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INTRODUCAO GERAL

Utilizacio de organismos vivos para estudar a toxicidade atmosférica

Desde o século XIX, com o desenvolvimento industrial e urbano e o conseqiiente aumento
das emissdes provenientes das atividades industriais e emissdes veiculares, tém sido observados
efeitos da polui¢do atmosférica sobre os seres vivos. Assim, desde o inicio do século XX, tém sido
realizadas varias pesquisas que englobam estudos do efeito da poluicdo sobre as plantas (Chies
1983). Algumas caracteristicas observadas em tais pesquisas sdo: efeitos genotdxicos, observacao
de queda de folhas, andlise de pigmentos associados ao aparelho fotossintético, deposicio e
acamulo de elementos quimicos nas folhas, alteragdes estruturais e ultra-estruturais e efeitos nos

orgdos reprodutivos.

A necessidade da comunidade cientifica de entender quais sdo os agentes ambientais
causadores de danos genéticos no ser humano também vem desde o inicio do século passado e,
junto a essa preocupagdo, comecaram a se aprimorar os estudos acerca dos processos que causariam
mutacoes em células. Para atender a esses desafios, comegaram, entdo, a ser desenvolvidos varios

bioensaios toxicogenéticos, desde os mais simples aos mais sofisticados (Ribeiro et al. 2003).

Bioensaios de toxicidade genética e o Trad-MCN

Uma mutacdo ¢ definida como uma mudanga na seqiiéncia do DNA, que leva a uma
alteragdo herdavel da funcdo génica. Os agentes que mudam a seqiiéncia do DNA (mutagénicos)

sdo “toxicos” para o gene e sdo, entdo, chamados de “genotoxicos” (Ribeiro ef al. 2003).



Para avaliar e prevenir a presenca de agentes genotoxicos no ambiente ¢ necessario utilizar
indicadores sensiveis que permitam detectar a acdo desses compostos. Existem plantas que sdo
consideradas ideais para o estudo de mutagénese, tanto em laboratdrio quanto em monitoramento in
situ, atuando assim como “bioindicadoras”. Dentre os testes com as plantas bioindicadoras, o teste
dos micronucleos com Tradescantia spp. (Trad-MCN) ¢ considerado o mais sensivel para agentes
genotoxicos (Ennever et al. 1988, Rodrigues et al. 1997, Saldiva et al. 2002). O género
Tradescantia tem sido utilizado experimentalmente desde os primeiros estudos que relacionaram a
atividade genética com a agdo de compostos e agentes quimicos. A escolha se deve a uma série de
caracteristicas genéticas favoraveis, dentre as quais se destaca o fato de que as células de quase
todas as partes da planta fornecem excelente material para estudos citogenéticos (Ma & Grant

1982).

A influéncia de agentes quimicos e fisicos (em especial a radiacdo) sobre a freqiiéncia de
mutacdes tem sido amplamente estudada mediante andlise de alteragdes observadas em
Tradescantia (Carvalho 2005). Entre as caracteristicas que permitem a detec¢do de agentes que
afetam a estabilidade do genoma em Tradescantia, foram selecionadas algumas como indicadoras
em bioensaios de avaliacdo de toxicidade genética: ensaio de mitose no tubo polinico e mutacao
para célula cor-de-rosa em pélo estaminal (Trad-SH) (Rodrigues & Campos 2006). A avaliagdo da
genotoxicidade em Tradescantia também pode ser feita pela deteccdo fragmentos ou segmentos de
DNA induzidos por agentes genotoxicos presentes no ar, no solo e na dgua (Carvalho 2005), para
tal foi desenvolvido um teste citogenético que se baseia na formagao de microntcleos (Trad-MCN).
Assim, o ensaio Trad-MCN ¢ baseado na formag¢do de microntcleos, que sdo como resultado da
fragmentacdo cromossOmica, visualizada na fase tétrade de células-mae de grios de (Ma et al.
1982, Rodrigues et al. 1995). Os micronucleos sdo contados e a freqiiéncia em que ocorrem indicara

a toxicidade do ambiente.



O teste de micronucleo em Tradescantia (Trad-MCN) vem h4 muito sendo empregado no
monitoramento ambiental, o que se deve a sua efetividade na detec¢do de danos cromossdmicos, a
simplicidade com que ¢ executado e ao seu baixo custo financeiro de sua metodologia. Todas estas
propriedades o credenciam como excelente ferramenta para esse tipo de monitoramento (Zeng et al.
1999). Além disso, os estudos realizados ao longo dos anos sobre a genética e o desenvolvimento de
Tradescantia oferecem um so6lido suporte para seu uso como bioindicador para ensaios de
toxicidade genética ambiental (Ma & Grant 1982). Microntcleos nas células-maes de grdos de
pélen sdo facilmente observaveis e os ensaios com Iradescantia t€m se mostrado valiosos nos

estudos de agentes genotoxicos (Rodrigues ef al. 1997).

Os pesquisadores do Programa Internacional de Bioensaios com Plantas, da Universidade de
Illinois (EUA), foram os que primeiro desenvolveram e utilizaram o bioensaio de micronucleos
(Trad-MCN) em tétrades para avaliagdo da genotoxicidade de certos agentes. A planta utilizada foi
um clone hibrido 4430 (7. hirsutiflora Bush x T. subacaulis Bush), num estudo comparativo com os
ensaios de mutagdes dos pélos estaminais (Trad-SH), para avaliagdo dos efeitos do 1,2-
dibromoetano, substdncia conhecidamente mutagé€nica, sobre os cromossomos das células em
meiose (Ma et al. 1979). A base para o desenvolvimento desse ensaio foi o fato de que o maior
problema na avaliagdo quantitativa das fragmentacdes cromossOmicas estava na perda dos
cromossomos em metafase e sua imagem aparecia borrada nas preparagdes das células em meiose.
Entretanto, se o agente ¢ aplicado no inicio da Profase I e o cromossomo prossegue por um periodo
de recuperacdo, os fragmentos acéntricos dos cromossomos se transformam em micronucleos, na

fase de tétrade da meiose, facilmente identificados em microscopia o6tica (Carvalho 2005).

O emprego do ensaio Trad-MCN para o monitoramento de agentes genotoxicos ambientais

foi proposto apds estudos envolvendo agentes proé-mutagénicos (benzo-o-pireno) em localidades



poluidas (Ma 1979, 1981). Em 1983, T.H. Ma estabeleceu o protocolo para a realizacdo do

bioensaio Trad-MCN (Ma 1983).

Numa revisdo de trabalhos sobre monitoramento in situ Ma (1990) revelou que, até 1990,
foram realizados cerca de 300 testes com o ensaio Trad-MCN, numa grande variedade de situagdes:
poluicdo do ar, poluicdo aqudtica, contaminantes e acondicionantes do solo, pesticidas, agentes
quimicos, estresses fisiologicos e radiacdes. Atualmente, esses testes continuam sendo aplicados

para estudos de diferentes situagdes ambientais, em varios paises.

Em Ilhinois (EUA), espécies de Tradescantia foram expostas em varios locais poluidos,
como também foram fumigadas com os gases comumente encontrados em atmosferas poluidas. As
exposicdes das plantas em estacionamentos, areas industriais e laboratorios revelaram um aumento
na freqiiéncia de microntcleos. Ja as plantas expostas em ambientes ndo submetidos a agentes
toxicos, ndo apresentaram tal aumento. Quando fumigadas com poluentes atmosféricos como SO, e
NO,, além de 4cido hidrazdico gasoso (HNj3), as plantas também indicaram serem estes gases os

possiveis agentes genotdxicos da atmosfera (Ma & Grant 1982).

No Meéxico, também foi avaliada a freqiiéncia de micronucleos em Tradescantia spp.
exposta em uma area altamente industrializada, uma area residencial ¢ uma de ocupagdo mista
(Ruiz et al. 1992). Plantas expostas na area industrial apresentaram maiores freqiiéncias de
micronucleos do que as plantas controle ao longo de todo ano, enquanto plantas expostas em areas
residenciais apresentaram incrementos na freqiiéncia de micronucleos somente em meses
especificos. Isto indica que a planta utilizada ¢ sensivel aos agentes genotdxicos presentes na area

industrial.

Por meio de varios estudos realizados ao longo dos anos, Tradescantia também tem
demonstrado sensibilidade aos efeitos danosos dos raios-X, fontes radioisotdpicas internas, externas

e raios césmicos. Com a passagem da radiacdo nas células, ou em parte delas, ocorre a liberagdo de
4



energia, que pode resultar em ionizagdo e excitagdo dos 4&tomos e na quebra de moléculas e, como
conseqiiéncia, a formagdo de ions e radicais livres altamente reativos. Estes, por sua vez, podem

atacar o DNA, resultando na sua fragmentagdo ou destrui¢ao (Okuno et al. 1986).

O bioensaio Trad-MCN com o clone 4430 também foi utilizado, juntamente com
amostragem passiva por membranas (SPMDs) e outros ensaios, para avaliar a toxicidade da
atmosfera urbana e na regido Sul da Italia (Isidori et al. 2003). Na Slovakia clones de Tradescantia
foram utilizados para avaliar os efeitos genotdxicos de poluentes em uma area vizinha a cidade de
Zilina, verificando-se diferenca significativa na freqliéncia de micronticleos das plantas expostas no

local, quando comparadas ao grupo controle (Solenska et al. 2006).

O clone 4430 também foi submetido a gases provenientes de incineradores em exposi¢des in
situ (Ma et al. 1996) e exposi¢des em sistema de fumigagao com tais gases (Fomin & Hafner 1998),
verificando-se, em ambas as situagdes, a alta freqiiéncia de micronucleos e o potencial clastogénico

dos gases testados.

Na Universidade de Sains Malaysia, em Penang (Malasia), os bioensaios Trad-MCN e Trad-
SH, com os clones 4430 e 03 de Tradescantia, foram utilizados para avaliar a genotoxicidade de
formas liquidas e gasosas de pesticidas. Para tal estudo foram utilizados dois diferentes métodos de
exposicdo das plantas: fumigacdo (tratamento com gases) e absor¢do (tratamento com solugdes
aquosas). Os resultados dos testes Trad-MCN foram positivos para ambos os tratamentos

(Mohammed & Ma 1999).

Wang & Wang 1999, da Universidade de Lanzhou na China, também utilizaram Trad-MCN

para demonstrar o potencial genotdxico da radiagao UV-B.

O Trad-MCN com o clone 4430 também foi realizado para estudar a fitogenotoxicidade das

substancias 2,4- e 2,6-dinitrotolueno, intermedidrios na produgcdo de toluenos, explosivos,



propelentes, entre outros. Os testes demonstraram genotoxicidade positiva dessas duas substancias,

porém uma maior genotoxicidade do 2,4-DNT, em relagdo ao 2,6-DNT (Gong et al. 2003).

Na Universidade de Metz-Bridoux, na Franca, estudos com Tradescania 4430 exposta ao
137Cs, indicaram genotoxicidade a baixas doses de radiagio gama e beta emitida por esse

radionuclideo (Minouflet ez al. 2005).

Numa revisdo publicada por Grant (1998) sobre a acdo de substancias mutagénicas em
ambientes internos e externos, o autor afirma que 7Tradescantia ¢ uma planta ideal para
monitoramento e testes de poluicdo do ar. Além disso, os resultados dos bioensaios Trad-MCN e
Trad-SH mostram que esses ensaios sdo igualmente sensiveis a ensaios tanto in vitro, quanto in situ,

realizados com animais.

Klumpp et al. (2004), empregando o Trad-MCN e o clone 4430, investigaram a influéncia
de fatores ambientais, tais como: umidade relativa do ar e temperatura, sobre taxas de micronuicleos
espontaneas ou induzidas por poluentes, durante diferentes periodos de exposi¢do e recuperacao. Os
resultados desse estudo apontaram para a possibilidade de ocorrer a influéncia de fatores climaticos,

sobretudo a temperatura, sobre os resultados do Trad-MCN.

No Brasil, os primeiros estudos empregando o Trad-MCN utilizaram o clone hibrido 4430
(T. hisutiflora Bush x T. subacaulis Bush) (Rodrigues 1999a), especialmente para a deteccdo do
potencial toxico de pesticidas. Posteriormente, devido a varios fatores que impediram o sucesso de
experimentos quando os clones foram expostos em ambientes externos, uma vez que os clones sdo
muito sensiveis, Batalha et al. (1999) propuseram o uso de Tradescantia pallida (Rose) Hunt. cv.
Purpurea Boom em testes de micronucleo. Esta espécie, também conhecida como coragdo-roxo ou
trapoeraba-roxa, proveniente do México e bastante presente em ruas e jardins das cidades do Brasil,
onde ¢ usada como planta ornamental por ser bem adaptada as condigdes ambientais do pais

(Lorenzi & Souza 2001). T. pallida floresce o ano todo e também exibe notavel resisténcia a
6



parasitas e insetos, se propaga rapidamente, facilitando o preparo de vasos, que sdo facilmente

transportados aos locais de exposi¢ao(Carvalho 2005).

Trabalhos pioneiros com essa espécie, para detec¢do da genotoxicidade da poluicdo urbana,
com vistas a saude publica e a qualificacdo de ambientes de trabalho, foram realizados na cidade de
Sdo Paulo pelo grupo do Laboratorio de Polui¢do Ambiental da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo em parceria com grupo de pesquisadores do Instituto de Botanica
(Batalha et al. 1999, Miyazato 1999, Guimaraes et al. 2000, Suyama et al. 2002, Alves et al. 2003).
Desde entdo, varios estudos empregando 7. pallida para o bioensaio Trad-MCN, tém sido

realizados no Brasil.

Suyama et al. (2002) analisaram comparativamente a sensibilidade do clone 4430 e de T.
pallida aos efeitos mutagénicos de raio-X e concluiram que essa espécie ¢ tao eficiente na detecgdo
de agentes genotoxicos presentes no ambiente quanto os clones de Tradescantia, representando uma

boa alternativa para testes in situ de mutagénese em regides tropicais.

Utilizando T. pallida Santos (2004) verificou a baixa genotoxicidade de residuos cataliticos
industriais. Um estudo sobre a mutagenicidade de material particulado proveniente de fontes
moéveis na cidade de Sdo Paulo, utilizando bioensaio Trad-MCN com Tradescantia pallida,
demonstrou que esse bioindicador ¢ sensivel aos poluentes considerados (Carvalho-Oliveira et al.
2005). Essa espécie também foi utilizada para monitorar e avaliar as condi¢des atmosféricas da
cidade de Santo André, proposta de tema para educacdo ambiental, sendo considerada uma
bioindicadora muito apropriada para estudos que envolvam a educacdo ambiental devido a sua

facilidade de cultivo (Luiz et al. 2005).

Silva (2005), durante um ano, coletou mensalmente inflorescéncias de 7. pallida, em quatro
locais do municipio de Salvador/BA, para avaliar a qualidade do ar desta cidade, verificando com

esse estudo a indugdo de danos genéticos pelos poluentes ocorrentes nos locais de amostragem.



Plantas de Tradescantia pallida também foram expostas na cidade de Santo André-SP para
verificar a viabilidade do Trad-MCN na determinacdao do potencial clastogénico da poluicdo do ar
nesse municipio; a planta foi também analisada quanto ao seu potencial acumulador ou marcador
para mapeamento de fontes emissoras de poluentes contendo metais e outros compostos toxicos. O
bioensaio indicou forte risco clastogénico em areas com maior emissdo veicular. Entretanto, as
freqiiéncias de micronucleos observadas ndo foram preditas somente por poluentes atmosféricos da
regido. Nesse estudo foi verificado que condic¢des climaticas extremas, principalmente temperatura,
contribuiram para o aumento da forma¢do de micronucleos. A andlise foliar identificou evidente
potencial acumulador de elementos importantes para o biomonitoramento da qualidade do ar

(Savoia 2007).

Lima (2007) utilizou 7. pallida para avaliar a sua capacidade para o biomonitoramento do
potencial genotoxico de 0zonio. Durante o periodo de estudo, foi verificada baixa freqiiéncia de
microntcleos, porém também se observou a influéncia da temperatura ambiente na formagao dos
mesmos.

Tradescantia pallida também foi utilizada em ensaio de microntcleo para determinar
respostas clastogénicas ao naftaleno (NAPH) e para verificar se o bioensaio pode ser um indicador
de riscos potenciais de locais de trabalho, onde inseticidas com essa substancia sdo usualmente
aplicados. Nesse estudo foi observado aumento de freqiiéncia de micronticleos nas inflorescéncias
submetidas as crescentes concentracdes de formas sélidas e liquidas de naftaleno, evidenciando a
clastogenicidade dessa substancia (Alves et al. 2007).

Assim, em geral, o bioensaio Trad-MCN ¢ considerado adequado para a avaliagdo de
contaminagdo atmosférica, seja de areas pesadamente poluidas, industriais ou urbanas, ou sob

condi¢des normais de ambientes residenciais (Rodrigues 1999). No entanto devem ser considerados



os fatores ambientais que também induzem a forma¢do de micronticleos, podendo interferir nos

resultados.

JUSTIFICATIVAS

O Cento Experimental Aramar (CEA) / Centro Tecnoldgico da Marinha em Sao Paulo ¢
uma organiza¢ao militar localizada no municipio de Iper6-SP, onde sdo desenvolvidas tecnologias
para enriquecimento de uranio. O ciclo do combustivel nuclear ¢ dividido em basicamente oito
etapas: mineragdo, beneficiamento (yellow-cake), conversdo do yellow-cake em hexafluoreto de
uranio (UFg), enriquecimento do urdnio-235, reconversdao do gas hexafluoreto de uranio (UF¢) em
didxido de uranio (UO;) no estado sélido, fabricagdo de pastilhas de UO,, fabricagdo de elementos
combustiveis e armazenamento e disposi¢ao permanente dos residuos. Além do desenvolvimento da
tecnologia para enriquecimento do uranio, no CEA sao executadas algumas dessas fases do ciclo do
combustivel nuclear, porém ainda em escala piloto.

Neste trabalho foram consideradas emissdes provenientes de fontes estaciondrias presentes

na area de estudo. Tais fontes sdo: (a) lavadores de gases e (b) radiagdo ionizante.

(a) Lavadores de gases (LG): sdo os equipamentos utilizados no CEA para o
controle das emissdes gasosas dos laboratorios onde ocorrem algumas fases do
ciclo do combustivel nuclear. Também sdo chamados de coletores imidos e o
principio de funcionamento consiste em lavar o gas através de uma aspersao de
gotas (de uma solugdo neutralizadora), que colidem com o material particulado,
aglomerando as particulas e tornando a coleta facilitada (UFES, 2007). Os gases
criticos considerados nas fontes localizadas no CEA sao 4acido fluoridrico (HF) e

amonia (NH3).



(b) Radiagdo ionizante: como a conseqiiéncia das principais atividades do CEA pode
ocorrer emissdo de radiagdo ionizante. O material radioativo utilizado nesse

estudo foi um minério de uranio de baixa atividade especifica.

No CEA esta em vigor um Plano de Monitoramento Ambiental (PMA), que visa assegurar a
preservacdo do meio ambiente onde o mesmo esta localizado. O Laboratorio Radioecologico
LARE) ¢ responsavel pelo monitoramento e nele sdo analisadas periodicamente as vias potenciais

de contamina¢do do homem: agua, alimentos, solo e ar.

O bioensaio Trad-MCN utilizando Tradescantia pallida proposto neste trabalho foi
escolhido para qualificar ambientes externos por meio de analise da toxicidade genética de
potenciais fontes de contaminacdo atmosférica: radiagdo ionizante e emissdes atmosféricas
provenientes de lavadores de gases do CEA.

A escolha do Trad-MCN se deu ndo somente devido a sua versatilidade como, também, a
sua sensibilidade (Ma et al. 1982), exibindo uma eficiéncia aproximadamente 36 vezes maior
quando comparado as mutagdes em pélos estaminais - ensaio também realizado com espécies de
Tradescantia (Ma 1979). Além disso, a utilizacdo de plantas, como bioindicadoras de polui¢ao, em
comparagdo com c¢lulas animais, oferece algumas vantagens como: o baixo custo do cultivo, a facil
visualizacdo de seus cromossomos durante a divisdo meidtica e o fato de que para a avaliagdo dos

micronucleos ndo sdo necessarios instrumentos sofisticados (Rodrigues et al. 1998).

O trabalho foi desenvolvido em duas etapas: exposi¢cdes experimentais da planta em
sistemas controlados e exposicdes in situ. Os resultados sdo apresentados em dois capitulos

distintos.
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OBJETIVOS GERAIS

O estudo proposto objetiva testar a hipdtese de que a planta biondicadora Tradescantia
pallida cv. Purpurea pode ser empregada no biomonitoramento das fontes potenciais de
contaminagdo atmosférica do Centro Experimental Aramar / Centro Tecnologico da Marinha em
Sao Paulo (CTMSP).

Pretende-se responder as seguintes questoes:

- As fontes de contaminagdo atmosférica do CEA apresentam genotoxicidade detectavel

por meio do Trad-MCN?

- Existem diferengas no grau de genotoxicidade quando se comparam os diferentes

agentes contaminantes?

- O modelo experimental proposto podera ser utilizado de forma rotineira em programa

de biomonitoramento no local de estudo?

Para responder as questdes propostas, o trabalho foi dividido em duas etapas, que serdo
abordadas em capitulos distintos: ensaios em laboratorio, com exposi¢cdes aos agentes
potencialmente emitidos pelas fontes consideradas (efluentes liquidos dos lavadores de gases,
amonia, 4cido fluoridrico e radiacdo ionizante gama) e exposicao in situ, empregando-se canteiros e

floreiras estabelecidos no campo.
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Capitulo 1

Avalia¢do da genotoxicidade de agentes de contaminac¢iao atmosférica, por meio do bioensaio

Trad-MCN

RESUMO - Ensaios biologicos tém sido bastante empregados para avaliar agentes genotdxicos
presentes no ambiente e, entre os bioensaios com plantas, o Trad-MCN tem sido extensivamente
usado. Esse trabalho foi desenvolvido no Centro Experimental Aramar (CEA), onde sdo
desenvolvidas as tecnologias para enriquecimento de urdnio, com o objetivo de testar a
genotoxicidade de agentes presentes nesse local. Os agentes testados, em sistemas especialmente
projetados para tal, foram os efluentes liquidos provenientes de lavadores de gases, os gases amonia
e acido fluoridrico, bem como a radia¢do ionizante, considerados representativos das atividades
desenvolvidas no local. Inflorescéncias de Tradescantia pallida (Rose) cv. Purpurea foram
empregadas no bioensaio de acordo com o protocolo ja estabelecido para clones hibridos de
Tradescantia. Os resultados obtidos indicaram que, em condi¢des controladas de laboratdrio, 7.
pallida ¢ uma planta bioindicadora sensivel aos gases amonia e acido fluoridrico e radiagdo
ionizante gama testados, uma vez que foi observado aumento na freqiiéncia de micronucleos
quando as inflorescéncais foram submetidas a essas substincias em comparagdo com o controle
negativo. Ja os ensaios com efluentes liquidos dos lavadores de gases, indicaram baixo potencial
genotdxico desse material. Nao se observou variacdo signicativa entre a freqiiéncia de micronuicleos
e o controle negativo Isso talvez se deva ao fato de que as unidades industriais em que os lavadores
de gases operam estdo funcionando apenas em escala piloto, gerando pequena quantidade de
efluentes gasosos.

Palavras-chave: bioindicador, micronucleos, sistemas de exposi¢do, Tradescantia pallida

12



ABSTRACT - Biological assays have been employed to evaluate genotoxic agents in the
atmosphere. Among the bioassays using plants, the Trad-MCN has been extensively used. This
study was developed at the Experimental Center Aramar (CEA), where is developed the
technologies for isotopic enrichment of uranium. The agents tested were liquid eflluents from gas
washing, gaseous ammonia and hydrogen fluoride, as well as the ionizing radiation, considered
representative of the activities developed in this place. Inflorescences of Tradescantia pallida
(Rose) cv. Purpurea were used in this experiment to evaluate the genotoxic potential of the
important agents in the study area. The bioassay was accomplished according to the usual protocol.
The obtained results indicated that the experiment was valid and that 7. pallida is a sensitive
bioindicator for the tested gaseous ammonia and hydrogen fluoride and ionizin radiation.
Comparing with (to?) the negative control, we observed a higher micronucleous frequency in
inflorescences exposed to those substances. However the assays with liquid eflluents from gas
washing indicated low genotoxic potential of that material. No variation was observed in the
micronucleous frequency in relation to the negative control. It can be explain, because the industrial
units in that the gas washing operate they are just working in pilot scale, generating small amount of
gaseous eflluents.

Key words: bioindicator, exposure system, micronucleus, Tradescantia pallida

Introducio

Ensaios bioldgicos com plantas ou outros organismos tém sido amplamente aplicados para
monitorar agentes genotoxicos no ambiente, sejam eles contaminantes liquidos ou emissdes
gasosas. Dentre eles destaca-se o Trad-MCN desenvolvido com diferentes espécies e clones de

Tradescantia (Ma 1983), que consiste na contagem de micronucleos em células-mae de grios de
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polen. Esses micronticleos sdo pequenos fragmentos, resultantes de clastogénese ou anuegénese,
induzidas por agentes genotoxicos. Os micronucleos formados no inicio da meiose (profase I) sdo
visualizados na fase de tétrades (Savoéia 2007).

Varios estudos tém demonstrado que o Trad-MCN ¢ uma ferramenta util para a identificagao
da genotoxicidade de emissdes atmosféricas (Ma 1982, Sandhu ef al. 1989), uma vez que a planta
pode ser exposta in situ ou diretamente aos contaminantes estudados em situacdo de laboratorio. Os
varios trabalhos realizados com a Tradescantia spp. oferecem uma solida estrutura de suporte para
seu uso como bioindicador em ensaios de toxicidade (Ma & Grant 1982). Tradescantia paludosa ja
foi utilizada em estudos sobre os efeitos potenciais de fatores associados a voo espacial, como a
aceleragdo, vibracdo, falta de gravidade, etc. Porém, as aberragdes cromossdmicas observadas nao
estavam associadas com a duracdo do voo ou com o lancamento e aterragem da nave, entdo,
especulou-se que o agente causador dessas aberragdes seria o pesado bombardeio por radiagdes
coésmicas (Delone et al. 1986). O clone 4430 de Tradescantia também foi empregado com sucesso
no bioensaio Trad-SH para a avaliacdo da genotoxicidade de radiacdo emitida pelo 7Cs (Minouflet
et al. 2005). Estudos sobre os efeitos da radia¢do ionizante em Tradescantia mostram que a mesma

¢ altamente sensivel, sendo, assim, vidvel a sua utiliza¢do para estes fins.

No Brasil, alguns trabalhos tém mostrado a aplicabilidade do bioensaio Trad-MCN, com
Tradescantia pallida, na avaliagdo de ambientes contaminados por poluentes urbanos (Guimaraes
2003, Luiz et al. 2005, Silva 2005, Savéia 2007), poluentes industriais (Santos 2004), naftaleno
(Alves et al. 2003, Alves et al. 2007), raio-X (Batalha et al. 1999, Suyama et al. 2002) e os
resultados tém apontado para a possibilidade de aplicacdo do bioensaio para deteccdo da

genotoxicidade de outras substancias, o que se pretende com o presente trabalho.

No Centro Tecnoldgico da Marinha em Sao Paulo / Centro Experimental Aramar (CEA), os

sistemas usados para tratar as emissdes gasosas provenientes dos laboratdrios de enriquecimento de
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uranio sdo chamados de lavadores de gases, os gases criticos resultantes do processo sdo fluoretos
(F"), acido fluoridrico (HF) e amonia (NHj3). Nesse sistema, uma solu¢ao aquosa, que pode ser acida
ou basica, dependendo dos gases a serem tratados, ¢ empregada para se obter ou facilitar o
abatimento de aerodispersoides. Essa solu¢do recircula dentro do sistema enquanto estiver em
condi¢des de neutralizar os gases. Apds o que ¢ tratada para ser langada ao corpo receptor (rio).

Os lavadores de gases em operacdo nas instalagdes do CEA foram dimensionados com base
no fator de eficiéncia do HF, pelo fato deste apresentar o menor coeficiente de absor¢do e ser
considerada a substancia critica de dimensionamento. Os lavadores de gases do Laboratério de
Enriquecimento Isotépico (LEI) e da Usina de Demonstragdo Industrial de Enriquecimento
(USIDE) tém apresentado uma eficiéncia minima de 95 % para o HF ocasionalmente liberado em
um evento, sendo superior para os demais gases e particulados presentes nos efluentes gasosos das
instalacdes (CTMSP 1997). Para o lavador de gases do Laboratério de Materiais Nucleares
(LABMAT), ¢ considerada eficiéncia de 99 %. A andlise da solucdo circulante dos lavadores de
gases ¢ feita periodicamente nas instalagdes, visando controlar a eficiéncia destes lavadores. Caso
essa eficiéncia abaixe por alguma falha no equipamento, a utilizagdo de uma planta bioindicadora
podera constatar imediatamente a ocorréncia e permitir que o problema seja solucionado mais
rapidamente, sem causar grandes danos para o ambiente ou para os seres humanos.

A amdnia ¢ um insumo utilizado na fase de precipitacdo de diuranato de amonio para a

obtenc¢ao do UFs, como pode ser observado na reacdo quimica apresentada a seguir:

2 UOz (N03)2 (aq) +6 NH; () +3 HzO > (NH4)2 U207 (s) +4 NH;, N03 (aq)

v

nitrato de uranila diuranato de amonio
nitrato de amonio
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Estudos em laboratério com plantas mostraram que a amoénia pode provocar um colapso
agudo dos tecidos foliares, com ou sem subseqiiente perda da clorofila (CETESB 2008). Apesar do
gas amonia (NHj3) ser, provavelmente, o mais importante gas neutralizador de aerosol acido, poucos
estudos tém avaliado a sua concentragdo atmosférica (Brena 2002). Este gis ¢ um poluente
atmosférico com efeitos desastrosos sobre a satide humana e sobre os ecossistemas. Por ser muito
soluvel em 4gua, irrita o tecido conjuntivo dos olhos e das vias respiratorias superiores (Fellenberg
1980).

O fltior, como afirma Chaves ef al. (2002), se apresenta na atmosfera principalmente na
forma de acido fluoridrico e é considerado o poluente de maior fitotoxicidade, causando injurias em
espécies suscetiveis em concentragdes atmosféricas na ordem de 10 a 1000 vezes menores (menos
que 1 mg L") que outros poluentes, como por exemplo, o 0zdnio.

O 4cido fluoridrico participa do processo de enriquecimento em duas etapas:

(a) como insumo para a obten¢do do hexafluoreto de uranio (UF¢), que ¢ a forma gasosa
utilizada para o enriquecimento do uranio;

(b) como resultado da hidrélise do hexafluoreto de uranio, que pode ser exemplificado pela

seguinte reacdo quimica:

UFs+ 2 H,O = UO,F; +4 HF

Alguns estudos também tém demonstrado a sensibilidade de espécies e clones de
Tradescantia aos efeitos danosos dos raios-X, fontes radioisotOpicas internas, externas e raios
coésmicos (Ma 1979, Batalha et al. 1999, Gomes et al. 2002, Suyama et al. 2002, Leal et al. 2005,
Minouflet et al. 2005, Santos et al. 2005). Com a passagem da radiagcdo nas células, ou em parte
delas, ocorre a liberagcdo de energia, que pode resultar numa ionizagdo e excitagdo dos atomos,

podendo ocorrer a quebra de moléculas e, como conseqiiéncia, a formag¢do de ions e radicais livres
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altamente reativos. Estes, por sua vez, podem atacar o DNA, resultando na sua mutagdo ou

destrui¢ao (Okuno 1986).

Além das radiagdes artificiais existem as naturais, provenientes dos elementos radioativos na
crosta terrestre como o potassio, césio, uranio, além das radiagdes césmicas provenientes do espaco,

ambas potencialmente deletérias aos seres vivos (CTMSP 2002).

No presente estudo, o teste Trad-MCN com Tradescantia pallida foi usado para investigar a
genotoxicidade dos efluentes liquidos provenientes de cinco lavadores de gases que operam no
CEA, dos gases considerados criticos gerados nos processos de enriquecimento de uranio (amonia e
acido fluoridrico) e da radiacdo ionizante gama. Além disso, este estudo teve como objetivo testar a
sensibilidade do bioensaio Trad-MCN com Tradescantia pallida, aos elementos estudados e avaliar

se esta planta pode ser utilizada em biomonitoramento rotineiro no CEA.

Materiais e métodos

Area de estudo - O trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Centro Experimental ARAMAR
(CEA) — Centro Tecnologico da Marinha em Sao Paulo (CTMSP), que abrange uma area de
aproximadamente 800 ha e localiza-se nas coordenadas 23°25' S e 47°32' W, verificadas a partir da
Torre Meteorologica implantada na parte central do sitio (figura 1). O CEA encontra-se proximo a
Floresta Nacional de Ipanema (FLONA), uma area de protecdo ambiental pertencente a0 municipio

de Iper6 - SP.

17



232000 233000 234000 235000 236000 -
£
8 o T S =
s/ P L 8
E / e v 3 Py - <
/ N T
/ e AN N
J P
G legj‘.' S - W
@ LABMAT ’
8 @OusibE © 3
S \ 3 8
N \‘ B 8
|
X {
N ’\1
\ \\_
\

00060¥L

H \
228000 | 232000 236000 240000 244000 Y
N7 N G R N7 N SV e & \

Y

\\\\

7416000

7408000
) Pt
3y :
LN ¥
0008072
i
\
)
/
/
/
/
/
/

0009}¥L

7412000
000ZivL
00080Y.

234000 235000 236000

7404000
72
=)
=4
=3
&

=49
=3
s

000¥0%L

R - L2 R
206000 239000 230060 BNQDOO 24000

F400000

Figura 1: Localizagdo da éarea estudo, no municipio de Iperd (SP). e canteiro de Tradescantia
pallida de onde foram retiradas as inflorescéncias para realizacdo do Trad-MCN; torre
metereologica do CEA utilizada para a coleta de dados meteorologicos; e localizacdo dos lavadores
de gases (LGs), de onde foram coletados os efluentes liquidos. LEI. Laboratorio de Enriquecimento
Isotopico; LABMAT. Laboratorio de Materiais Nucleares; USIDE. Unidade de Demonstragao

Industrial de Enriquecimento Isotdpico.

Espécie estudada - O estudo foi realizado com Tradescantia pallida cv. Purpurea (figura 2) e
baseou-se em ensaios desenvolvidos em laboratdrio, sob condi¢des ambientais controladas.
A espécie empregada, também conhecida como coragdo-roxo ou setecrésia, ¢ uma planta

originaria do México, herbacea, ornamental muito utilizada em paisagismo, de facil cultivo e
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propagagdo e muito bem adaptada ao clima local, florescendo durante todo o ano. Para obtencao de
inflorescéncias (figura 2A) para os ensaios, uma populacdo de 1500 mudas foi cultivada em
canteiro com substrato constituido de solo fértil e matéria organica, na proporcao de 1;1, recebendo
mensalmente rega com solug@o nutritiva NPK 10:10:10 e rega semanal com agua (figura 2B). Esse
canteiro foi estabelecido em local definido estrategicamente, distante cerca de 1 km das fontes de
emissdo atmosférica e em direcdo contraria a dire¢do predominante dos ventos na regido (S-SE)

(figura 1).

.
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Fonte: http://marche.exblog.jp
Figura 2. Tradescantia pallida, popularmente conhecida como coracdo-roxo. A. Detalhe da flor; B.

canteiro padronizado para fornecimento de inflorescéncias para as exposi¢des em laboratorio.

O bioensaio Trad-MCN — para avaliagdo da genotoxicidade das diferentes substancias testadas,
cerca de 25 a 30 inflorescéncias jovens (com todos os botdes fechados) de Tradescantia pallida cv.
Purpurea, com aproximadamente de 6 a 8 cm de comprimento, foram coletadas em canteiro
padronizado (figura 2B), 24 horas antes do inicio das exposi¢oes e deixadas sob aera¢do, com os
pedunculos parcialmente imersos em agua de torneira em frasco tipo béquer, e mantidas em

ambiente isento de substancias quimicas.
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Ensaios com os efluentes liquidos de lavadores de gases - Os efluentes utilizados neste ensaio
foram coletados de cinco lavadores de gases diferentes: LG 01, LG 02 e LG 03 localizados no
Laboratorio de Enriquecimento Isotopico (LEI); LG 04 localizado na Usina de Demonstragao
Industrial de Enriquecimento (USIDE) e; LG 05 localizado no Laboratorio de Materiais Nucleares
(LABMAT) (figura 1). Nas instalagdes onde os LGs operam s3o realizadas algumas fases do
processo de enriquecimento de uranio.

A andlise quimica desses efluentes ¢ realizada rotineiramente no Laboratorio
Radioecologico e faz parte do programa de monitoramento ambiental desenvolvido no CEA. Os

dados obtidos para os efluentes utilizados nos experimentos estdo apresentados nos resultados.

Para a realizacdo das exposi¢des, foi construido no Laboratorio Radioecoldgico do
CEA, um sistema dindmico aberto que simulasse um ambiente contaminado com os

efluentes (figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquemadtica do sistema dinamico aberto para exposicdo de Tradescantia
pallida aos efluentes de Lavadores de Gases. A. medidor de volume; B. filtro duplo de carvao
ativado; C. unidade de nebulizagdo; D. unidade de exposicdo (um de quatro - recipiente

representado); E. bomba de vacuo; F. medidor de fluxo.

Foram realizados trés tratamentos: exposi¢des aos efluentes, controle positivo e controle
negativo. Os tratamentos consistiram em exposi¢des, na forma de nebulizacdo, de inflorescéncias
com os efluentes liquidos provenientes dos lavadores de gases e com solugdo aquosa de
formaldeido 10 % (controle positivo). Além disso, foram feitas exposi¢cdes somente com dgua

destilada (controle negativo).

As inflorescéncias foram distribuidas aleatoriamente em quatro recipientes com agua e
colocadas na unidade de exposi¢do do sistema (figura 3D). O periodo de exposicao foi de seis
horas, segundo protocolo estabelecido por Ma (1983), a um fluxo continuo médio de 2 L min™,

sendo que para cada tratamento foi realizada uma repetigao.
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Descreve-se a seguir o funcionamento do sistema. O que variou em cada tratamento foi o
tipo de liquido depositado na unidade de nebulizacdo (figura 3C): efluentes dos lavadores, solugdo

de formaldeido (controle positivo) ou agua destilada (controle negativo).

O ar do ambiente entrou no sistema pelo medidor de volume (figura 3A), forcado por uma
pressdo negativa, gerada pela bomba de vacuo (figura 3E), que fica localizada na parte final do
mesmo. Passando pelo filtro de carvao ativado (figura 3B) e livre de impurezas, o ar foi transferido
para a unidade de nebulizagdo (figura 3C) através de mangueira, atravessando a rolha de borracha
que veda essa unidade. Essa mangueira termina em um dispositivo que, devido a pressdo negativa
criada pela bomba, permite que o liquido seja succionado para seu interior, onde sdo formadas
micro-goticulas que sdo transportadas ao longo do sistema por arraste, até atingir a unidade de
exposi¢do (figura 3D). Nessa unidade as micro-goticulas entraram pela parte inferior e sairam pela
parte superior, formando uma névoa no interior desta unidade, de modo a garantir que as
inflorescéncias ai depositadas fossem nebulizadas de forma homogénea. O ar, ao sair da unidade de
exposicdo, passou por um medidor de fluxo (figura 3F) (que permitiu controlar o fluxo de
renovacdo de ar no interior do sistema) e, em seguida foi novamente filtrado antes de voltar para o

ambiente.

Ensaio com aménia — Os componentes do sistema destinado ao ensaio com amdnia (NH;3) foram:
cilindro de amonia, duas bombas de vacuo, filtros de carvao ativado, unidade de diluigdo, camara de
exposicdo com 16,8 L de volume, quatro potes de teflon com dgua onde as inflorescéncias foram
colocadas, frasco borbulhador para coleta, medidor de volume de ar, frasco borbulhador para
lavagem do gas excedente. Todos os componentes foram interligados por meio de mangueiras de

silicone (Figura 4).
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Figura 4. Desenho esquematico do sistema construido para exposi¢des da Tradescantia pallida a
amonia. A. cilindro de amonia 99%; B. bomba de vacuo; C. filtro de carvao ativado; D. unidade de
diluicao; E. camara de exposi¢ado; F. frasco borbulhador para neutralizagao; G. medidor de volume;

H. frasco borbulhador para coleta.

Todo o sistema foi calibrado para se conseguir a concentragao de amonia desejada de 14 pg
L' (microgramas por litro de ar) no interior da cimara de exposi¢do. Esse valor teve como
referéncia os limites de tolerancia estabelecidos pela NR15 — norma regulamentadora de seguranca

e medicina do trabalho (Manuais de Legislacao Atlas 1996).

A circulagdo do ar com o gés nesse sistema foi promovida por duas bombas de vacuo (figura
4B), instaladas na entrada e na saida do sistema. O ar filtrado entrou no sistema com uma vazao de
10 L min'l, controlada pela bomba localizada na entrada. A vazao da amoénia foi de 400 mL min'l,
com pressao de saida de 0,5 Bar, controladas pela valvula de saida do cilindro de amonia (figura

4A).

A unidade de diluicao (figura 4D) foi composta de cinco frascos tipo erlenmeyer de vidro,

vedados com rolhas de borracha, interligados com mangueiras de silicone. Nesta unidade o gas se
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diluiu ao ar filtrado nas propor¢des de 2:10 no primeiro frasco e 1:10 nos demais frascos, sendo que
as vazdes de entrada e saida da solu¢do dos frascos foram controladas por orificios criticos
previamente calibrados para uma vazdo de 4 L min™', no primeiro frasco, e de 2 L min™, nos demais
frascos, para se atingir a concentragdo desejada na cadmara de exposicao (figuras 4E). A dire¢cdo do
fluxo foi forcado por duas bombas para aquario, modelo Power ™ 100, intercaladas aos frascos da
unidade de dilui¢do (figura 4D). Nessa unidade foram instaladas duas saidas: a do gés diluido para a

camara de exposicdo e a do gas concentrado excedente.

Considerando que a densidade da amonia (0,706 kg m™) ¢ inferior & densidade do ar (1 kg
m™), a entrada da solucdo na cAmara de exposicdo deu-se pela parte inferior e a saida pela superior,
para garantir a circulacdo do gas por todo o compartimento. A saida do gés foi forgada pela bomba

de vacuo localizada no final do sistema (figura 4B).

Na saida da camara de exposi¢do foi instalado um frasco borbulhador com solugao
neutralizadora de H,SOy, cuja concentracio foi de 5,63 mol L'l, que foi coletada apods o término da
exposicao (figura 4F). O material contido no borbulhador, e posteriormente diluido para permitir a
determinagdo, foi titulado com NaOH 0,5 mol L™ para se saber o quanto de H,SO, foi consumido
pela reagdo deste acido com a amoénia que passou pelo sistema e, a partir dessa informagao, calcular

o volume real de amonia que passou pelo interior da camara.

Entre o borbulhador e a bomba de vacuo foi colocado um medidor de volume de ar (figura
4@G), que permitiu calcular a quantidade total do gas que passou pela cAdmara durante o periodo de

exposi¢do de seis horas.

Um outro frasco borbulhador com H,SO,4 na concentragao 1:1 foi colocado na saida da
unidade de diluicdo para neutralizar o gas amonia excedente e garantir que 0 mesmo nao saisse para

o ambiente (figura 4H).
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Para maior seguranca, o sistema foi montado dentro de capela de exaustao.

Para as exposi¢des de controle positivo, o cilindro de amonia e a unidade de dilui¢do foram
substituidos pela unidade de nebulizag¢do, com solucao de formaldeido 10 %, descrita na figura 3D.
Para as exposigdes de controle negativo, foram retirados do sistema o cilindro de amodnia e a

unidade de diluicdo, sendo o ar filtrado transferido diretamente para a cAmara de exposi¢ao.

Ensaio com 4cido fluoridrico — Nesse experimento, cerca de 20 a 30 inflorescéncias jovens foram
transferidas para cdmara de ambiente controlado onde receberam atmosfera com o acido fluoridrico
(HF). Além disso, foram feitas exposi¢des para controle negativo, com ar filtrado e exposi¢des para
controle positivo com solucgdo de formaldeido 10 %. Foi feita uma repeti¢ao para cada exposicao.
As exposigoes foram feitas em laboratorio, em sistema projetado especificamente para este

géas, com materiais inertes devido a sua reatividade, e descrito a seguir (figura 5).
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kbl 1. — 22

Figura 5. Sistema operacional para exposicao de 7. pallida ao é4cido fluoridrico. A. medidor de
volume; B. bomba de vacuo; C. frasco borbulhador para neutralizacdo e coleta; D. camara de
exposicdo com as inflorescéncias; E. valvula de injecdo de H,SOy; F. orificio para entrada de NaF;
G. camara de producdo e armazenamento de acido fluoridrico; H. sistema de gotejamento, I.

dispositivo tipo émbolo; J. filtro de carvao ativado.

Os componentes do sistema destinado a exposi¢do ao acido fluoridrico (HF), apresentados
na figura 5 foram: sistema de gotejamento, composto por um recipiente com agua e um gotejador
(equipo) (figura 5H), dispositivo tipo émbolo (51), filtro de carvao ativado (figura 5J), camara de

producgdo e armazenamento de gas (figura 5G), camara de exposicdo com 16,8 L de volume (figura
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5D), quatro potes de teflon com dgua onde as inflorescéncias foram colocadas (figura 5D), frasco
borbulhador para neutralizagdo e coleta (figura 5C), medidor de volume de ar (figura SA) e bomba
de vacuo (figura 5B). Todos os componentes desse sistema foram interligados por mangueiras de

silicone (figura 5).

Todo o sistema foi calibrado para se obter a concentragdo de acido fluoridrico desejada de
1,5 ug L (microgramas por litro de ar) no interior da cAmara de exposigio. Esse valor teve como
referéncia os limites de tolerancia estabelecidos pela NR15 — norma regulamentadora de seguranga

e medicina do trabalho (Manuais de Legislacdo Atlas 1996).

O 4cido fluoridrico foi gerado a partir da reacdo quimica entre o sal de fluoreto de sddio

(NaF) e acido sulfurico (H,SO4) descrita a seguir:

2NaF + H2S04 = 2HF + N32SO4

Essa reacdo ocorreu dentro de um baldao volumétrico vazado, de teflon, instalado no interior
da camara de produgdo armazenamento. Para a producdo de acido fluoridrico (HF) foi introduzido
nesse baldo volumétrico, pelo orificio de entrada de NaF (figura 5F), uma massa de 10 mg
(quantidade excedente) do sal fluoreto de so6dio (NaF). O 4cido sulfurico foi o reagente limitante,
assim o volume utilizado (5,4 mL) foi calculado para gerar o volume de acido fluoridrico (4 mg)
necessario para alimentar o sistema na concentragdo desejada (1,5 ug HF min™) durante o periodo
de exposicdo de seis horas. Esse volume de H,SO,4 foi injetado no baldo através da valvula de

inje¢do, com o auxilio de uma seringa dosadora.

O gés HF gerado foi diluido com ar filtrado, que penetrou no sistema através de uma

mangueira fina, cuja entrada, localizava-se na saida da cdmara de armazenamento.
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A circulagdo do ar com o gas nesse sistema se deu por arraste, promovida por uma bomba de
vacuo (figura 5B), instalada na saida do sistema, gerando uma pressdo negativa para impedir
vazamento de HF para o ambiente. Na camara de exposicao (figura SD) foram dispostos os frascos

de teflon contendo as inflorescéncias imersas em agua.

A vazdo do sistema foi controlada por orificios criticos calibrados, localizados na saida da
camara de exposi¢do e na entrada da bomba de vacuo. A vazdo real foi registrada por meio de um

medidor de volume (figura 5A) instalado no final do sistema.

Para que ndo ocorresse pressdo negativa na cdmara de armazenamento quando da saida do
gés, e sua conseqiliente ruptura, foi acoplado a ela um sistema de gotejamento conectado a um
dispositivo tipo émbolo (figuras SH e 5I), para que, a medida que o gés fosse saindo da camara, o
émbolo fosse empurrado pela 4gua liberada de forma controlada pelo equipo, de maneira a
preencher o espago liberado pela saida do gés, evitando, assim, a formacdo de vacuo. O
gotejamento foi previamente calibrado para que a agua fosse liberada na mesma velocidade

(aproximadamente 1 L min") em que o gas saisse da camara.

Considerando que a densidade do acido fluoridrico (0,714 kg m™) ¢ inferior a densidade do
ar (1 kg m™), a entrada do gas na camara de exposicao foi estabelecida na parte inferior e a saida na

parte superior, para garantir a sua circulacdo do gas por todo o compartimento.

Na saida da camara de exposi¢do foi instalado um frasco borbulhador com solucgao
neutralizadora de NaOH 0,005 mol L e fenolftaleina (indicador de pH), que foi coletada apds o
término da exposi¢do (figura 5C). Esse borbulhador, além de permitir a verificagdo da concentragido
real de HF que passou pelo sistema, também funcionou como um lavador de gases (neutralizador),
impedindo a saida do acido para o ambiente. O material contido no borbulhador, e posteriormente
diluido para permitir a sua determinagdo, foi titulado com HCI 0,005 mol L™ para se determinar a

quantidade de NaOH consumida pela reagcdo desta base com o 4cido fluoridrico que passou pelo
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sistema. Dessa maneira foi possivel conhecer concentragdo real de acido fluoridrico que circulou

pela camara durante o periodo de exposicao de seis horas.

O 4cido fluoridrico ¢ um gés altamente toxico, assim, algumas medidas de seguranca foram
tomadas: o sistema foi montado dentro de capela de exaustdo; operou-se com pressdo negativa para
evitar vazamento para o ambiente; dentro da capela de exaustdo foi colocado um detector de acido
fluoridrico portatil para indicar a ocorréncia de HF a partir de 2,5 ppm (equivalente a 1,5 pg LY.
Apb6s o desligamento do sistema, foi injetado no baldo volumétrico, dentro da camara de
armazenamento, através da valvula de injecdo, solu¢cdo de NaOH 0,005 mol L'e fenolftaleina, para
neutralizar o HF residente e permitir a abertura das cadmaras com seguranca. A quantidade de NaOH
injetada foi a suficiente para neutralizar o acido, ou seja, a inje¢ao da base s6 cessou quando a

fenolftaleina, no interior da cAmara de armazenamento, permaneceu com a coloragdo rosa

Para a exposi¢do de controle positivo, a camara de produgdo e armazenamento de HF foi
substituida pela unidade de nebulizagdo com solucdo de formaldeido 10 %, descrita na figura 3D e
para a exposicdo de controle negativo, foi retirada do sistema a cdmara de armazenamento € o ar

filtrado foi transferido diretamente para a camara de exposi¢ao.

Ensaio com radiacio ionizante gama - No bioensaio, as plantas foram expostas a radia¢do gama
emitida por um minério de uranio de baixa atividade. Trinta inflorescéncias de 7. pallida foram
divididas em seis grupos e colocadas em potes de vidro que foram dispostos em volta do minério.
As taxas de radiagdo, emitidas em cada ponto do minério onde foram colocados os grupos de
inflorescéncias, foram determinadas por meio de um detetor Geiger-Miiller (figuras 6A, 6B e 7).
Também foi feito ensaio para controle negativo, ou seja, a mesma situacdo experimental sem a

presenca do minério. Foram feitas repeti¢cdes de todos os ensaios.
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Figura 6. A. Detetor de radiacao do tipo Geiger-Miille; B. Inflorescéncias de 7. pallida dispostas ao

redor de minério de uranio, com as respectivas doses de radiagao.

Para a realizagdo deste bioensaio, foi projetado um sistema dinamico, cujos componentes
sao: medidor de volume de ar (figura 7A), duplo filtro de carvao ativado (figura 7B), camara de
exposicdo (figura 7C), seis potes pequenos de vidro com agua onde as inflorescéncias foram
colocadas (figura 6B) e bomba de vacuo (figura 7D). Todos os componentes foram interligados

através de mangueiras de silicone (figura 7).
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Figura 7. Desenho esquematico do sistema projetado para exposi¢des de 7. pallida a radiagao
ionizante. A. medidor de volume; B. duplo filtro de carvao ativado; C. camara de exposi¢ao; D.

bomba de vacuo.

O ar do ambiente penetrou no sistema pelo medidor de volume (figura 7A), for¢ado por uma
pressao negativa gerada pela bomba de vacuo (figura 7D), localizada na parte final do sistema.
Apo6s passar pelo medidor de volume, o ar passou pelo filtro de carvao ativado (figura 7B), para
eliminar impurezas provenientes do ar do ambiente. Depois de filtrado, passou pela camara de
exposicao (figura 6B e 7C) contendo as inflorescéncias dispostas ao redor do minério de uranio, nos
potes de vidro contendo agua. Assim, garantiu-se a circulagdo de ar no interior da camara de

exposicao para que as planta tivesse as condigdes ideais vitais.
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Periodo de recuperacio - Para todos os ensaios descritos anteriormente, o periodo de exposi¢ao
foi de seis horas, ap0s as quais, os pedinculos permaneceram parcialmente imersos em agua, por 24
horas, sob aera¢do, em ambiente isento de contaminantes. Esse ¢ o tempo de recupera¢io necessario
para que a meiose prossiga da fase inicial da profase I, quando as células geradoras dos graos de
polen estdo suscetiveis a acdo de agentes genotoxicos até as fase de tétrades jovens da meiose II

quando as quebras cromossdmicas sdo visualizadas.

Fixacdo e preservaciao - Apds o periodo de recuperacdo, as inflorescéncias foram fixadas em
solucdo de 4cido acético glacial e etanol 95% 1:3, por 24 horas e posteriormente foram transferidas

para frasco com etanol 95 %, para preservagao.

Contagem de microntcleos — A preparacdo das laminas para contagem dos micronucleos foi feita
segundo o protocolo estabelecido por Ma (1983) para os clones hibridos de Tradescantia. De
acordo com o protocolo (figura 8 A-J), seleciona-se o botdo apropriado (figura 8B), que seréd aberto
e suas anteras maceradas sobre uma ldmina de microscopio em solucdo corante aceto-carmim (Roth
1964). A seguir, deverdo ser retirados os fragmentos (debris) para a colocacdo da laminula. Em
seguida, aquece-se a lamina em placa aquecedora (80 °C) para a fixa¢do do corante. Pressiona-se a
laminula suavemente para achatamento das tétrades. O reconhecimento e a contagem dos
micronticleos sdo realizados sob aumento de 400X em microscdpio otico. Para cada 1amina, devem

ser anotados os nimeros de micronucleos presentes num grupo aleatdrio de 300 tétrades.
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Figura 8. Esquema da técnica de preparo de lamina para contagem de microntcleos. A.
inflorescéncia fixada; B. selecao do botao apropriado (seta); C. separacdao das anteras de um botao
dissecado; D. maceragdo das anteras com corante aceto-carmim sobre lamina; E. retirada dos debris
(fragmenntos); F. colocacao da laminula; G. aquecimento para fixacdo do corante; H. achatamento
das tétrades; I. visualizacao de tétrades sob aumento de 200X; J. visualizacdo de tétrade com

micronucleos (MCN) sob aumento de 400X.

Para cada tratamento foram preparadas 10 laminas, sempre que possivel, obtendo-se uma
populacdo estatistica de 3000 tétrades por tratamento. As freqiiéncias de microntcleos foram

exXpressas em porcentagem.
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Analises estatisticas - Todos os dados foram submetidos a analises estatisticas, utilizando o
programa de estatistica BioEstat versdo 2.0. Para identificar as variagdes significativas de cada

ensaio com os controles e entre os tratamentos, foi usada a analise de variancia Kruskal-Wallis.

Resultados

Efluentes dos lavadores de gases - Os resultados das analises quimicas para conhecimento

da composi¢ao quimica desses efluentes estdo na tabela 1.

Tabela 1. Resultados das analises quimicas nos efluentes dos lavadores de gases

Lavador de gases Fluoreto (mg F L) Urénio (mg UL™) pH
LEI-LG 01 5,76 0,11 8,4
LEI-LG 02 3,59 1,3 8,3
LEI-LG 03 2,78 0,012 9,1

USIDE-LG 04 6,41 0,074 8,6

LABMAT-LG 05 2,15 0,13 8,3

LEI-LG. lavador de gases do Laboratorio de Enriquecimento Isotdpico; USIDE-LG. lavador de
gases da Usina de Demonstrag¢@o Industrial de Enriquecimento; LABMAT-LG. lavador de gases do

Laboratorio de Materiais Nucleares.

Os valores médios e os respectivos desvios padrdoes dos resultados obtidos nos ensaios

laboratoriais estdo apresentados na tabela 2. A figura 9 mostra a comparagdo entre as medianas das

respostas das plantas aos tratamentos aos quais foram submetidas.
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Tabela 2. Freqiiéncia de microntcleos induzida pelos efluentes liquidos no bioensaio Trad-MCN.

Grupos MCN/100

experimentais Média + SE
LEI-LG 01 2,79 + 1,93
LEI-LG 02 2,04 +1,21%
LEI-LG 03 1,71 £ 1,27
USIDE-LG 04 1,42 1,25
LABMAT-LG 05 2,76 +230°
Controle positivo 2,32 +£0,95°
Controle negativo 2,25 +1,79%®

As médias indicadas com letras distintas diferem entre si significativamente, com P < 0,05 pela
analise de variancia Kruskal-Wallis. SE. desvio padrao; MCN. microntcleo; LEI-LG. lavador de
gases do Laboratério de Enriquecimento Isotopico; USIDE-LG. lavador de gases da Usina de
Demonstracao Industrial de Enriquecimento; LABMAT-LG. lavador de gases do Laboratério de

Materiais Nucleares.
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Figura 9. Comparacao da freqiiéncia de micronucleos entre os grupos experimentais € os controles
positivo e negativo. Os grupos experimentais indicados com letras diferentes diferem entre si
significativamente (P < 0,05). LEI-LG. lavador de gases do Laboratério de Enriquecimento
Isotopico; USIDE-LG. lavador de gases da Usina de Demonstracdo Industrial de Enriquecimento;

LABMAT-LG. lavador de gases do Laboratorio de Materiais Nucleares.

As inflorescéncias expostas aos efluentes testados apresentaram micronucleos, porém nao
houve diferencas significativas na maioria das amostras, com excec¢ao para a amostra da USIDE-

LGO04, que apresentou diferencga estatisticamente significativa em relacdo ao controle positivo (P <
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0,05) e aos grupos experimentais LEI-LG 01 e LABMAT-LG 05. Também nao houve diferenga
significativa entre os grupos experimentais LEI-LG 01, LEI-LG02, LEI-LG03 e LABMAT-LG 05 ¢
os controles positivo e negativo (P > 0,05). Os grupos LEI-LG 01 e LEI-LG 03, apesar de nao
apresentarem diferencas significativas, apresentaram uma significancia marginal, ou seja, muito
proximo de ser estatisticamente significativa (P = 0,06). O mesmo ocorreu com 0s grupos

experimentais LEI-LG 02 e USIDE-LG 04 (P = 0,09).

Amonia e acido fluoridrico — A tabela 3 apresenta a freqiiéncia média de micronticleos para cada
tratamento. A diferenca entre os tratamentos e os controles foi estatisticamente significativa (P <
0,05). O teste de analise de variancia Kruskal-Wallis mostrou que a freqliéncia de micronucleos
observada no controle negativo foi significativamente menor que aquelas dos ensaios com amonia
(P = 0) e 4cido fluoridrico (P = 0,0003), mas ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao
controle positivo (P = 0,157). A freqiiéncia de microntcleos verificada nos ensaios com amoénia nao
foi significativamente diferente dos resultados obtidos nos testes com &cido fluoridrico, mas
apresentou uma significancia marginal (P < 0,06). Os ensaios tanto com amonia, quanto com acido
fluoridrico diferiram significativamente do ensaio com solucdo de formaldeido (controle positivo)

com valores de P < 0,05, para ambas as situagoes.
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Tabela 3. Freqiiéncias médias de micronucleos, com os respectivos desvios padrdes, obtidas nos

diferentes tratamentos aos quais as plantas foram submetidas.

Tratamentos MCN/100
Média + SE
NH;3 10,55 + 4,87°
HF 7,00 + 0,00*
Controle positivo 3,01 + 2,03b
Controle negativo 2,03 £ 1,39b

As médias indicadas com letras distintas diferem entre si significativamente, com P < 0,05 pela

analise de variancia Kruskal-Wallis. NH;. amoénia; HF. acido fluoridrico.

A figura 10 apresenta as medianas de cada um dos tratamentos aos quais as plantas foram

submetidas.

38



25— a
20+
)
R
S
5
15+
=
Q
I = |
- d
‘O 10+
-
‘@D
el
O
o) b b
— L
w S I |
0 | | e
NH3 HF POSITIVO NEGATIVO

Figura 10. Representacdo em box-plot das freqiiéncias de micronucleos presentes nos grupos
experimentais. Os grupos experimentais indicados com letras diferentes diferem entre si

significativamente (P < 0,05).

Devido a complexidade do sistema delineado para os ensaios com amdnia, houve perda de

90 % do gés durante seu percurso dentro do sistema. Mesmo com a concentracdo obtida dentro da

cAmara de exposicdo sendo 0,14 ug L™, esta foi suficiente para induzir a formagdo de micronucleos.
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Radiacio ionizante gama - Os resultados da freqiiéncia média de micronticleos para os grupos que
receberam diferentes doses de radiacdo estdo apresentados na tabela 5. O controle negativo
apresentou freqiiéncia de micronucleos significativamente diferente de todos os grupos expostos a
radiagdo (P < 0,05), com exce¢do do grupo 5 (0,60 mR h™"). Esse grupo, embora nao seja
significativamente diferente do controle negativo, apresenta uma significancia marginal (P = 0,07).

Nao houve diferenca significativa entre os seis grupos expostos as diferentes taxas de exposic¢ao.

A figura 11 mostra uma comparagido entre as medianas dos resultados obtidos nos seis

grupos expostos a diferentes doses de radiacdo e do controle negativo.
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Tabela 5. Freqiiéncias médias de micronucleos, verificadas nos grupos de inflorescéncias dispostos
ao redor do minério de uranio e nos ensaios para controle positivo e negativo.

MCN/100
Grupo Exposicao (mR h™") Média + SE
1 0,42 533+ 1,63°
2 0,42 7,85 + 6,02°
3 0,54 4,14 + 1,95
4 0,60 5,05+2,79°
5 0,60 3,31 +0,98%
6 0,82 533+2,52°
Negativo - 2,06 + 1,42°

As médias indicadas com letras distintas diferem entre si significativamente, com P < 0,05 pela

analise de variancia Kruskal-Wallis.
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Figura 11. Gréfico box-plot para comparacdo entre as freqiiéncias de micronucleos verificadas nos
seis grupos de inflorescéncias dispostas ao redor do minério de uranio e nos controles positivo e
negativo. Os grupos indicados com letras distintas diferem significativamente entre si, com P <

0,05.

Discussao

Efluentes dos lavadores de gases — O pH alcalino dos efluentes liquidos ¢ promovido pela
presenca do hidroxido de potéssio, utilizado nos lavadores de gases para neutralizar o 4cido
fluoridrico (HF) proveniente dos sistemas de exaustao dos laboratorios. O fluoreto (F-) encontrado
nas amostras ¢ resultante da reagdo do acido fluoridrico (HF) com o hidréxido de potassio,
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apresentando-se complexado com o ion sédio (NaF), resultante da rea¢do do acido fluoridrico com
o hidroxido de soédio: KF + H,0 < HF + KOH. Esta ¢ a forma assimilada pelas plantas (Arndt et
al. 1995). O uranio analisado se apresenta na forma mineral e as concentragdes obtidas para esse
elemento, assim como os valores de fluoreto observados nas amostras, ndo foram suficientes para
induzir significativamente a formacdo de micronucleos. A freqiiéncia média de micronuicleos
encontrada no controle negativo foi similar & encontrada em tratamentos de controle relatados em
outros estudos com o bioensaio Trad-MCN, com inflorescéncias de 7. pallida cv. Purpurea, com
vistas a determinar o potencial clastogénico de poluentes, seja em ambiente urbano ou em
ambientes internos de laboratorios (Alves et al. 2003, Batalha er al. 1999, Guimaraes 2003,
Guimaraes et al. 2000, Miyazato 1999, Santos, 2004). Os resultados obtidos com as exposicdes de
inflorescéncias aos efluentes liquidos também foram semelhantes aos verificados em ensaios com
residuos cataliticos (pasta e efluente liquido) provenientes do processo de produgdo de
polipropileno, que foram considerados de baixa genotoxicidade (Santos 2004). Assim, essa
similaridade entre os resultados refor¢a o baixo potencial toxico dos efluentes liquidos aos quais as
plantas foram expostas.

O fato dos resultados dos grupos experimentais nao diferirem significativamente do controle
negativo indica uma baixa genotoxicidade dos efluentes utilizados. Isso é possivel, ja que, nos
ultimos 12 meses, as unidades industriais, nas quais os lavadores de gases estdo instalados,
operaram apenas parcialmente. A solu¢cdo de formaldeido 10 % nebulizada, ndo foi genotdxica.
Provavelmente, devido a forma de utilizagdo dessa substancia é que ndo se obteve resultados
significativamente diferentes dos tratamentos. Outros autores que mergulharam inflorescéncias de
T. pallida nessa solugdo, observaram aumento na freqiiéncia de microntucleos em relacdo aos

respectivos controles negativos (Alves ef al. 2003, Batalha et al. 1999, Guimaraes 2003).
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Amonia e acido fluoridrico - Por ndo terem sido encontradas publicagdes de trabalhos com ensaios
laboratoriais da 7. pallida aos gases amoénia e dacido fluoridrico utilizados neste estudo, o
experimento foi projetado para se obter concentragdes iguais as concentracdes consideradas como
limite de tolerancia para exposicdo de trabalhadores, definido pela NR 15 - Norma
Regulamentadora de seguranca e medicina do trabalho (Manuais de Legislagdo Atlas 1996), acima
dos quais o ambiente ¢ considerado insalubre. As freqliéncias médias de microntcleos encontradas
nos tratamentos, tanto com o acido fluoridrico quanto com amonia, foram similares aos resultados
obtidos em ensaios com formas liquidas e gasosas de pesticidas (dimetoato, atrazina, simazina e
dicamba), utilizando clones hibridos de Tradescantia, descritos por Mohammed & Ma (1999), cujos
resultados foram considerados uma indicacdo de alta genotoxicidade dos elementos testados.
Novamente, o fato do controle positivo ndo diferir do controle negativo, mas estes serem diferentes
dos tratamentos, refor¢a a idéia de que a solu¢do de formaldeido 10% quando nebulizada nao
apresenta genotoxicidade, ao contrario do observado quando as inflorescéncias sdo mergulhadas

nessa solugao.

Radiacdo ionizante gama - Foi observada uma relacdo dose-resposta significativa entre a
freqiiéncia de micronucleos e as taxas de exposi¢do de radiacdo gama empregadas no bioensaio.
Essa relacdao pode ndo ser linear, visto que, segundo Santos et al. (2005), existem mecanismos aos
quais a célula recorre para se proteger contra a acdo das radiacdes ionizantes e, provavelmente,
contra outros agentes agressores do material genético. A radiagdo gama ¢ uma radiacdo
eletromagnética, que se propaga na forma de movimentos ondulatérios, entretanto, os raios-X sao
radiagdes da mesma natureza da radiacdo gama, com caracteristicas idénticas, diferindo apenas pela

origem: os raios-X sdo energia atomica e os raios gama sao emergia nuclear (Cardoso et al. 2007,
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CTMSP 2002). Por isso ¢ possivel comparar as respostas das plantas expostas a radiagdo com as

expostas ao raio-X.

Os efeitos mutagénicos do raio-X sdo conhecidos ha muito, tendo sido descritos para
Drosophila por Muller (1927 apud Santos et al. 2005), que observou uma relagdo linear entre a
dose de radiacdo a que um organismo ¢ exposto € o nimero de mutacdes produzidas. Contudo,
Russell (1956), trabalhando com células germinativas de fémeas de ratos, mostrou que para doses

baixas de radiacdo ndo existe lineariedade na resposta.

As taxas de ionizacdo produzidas pelo minério de uranio utilizado foram baixas, menores
que as diversas fontes de radiagdo natural existentes: espago cosmico, materiais radioativos naturais
e radioisOtopos naturais existentes no organismo humano (CTMSP 2002). Em estudos com
exposicoes das inflorescéncias de Tradescantia clone BNL 4430 a baixas doses de radiagdo gama,
por meio do bioensaio Trad-SH, foram obtidos resultados ndo lineares de dose-resposta,
discordando da hipotese de dose-efeito linear descrita por Maugh II (1978) (apud Gomes et al.
2002). O efeito genotoxico da radiacdo ionizante também foi reportado por Minouflet et al. (2005),
que utilizaram o bioensaio Trad-MCN para avaliar a clastogenicidade de baixas doses emitidas pelo
1¥7Cs e verificaram ser este teste sensivel e efetivo para avaliar efeitos genotoxicos da contaminagdo
radioativa por '*’Cs (Minouflet et al. 2005). Segundo Carvalho (2005), Tradescantia pallida &
igualmente sensivel a baixas doses de radiag@o, assim como o clone 4430 e a resposta a baixos
niveis de radiag@o obtida pelo teste Trad-MCN, raramente ¢ obtida com outros ensaios bioldgicos.
Os resultados mostram que a taxa de ioniza¢do produzida pelo minério foi suficiente para induzir a
formagdo de microntcleos em niveis considerados de alta genotoxicidade, em comparacdo com os
niveis verificados por Santos et al. (2005), quando estudou os efeitos de baixas taxas de exposi¢do a

radiagdo ionizante de clone de Tradescantia BNL 4430, usando o bioensaio Trad-SH.
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Conclusoes

Pode-se concluir, com os resultados obtidos, que as exposi¢des aos efluentes liquidos
provenientes dos lavadores de gases apresentaram baixa atividade genotoxica. Isso é possivel, ja
que as unidades industriais e os laboratorios nos quais os lavadores de gases operam estdo com suas
atividades funcionando parcialmente. O teste para controle positivo também ndo diferiu
significativamente dos grupos experimentais ¢ do controle negativo, isso sugere que metodologia

utilizada para o controle positivo ndo foi apropriada.

Os gases considerados criticos provenientes do processo de enriquecimento de uranio,
amonia e acido fluoridrico, apresentaram alto potencial genotoxico quando testados em ensaios
laboratoriais, em sistemas controlados. O mesmo pode ser dito sobre os ensaios com radiacao
ionizante. Apesar das baixas doses de radiacdo gama emitidas pelo minério de uranio utilizado,
estas foram suficientes para promover quebras do DNA evidenciadas pelo bioensaio Trad-MCN,

que foi uma ferramenta eficaz para avaliacdo do potencial mutagénico de radiagdes ionizantes.

Os resultados obtidos indicaram que a 7. pallida é um bioindicador sensivel aos gases
amonia e acido fluoridrico e a radiagdo ionizante gama e pode ser usada para monitoramento

ambiental in vitro dos contaminantes aéreos na area de estudo.
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Capitulo 2

Biomonitoramento in situ de fontes estacionarias de contaminacio atmosférica por meio do
bioensaio Trad-MCN com Tradescantia pallida e da analise de acimulo foliar dos ions fluoreto

e uranio

RESUMO - O biomonitoramento da contaminagdo atmosférica constitui importante procedimento
para ado¢dao de medidas de controle ambiental. Ensaios biologicos tém sido bastante empregados
para avaliar agentes genotoxicos presentes no ambiente. O teste de micronucleo em Tradescantia
(Trad-MCN) tem sido bastante utilizado no monitoramento ambiental por sua eficacia na detec¢ao
de danos cromossdmicos em preparacdes citologicas de facil execugdo. No presente trabalho, foi
avaliada a viabilidade de utilizagdo desse bioensaio com Tradescantia pallida cv. Purpurea para
monitoramento ambiental no Centro Experimental Aramar (CEA), em Iper6 — SP, bem como a
capacidade acumuladora de fluoreto e uranio dessa cultivar. As plantas foram expostas in situ, em
canteiros ou floreiras, instalados proximos as fontes de emissdo atmosférica e o bioensaio foi
realizado de acordo com protocolo ja consagrado. As freqiiéncias de microntcleos foram
comparadas fazendo-se uso da analise de variancia Kruskal-Wallis. A irregularidade dos resultados
obtidos indicou que o modelo de biomonitoramento adotado ndo foi adequado, uma vez que os
fatores climaticos podem ter influenciado as respostas observadas. Verificou-se, contudo que a
planta acumulou discriminadamente o uranio.

Palavras-chave: acimulo foliar, genotoxicidade, micronticleo, monitoramento ambiental

ABSTRACT - The biomonitoring of the atmospheric contamination constitutes important

procedure for adoption of environmental control measures. Biological assays have been
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employed to evaluate genotoxics agents in the atmosphere. The Tradescantia-micronucleus
(Trad-MCN) assay has been extensively used in environmental monitoring owing to its efficacity
in the detection of chromosomic damages in cytological preparations of easy execution. In this
study we tested the viability of use of Trad-MCN with Tradescantia pallida cv. Purpurea for
environmental monitoring in the Experimental Center Aramar (CEA), in Iperé — SP and its leaf
accumulation capacity. The plants were exposed in situ, in flower-beds or flowerpots, established
close to the sources of atmospheric emission. The bioassay was accomplished in according to the
usual protocol. The micronucleus frequencies were compared using the variance analysis
Kruskal-Wallis. The obtained results indicated that the biomonitoring model adopted was not the
ideal for the CEA, considering that the plant suffered the influence of climatic condition.

However the plant showed to have accumulative potential for uranium.

Key words: environmental monitoring, genotoxicity, leaf accumulation, micronucleus

Introduciao

As fontes emissoras de poluentes podem ser classificadas em moveis e estaciondrias. Nas
fontes estaciondrias sdo englobadas as atividades industriais, que sdo importantes fontes geradoras
de poluicao atmosférica (CETESB 2002). Por isso, a avaliagdo dos problemas da contaminagdo do

ar teve inicio nas proximidades das fontes industriais.

Muitos trabalhos ja descreveram os efeitos dos poluentes sobre os organismos vivos. Nas
plantas, a acdo toxica dos poluentes pode causar desarranjo de organelas e de paredes celulares,
quebras cromossdmicas e mutagdes génicas, efeitos fisioldgicos e bioquimicos (Savoia 2007). O

conhecimento dos efeitos da contaminagdo do ar sobre determinadas espécies animais e vegetais,
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chamadas bioindicadoras, pode ser utilizado para avaliagdes quantitativas e qualitativas da
contaminagdo atmosférica (Luiz ef al. 2005). Tal metodologia tem sido aplicada para muitas
finalidades, como por exemplo, para indicagdo e monitoramento de fontes de emissao, controle da
eficiéncia de medidas tomadas para reduzir emissdes, redes de monitoramento, estudos de impacto
ambiental e controle da qualidade do ar de ambientes internos e externos, entre outras (Klumpp

2001).

Sdo diversos os organismos que podem ser usados para indicar uma situacdo fora dos
padrdes ambientais de normalidade. Mas, para o biomonitoramento da qualidade do ar, as plantas
sdo muito uteis, ja que, muitas espécies sao de facil manuseio, cultivo e cuidados, a custos baixos,
além de fornecerem respostas conservativas e de facil avaliagdo. Muitas espécies vegetais sao
usadas em trabalhos de biomonitoramento, cada qual com sua especificidade para reagir a
determinados contaminantes (Savoia 2007). Testes com clones de Tradescantia (4430,e KU 20), ja
comprovaram a eficiéncia deste género para avaliar o potencial genotoxico dos poluentes aéreos
(Ma et al. 1994, Rodrigues et al. 1997). Entre os bioensaios propostos para serem desenvolvidos
com essa planta estd o Trad-MCN, que consiste na estimativa da freqiiéncia de micronucleos,
resultantes da quebra cromossomica ou da perda cromossomica anaféasica, induzidas por agente

genotoxico (Ma 1983).

O bioensaio Trad-MCN com a espécie 7. pallida tem sido considerado eficiente para
biomonitoramento de poluicao atmosférica (Batalha et al. 1999, Guimaraes et al. 2000, Suyama et
al. 2002, Guimaraes 2003, Luiz et al. 2005, Savéia 2007). Apesar disso, ndo consegue discriminar
quais sdo os agentes genotoxicos. Assim, as fontes poluidoras devem ser mapeadas e dados

climaticos e meteoroldgicos devem ser coletados.

Alguns organismos ditos acumuladores tém a capacidade de concentrar alguns elementos,

principalmente metais pesados (ACIESP 1997). Assim se tornam materiais indicativos da
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quantidade do elemento concentrado existente no meio em que vivem. Em estudos recentes,
Tradescantia pallida tem demonstrado capacidade de acimulo nas folhas de elementos importantes
para o biomonitoramento da poluicdo aérea, tais como bdario, bromo, calcio, cério, cobalto, cromo,
césio, ferro, potassio, lantanio, rubidio, antimonio, escandio, zinco, tério entre outros (Sumita et al.

2003, Savoéia 2007).

Assim, a proposta deste trabalho ¢ avaliar a viabilidade da utilizagdo da Tradescantia pallida
em biomonitoramento in situ na area de estudo, por meio do bioensaio Trad-MCN, bem como
verificar a capacidade de acumulo foliar desta planta, para os elementos potencialmente emitidos
pelos lavadores de gases biomonitorados (fluoreto e o uranio), ja que sdo esses os principais agentes
possiveis de serem liberadas no processo de enriquecimento de uranio, caso o lavador de gases ndo

opere com a eficiéncia esperada.
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Material e Métodos

Area de estudo — o trabalho foi desenvolvido numa éarea de cerca de 800 ha, pertencente ao

Centro Experimental Aramar, situado no municipio de Iper6-SP, (figura 1).
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Figura 1: Area de estudo com a localizagdo dos pontos de exposi¢io in situ, do ponto controle e da
torre meteorologica utilizada na coleta de dados climaticos. LG-LEI. lavador de gases do
Laboratorio de Enriquecimento Isotopico; LG-LABMAT. lavador de gases do Laboratorio de

Materiais Nucleares; LARE. Laboratorio Radioecologico.

A topografia em torno da area do sitio ¢ caracterizada por altitudes médias entre 550 m e

600 m acima do nivel médio do mar. As temperaturas médias mais baixas sdo observadas durante
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os meses de junho e julho, enquanto que as temperaturas médias mais elevadas ocorrem durante os

meses de janeiro, fevereiro e margo. A amplitude térmica entre os meses de verdo e de inverno

oscila em torno de 6,7OC na temperatura média mensal e em torno de 18,20C entre as temperaturas
maximas e minimas médias. Os valores médios mensais da pressdo atmosférica ao nivel da Estacao
Meteoroldgica do CEA variam de 947 mbar a 952 mbar. As pressdes médias mais intensas se
verificam no inverno, durante os meses de junho a agosto, devido a passagem, em maior nimero e
intensidade, de centros anticiclonicos de alta pressdao. As pressdes médias mais baixas ocorrem
durante os meses de dezembro a margo, quando a regido sofre maior influéncia de situagdes locais
como radiagdo solar e formacdes convectivas, do que em relacao a presenga e atuagdo dos centros
de alta pressdao. A variagdo didria da pressao ¢ da ordem de 3,0 mbar. A umidade relativa ao longo
do ano apresenta duas situacdes distintas: o periodo de inverno, mais seco, € o periodo de verdo,
mais Umido. O valor médio anual no periodo se concentra em torno de 70 %, sendo que o més mais
umido apresenta umidade em torno de 78 %, € o més mais seco em torno de 66 %. Os maiores
indices pluviométricos ocorrem durante os meses de primavera e verdao devido a maior atividade
convectiva e pela passagem de linhas de instabilidade, aliadas a sistemas frontais, enquanto que no
outono e inverno, os indices pluviométricos diminuem acentuadamente, uma vez que a precipitacao
ocorre quando da passagem dos sistemas frontais, ou entdo, de pequenas células de atividade
convectiva localizadas. Dados coletados pela Torre Meteoroldgica do CEA (figura 1) mostram que
a diregdo dos ventos, a 10 m de altitude, ¢ predominantemente sul-sudeste (SSE) e as maiores
velocidades dos ventos sdao verificadas nessa mesma direcao (figura 4). Segundo o gréafico de
coeficiente de dispersao atmosférica, ¢ nesse mesmo sentido que a pluma sera conduzida, caso haja

liberacao de contaminantes na atmosférica (figura 5) (CTMSP 1997).
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Espécie estudada - O estudo baseou-se em exposic¢oes in situ de Tradescantia pallida (Rose) D.R.
Hunt. cv. Purpurea Boom, Commelinaceae (figura 2). A espécie empregada, também conhecida
como coragdo roxo ou setcresea ou trapoeraba, ¢ uma planta muito utilizada em paisagismo,
bastante resistente, de facil cultivo e propagagdo e muito bem adaptada ao clima local, florescendo

durante todo o ano.
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Figura 2. Planta Tradescantia pallida cv. Purpurea, conhecida popularmente como coragao-roxo.

Fontes potencialmente poluidoras - As fontes estacionarias de emissoes atmosféricas do CEA
consideradas neste trabalho foram: dois lavadores de gases (LG) localizados, respectivamente, no
Laboratorio de Enriquecimento Isotopico (LEI) e no Laboratério de Materiais Nucleares
(LABMAT) (figuras 3A e 3B) e emissdes provenientes do sistema de exaustdo dos laboratorios de

analises quimicas e radiométricas ambientais, Laboratério Radioecoldgico (LARE).
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Figura 3. A. canteiro para exposi¢ao in situ localizado proximo ao lavador de gases (LG) do LEI

(Laboratério de Enriquecimento Isotopico); B. canteiro localizado proximo ao lavador de gases

(LG) do LABMAT (Laboratorio de Materiais Nucleares).

Os lavadores de gases sdao sistemas de tratamento de emissOes gasosas continuas
provenientes dos laboratérios de enriquecimento de urdnio, cujos gases criticos resultantes do

processo sao fluoretos (F°), acido fluoridrico (HF) e amonia (NH3).

Locais de exposicao da planta — Os locais de exposi¢ao das plantas (ponto controle, LG-LEI, LG-
LABMAT e LARE) foram estabelecidos com base em alguns fatores climaticos que interferem na
dispersdao dos poluentes, tais como: distancia das fontes emissoras, dire¢ao e velocidade do vento,
coeficiente de dispersao atmosférica e da topografia, ja descritos na caracterizacdo da area de estudo
(figuras 1, 4 e 5). Para o monitoramento dos lavadores de gases foram construidos canteiros a uma

distancia de cerca de 20 metros dessas fontes. O monitoramento no LARE foi feito com plantas
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envasadas, dispostas ao redor do prédio, j& que neste local ndo tinha éarea disponivel para a

construgdo de canteiro.

Rosados Ventos a 10 Metros
da Terre Meteorcligioa de ARAMAR
Abeil de 2004
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Figura 4. Direcao e velocidade dos ventos predominantes na area de estudo.
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Figura 5. Coeficiente de dispersao atmosférica para os gases criticos da area de estudo. A. ao

nivel do solo; B. ao nivel de 75 metros.

Cultivo e exposicao das plantas - Uma populacao de 1500 plantas foi cultivada em canteiro com

substrato constituido de solo fértil e matéria organica, na proporg¢ao de 1;1, recebendo mensalmente
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rega com solu¢do nutritiva NPK 10:10:10 e rega semanal com (figura 6A). Esse canteiro inicial
representou também o ponto controle. Posteriormente, mudas dessas plantas foram distribuidas em
dois canteiros padronizados, com cerca de 200 mudas em cada um, construidos nos locais de
exposicao (LG-LEI e LG-LABMAT) (figura 3). Além dos canteiros, 400 mudas da planta foram
transferidas para 20 floreiras (que foram dispostas ao redor do LARE) com substrato constituido de

solo fértil e matéria organica, que receberam o mesmo tratamento dos canteiros (figura 6B).

Figura 6. A. canteiro localizado no ponto controle; B. floreira disposta no Laboratério

Radioecologico (LARE).

Coleta e fixacdo das inflorescéncias — Nas floreiras dispostas ao redor do LARE, nos canteiros
proximos aos lavadores de gases e no ponto controle, foram coletadas mensalmente, no periodo de
setembro de 2003 a agosto de 2004, 15 a 20 inflorescéncias jovens (com todos os botdes fechados)
(figura 7). A fixagdo das inflorescéncias foi feita imediatamente ap6s a coleta, em solucdo de acido
acético glacial e etanol 95% 1:3, por 24 horas. Posteriormente o material foi conservado em etanol a

95%, em frasco identificado.
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Figura 7. Inflorescéncia jovem de Tradescantia pallida.

Durante o periodo de amostragem foram coletados dados de temperatura maxima, média e
minima, umidade relativa do ar e precipitagdo pluviométrica, obtidos a partir de uma torre

meteoroldgica localizada no Centro Experimental Aramar.

Contagem de micronucleos - Para a preparacao das laminas para contagem dos micronucleos foi
empregado o protocolo estabelecido por Ma (1983) para os clones hibridos de Tradescantia,

descrito detalhadamente no capitulo 1.

Analise de acimulo foliar - A andlise do acumulo foliar foi realizada em amostras
compostas por folhas provenientes dos canteiros padronizados, instalados proximos aos lavadores
de gases. Apds o periodo de um ano de exposicao in situ, todas as folhas disponiveis nos canteiros
foram coletadas e compuseram uma amostra mista na qual se analisou a concentragdo de fluoreto e

uranio. Como salientado anteriormente, sdo essas as principais substancias possiveis de serem
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liberadas no processo de enriquecimento de uranio, caso o lavador de gases ndo opere com a

eficiéncia esperada.

Determinacido de fluoreto - O fluoreto foi determinado por potenciometria com eletrodo ion-
seletivo, método utilizado para determinagdo de fluoreto em vegetacdo (Lodge Jr. 1989), como

descrito a seguir.

Preparagdo prévia da amostra: cerca de 100 g de folhas picadas foram secas em estufa com
circulagdo forgada a 80-100°C, por no minimo 24 horas. O material seco foi picado em

multiprocessador e armazenado em frasco plastico.

Andlise: 0,5 g do material seco armazenado foi pesado em balanga analitica e depositado em
frasco plastico de boca larga de 50 mL. Em seguida pipetou-se 25 mL de 4cido perclorico 0,1 N e
tampou-se o frasco. A solugdo foi agitada em placa agitadora com barra magnética por 20 minutos e
posteriormente colocada em repouso por quatro horas a temperatura ambiente. Apds este tempo,
pipetou-se outros 25 mL de 4cido perclorico 0,1 N buscando com isso limpar as paredes do frasco.
A determinagdo da concentracdo de fluoreto foi feita com eletrodo ion-seletivo sem a necessidade
de retirar o material vegetal presente no frasco. O aparelho foi previamente calibrado com dois

padrdes de 0,10 e 1,00 mg L™ de F obtendo-se leitura em mg L™

Determinacido de urinio - O restante das folhas secas foi transformado em por meio de
calcinagdo e foi enviado ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), onde se
determinou a concentracdo de urdnio empregando-se o método de andlise por ativagdo com
néutrons (AAN) (Saiki et al. 2003, Sumita et al. 2004). Tal andlise foi realizada pela

pesquisadora Dra. Mitiko Saiki.
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A andlise por ativagdo com néutrons (AAN) ¢ um método de grande precisdo e
confiabilidade, capaz de determinar concentra¢des de elementos quimicos na ordem de partes por
bilhdo (ppb) ou menores. E baseada na medida da radiagdo gama induzida na amostra pela
irradiacdo com néutrons. Quando um néutron interage com um nucleo alvo por meio de uma colisdo
inelastica, forma-se um nucleo composto em um estado altamente excitado. Este nucleo pode perder
sua energia por varios processos de desintegracdo, que duram intervalos da ordem de 10-16 a 10-
14s s. Esses processos normalmente envolvem emissdo de particulas, ou os chamados raios gama
prontos, na maioria dos casos, o novo nucleo formado ¢ radioativo e ird decair, emitindo raios
gama. O método consiste na medida dos raios gama caracteristicos para identificacdo do elemento

uranio e determinagao de seu teor (FCFUSP 2008).

Analise estatistica - Todos os dados foram submetidos a analises estatisticas, utilizando o programa
de estatistica BioEstat versdo 2.0. Para identificar as variagdes significativas de cada local de
exposi¢do, comparados com o ponto controle e a variagdo ao longo dos meses, foi usada a analise

de variancia Kruskal-Wallis.

Resultados e Discussao

Condicoes ambientais durante o periodo de amostragem — Os dados climaticos coletados
durante o periodo de amostragem estdo apresentados na tabela 1.

As condicdes climaticas verificadas durante o periodo de amostragens foram tipicas da
regido da area de estudo. A umidade relativa variou entre 17 e 97 %. Os valores de temperatura -
maxima, minima e média - foram de 35 °C, 4 °C e 19 °C (média das médias), respectivamente. A

temperatura mais elevada foi observada no més de setembro de 2003, chegando a atingir 35 °C. No
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inverno, as menores temperaturas foram observadas nos meses de junho e agosto de 2004, com
valores de 4 °C. Os menores indices de precipitacdo pluviométrica foram observados nos meses de
setembro de 2003, junho, julho e agosto de 2004, com valores de 34, 33, 26 ¢ 3 mm,
respectivamente. Os meses de novembro e dezembro de 2003 e janeiro, fevereiro e maio de 2004

foram os mais chuvosos, com precipitagdes de 154, 103, 350, 112 e 113 mm, respectivamente.

Tabela 1. Valores maximos, minimos ¢ médios mensais de temperatura e umidade relativa do ar e

valor total mensal de precipitagdo pluviométrica.

Precipitacdo
Data de Temperatura (°C) Umidade relativa do ar (%) pluviométrica
Amostragem  Maxima Minima Média Mixima Minima Média (mm)

Setembro/2003 35 7 19 96 18 68 34
Outubro/2003 34 7 11 97 17 59 94
Novembro/2003 34 11 21 94 17 71 154
Dezembro/2003 34 16 23 97 36 75 103
Janeiro/2004 32 15 22 96 36 77 350
Fevereiro/2004 32 15 22 94 32 72 112
Marg¢o/2004 32 12 21 94 34 74 85

Abril/2004 30 10 21 94 30 76 94
Maio/2004 30 6 17 95 35 78 113
Junho/2004 26 4 15 96 31 78 33

Julho/2004 27 6 16 97 35 78 26
Agosto/2004 30 4 17 96 18 69 3

Também foram anotados valores de temperatura (maxima, minima e média diaria), umidade
relativa do ar média diaria e precipitagdo pluviométrica total diaria para os dias que antecederam a

data de coleta das inflorescéncias, comegando a partir do sexto dia de antecedéncia. Esse periodo
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foi escolhido com base em outros estudos de biomonitoramento realizados pelo grupo no qual este

projeto esta inserido (M. Domingos — comunicacao pessoal). Os dados sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Dados climaticos diarios obtidos a partir do sexto dia que antecedeu as datas das coletas

de inflorescéncias.

Umidade  Precipitagao

Més de Dias Temperatura (°C) relativa do  pluviométrica
coleta antecedentes ~ Mdéxima Minima M¢édia ar (%) (mm)
6 17 12 14 77 0,2
5 15 11 13 74 0
4 21 10 15 73 0
Setembro/2003 3 21 11 15 77 0,8
2 25 7 16 71 0
1 23 11 16 71 0
coleta 24 10 16 66 0
6 23 17 20 76 0
5 31 16 22 68 0
4 32 16 24 61 0
Outubro/2003 3 33 18 26 51 0
2 24 19 20 87 18.2
1 20 17 18 87 6.4
coleta 27 16 20 80 34.8
6 29 18 23 76 0
5 31 20 24 74 0
) 4 28 19 23 73 0
Janeiro/2004 3 27 17 1 66 0
2 27 17 21 61 0
1 29 15 21 65 0
coleta 28 18 22 68 0
6 24 20 22 87 5,6
5 29 20 24 80 0.4
) 4 32 18 23 78 41,7
Fevereiro/2004 3 30 19 23 75 0,5
2 30 19 24 70 0
1 31 19 24 70 0
coleta 30 20 24 73 0
6 24 18 21 76 0.0
5 22 18 20 80 3.6
4 27 16 22 72 0.0
Margo/2004 3 28 15 21 75 7.9
2 28 16 22 70 0.8
1 30 15 22 74 0.0
coleta 30 17 23 69 0.0
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Tabela 2 (continuagao).

Umidade  Precipitagao

Més de Dias Temperatura (°C) relativa do  pluviométrica
coleta antecedentes ~ Mdéxima Minima M¢édia ar (%) (mm)
6 27 15 20 72 0.0
5 28 15 21 70 0.0
) 4 29 13 21 71 0.3
Abril2004 3 30 15 22 69 0.0
2 25 20 22 82 3.6
1 28 17 22 77 0.3
coleta 28 18 22 81 13.0
6 17 9 14 74 1.5
5 18 6 11 77 0.3
4 19 9 13 73 0.0
Junho/2004 3 23 10 16 72 0.0
2 25 13 17 82 254
1 19 13 15 88 7.6
coleta 23 12 17 78 0.5
6 26 14 19 78 0
5 26 12 18 78 0
4 26 12 18 79 0
3 26 11 17 81 0
Julho/2004 ) 27 10 17 78 0
1 26 12 18 78 0
coleta 22 13 18 86 0
6 25 15 19 72 0
5 30 11 19 71 0
4 25 13 18 77 0
3 20 15 18 79 0
Agosto/2004 2 21 15 18 87 3.0
1 26 13 19 66 0
coleta 28 8 18 60 0

De acordo com CETESB (2006), informagdes meteoroldgicas e climatoldgicas devem ser
consideradas nos estudos da polui¢do atmosférica, uma vez que esses fatores sdo de grande
importancia para a dispersao dos poluentes e por isso sempre devem ser considerados em estudos
ambientais. Além disso, dados relativos ao clima do local podem fornecer explicagdes a respeito

do comportamento das plantas.
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Bioensaio Trad-MCN - A tabela 3 mostra a freqiiéncia mensal de microntcleos em inflorescéncias
de Tradescantia pallida e os respectivos desvios-padrdo em cada local de exposicdo. A figura 8
apresenta a comparagdo entre as medianas das freqiiéncias de micronucleos, obtidas ao longo do
periodo de estudo, nos locais de exposi¢do e no ponto controle.

Nos meses de setembro e outubro de 2003 e agosto de 2004, ndo foi verificada diferenca
significativa (P > 0,05) entre os locais de exposi¢do, inclusive o ponto controle. Nos meses de
janeiro e fevereiro de 2004 foi obsrvada diferenca significativa entre o ponto controle e os locais de
exposicdo (P < 0,05), que ndo diferiram entre si. No més de margo de 2004, somente as
inflorescéncias cultivadas no canteiro do LG-LEI apresentaram freqiiéncia média de MCN
significativamente menor que o ponto controle e os demais locais de exposi¢do. No més de abril de
2004, as plantas coletadas nos canteiros do LG-LEI e do LG-LABMAT apresentaram resultados
significativamente menores que as plantas cultivadas no ponto controle e nas floreiras dispostas no
LARE. No més de junho de 2004 ndo houve coleta nos canteiros do LG-LEI e do LG-LABMAT
devido a auséncia de inflorescéncias na idade apropriada para o teste de micronucleo e a freqiiéncia
média de micronucleo verificada nas plantas do LARE foi significativamente menor que nas plantas
do ponto controle. No més de julho de 2004, as plantas expostas no canteiro do LG-LABMAT
apresentaram freqiiéncia de micronucleos significativamente inferiores a dos demais locais. As
variagdes verificadas nas freqiiéncias de micronucleos obtidas em inflorescéncias de 7. pallida nao
apresentaram nenhum padrdo que pudesse caracterizar os diferentes locais de exposig¢do. Segundo
Ma (1983), isso acontece devido ao fato de que o teste de micronucleo com 7Tradescantia tem um

carater generalista de indicacdo de riscos genotoxicos.
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Tabela 3. Comparacdo entre as freqiiéncias médias de micronucleos (%) obtidas para cada local de

exposi¢ao, ao longo do periodo de estudo.

Locais de exposicao

Data da coleta Controle LARE LG-LEI LG-LABMAT
Setembro/2003 4,73 + 1,50 3,58 +2,61° 5294392 3,02 +2,32°
Outubro/2003 0,23 + 0,28" * 0,37+0,38"  0,30+0,31°
Janeiro/2004  127+1,54*  026+027°  0,26+027°  0,15+0,16°
Fevereiro/2004 3,53 +1,29*°  551+2,03° 566+1,31"> 6,80+0,58"
Margo/2004 587 +1,50°  520+223*  0,90+0,69° 5,50+ 3,37
Abril/2004 543+ 181"  9,65+4,13*  0,16+0,24°  0,82+1,53"
Junho/2004 5,06+ 1,35 2,10+ 0,99° * *
Julho/2004 587+236°  6,70+£233"  6,53+149*  330+0,00°
Agosto/2004 530+ 1,82°  4,67+125  736+4,17° 6,01 +1,76"

As médias de cada local de exposicdao, indicadas com letras distintas, diferem entre si
significativamente, no respectivo més, com P < 0,05 pela anélise de varidncia Kruskal-Wallis. Nos
meses ausentes na tabela ndo houve coleta. * Nao houve coleta neste local no respectivo més.
LARE. Laboratorio Radioecologico; LG-LEIL lavador de gases do Laboratério de enriquecimento

Isotopico; LG-LABMAT. lavador de gases do Laboratério de Materiais Nucleares.

Cabe destacar que as inflorescéncias coletadas no ponto controle, em alguns periodos,
apresentaram maior freqliéncia de micronucleos do que aquelas coletadas nos ambientes testados.
Tal fato ocorreu nos meses de janeiro, margo € junho de 2004. Considerando que o ponto controle ¢
seguramente muito pouco atingido pelos contaminantes potencialmente presentes nas proximidades
dos laboratorios testados, a maior freqiiéncia de micronucleos deve ser atribuida a outros fatores,

possivelmente fatores climaticos, ou mesmo a fatores intrinsicos das plantas. Klumpp et al. (2001)
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salientam que os fatores climaticos podem interferir na absor¢do de poluentes pela planta, o que
confirma a importancia dos mesmos nas respostas dos vegetais frente a ambiente. Savdia (2007)
informa que os fatores climaticos podem ser considerados fatores de confusdo e quando se pretende
delimitar sua influéncia na resposta bioindicadora, estes devem ser minimizados ao maximo. No
presente trabalho buscou-se minimizar a variagdo entre os canteiros, uma vez que se utilizou o
mesmo substrato, a disponibilidade hidrica por meio de regas realizadas nos mesmos dias e 0s
cuidados nutricionais, adubando-se as plantas nos mesmos periodos; porém, por se tratar de
condi¢des de campo, outros fatores, como intensidade luminosa, temperatura, vento ndo puderam
ser controlados, o que mostra que experimentos em condi¢des controladas como aqueles descritos
no capitulo 1 podem ser mais efetivos no estabelecimento da genotoxicidade dos agentes testados
empregando-se o Trad-MCN.

Com relagdo a variacdo sazonal das freqiiéncias de micronucleos para cada local de
exposicdo, as menores freqiiéncias em todos os locais (ponto controle, LARE, LG-LEI e LG-
LABMAT) foram observadas nos meses de outubro de 2003 e janeiro de 2004 (tabela 3).

Em outubro de 2003, a temperatura média mensal foi de 11 °C, porém nos dias que
antecederam a coleta de inflorescéncias houve um aumento na temperatura, chegando a 33 °C, trés
dias antes da coleta. No dia da amostragem a temperatura maxima foi de 27 °C e a média do dia foi
de 20 °C. A semana da coleta também apresentou alto indice de precipitacdo pluviométrica, com
valores de 18,2 e 6,4 mm de chuva a partir dos dois dias que antecederam a coleta e 34,8 mm de
chuva no dia. Como conseqiiéncia da precipitacao pluviométrica, a umidade relativa do ar também
apresentou elevacdo, atigindo 87 % dois dias antes da coleta e 80 % no dia da amostragem.

Em janeiro, que ¢ um més bastante quente e chuvoso, a temperatura média mensal foi de
22°C, chegando a 31 °C a cinco dias da coleta e 28 °C no dia da coleta. A precipitacao

pluviométrica mensal foi de 350 mm. Apesar grande quantidade de chuva ocorrida em todo o més,
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na semana da coleta ndo choveu. Porém a umidade relativa do ar permaneceu elevada, chegando a
76 % a seis dias da coleta e 68 % no dia da coleta (tabelas 1 e 2 e figura 8).

Na maioria dos demais meses de coleta, as freqiiéncias de micronucleos foram
significativamente mais altas em todos os locais de exposi¢do. Porém, nos meses de marco de 2004
no ponto LG-LEI e em abril de 2004 nesse mesmo ponto € no ponto LG-LABMAT, as freqiiéncias
de micronucleos foram baixas, inferiores a 1,0 %, como se deu em outubro de 2003 e janeiro de
2004 (tabela 3). Esses meses também apresentaram temperatura média elevada, bem como
ocorréncia de chuva, mantendo a umidade relativa do ar média em torno de 75%.

Os valores de freqiiéncia de micronticleos obtidos tanto no ponto controle, como nos locais
de exposic¢do, apesar de ndo indicarem um padrao de variagdo, foram, na sua maioria, superiores aos
observados em exposic¢des in situ de T. pallida em locais poluidos, descritos em trabalhos realizados
com a mesma planta, como os de Guimardes (2003), Luiz et al. (2005), Silva (2005) e Savoia
(2007). Esse resultado pode indicar existéncia de fatores de estresses ambientais na area de estudo,
capazes de induzir a formacdo de micronucleo e também pode indicar que o cultivo das plantas e

procedimento de exposi¢ao foram inadequados.
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Figura 8. Comparagdo da freqiiéncia de MCN ao longo do periodo de estudo, nos locais de
exposicao e no ponto controle. Os meses indicados com letras diferentes em cada local de exposi¢ao
diferem entre si significativamente (P < 0,05). A. ponto controle; B. LARE — Laboratdrio
Radioecologico; C. LG-LEI — lavador de gases do Laboratorio de Enriquecimento Isotopico; D.

LG-LABMAT - lavador de gases do Laboratorio de Materiais Nucleares.

Pelo fato dos bioindicadores interagirem com diferentes fatores abidticos e ndo somente com
0os contaminantes existentes na atmosfera, seu uso ndo ¢ capaz de substituir os métodos
convencionais de monitoramento da qualidade do ar. Porém, sdo ferramentas fUteis para o
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conhecimento dos efeitos danosos do ambiente como um todo (Arndt & Schweizer 1991, Klumpp
et al. 2001, Savéia 2007).

As variagdes das freqiiéncias de microntcleos observadas em cada local de exposicao,
sinaliza para a necessidade de estudos mais aprofundados para padronizar os métodos de cultivo e
exposicdo, a fim de minimizar a influéncia dos fatores abidticos nas respostas das plantas como

discutido por Klumpp et al. (2001).

Analise de aciimulo foliar — As concentracdes médias de fluoreto e urdnio nas folhas de 7. pallida
amostradas nos locais de exposicao in situ ao final do periodo de amostragem sdo apresentadas na
figura 9. Embora esses elementos sejam considerados toxicos para algumas plantas, no presente
estudo, nas concentragdes encontradas, provavelmente ndo foram agentes indutores de
micronucleos nas plantas de 7. pallida analisadas. Segundo Savéia (2007), a planta pode ter
mecanismos de tolerancia capazes de diminuir a toxicidade desses elementos. Assim, a ocorréncia
de danos nos cromossomos pode acontecer somente a partir de um certo nivel de actimulo,
provavelmente acima do nivel observado neste estudo.

O acumulo de fluoreto, de maneira geral, foi bem maior do que o acimulo de uranio, porém,
as concentragdes verificadas sdo baixas, quando comparadas com as obtidas em estudos com
plantas acumuladoras deste elemento, tais como Lolium multiflorum, Psidium guajava e Tibouchina
pulchra (Klumpp et al. 1996, Domingos et al. 2003, Furlan et al. 2007).

As concentragdes médias de uranio presentes em 7. pallida proporcionaram um mapeamento
espacial da ocorréncia desse elemento na area de estudo. As concentragdes verificadas no ponto
controle foram menores que as verificadas nos pontos LG-LEI e LG-LABMAT, onde ocorrem fases
do processo de enriquecimento de uranio. No LARE nao foi observada variagdo significativa em
relagdo ao controle, o que se justifica, uma vez que nesse local ndo ha atividades relacionadas ao

processo de enriquecimento de uranio.
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Figura 9. Concentragdes médias de fluoreto e uranio obtidas em amostras de folhas de Tradescantia

pallida dos locais de exposi¢io in situ. A. concentragio de fluoreto (ug F g); B. concentracio de

urénio (ng U g™).
Conclusoes

Os resultados do bioensaio Trad-MCN com Tradescantia pallida mostraram uma
irregularidade na frequéncia de microntcleos verificados nos grupos de inflorescéncias coletadas
nos locais de exposicdo ao longo do periodo de estudo, fornecendo resultados confusos, que
possivelmente foram influenciados pelas condi¢des climaticas do local. Assim, o biomonitoramento
in situ realizado neste trabalho mostrou-se ineficiente para avaliacdo do potencial genotdxico dos
contaminantes potencialmente emitidos pelas fontes presentes no CEA. Dessa forma, o
biomonitoramento in situ com Tradescantia pallida, por meio do bioensaio Trad-MCN deve ser
aperfeigoado, padronizando e controlando as condi¢des de cultivo, para que seja uma ferramenta
auxiliar eficaz para o controle ambiental.

Embora o Trad-MCN nao tenha se mostrado eficiente para ser usado como atividade de
rotina no biomonitoramento in situ no CEA, a planta Tradescantia pallida mostrou seu potencial

acumulador para os elementos analisados. Em relacdo ao uranio, foi possivel mapear a presenca
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desse elemento que se mostrou em concentragdes muito baixas no ponto controle e maiores nos

laboratérios onde o mesmo ¢ processado.
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DISCUSSAO GERAL

Os mecanismos que levam a formagdo de micronucleos envolvem tanto quebras
cromossOmicas (clastogénese), quanto perdas anafésicas (aneugénese), de modo que o uso do Trad-
MCN propicia a deteccdo da acdo de agentes clastogénicos e aneugénicos, sendo, como destacado
por Ma et al. (1994), confidvel para avaliar genotoxicidade de diferentes agentes. O teste, contudo,
apresenta limitacdes por ndo revelar a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos como translocagdes
e inversoes (Ma 1981).

Os resultados dos ensaios laboratoriais realizados no presente estudo demonstraram que o
bioensaio Trad-MCN com Tradescantia pallida é uma ferramenta eficaz para estudos experimentais
em ambiente controlado, uma vez que foi possivel detectar o potencial genotoxico de contaminantes
gasosos e da radiacdo ionizante no Centro Experimental Aramar. As exposi¢des realizadas em
situagdes experimentais indicaram que a planta respondeu a genotoxicidade da amonia, do acido
fluoridrico e da radiagdo ionizante gama, porém as respostas aos efluentes liquidos provenientes dos
lavadores de gases ndo foram tao conclusivas.

As freqliéncias médias de microntcleos encontradas nos tratamentos tanto com o 4cido
fluoridrico quanto com amonia foram similares aos resultados obtidos em ensaios com formas
liquidas e gasosas de pesticidas (dimetoato, atrazina, simazina e dicamba) descritos por Mohammed

& Ma (1999), que indicaram alta genotoxicidade desses compostos.

As baixas taxas de exposi¢do de radiagdo gama, as quais as inflorescéncias foram
submetidas nesse ensaio, foram suficientes para induzir a formag¢do de microntcleos em niveis
considerados de alta genotoxicidade, apresentando relagdo dose-resposta significativa. O efeito
genotoxico da radiagdo ionizante também foi reportado por Minouflet ez al. (2005), que utilizou o

bioensaio Trad-MCN para avaliar a genotoxicidade de baixas doses emitidas pelo '*'Cs. Neste
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experimento, o teste Trad-MCN foi considerado mais sensivel que o Trad-SH e o Vicia-MCN para
baixas doses de radiagdo ionizante (Minouflet et al. 2005). Segundo Carvalho (2005), a cultivar
popular Tradescantia pallida ¢ igualmente sensivel a baixas doses de radiacdo quanto o clone 4430
e a resposta a baixos niveis de radiagdo obtida pelo teste Trad-MCN, raramente ¢ obtida com outros

ensaios bioldgicos.

Diferentemente de alguns estudos recentes, com plantas cultivadas in situ, em vasos ou em
canteiros no local de estudo (Guimardes 2003, Leal et al. 2005, Luiz et al. 2005, Silva 2005,
Solenska et al. 2006, Savoéia 2007), o modelo de monitoramento adotado neste trabalho, utilizando
o bioensaio Trad-MCN, com a T. pallida ndo se mostrou adequado, indicando que possivelmente
fatores abioticos, além da contaminagdo atmosférica, podem ter interferido nos resultados. As
exposicdes realizadas em campo apresentaram resultados confusos e poucos conclusivos. As
variagdes verificadas nas freqiiéncias de micronucleos obtidas em inflorescéncias de 7. pallida nao
apresentaram nenhum padrdo que pudesse caracterizar os diferentes locais de exposi¢do. Segundo
Ma (1983), isso acontece devido ao fato de que o teste de micronucleo com 7Tradescantia tem um
carater generalista de indicacdo de riscos genotoxicos.

O ponto controle que, em tese, seria o local isento de contaminantes, apresentou em alguns
periodos, freqiiéncia de micronucleos, quando ndo semelhante, até significativamente maior que as
dos demais locais de exposi¢do; tal fato somado as diferencas significativas na freqiiéncia de
micronucleos observadas entre os locais de exposi¢cdo levam a crer que alguns fatores tais como:
fatores climaticos, diferencas no estagio de desenvolvimento da planta, na exposicdo da planta ou
alguma condi¢do propria do local possam ter influenciado a formag¢do de micronticleos. Fatores
climaticos também podem ter interferido na absor¢ao de poluentes pela planta (Klumpp et al. 2001).
Como os estudos foram conduzidos em condi¢des de campo, ndo foi possivel controlar as varidveis

ambientais e isso dificultou a interpretacdo dos resultados. Os fatores climaticos podem ser
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considerados fatores de confusdo e quando se pretende delimitar sua influéncia na resposta
bioindicadora devem ser minimizados ao maximo (Savdia 2007).

Com relagdo a variagdo sazonal, respostas semelhantes foram observadas nos meses de
outubro de 2003 e janeiro de 2004, quando foram encontradas as menores freqiiéncias de
micronucleos em todos os locais de exposi¢do. Os dias que antecederam as coletas nesses meses,
apresentaram alto indice pluviométrico, altas temperaturas e altos valores de umidade relativa do ar.

Petric (2001 apud Silva 2005), em um estudo realizado na cidade de Salvador-BA, avaliou a
freqiiéncia de micronucleos em quatro areas desta cidade durante um periodo de estiagem
(dezembro, janeiro e fevereiro) e um periodo chuvoso (julho, agosto e setembro) e também
constatou menores freqiiéncias no periodo chuvoso, com indices pluviométricos mais altos quando
comparados aos demais periodos.

Na maioria dos demais meses de coleta, as freqiiéncias de micronucleos foram
significativamente mais altas em todos os locais de exposi¢do. Os valores de freqiiéncia de
micronucleos obtidos tanto no ponto controle, como nos locais de exposi¢do, apesar de nao
indicarem um padrdo de variagdo, foram, na sua maioria, superiores aos observados em exposi¢oes
in situ de T. pallida em locais poluidos, descritos em trabalhos recentes, como os de Guimaraes
(2003), Luiz et al. (2005), Silva (2005) e Savoia (2007).

Os resultados das andlises de uranio nos tecidos das plantas, obtidos para o ponto controle e
para os pontos de exposicdo proporcionaram um mapeamento espacial da ocorréncia desse

elemento na area de estudo.
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CONCLUSAO GERAL

Com base nos resultados conclui-se:

e O bioensaio Trad-MCN mostrou que os efluentes liquidos provenientes dos lavadores de
gases apresentaram baixa genotoxicidade. As concentra¢des de fluoreto e uranio, sob pH
alcalino, foram insuficientes para promover alteragdes significantes na freqiiéncia de

micronucleos.

e O teste para controle positivo também ndo diferiu significativamente dos grupos
experimentais e do controle negativo, isso sugere que o modo de aplicagao utilizado para

o controle positivo ndo foi apropriado para a metodologia adotada neste ensaio.

e Os gases provenientes do processo de enriquecimento de urdnio considerados criticos -
amonia e &cido fluoridrico - apresentaram alto potencial genotoxico quando testados em

ensaios laboratoriais, em sistemas controlados.

e As baixas taxas de exposicdo a radiacdo gama emitidas pelo minério de urdnio
apresentaram alta genotoxicidade. Isso mostra que o bioensaio Trad-MCN ¢ uma

ferramenta eficaz para avaliagdo do potencial genotoxico de radiagdes ionizantes.

e Os resultados obtidos indicaram que 7. pallida ¢ um bioindicador sensivel aos
contaminantes testados em sistemas controlados e pode ser usada para monitoramento

ambiental in vitro dos contaminantes aéreos na area de estudo.

e Nas exposicdes in situ, os resultados do bioensaio mostraram uma irregularidade na
freqiiéncia de micronacleos formados nos grupos de inflorescéncias coletadas nos

diferentes locais de exposicao, ao longo do periodo de estudo.
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O biomonitoramento in situ com Tradescantia pallida, por meio do bioensaio Trad-
MCN aplicado neste trabalho, mostrou-se ineficiente para avaliagdo do potencial

genotoxico da poluicdo aérea.

Tradescantia pallida apresentou baixas concentragdes dos ions fluoreto e uranio em suas
folhas. Ainda assim, os resultados do urdnio forneceram respostas expressivas para cada

local de exposigao.

Diante dos resultados gerais, conclui-se que o Trad-MCN com Tradescantia pallida
oferece um sistema facilmente executavel e sensivel para estudos de toxicidade genética.
Porém, ¢ mais eficaz quando realizado em situagdes experimentais em ambiente

controlado.
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RESUMO GERAL

O biomonitoramento da contaminagdo atmosférica constitui importante procedimento para adogao
de medidas de controle ambiental. Ensaios bioldgicos tém sido bastante empregados para avaliar
agentes genotoxicos presentes no ambiente. Entre o bioensaios com plantas, o Trad-MCN tem sido
extensivamente usado no monitoramento ambiental por sua eficdcia na deteccdo de danos
cromossdmicos em preparacdes citologicas de facil execugdo. O presente estudo objetivou avaliar,
pelo bioensaio Trad-MCN, a genotoxicidade dos elementos testados, bem como a possibilidade de
utilizar a espécie Tradescantia pallida em monitoramento in situ. Para tanto foram realizados
ensaios laboratoriais, exposigdes in situ e analises de acimulo foliar. Nos ensaios laboratoriais os
elementos testados foram os efluentes liquidos provenientes de lavadores de gases, amonia e acido
fluoridrico, bem como a radiagdo ionizante gama, considerados representativos das atividades
desenvolvidas no local. As exposi¢des in situ foram executadas com mudas de 7. pallida cultivadas
em canteiros ou floreiras, estabelecidos proximos as fontes de emissao atmosférica. O bioensaio foi
realizado de acordo com protocolo ja consagrado. As freqiiéncias de microntcleos foram
comparadas fazendo uso da andlise de variancia Kruskal-Wallis. Os resultados obtidos indicaram
que os ensaios experimentais, em condi¢des controladas, foram validos e que a 7. pallida ¢ um
bioindicador sensivel para os contaminantes testados e também ¢ capaz de acumular
discriminadamente o uranio. Porém, o modelo de biomonitoramento in situ adotado nao foi
adequado, provavelmente devido a forte influencia de fatores ambientais sobre a planta.

Palavras-chave: bioensaio, biomonitoramento, micronucleos, Trad-MCN
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GENERAL ABSTRACT

The biomonitoring of the atmospheric contamination constitutes important procedure for adoption
of environmental control measures. Biological assays have been employed to evaluate genotoxics
agents in the atmosphere. Among the bioassays using plants, the Trad-MCN has been used
extensively in environmental monitoring owing to its efficacity in the detection of chromosomic
damages in cytological preparations of easy execution. In this study, we investigated the viability of
use of Trad-MCN with Tradescantia pallida cv. Purpurea to determine the genotoxity of
contaminants from the Experimental Center Aramar (CEA), in Iper6 — SP. We tested the hypothesis
that 7. pallida can be used in the routine biomonitoring activities in CEA. The tested agents were
liquid eflluents from gas washing, gaseous ammonia and hydrogen fluoride, as well as the ionizant
radiation, considered representative of the activities developed in this place. The assays for those
elements were performed in the laboratory, under controlled conditions. Also we analysed the leaf
acumulation capacity of 7. pallida. The plants were also exposed in situ, in flower-beds or
flowerpots, established close to the sources of atmospheric emission. The bioassay was developed
according to the usual protocol. The micronucleus frequencies were compared using variance
analysis Kruskal-Wallis. The obtained results indicated that the experiment in controlled conditions
were valid and and that 7. pallida is a sensitive bioindicator for the tested pollutants. Even so, the in
situ biomonitoring model adopted was not adapted.

Key words: bioassay, biomonitoring, micronucleus, Trad-MCN
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