que existem proximas a fontes antropogénicas (WARK, et al., 1998).
Considerando-se os efeitos da poluigdo na salde, principalmente nas areas
urbanas onde a densidade demografica é grande, as fontes antropogénicas
sao importantes e as tentativas de controle estdo geralmente direcionadas a

elas (www.cetesb.sp.gov.br/arfemissdes/proconve2.asp).

Para garantir a protegéo da satide e do bem estar das pessoas foi criado
um padréo de qualidade do ar que indica as concentragées maximas de um
componente na atmosfera. No Brasil o CONAMA regulamenta a concentragdo
dos poluentes do ar usando como pardmetros as particulas totais em
suspensdo (PTS), fumaca, ‘particulas inalaveis, diéxido de enxofre (SOj),
monéxido de carbono (CO), ozénio (O3) e didxido de nitrogénio (NO,) (Tabela
3.2).

Com a constatacdo de que a poluigdo ambiental nos grandes centros
urbanos era causada predominantemente pelos poluentes atmosféricos
gerados na queima de combustiveis fésseis em veiculos automotores, o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) criou em 1986 o Programa
de Controle da Poluigdo do Ar Por Veiculos Automotores (PROCONVE). Este
programa tem como objetivo reduzir os niveis de emissdes de poluentes, além
de incentivar o desenvolvimento tecnolégico nacional na engenharia
automotiva, bem como a introdugdo de métodos e equipamentos para a
realizacdo de ensaios e medigbes de poluentes (www.cetesb.sp.gov.br/

ar/emissdes/proconve2asp).

Sistemas de transportes e atividades industriais sdo as causas mais
sérias de poluicdo do ar em todo o mundo e estudos sobre ambos sio bem
documentados em paises desenvolvidos (VDI, 1999). Isso mostra que a
poluigdo do ar tem-se constituido numa das mais graves ameacas a qualidade
de vida de seus habitantes.
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Tabela 3.2- Padrées Nacionais de Qualidade do Ar (Resolugdo CONAMA n°® 3
de 28/06/90)

Poluente Tempo de Padréo Padrao Método de medigéo
Amostragem primario secundario
(ng/m’) (ng/m’)
Particulas 24 horas (1) 240 150 Amostradores de
totais em grandes volumes
suspenséo MGA (2) 80 60
Dioxido de 24 horas 365 100 Pararosanilina
enxofre
MAA (2) 80 40
Mondxido de 1 hora (1) 40.000 40.000 Infravermelho n&o
carbono dispersivo
35 ppm 35 ppm
8 horas 10.000 10.000
(9 ppm) (9 ppm)
Ozbnio 1 hora (1) 160 160
Fumaga 24 horas (1) 150 100 Refletancia
MAA (3) 60 40
Particulas 24 horas (1) 150 150 Separagao
inalaveis Inercialffiltragdo
MAA (3) 50 50

(1) Nao deve ser excedido mais que uma vez ao ano, (2) Média geométrica anual e (3) Média aritmética anual.

Fonte: Resolugdo CONAMA n° 3 de 28/06/90

As emissdes produzidas por veiculos carregam substéncias toxicas, que
em contato com o sistema respiratério, podem produzir efeitos negativos sobre
a salde. Essa emissdo é composta de material particulado (MP) (que possuem
uma composigéo variada, incluindo, metais pesados) e gases como 6xidos de
carbono, nitrogénio, enxofre e hidrocarbonetos. Esses gases originam
poluentes secundarios presentes no smog fotoquimico, como o ozdnio (O3) e 0
PAN (nitrato de peroxi-acetila) por meio de reagdes quimicas mediadas pela luz
solar (MANNING e FEDER, 1980; FREEDMAN, 1995). Os gases de escape de
veiculos automotores estdo entre os principais formadores de o0zdnio
(FELLENBERG, 2003). A maioria dos poluentes originados durante o smog

fotoquimico, como, por exemplo, O3 e PAN, é comprovadamente toxica e
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acarreta danos a curto e em longo prazo a salde da populagdo e aos
ecossistemas (PANDEY e AGRAWAL, 1994; FREEDMAN,1995).

As emissodes veiculares ocorrem pelo cano de escapamento, pelo respiro
do carter do motor e pela evaporagdo do combustivel. Uma variagdo nas
emissdes de poluentes pelos motores é observada de acordo com a operagéo
do veiculo (aceleragdo, desaceleragdo, marcha lenta, etc.), com o sistema de
combustdo e tecnologia empregada (PAGLIUSO, 1999; AVILA, 2003), bem
como pelo uso de conversor catalitico, usado para o controle de emissdes
(MARTINS, 2003) e com o tipo de combustivel usado (SOTTO PAU, 2003).
Tanto o processo de combustdo como o desgaste de pneus e de pastilhas ou
lonas de freios emite material particulado, que pode causar graves riscos a
saude publica, por seu tamanho microscopico, suas propriedades quimicas e

pela persisténcia na atmosfera.

A exaustdo de motores diesel representa uma fonte importante de
poluicdo atmosférica nas grandes cidades e em certos locais de trabalho. O
material particulado e os éxidos de nitrogénio emitidos por tais motores sédo
oriundos dos combustiveis contendo fragdes pesadas de hidrocarbonetos que
queimam em camaras com alta pressdo e temperatura elevada. Em areas
urbanas, devido a sua alta concentragdo, o material particulado tem sido alvo
de muitos estudos, devido ao seu impacto na salde, pois 0s mesmos podem
adsorver substancias téxicas em sua superficie, como metais e
hidrocarbonetos  policiclicos aromaticos que possuem propriedades
carcinogénicas, mutagénicas e séo facil de penetrarem nas vias respiratérias e
se depositarem nos pulmdes. Uma exposicéo de longa duragédo as particulas
finas aumenta o indice de céncer de pulmédo (POPE Il et al., 2002). J& os
hidrocarbonetos resultantes tamhém dos processos de combustéo dos motores
reagem com os raios ultravioleta produzindo o smog fotoquimico e ainda
contribuem para a formacéao da chuva acida.

_ 10
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Apesar de se aumentarem os regulamentos e se aperfeicoarem o0s
controles tecnoldgicos, as emissdes veiculares nas ruas e estradas continuam
um sério problema, principalmente devido ao nimero de veiculos.
Mundialmente, o nimero de veiculos em uso de todos os tipos, cresceu de
menos de cinco milhées para mais de quinhentos milhées nos ultimos quarenta
anos e ja foi estimado que este nimero possa exceder um bilh&o até 2015
(WARK et al. 1998).

Atualmente, no Brasil, os niveis de emissdo de poluentes por veiculos
pesados novos sdo estabelecidos pelo PROCONVE e os limites aceitos estao
listados na Tabela 3.3. Assim, todos os novos modelos de veiculos e motores
nacionais e importados sdo submetidos obrigatoriamente & homologacao
quanto a emisséo de poluentes. Para tal, sdo analisados os parametros de
engenharia do motor e do veiculo relevantes a emiss&o de poluentes, sendo
também submetidos a rigidos ensaios de laboratério, onde as emissfes reais
sdo quantificadas e comparadas aos limites maximos em vigor (CETESB,
2004).

Tabela 3.3 - Limites de emissé@o para veiculos pesados novos (data de vigéncia
01/01/2002)

Limites de emissao (g/KWh)

CO HC NOy Particulas

4,0 1,10 7,0 0,15

(vovow.cetesb.sp.qov.briArlemissoes/proconve2.asp).

A reducdo nos niveis de emissédo é fator fundamental, mas néo garante,
por si s6, a melhoria da qualidade do ar. E necessario garantir também que os
veiculos sejam mantidos conforme as recomendagdes dos fabricantes. Por
esse motivo, com hase em resolugdo CONAMA, foi criado em 1993 o PIV

11
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(Programa de Inspegdo Veicular) para fazer a inspe¢do e manutengéo de
veiculos em uso nos grandes centros urbanos (www.cetesb.sp.gov.bi/ar
femissdes/im.asp).

3.2. EFEITOS DOS POLUENTES NA SAUDE HUMANA

A poluicdo sé foi relacionada a salde no século passado. Contudo,
mesmo antes da Revolugdo Industrial, por volta de 1700, j& havia uma
preocupagdo em se controlar os poluentes emitidos na atmosfera. Varios
episodios graves de poluigdo atmosférica ocorreram apds a segunda guerra
mundial, dentre os quais destaca-se o que ocorreu em Londres, Inglaterra, em
dezembro de 1952, que resultou na morte de 3.500 pessoas. (SCHWARTZ e
MARCUS, 1990; BRANCO e MURGEL, 1996). Desde entdo, em diversas
partes do mundo, vém sendo feitas muitas pesquisas visando a conhecer os
efeitos da poluicdo atmosférica sobre a salide humana, incentivar a agéo do
governo no monitoramento da qualidade do ar e diminuir os niveis de poluentes
do ar (BRANCO e MURGEL, 1996).

O efeito que um poluente provoca depende basicamente de sua
concentragdo no ar que respiramos e do tempo de exposigéo, ou seja, depende
da dose de exposicdo. Nas grandes cidades, o ar vem apresentando
concentracdes crescentes de substincias que sdo prejudiciais aos seres vivos,
tornando a poluigdo do ar um caso de salide publica. Os principais efeitos dos
poluentes atmosféricos sobre a salde séo: doengas respiratorias, problemas
oftalmoldgicos, injurias na pele, problemas cardiovasculares, gastro-intestinais
e alguns tipos de céncer. Esta visao é confirmada por estudos epidemioldgicos,
que tém mostrado uma relagéo entre o aumento da poluigéo do ar nos centros
urbanos e o aumento de doencas respiratérias (HENDERSAON et al.1975;
BOHM, 1982), e de cancer de pulmao (CARNOW e MEIER, 1973). Estudos
mostram, ainda, uma relagdo entre a poluigdo atmosférica e as mortalidades
infantil (SALDIVA et al. 1994) e de idosos (SALDIVA et al., 19935).

12
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A poluicdo atmosférica esta associada com a mortalidade por doengas
respiratérias e a uma freqiiéncia maior de sintomas alérgicos e asma brénquica
(BASCOM et al., 1996). Estudos epidemiolégicos demonstram estreita relagéo
entre asma e rinite com a intensidade do trafego préximo a residéncias em
regides urbanas (WJST et al. 1993; NICOLAI, 2002).

Os problemas respiratérios igualmente constituem uma importante causa
de morbidade na distribuicdo de doengas no Brasil. Em 2002, os dados do
ministério da salde mostraram que 1.936.444 pacientes foram internados em
hospitais da rede publica brasileira com problemas pulmonares. Entre os
fatores ambientais, a poluicdo atmosférica € uma das principais causas dos
problemas respiratorios (NICOLAI, 2002).

Varios estudos demonstram que a poluicdo urbana, resultante das
emissbes veiculares, produz alteragées inflamatérias no parénquima pulmonar
de ratos expostos por longos periodos em locais poluidos da cidade de Sé&o
Paulo (BOHM et al., 1989; SALDIVA et al., 1992). A associagéo entre NOz, SO,
e CO é mais significativa na investigagéo da mortalidade intra-uterina do que
quando analisados separadamente (PEREIRA et al., 1998).

A exaustdo de motores diesel contribui substancialmente para a poluigéo
do ar ambiental, embora estes motores tenham baixa emissdo de CO, menores
até mesmo que a dos motores a alcool (PAGLIUSO, 2004). Contudo, o material
particulado (MP), o diéxido de enxofre e outros produtos de combustéo tipicos
do diesel mostraram associagées com mortalidade por cancer de pulméo
(ABBEY et al., 1999). Além do mais, foi classificada como carcinogénica para
animais, em condi¢cées experimentais, e provavelmente como carcinogénicas
aos seres humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC, 1989). O efeito carcinogénico da exposigéo a exaustéo do diesel ocorre
principalmente pela inalagéo de particulas, pois as fuligens da exaustdo do

diesel adsorvem em sua superficie reconhecidos ou suspeitos, mutagenos e
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carcinégenos, como os compostos policiclicos aromaticos (HPAs), (HUISING et
al., 1978). Devido ao seu didmetro dindmico médio, (0.01-0.3 pm), a maioria
das particulas é facilmente inalavel e 10% séo depositadas na regiéo alveolar
do pulméo (SCHEEPERS e BOSS, 1999).

Estudos epidemiolégicos revelaram riscos significantes de aumento de
ocorréncia de cancer de pulmao depois de um longo tempo de exposigcao
ocupacional a altas concentragées de exaustdo de motores a diesel (BATHIA et
al., 1999).

Estudos tém demonstrado que a urbanizagdo e os altos niveis de
emissdo veicular e o moderno estilo de vida estdo correlacionados também
com o aumento da freqiiéncia de alergias respiratérias induzidas por polen.
Pessoas que vivem nas areas urbanas sdo mais afetadas por alergias
respiratérias induzidas por pdlen, mais do que as pessoas que vivem na zona
rural (D’AMATO et al., 2001).

As vias urbanas sdo os principais locais de exposicdo humana ao
mondxido de carbono (SKIBA e BAVYDOVA-BELITSKAYA, 2003). No entanto,
vale ressaltar que nos motores diesel a emissdo & baixa. O CO é um gas,
venenoso, inodoro, incolor e tem um tempo de residéncia na atmosfera de dois
a quatro meses (WARK, WARNER, 1996). Em altas concentragdes, acima de
750 ppm, pode causar doengas e mudangas fisiologicas, pois a hemoglobina
tem, aproximadamente 200 a 240 vezes mais afinidade pelo CO do que pelo
oxigénio, privando assim o organismo do oxigénio necessario (WARK et al.,
1998). Efeitos no sistema nervoso tém sido associados com os altos niveis de
monoxido de carbono no ar. A emissédo desse poluente varia de acordo com o
combustivel e a tecnologia empregada (SOTTO PAU, 2003).



Revisdo de Literatura

Muitos estudos epidemiolégicos tém demonstrado que cancer de pulméao
¢ mais comum em areas urbanas do que em regides rurais (STOCKS, 1960)
Contudo, existem fatores de confusdo, tais como; habitos alimentares, uso de
bebidas alcodlicas, condi¢ées de trabalho e fumo ativo e passivo. Esses fatores
também aumentam o risco de tumores de pulmio em habitantes urbanos
(CARNOW e MEIER, 1973; BUFFLER et al., 1998).

Por conter agentes mutagénicos e carcinogénicos reconhecidos, como
por exemplo: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, fibras minerais,
nitrosaminas e nitroaromaticos a poluicdo do ar esta relacionada com a
mutagénese e com o cancer de pulmdo (ARCHER, 1990). Devido a agéo
oxidante dos poluentes as células epiteliais ativam os fatores de transcrigéo de
certos genes para certas citosinas, como as enzimas inflamatérias (BARNES,
1995).

Efeitos indiretos na salde podem ser associados com as mudangas
climaticas causadas pela polui¢do do ar. Um aumento na temperatura do ar
tem impacto na distribuicdo da fauna e da flora afetando a distribuicdo no
espacgo de alguns vetores de doengas (RIBEIRO e CARDOSO, 2003). Alem
disso, a acumulagdo do calor em areas urbanas, associada com a poluigéo do

ar, tem efeito adverso na saude principalmente para pessoas idosas.

3.3. EFEITOS DOS POLUENTES SOBRE AS PLANTAS E
FLORESTAS

Impactos adversos da poluigdo do ar sobre plantas ao redor de
industrias e cidades metropolitanas tém sido relatados em varias partes do
mundo, has Ultimas décadas. Um dos casos mais conhecidos de efeitos de

poluigdo ocorreu no Canadd no século 19 onde florestas inteiras foram
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perdidas e, ainda hoje, os efeitos da poluicdo atmosférica séo evidentes
mesmo com a redugdo das emissdes naquele local (GUNN et al., 1995).

As primeiras observagdes de que os poluentes atingem negativamente
as plantas foram feitas por NYLANDER em 1866. O primeiro método baseado
no emprego de plantas como sentinelas para provar a ocorréncia de danos nos
vegetais causados por poluigdo foi proposto por SORAUER em 1911. A partir
de entdo milhares de espécies ja foram utilizados como bioindicadoras e ja
foram estudados os efeitos de mais de 20 tipos diferentes de poluentes com
publicacdo de centenas de artigos por ano (ARNDT e SCHWEIZER 1991; VDI
1999).

Atualmente, os principais poluentes considerados como causadores de
maiores danos nas vegetagbes séo: didxido de enxofre (SOz), Oxidos de
nitrogénio (NOy), ozbénio (O3) e material particulado (MP). Esses poluentes
afetam diretamente a vitalidade das espécies em um ecossistema, aumentando
a predisposicdo a outros estresses bidticos e abidticos; afetam, além disso, o
processo inicial da vida, pois as plantulas parecem ser mais sensiveis aos
poluentes. A absorcdo dos poluentes resulta em mudancgas de crescimento e
na arquitetura das plantas, retardam o crescimento e reduzem a biomassa,

além de causarem a diminuicdo da produtividade nas culturas agricolas
(EMBERSON et al., 2003).

Os vegetais ndo respondem de forma especifica a um poluente, eles
mostram tendéncias que sistematicamente se repetem, dificultando assim o
estabelecimento das relagdes de dose-resposta, pois pode haver sinergismo ou
antagonismo dos poluentes (DASSLER e BORTITZ, 1988).

Os efeitos diretos da poluicdo nas plantas sdo classificados como
injurias  visiveis, observadas nas superficies foliares na forma de
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descoloragbes, pigmentagdes ou necroses causadas por danos ou morte nas
células e injarias invisiveis, que resultam dos impactos nos processos
bioguimicos ou fisiolégicos na planta (EMBERSON et al., 2003).

Os poluentes atmosféricos causam impactos na vegetagao de diversas
maneiras e existem milhares de trabalhos que empregam o biomonitoramento
ativo ou passivo sob condi¢des controladas de laboratério ou sob condigbes
naturais para avaliar estes impactos. Milhares de plantas ja foram estudadas
tanto no campo da fitopatologia como nos campos da agricultura e da fisiologia,
ecologia, bioquimica e anatomia de plantas (BENNET e BUCHEN, 1995).

No Brasil, o caso mais conhecido de impacto da poluigdo sobre as
plantas foi o declinio da Mata Atlantica (em Cubatdo) que compreende um
mosaico de eéossistemas ao longo da costa brasileira. Estudos mostraram uma
grande redugédo na biodiversidade de arvores com base nos dados obtidos no
inicio da industrializagdo. Individuos adultos de Tibouchina pulchra, uma
espécie pioneira, aparentemente tolerante a polui¢éo do ar exibiu alteragdes na
anatomia do lenho (MAZONNI e VIVEIROS, 1996).

3.4. BIOMONITORAMENTO

Biomonitoramento & qualquer método que faz uso de reagdes da vida
em qualquer nivel — do sub-celular @ comunidade — para indicar e/ou
caracterizar mudangas induzidas nas condi¢cdes ambientais, entre as quais as
induzidas pela poluicdo atmosférica (ELLENBERG, 1991; ARNDT e
SCHWEIZER,' 1991). E particularmente (til para monitoramento de longo prazo

em grandes areas sem emprego de equipamentos sofisticados.
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O biomonitoramento nao substitui os métodos diretos de medidas dos
niveis de poluigdo, mas representa um método complementar que amplia os
limites do monitoramento através de estratégias convencionais para avaliar o
risco ambiental.

O uso do biomonitoramento apresenta caracteristicas vantajosas tais
como: alta sensibilidade, poder de diferenciar e descrever as mudancgas
ambientais, relevancia ecoldgica e capacidade de detectar mudancas
ambientais mais rapidamente, entre outras.

Uma das caracteristicas dos seres vivos € sua habilidade em responder
a estimulos externos, os quais ativam processos que ajudam na sua
sobrevivéncia. Essas caracteristicas podem ser usadas como indicadoras de
alteracdo de seu ambiente (ARNDT e SCHWEIZER, 1991). Individuos que
possuem algumas dessas caracteristicas sdo chamados bioindicadores, os
quais sdo definidos como organismos, populagdes ou comunidade de
organismos que reagem a mudangas ambientais através de alteragbes em
suas fungdes vitais ou em sua composicdo quimica, permitindo, assim, a
avaliagdo da salde ambiental. As plantas superiores estdo entre os
organismos bioindicadores mais utilizados para monitoramento da qualidade do
ar (ELLENBERG, 1991; ARDNT e SCHWEIZER, 1991).

As plantas s&o mais sensiveis a poluigdo do que os animais, incluindo o
homem. Por este motivo, estudos sobre os efeitos dos poluentes na vegetagéo
fornecem subsidios importantes para programas de controle da poluigéo do ar
(ALVES et al., 2001). Além do mais, sédo facilmente cultivadas, mantidas e
utilizadas em estudos; muitas plantas possuem ciclos de vida curtos, o que
torna possivel avaliar os efeitos causados por poluicdo ambiental em curto
prazo. (ARNDT e SCHWEIZER, 1991).
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O biomonitoramento pode ser feito em campo, ao ar livre, ou em
camaras especiais, denominadas camaras de fumigag&o. No primeiro caso &
util para avaliar os efeitos dos poluentes presentes no ar, ja o uso das camaras
permite uma simulagéo controlada, embora restrita da agéo atmosférica destes
poluentes. O uso de camaras tem ainda outra aplicagéo importante, que € a
avaliagdo direta do impacto das fontes de poluicéo, através de seu
acoplamento a exaustio de motores, incineradores e outras fontes de emisséo
ligadas ao transporte ou & atividade industrial (Figura 3.1)

Figura 3.1- Camara de fumigacdo para testes de impactos ambientais
causados pela poluicdo do ar, desenvolvida e construida pelo NET e F da
EESC/USP e Instituto de Botanica de Sdo Paulo.

Os efeitos da poluicdo atmosférica podem ser monitorados através do
uso de quatro tipos basicos de plantas bioindicadoras: 1- bioindicadoras, que
sdo também chamadas monitoras sensiveis, mostram sintomas visiveis como
clorose e necrose, por exemplo, a folha do tabaco exposta a altas
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intermediarias entre as sensiveis e acumuladoras, mostram respostas
invisiveis, ou seja, mostram alteracdes fisiolégicas, bioquimicas e genéticas
como, por exemplo, as muta¢des; 3- bioacumuladoras ou monitoras
acumuladoras, que acumulam os elementos quimicos provenientes da poluigéo
atmosférica em seus tecidos, por exemplo, acimulo de metais pela Tillandsia
usheoides. 4- indicadoras ecolégicas, também denominadas apontadoras, que
sdo populagées ou comunidades vegetais que apontam interferéncias da
poluicdo em nivel ecossistémico (GARREC e VAN HALUWYN, 2002; DE
TEMMERMAN et al. 2004).

Varias espécies de plantas tém sido usadas como bioindicadoras em
programas de biomonitoramento da qualidade do ar. Clones de Tradescantia
vém sendo usadas desde 1960 como bioindicadoras eficientes na
determinagdo do potencial genotéxico de poluentes atmosféricos (MA, 1982;
BATALHA et al., 1999; GUIMARAES et al., 2000). Os bioensaios com plantas
sdo eficazes nos estudos de mutagénese de curta duragdo, nos
biomonitoramentos in situ e em laboratério (MA, 1979; MA, 1981; BATALHA et
al., 1999; GUIMARAES et al. 2000).

Os clones do género Tradescantia s&o plantas biosensoras ou
biomonitoras - de grande importancia. Eles tém sido utilizados para
biomonitoramento do potencial genotoxico de substancias que contaminam o
ar, 4gua e solo, em virtude de uma série de caracteristicas favoraveis, entre as
quais, possuem apenas seis pares de cromossomos grandes e facilmente
observaveis, e as células de quase todas as partes da planta fornece material
excelente para estudos citogenéticos (MA, 1982).

De acordo com MA (1994), o ensaio com pelo estaminal de Tradescantia
(Trad-SH), desenvolvido por ARNOLD H. S. SPARROW é uma ferramenta
eficaz para monitorar os riscos impostos aos organismos por agentes

mutagénicos (ICHIKAWA, 1992). Este ensaio detecta mutagées com base na
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mudanga de pigmentacdo de azul (dominante) para rosa (recessivo), pois as
células dos pélos estaminais séo heterozigoéticas para a cor. A célula mutante
rosa pode continuar a se dividir, dando origem a uma série de células
contiguas de cor rosa, sendo esse um Unico evento de mutagédo. Duas células
mutantes separadas por células azuis sdo consideradas dois eventos de

mutacao.

Niveis de poluigdo do ar, monitorado através de medidas fisico-
quimicas, sdo dados importantes da qualidade do ar, mas n&o podem ser
usados diretamente para prever 0s riscos aos quais os seres vivos estédo
sujeitos. O uso das plantas bioindicadoras € mais eficaz para esse fim, pois
todas as influéncias externas afetam a natureza de suas respostas as
alteragbes ambientais, traduzindo em uma Unica reagdo mensuravel. Essa
peculiaridade permite ainda a detecgdo de niveis cronicos de poluicdo, a
determinagdo de valores limites de respostas, visando o controle de emisséao
de poluentes e fornece subsidios para o estabelecimento de medidas concretas
previstas na legislagdo (ARDNT e SCHWEIZER, 1991).

Bioensaio de mutagénese usando plantas parece ser uma ferramenta
importante na investigagédo das conseqiiéncias do impacto ambiental devido a
poluicdo do ar, principalmente na salde humana. Embora esses efeitos néo
possam ser extrapolados diretamente para populagdes humanas, néo se pode
deixar de considerar que esses bioensaios séo indicadores precisos de riscos
potenciais aos quais os seres vivos estéo expostos. Entéo, pressupde-se que,
se uma substéncia ndo trouxer nenhum prejuizo a planta, que geralmente é
mais sensivel, também né&o trara prejuizo nenhum ao homem. Além do mais,
como as plantas mostram respostas positivas em curto prazo, os bioensaios
podem ser usados para prevencgdo dos impactos da poluigdo ambiental sobre

0S seres Vivos.
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A escolha do bioensaio Trad-SH como marcador do potencial
mutagénico da exaustdo dos motores diesel se deveu néo somente a sua
versatilidade e propriedades de bioensaio para testes em laboratério, como

também a sua extraordinaria sensibilidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MOTOR DIESEL

A mistura de poluentes a qual as plantas foram expostas era proveniente
da exaustdo de um motor de combustéo interna aspirado, volume de 2.0 L,
diesel como mostrado na Figura 4.1. Este motor estda em operagédo no
laboratério de motores do Nucleo de Engenharia Térmicas e Fluidos (NETeF)
e, para cada experimento, foi mantido em funcionamento em regime de marcha
lenta por duas horas.

Figura 4.1 — Motor diesel 2.0 L utilizado nos experimentos.

23




E

Mataiaisemdodos

4. 2. CAMARAS

As camaras usadas para a intoxicagéo das plantas com os poluentes
provenientes da emiss&o do motor a diesel foram montadas com recipientes
plasticos, fechados com tampa rosqueével onde havia dois orificios, sendo um
para entrada e outro para saida dos gases. Estas camaras tém 12 cm de
diametro, 19 cm de altura, e um volume de 1,8 litros (Figura 4.2). As camaras
foram usadas tanto para as inflorescéncias expostas aos poluentes quanto
para as ndo expostas.

Figura 4.2 - Camara contendo as inflorescéncias da KU-20.

4.3. MISTURADOR DE GASES

Para simular uma concentragéo de poluentes mais proxima da realidade
urbana, os gases do motor depois de coletados diretamente do escapamento
utilizando uma mangueira foram misturados com ar atmosférico fornecido por

um compressor, por intermédio de um misturador de gases (Figura 4.3). As
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mangueiras utilizadas se encontrava em posigdo tangencial. A vazdo do ar
atmosférico foi ajustada por meio de vélvulas manuais controladoras da
press&o e vazdo, entdo a mistura era conferida por um analisador de CO.

Figura 4.3 — Misturador de gases

4.4. SISTEMA DE AQUISICAO DE DADOS

Foi montado um sistema para aquisicéo de dados da concentragéo de
poluentes gasosos, composto por um microcomputador com uma placa de
aquisicdo PCI-6023, acoplada a um chassi SCXI-1000 com mdodulo
multiplexador SCXI-1100 conectado a um bloco terminal SCXI-1300, todos da
National Instruments. O modulo foi configurado com ganho baixo (10 vezes),
sendo que os trés primeiros canais foram utilizados para coletar os sinais de
tensdo de 0 a 10V das saidas analégicas dos analisadores de monodxido de
carbono, hidrocarbonetos totais e diéxido de enxofre. Os sinais transferidos
para a placa de aquisigdo foram coletados e tratados por um software
desenvolvido na plataforma de programagéo LabView, que recuperava o valor
da concentragdo dos gases levando em consideragéo as faixas de fundo de
escala em operagdo nos analisadores e gases. O software estava preparado
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para registrar coletas longas, exportando os dados coletados para posterior

tratamento.

As concentragdes dos gases foram medidas com analisadores Horiba
Enda 1400, modelo VIA-510, para SOz, CO e CO,; modelo MPA-510 para Oy;
modelo CLA — 510, para NO, e modelo FIA-510, para HCT. Estes analisadores
sdo sensiveis aos gases, porém, ha uma dificuldade em medir concentragbes
muito baixas. Alguns destes analisadores de gases sdo mostrados na Figura
4.4.

Figura 4. 4 — Analisadores de gases (Horiba).

Os equipamentos tém precisdo de 0,5% do fundo de escala e possuem
de quatro a cinco faixas de calibrag8o. A calibragio dos analisadores foi
executada com gases de padréo primario contendo fragées do gas de andlise
em N, equivalentes a cerca de 80% do fundo de escala nas varias faixas de
calibragdo. O procedimento de calibragdo foi repetido varias vezes

antecedendo os experimentos.
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4.5. PLANTA BIOINDICADORA

A planta bioindicadora utilizada nos experimentos foi o clone KU-20 de
Tradescantia (Figura 4.5). Esse clone foi desenvolvido na universidade de
Kyoto-Japéo (ICHIKAWA, 1984). Sua origem exata é desconhecida, contudo,
apresenta parte das caracteristicas de T. Ohiensis parecendo originar-se de um
hibrido entre essa espécie e uma outra nfo determinada (ICHIKAWA, 1992).
Para este trabalho as primeiras mudas foram cedidas pela Faculdade de
Medicina da USP-SP, as quais foram cultivadas nos canteiros do NETeF da
Escola de Engenharia de S&o Carlos (EESC) (Figura 4.6).

Figura 4.6 — Canteiro do NETeF da EESC com o clone KU-20.
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4.6. METODOLOGIA

Nos ensaios, as inflorescéncias do clone KU-20 de Tradescantia foram
expostas as emissdes resultantes da exaustéo do motor diesel, em diferentes
diluicdes e por 2 horas, pois esse bioindicador apresenta uma resposta
satisfatéria neste intervalo de tempo. Neste trabalho, o procedimento foi
denominado intoxicagéo.

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais conforme descrito
abaixo:

I. Grupo 1 (controle): inflorescéncias colhidas no canteiro do NET e
F, inseridas na ca&mara por duas horas, porém né&o submetidas a
exaustdo do motor diesel.

Il. Grupo 2: inflorescéncias intoxicadas com as emissfes da
exaustio do motor diluidas com ar atmosférico. A dilui¢éo foi feita
com base na concentragéo de CO, que ficou em torno de 50 ppm.

lll. Grupo 3: Semelhante ao grupo 2, porém a diluicéo foi feita com
base na concentragdo de CO, que foi fixada em torno de 100

ppm.

IV. Grupo 4: Semelhante ao grupo 2, porém a diluicéo foi feita com
base na concentragéo de 150 ppm de CO.

Os experimentos foram feitos no periodo de maio a novembro de 2004.
Mais especificamente, os testes para o grupo 2 e seu respectivo controle foram
feitos nos meses de maio e agosto; para o grupo 3 (e controle) no més de

agosto e para o grupo 4 (e controle) nos meses de outubro e novembro.
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A diluicio das emissdes no ambiente da camara na qual as plantas
ficaram expostas foi uma solugéo de compromisso entre o valor encontrado no
ambiente urbano poluido e a sensibilidade do equipamento utilizado. FREITAS,
2003 chegou a registrar na cidade de Ribeiréo Preto-SP picos de até 15 ppm
de CO em pesquisas realizadas naquela cidade em 2003. De acordo com
boletim da CETESB (WWW.cetesb.gov.brfarboletim.asp), a faixa de
concentragdo de CO > 40,1-ppm indica que a qualidade do ar é critica, e 0 ar ja

é considerado poluido quando a concentragéo de CO excede 9 ppm por mais
de 8 horas ou 35 ppm durante uma hora e uma unica vez no ano.

Apés a intoxicacdo, as inflorescéncias foram retiradas das cadmaras e
mantidas em um becker com &gua sob um sistema de aeragdo, por
aproximadamente trés dias. Durante este perfodo, diariamente, & medida que
as flores se abriam, estas eram coletadas e analisadas quanto ao numero de
eventos de mutagéo nos pélos estaminais. As coletas e analises eram feitas no
periodo matutino, quando as flores estavam abertas.

Para se fazer a leitura ao microscépio foi feito o seguinte procedimento:
primeiramente os seis estames de cada flor foram colocados lado a lado sobre
uma lamina e, sobre cada estame acrescentou-se uma gota de agua. Em
seguida, os pélos estaminais foram alinhados manualmente com uma pinca de
modo a facilitar sua visualizac&o.

Ap6s este procedimento, os pélos estaminais foram observados
sob microscopio estereoscopico marca ZEISS, modelo Stemi 2000-C acoplado
com camara AxioCam marca ZEISS modelo MRRC em operagéo no NUMA
(Nacleo de Manufatura Avangada) da EESC. Inicialmente, estimou-se o
ntmero médio de pélos estaminais para cada flor, partindo da contagem do
numero de pelos em dois estames, sendo um de pétalas e um de sépalas. Em
sequiéncia, foi feita a contagem do nimero de eventos de mutagéo em todos os

estames. Cada evento mutagénico foi caracterizado por uma célula ou um
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grupo de cor rosa entre as células normais de cor roxa, conforme descrito por
MA et al.(1994). A Figura 4.7 mostra um conjunto de células de cor rosa
mutante entre os pelos estaminais.

Fonte: Sant'Anna, 2003.

(a) (b)

Figura 4.7 — Estame de Tradescantia com seus pélos estaminais (a) e, em
destaque, pélo estaminal com evento de mutagéo (células de cor rosa) (b).

ApoOs a contagem, foi feita uma estimativa do niimero de eventos de
mutagdo por 1000 pélos estaminais. Todo esse procedimento, desde a
exposicdo até a contagem de mutagfes em pélos estaminais de Tradescantia,
é referido comumente na literatura como bioensaio Trad-SH.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi feita a adequagdo do modelo estatistico. Primeiro foi
tragado o grafico de probabilidade normal dos residuos, em seguida foi feito
uma correlagdo dos residuos e por ultimo, o teste de homogeneidade de
variancia dos residuos. A andlise estatistica foi feita usando-se o software no
programa de Estatistica (vers@o 5.5). O nivel de significancia foi ajustado em
5%.
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Os dados originados nos testes por apresentarem igualdade de variéncia
e distribuicdo normal, foram avaliados por andlise de variancia, seguida por
analise de comparagdes multiplas (teste de DUNCAM), para verificar se houve
diferengas significativas entre as freqiiéncias de mutagbes observadas nos

grupos experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADOS

As concentragdes de CO, HCT e SO, nas emissées do motor diesel,
diluidas com base na concentragdo de 100 ppm de CO, sdo mostradas na
Figura 5.1. Os niveis de contaminagéo das plantas correspondem a doses
muito mais altas que as encontradas num ambiente urbano poluido, conforme
descrito na segdo 4.6. N&o foram analisadas emisses para 50 e 150 ppm de
CO.

CO {ppm)
2504 THC (ppm)
SO,(ppm)

200

150

Conceniragéo dos gases (ppm)

O 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Tempo (s)
Figura 5.1. Concentrag&o dos gases CO, HCT e SO, obtidos na diluicdo da

exaustdo do motor a diesel para 100 ppm de mondxido de carbono. Os valores
foram detectados pelos respectivos analisadores de gases Horiba.
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A analise descritiva dos valores de mutacdo encontrados nos
experimentos da exposicdo das inflorescéncias do clone KU - 20 de
Tradescantia sdo mostrados na Tabela-5.1 e a andlise de varidncia dos
experimentos (ANOVA) na Tabela-5.2. Na Tabela-5.3 foi incluida a
comparagdo das meédias, adotando o nivel de significancia de 5%. Os valores
médios dos eventos de mutacdes e os respectivos erros-padrdo observados
nos quatro grupos experimentais também sdo mostrados nas Figuras 5.2 e
5.3. Os dados detalhados dos valores de mutagdes obtidos a partir dos ensaios
referentes aos grupos 1 (controle), grupo 2 (50 ppm CO), grupo 3 (100 ppm
CO) e grupo 4 (150 ppm CO) encontram-se no apéndice 1 (Tabela-a).

Tabela 5.1 — Analise descritiva dos valores de mutagbes encontradas nos
experimentos de exposicao do clone KU-20 de Tradescantia aos gases de
exaustdo do motor diesel.

Valores de mutagéo para cada flor

Numero de minimo maximo Medio

flores Desyio:
Grupos analisadas pecrac
Grupo 1 35 2,68 24,19 12,88 7,46
Grupo 2 17 2,74 33,33 15,11 9,35
Grupo 3 22 14,38 79,13 40,92 18,22
Grupo 4 17 28,90 69,36 39,48 13,31

Tabela 5.2 — Analise de variancia (modelo com um fator ndo-balanceado) dos
experimentos de exposicdo do clone KU-20 de Tradescantia aos gases de
exaustdo do motor diesel.

Fonte Graus de Soma dos Média dos Teste de Probabilidade
liberdade quadrados  quadrados hipoteses

dos residuos médios dos (F) Pr>F
residuos
Modelo 3 164,82 54,94 38,61 < 0,0001
Erro 87 123,79 1,42
Correcéo
total 90 288,61
R%=0,57
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Tabela 5.3 — Comparag6es multiplas entre médias de mutagdes/1000 pelos
estaminais de inflorescéncia do clone KU-20 de Tradescantia expostas a
exaustdo do motor diesel.

Grupos Média N
1 (controle) 12,88 A 35
2 (50 ppm CO) 15,11 A 1z
3 (100 ppm CO) 40,92 B o5
4 (150 ppm CO) 39,48 B 17

Médias seguidas com letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com
o teste de DUNCAN (significancia de 5%).

a0

m Foht
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Figura 5.2. Freqiiéncia de mutagbes nos pélos estaminais do clone KU-20
submetidos a exaustdo de motor a diesel aspirado de 2.0 L de deslocamento
volumeétrico.
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Figura 5.3. Médias das fregliéncias de mutagées em pélos estaminais do
clone KU-20.
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Figura 5.4. Aumento percentual nas mutagées em pélos estaminais de
inflorescéncias do clone KU-20 submetidas a exaustdo de motor a diesel,
em relagéo ao tratamento controle (grupo 1).
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Pelos valores das médias, os grupos experimentais foram separados
significativamente em dois grandes grupos (p < 0,001). A fregiiéncia média das
mutagdes observadas no Grupo 1 (controle), foi significativamente mais baixa
do que aquelé dos Grupos 3 e 4, porém foi similar a do Grupo 2. Por sua vez,
ndo houve diferencas significativas nas freqiiéncias de mutagdes entre os
Grupos 3 (100 ppm CO) e 4 (150 ppm CO). Quando se observa o aumento
percentual nas mutagées em relagéo ao controle nota-se que ha um aumento
em torno de 20%, 70% e 70% para os grupos 2, 3 e 4 respectivamente (Figura
5.4).

Para adequacdo do modelo estatistico (ANOVA) utilizado, foram
tragcados os graficos de normalidade dos residuos, homogeneidade de
varidncia e ordem dos residuos, indicando que o modelo foi adequado para
mostrar a freqiiéncia de mutagdes em pelos estaminais. Estes dados estdo
apresentados nos apéndices 2 (Figura a), 3 (Figura b) e 4 (Figura c)
respectivamente.

Para a realizagdo da analise de varidncia e o teste de comparagao
multipla os dados das respostas, ou seja, os nimeros de mutages sofreram
uma transformagéo (raiz quadrada) para satisfazer a suposi¢éo do modelo de
normalidade dos residuos. O R? obtido apés o ajuste foi de 57%, ou seja, o
modelo explica 57% da variabilidade existente nos dados.

5.2. DISCUSSAO

Como foi destacado no Capitulo 4, foram utilizados neste trabalho trés
grupos experimentais de inflorescéncias submetidas a exaustdo do motor a
diesel com diferentes concentragées de poluentes, estabelecidas por diluigao,

tendo como hase a concentragdo de CO de 50, 100 e 150 ppm. Os resultados
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obtidos foram comparados aos do grupo controle, ndo expostos as emissoes
do motor diesel.

Tais niveis de contaminagdo foram, de fato, criticos, se forem
comparado com os piores indices de qualidade do ar, que ocorrem com mais
frequéncia durante o inverno. Por exemplo, registros na cidade de Ribeirdo
Preto-SP mostraram que as concentragées de CO atingiram valores maximos
de até 15 ppm nesse periodo (FREITAS, 2003). Embora tenha sido usada a
concentragdo de monoéxido de carbono como pardmetro para simular uma
atmosfera poluida, a exaustdo dos motores diesel contém outros poluentes,
tais como COz, NOy, SOz, HCT e MP. Por isso, ndo somente as concentragbes
de CO foram medidas, mas também a dos outros poluentes. Na Figura 6.1
encontra-se esses valores para o CO, HCT e SO,. Dentro da categoria de
poluentes, coletivamente conhecidos como HCT, existe uma série de poluentes
organicos como os HPAs e outros aos quais se pode atribuir prioritariamente os
efeitos observados nas plantas.

Os resultados dos bioensaios indicam que a emissdo do motor diesel
diluida para alcangar a concentragdo de 50 ppm de CO, nio promoveu o
aumento de mutagdes em inflorescéncias do clone KU-20. Cabe ressaltar que
as plantas das quais foram retiradas as inflorescéncias, tanto para o controle
quanto para a exposi¢éo a exaustdo do motor, encontravam-se num local onde
ha um fluxo consideravel de veiculos. Isto pode indicar certa aclimatagéo ao
ambiente poluido, diminuindo a capacidade de resposta das plantas. Observe-
se, entretanto, que a concentragdo de CO no local ndo passa de alguns ppm e
que o transito € no local majoritariamente de veiculos leves, com pouca
presenga de motores diesel. GUIMARAES et al (2000) verificaram o mesmo
efeito de aclimatacdo quando avaliaram riscos clastogénicos da emisséo
veicular em locais com intenso trafego da cidade de Sao Paulo, colhendo
inflorescéncias de Tradescantia pélida cv. Purplrea plantada em canteiros
publicos. '
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Por outro lado, os resultados apresentados pelos Grupos 3 e 4 indicam
que, em atmosfera contendo mais do que 100 ppm de CO o indice de mutagéo
aparentemente atingiu um limite méximo de alteragdes no material genético.
Este resultado mostra que eventualmente pode haver uma limitacdo na
aplicagéo do bioensaio as fontes poluentes, traduzidas pela faixa relativamente
estreita de concentracdo onde pode obter-se respostas diferenciadas e
significativas.

Além disso, quando as inflorescéncias de KU-20 sdo expostas a uma
concentragdo de ar semelhante a uma atmosfera urbana poluida as
freqliéncias de mutagbes em pelos estaminais aumentam rapidamente. Essa
caracteristica faz com que a analise do pélo estaminal do clone KU-20 seja
mais vantajosa que a de outros bioindicadores igualmente usados para avaliar
o risco mutagénico da poluigdo atmosférica.

As inflorescéncias expostas a 100 ppm e 150 ppm de CO apresentaram
um aumento percentual nas mutagées em torno de 70% em relagéo ao grupo
controle, contudo esse poluente pode néo ter sido o causador das mutagées, ja
que nédo ha mencgéo na literatura de efeito mutagénico desse poluente. Outros
compostos gerados na combustdo do motor, que foram igualmente diluidos
quando se simulava uma atmosfera contaminada por 50, 100 e 150 ppm de
CO, como MP e alguns compostos organicos parecem ter sido os agentes
mutagénicos mais provaveis.

O aumento da freqiiéncia de mutagGes encontradas nos pélos
estaminais das inflorescéncias de KU-20 expostos a exaustdo do motor diesel,
ja era esperado, pois nessas emissdes encontram-se, entre outros poluentes,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e materiais particulados, reconhecidos
como mutagénicos e carcinogénicos. BURBER et al., 2000, observaram em
condigbes experimentais, que o alto contetido de enxofre nos combustiveis,
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altas cargas e as altas rotagdes nos motores estdo associados também com
um aumento do potencial mutagénico da combustdo do diesel. De fato
SAN'TANNA (2003) demonstrou que as particulas urbanas tém papel
significativo no desenvolvimento de mutagbes em pelos estaminais de KU-20.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com
aqueles obtidos por HUSING et al. (1978), com extratos orgénicos obtidos das
particulas de exaustdo do diesel, que agiram como mutadgenos em testes in
vitro com bactérias e mamiferos. BATALHA et al., (1999) prepararam solugbes
com amostras de MP obtidas do ar do centro de S&do Paulo e incubaram
inflorescéncias de Tradescantia pallida e verificaram que houve um aumento
significativo na freqii&éncia de microntcleos em célula maes de gréos de polens
(bioensaio Trad — MCN) na medida em que as solugdes tornavam-se mais
concentradas.

Neste trabalho verificou-se que o bioensaio Trad-SH se mostrou
eficiente para o biomonitoramento de contaminagdo aguda da exaustdo dos
motores diesel. Contudo, como esse nivel de contaminagéo ndo ocorre
freqientemente no meio urbano, sendo a exposicéo crénica a situagdo mais
préxima da realidade, é interessante estabelecer as relagées entre doses
cronicas de exposicéo, ou seja, a baixas concentragbes por um periodo maior
de tempo, e respostas mutagénicas nos pélos estaminais de inflorescéncias do
clone KU-20. Alem do mais, sdo necessarios também estudos adicionais para
se determinar quais séo precisamente os componentes da exaustdo do motor
diesel que afetam o DNA das células dos pélos estaminais do clone KU-20 de
Tradescantia causando mutacgoes.

No entanto, o hioensaio Trad-SH com o clone KU-20 de Tradescantia
mostrou-se capaz de reconhecer, embora aparentemente de forma néo linear
os diferentes niveis de concentragdo dos poluentes provenientes do motor.
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Resultados e discussio

Esses resultados mostram que a exaustdo do motor diesel é significativa no
desenvolvimento de mutagées. Portanto, € interessante o uso desse bioensaio
para se avaliar o potencial de riscos mutagénicos aos organismos Vvivos
expostos a exaustdo dos veiculos automotores, bem como para avaliar alguns
aspectos da qualidade do ar sem o uso de equipamentos de alto custo. Pode

ainda ser empregado para monitorar areas de grande extenséo.
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Conclusdes e sugestoes

6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. CONCLUSOES

v' A exaustdo do motor diesel teve um papel significativo no
desenvolvimento de mutagées, mas somente quando diluida para
alcancgar concentragdo de CO igual ou acima de 100 ppm (Grupo
3 e 4). No tratamento em que as inflorescéncias foram
submetidas a emissdo mais diluida (50 ppm de CO), ndo houve
acréscimo estatisticamente significativo das mutagées em pelos
estaminais. Porém, a emissdo mais concentrada (150 ppm de
CO) ndo promoveu um acréscimo adicional na freqiéncia de
mutacdo em relagao ao que ja havia sido observada para o Grupo
3.

v Os testes mostraram que as emissdes do motor Diesel causam
aumento no numero de mutagbes de organismos vivos
submetidos a eles. Testes comparativos com outros combustiveis
podem revelar-se importantes em uma avaliagdo mais completa

dos impactos ambientais provocados pelo uso dos transportes.

v A metodologia foi adequada ao trabalho proposto e serve como
parametros para a realizagéo de outros trabalhos nesta linha de
pesquisa, abrindo assim um leque de oportunidades para novas
pesquisas.
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Conclusies e sugestoes

v" O bioensaio Trad-SH com flores estaminais do clone KU-20
mostrou-se eficiente para avaliagdo do potencial de risco

mutagénico dos poluentes gerados na exaustdo do motor diesel.

6.2. SUGESTOES PARA TABALHOS FUTUROS

v' Avaliagdo e comparacdo do potencial de risco mutagénico dos
poluentes provenientes da exaustdo dos motores diesel,
biodiesel, gasolina e alcool, usando o bioensaio Trad-SH e igual

diluicdo dos gases para todos eles.

v Determinacéo precisa dos poluentes especificos provenientes da
exaustdo dos motores (diesel, biodiesel, gasolina e alcool) que
afetam o DNA das células de plantas do género Tradescantia
causando mutagdes.

v Avaliar a qualidade do ar na cidade de S&o Carlos-SP usando
plantas do género Tradescantia.
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Anexos

APENDICE
APENDICE 1
Tabela a — Todos os dados obtidos.

Flor (n°) | Concenlragdo (ppm) Mutacdes/1000 Flor (n°) Concenlragdo (ppm) Mutacoes/1000

1 0 13,44 47 50 6,57
2 0 2,68 48 50 21,92
3 0 5,37 49 50 8,77
4 0 21,5 50 50 19,73
5 0 24,19 51 50 15,35
6 0 18,81 52 50 10,26
7 0 13,44 53 100 60
8 0 24 54 100 41
9 0 20 55 100 79,13
10 0 16 56 100 41
11 0 16 57 100 26,37
12 0 16 58 100 45,56
13 0 24 59 100 45,56
14 0 22 60 100 14,38
15 0 28 61 100 15,34
16 -0 18 62 100 55,22
17 0 17 63 100 55,22
18 0 19 64 100 35,53
19 0 21 65 100 78,89
20 0 9,34 66 100 41,42
21 0 3 67 100 53,25
22 0 9,34 68 100 433
23 0 9,34 69 100 19,68
24 0 6,23 70 100 23,62
25 0 6,23 71 100 28,57
26 0 11,97 72 100 47,61
27 0 7,98 73 100 20,95
28 0 7756 74 100 28,57
29 0 5,16 75 150 28,9
30 0 10,33 76 150 32,75
31 0 2,58 77 150 28,9
32 0 2,58 78 150 34,68
33 0 9,34 79 150 30,82
34 0 3 80 150 69,36
35 0 6,23 81 150 35,39
36 50 2,74 82 150 47,78
37 50 8,24 83 150 26,54
38 50 10,98 84 150 28,35
39 50 10,98 85 150 28,35
40 50 10,98 86 150 33,62
41 50 8,24 87 150 64,85
42 50 33,33 88 150 41,84
43 50 31,25 89 150 56,48
44 50 27,08 90 150 48,11
45 50 6,25 91 150 34,47
46 50 24,12
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APENDICE 2

GRAFICO DE NORMALIDADE DOS RESIDUOS
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Figura a — Gréafico de normalidade dos residuos.

APENDICE 3

GRAFICO DE HOMOGENEIDADE DE VARIANCIA
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Figura b — Grafico de homogeneidade de variancia.
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APENDICE 4
GRAFICO RESIDUOS VS ORDEM
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Figura ¢ — Gréfico dos residuos versus a ordem.
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