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Resumo. O proposito deste trabalho foi avaliar o potencial de risco mutagénico dos poluentes provenientes da
exaustdo de um motor diesel por meio da contagem de eventos mutagénicos surgidos em inflorescéncias do clone
KU-20 de Tradescantia apos exposi¢do de curta duragdo. Nos experimentos, a exaustdo do motor Diesel foi diluida
com ar atmosférico de modo a atingirem concentragoes tipicas de uma atmosfera poluida (50, 100 e 150 ppm de CO).
Obtidos estes niveis de diluicdo, as inflorescéncias foram expostas a esta mistura de poluentes por duas horas
respectivamente, e, monitorada por meio de um analisador de gas Horiba. Para se avaliar o efeito mutagénico, foi
feita uma comparacdo das inflorescéncias ndo expostas aos poluentes (grupo 1), com as inflorescéncias expostas aos
poluentes (grupos 2, 3 e 4). Andlises estatisticas mostraram que a frequéncia média de mutagées do grupo 1 foi
significativamente mais baixa do que aquela dos grupos 3 e 4, porém foi similar a do grupo 2. Por sua vez, os grupos
3 e 4 apresentaram um aumento percentual nas mutagoes em torno de 70 % em relagdo o controle. Os resultados
indicaram que as emissdes provenientes da exaustdo do motor a diesel desempenham um papel significativo no
desenvolvimento de mutagées..
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1. Introducao

A variedade de substancias langadas na atmosfera ¢ muito grande e freqiientemente os veiculos automotores sdo os
principais emissores de poluentes, nas cidades, com forte participagdo daqueles que utilizam motores diesel. Essa
emissdo ¢ composta principalmente por gases como mondxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogénio (NOy),
hidrocarbonetos totais (THC), 6xidos de enxofre (SOy), € material particulado (MP) (CETESB 2004).

De acordo com D’Amato et al. (1994), os poluentes gasosos de origem veicular lesam os tecidos epiteliais,
tornando-os mais sensiveis as infec¢des além de atuarem como irritantes das vias aéreas. Os produtos de combustio
tipicos de motor diesel mostraram associacdes com a mortalidade por cancer de pulmio (Abbey et al. 1999) e, segundo
a Ageéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer (IARC 1989) sdo potencialmente carcinogénicos aos seres
humanos. O efeito carcinogénico da exposicdo a estes gases ocorre principalmente devido a inalacdo de material
particulado, pois é na sua superficie que sdo adsorvidos os compostos policiclicos aromaticos (HPAs), considerados
mutagéneos e carcinégenos (Huising et al. 1978).

Medidas fisico-quimicas podem ser utilizadas para fornecer dados sobre a qualidade do ar, porém nao podem ser
usados para se prever os riscos aos quais os seres vivos estdo sujeitos.

O acompanhamento de reagdes mostradas por determinados seres vivos na presenga de poluentes atmosféricos,
metodologia denominada biomonitoramento, tem sido uma ferramenta util e importante no fornecimento de
informagoes rapidas e seguras quanto aos efeitos antropogénicos no meio ambiente e, ainda, para prever os riscos de
danos aos ecossistemas naturais e a satide dos seres vivos expostas aos poluentes. Além disso, estes organismos
bioindicadores reagem aos poluentes e a outros fatores ambientais de maneira integrada, tornando a medida da
qualidade do ar mais realista sob o ponto de vista biologico (Flores 1987, Arndt & Schweiger 1991).

Espécies vegetais, por serem mais sensiveis a polui¢do que os animais, tém sido muito usadas como bioindicadoras
em programas de biomonitoramento da qualidade do ar. Dentre as principais caracteristicas que fazem com que as
espécies vegetais sejam bons bioindicadores, pode-se salientar: a capacidade de diferenciar ¢ descrever mudancas
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ambientais, relevancia ecologica, facilidade de cultivo, capacidade de responder aos estimulos ambientais rapidamente,
entre outros (Arndt & Schweiger 1991).

Batalha et al. (1999) prepararam solugdes com amostras de MP obtidas do ar do centro de Sdo Paulo ¢ incubaram
inflorescéncias de Tradescantia pallida e verificaram que houve um aumento significativo na freqiiéncia de
micronucleos em célula mées de graos de polens (bioensaio Trad-MCN) na medida em que as solugdes tornavam-se
mais concentradas.

Ha bioensaios bem padronizados com clones de plantas do género Tradescantia em que sdo utilizadas quebras
cromossomicas em células mie de griaos de pdlen e eventos mutagénicos em pelos estaminais, denominados como
bioensaios Trad-MCN e Trad-SH respectivamente. Para o segundo caso, os riscos mutagénicos sdo indicados pela
mudanga de cor das células.

Esses bioensaios podem ser considerados indicadores gerais de contaminagdo, por ndo responderem de maneira
especifica a certos poluentes atmosféricos. Porém, além de serem muito sensiveis, j4 mostrando reagcdes em baixos
niveis de contaminacdo ambiental, e rapidamente responderem aos agentes genotoxicos, foram padronizados para
plantas geneticamente uniformes (clones), o que proporciona redugdes na variabilidade das respostas e,
conseqiientemente, uma interpretacdo mais segura dos resultados. Sdo ainda de facil execugdo, uma vez que ndo ha
necessidade de uso de infra-estrutura complexa de laboratério, além de serem bastante versateis podendo ser utilizados
para delimitagdo do potencial genotoxico de agentes presentes no ar, agua e solo.

Em vista desse cenario, o objetivo deste estudo é empregar o bioensaio Trad-SH para avaliar o risco mutagénico de
doses agudas de gases provenientes da exaustdo de motor diesel.

2. Materiais e Métodos

A planta bioindicadora utilizada nos experimentos foi o clone KU-20 de Tradescantia (Fig. 1), desenvolvida na
universidade de Kyoto-Japao (Ichikawa 1984). Sua origem exata ¢ desconhecida, contudo, apresenta parte das
caracteristicas de T. Ohiensis parecendo originar-se de um hibrido entre essa espécie e uma outra ndo determinada
(Ichikawa 1992). Para este trabalho as primeiras mudas foram cedidas pela Faculdade de Medicina da USP-SP, as quais
foram cultivadas nos canteiros do NETeF da Escola de Engenharia de Sdo Carlos (EESC).

Figura 1. Clone KU-20 da Tradescantia.

Nos ensaios, as inflorescéncias do clone KU-20 de Tradescantia foram expostas as emissoes resultantes da
exaustdo do motor diesel (Fig. 2), em diferentes dilui¢des, por 2 horas.

Para se obter as diluigdes desejadas, os gases do motor foram misturados com ar atmosférico, através de um
misturador de gases fabricado no proprio NETeF (Fig. 2), cuja vazio foi ajustada por valvulas manuais. Estabelecido o
ajuste, a mistura era continuamente conferida por um analisador de gas especifico para CO (HORIBA ENDA 1400,
modelo VIA-510 — Fig. 3).

Foram estabelecidos quatro grupos experimentais conforme descrito abaixo:

Grupo um (controle): inflorescéncias colhidas no canteiro do NETeF, inseridas na cdmara por duas horas, porém
nao submetidas a exaustio do motor.

Grupo dois: inflorescéncias intoxicadas com as emissdes da exaustdo do motor diluidas com ar atmosférico. A
diluigdo foi feita com base na concentragdo de CO, que ficou em torno de 50 ppm.

Grupo trés: Semelhante ao grupo dois, porém a dilui¢ao foi feita com base na concentra¢do de CO, fixada em torno
de 100 ppm.



Proceedings of ENCIT 2006 -- ABCM, Curitiba, Brazil, Dec. 5-8, 2006, Paper CIT06-1062

Grupo quatro: Semelhante ao grupo dois, porém com concentracdo de 150 ppm. Os experimentos foram feitos no
periodo de maio a novembro de 2004.

Apos a intoxicagdo, as inflorescéncias foram retiradas das cdmaras e mantidas em um becker com agua sob um
sistema de aeragdo, por aproximadamente trés dias. Durante este periodo e diariamente, a medida que as flores se
abriam, estas eram coletadas e analisadas quanto ao niimero de eventos de mutacdo nos pélos estaminais. As coletas e
analises eram feitas no periodo matutino, quando as flores estavam abertas.

Figura 4. Analisadores de gases (HORIBA).
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Para se fazer a leitura ao microscopio foi feito o seguinte procedimento:

1- Primeiramente os seis estames de cada flor foram colocados lado a lado sobre uma lamina e, sobre cada estame
acrescentou-se uma gota de agua;

2- Em seguida, os pélos estaminais foram alinhados manualmente com uma pinga de modo a facilitar sua
visualizagdo.

3- Apobs o procedimento anterior, os pélos estaminais foram observados sob microscopio estercoscopico marca
ZEISS, modelo Stemi 2000-C acoplado com camara AxioCam marca ZEISS modelo MRRC.

4- Apos a contagem, foi feita uma estimativa do numero de eventos de mutagéo por 1000 pélos estaminais.

Todo esse procedimento, desde a exposi¢do até a contagem de mutagdes em pélos estaminais de Tradescantia, é
referido comumente na literatura como bioensaio Trad-SH e esta descrito em detalhes em Oliveira (2005).

Na Fig. 5 € apresentada a cdmara usada para a intoxicagdo das plantas com os poluentes gasosos. As mesmas foram
montadas com recipientes plasticos fechados com tampa rosquedvel com dois orificios, sendo um para entrada e outro
para saida dos gases. estas cAmaras possuem as seguintes dimensdes: 12 cm de didmetro, 19 cm de altura, conferindo

um volume de 1,8 litros.

Figura 5. Camara contendo as inflorescéncias da KU — 20.

Para a determinacdo das diferencas entre a freqiiéncia de mutacdes entre os grupos foi feita inicialmente a
adequagdo do modelo estatistico. Os dados originados nos testes, por apresentarem igualdade de variancia e distribui¢ao
normal, foram avaliados por analise de variancia, seguida por analise de compara¢des multiplas (teste de Duncam), para
verificar se houve diferengas significativas entre as freqiiéncias de mutagdes observadas nos grupos experimentais.

3. Resultados e discussoes

Embora tenha sido usada a concentracdo de monoxido de carbono como parametro para monitorar a simulagao de
uma atmosfera poluida, a exaustdo dos motores diesel contém outros poluentes, por isso, ndo somente as concentragdes
de CO foram medidas, mas também as de THC e SO,.

As concentragdes de CO, THC e SO, nas emissdes do motor diesel, diluidas com base na concentragdo de 100 ppm
de CO, sdo mostradas na Fig. 6. Nota-se que a emissdo de THC variou entre 50 e 120 ppm, estabelecendo-se um valor
médio em torno de 60 ppm, enquanto que a emissdo de SO2 ficou constante em torno de 75 ppm.

Os resultados dos bioensaios indicam que a exaustdo do motor diesel diluida para alcangar a concentragdo de 50
ppm de CO, ndo promoveu um aumento significativo de muta¢des em inflorescéncias do clone KU-20. Entretanto, para
valores de 100 e 150 ppm os resultados apontaram um aumento nas freqiiéncias de mutagdes (Fig. 7).

Cabe ressaltar que as plantas das quais foram retiradas as inflorescéncias, tanto para o controle quanto para a
exposicao a exaustdo do motor, encontravam-se num local onde ha um fluxo consideravel de veiculos. Isto pode indicar
certa aclimatag@o ao ambiente poluido, diminuindo a capacidade de resposta das plantas. Observa-se, entretanto, que a
concentra¢do de CO no local onde as plantas sdo cultivados estd em torno de 8 ppm, média de 24 horas de aquisi¢ao e
que o transito neste local ¢ majoritariamente de veiculos leves, com pouca presenca de motores diesel.

Nota-se que os resultados apresentados pelos Grupos trés ¢ quatro indicam que, na atmosfera contendo mais do que
100 ppm de CO o indice de mutagdo aparentemente atingiu um limite maximo de alteragdes no material genético. Estes
dados mostram que pode haver uma limitagdo no emprego do bioensaio como feito neste estudo, com perda progressiva
e assintdtica de sensibilidade na resposta. A exploragdo mais detalhada da faixa de concentrag@o até 100 ppm, associada
ao uso de diferentes tempos de ensaio pode mostrar onde o método ¢ mais efetivo.

As inflorescéncias expostas a 100 ppm ¢ 150 ppm de CO apresentaram um aumento percentual nas mutagdes em
torno de 70% em relagdo ao grupo controle. Nestas emissdes encontram-se, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
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(HPAs) e outros compostos organicos, além dos 6xidos de enxofre, que sdo conhecidos como agentes mutagénicos e
carcinogénicos.

400
: | [
€| |—°
(0]
(7]
(]
()]
3
S 200-
o
W
g |
< ~ N
& 100 AL, \AW&ZXV)VVAAW&‘
[&]
c
o} 4
O
0

T T T T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Tempo (min)

Figura 6. Concentracdo dos gases CO, THC e SO, obtidos na dilui¢ao da exaustao do motor
a diesel para 100 ppm de mondxido de carbono.
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Figura 7. Freqiiéncia de mutacdes nos pélos estaminais do clone KU-20 submetidos a exaustdo de motor a diesel
aspirado de 2.0 L de deslocamento volumétrico.

Neste trabalho verificou-se que o bioensaio Trad-SH se mostrou eficiente para o biomonitoramento de
contaminagdo aguda da exaustdo dos motores diesel. Contudo, como esse nivel de contaminagdo n3o ocorre
freqiientemente no meio urbano, sendo a exposigdo cronica a situagdo mais proxima da realidade, ¢ interessante estudar
respostas mutagénicas nos pélos estaminais de inflorescéncias do clone KU-20 e estabelecer as relagdes entre doses
cronicas de exposicdo, ou seja, a baixas concentra¢des por um periodo maior de tempo.Além do mais, sdo necessarios
também estudos adicionais para se determinar quais sdo precisamente os componentes da exaustdo do motor diesel,
responsaveis pelas mutagoes.

No entanto, o bioensaio Trad-SH com o clone KU-20 de Tradescantia mostrou-se capaz de reconhecer, embora
aparentemente de forma ndo linear, os diferentes niveis de concentragdo dos poluentes provenientes do motor. Esses
resultados mostram que a exaustdo do motor diesel ¢ significativa no desenvolvimento de mutacdes. Portanto, é
interessante o uso desse bioensaio para se avaliar o potencial de riscos mutagénicos aos organismos vivos expostos a
exaustdo dos veiculos automotores, bem como para avaliar alguns aspectos da qualidade do ar sem o uso de
equipamentos de alto custo. Pode ainda ser empregado para monitorar areas de grande extensio.
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4. Conclusoes

A exaustdo do motor diesel teve um papel significativo no desenvolvimento de mutagdes, quando diluida para
alcangar concentragdo de CO iguais ou acima de 100 ppm (Grupo 3 e 4). No tratamento em que as inflorescéncias
foram submetidas a emissdo mais diluida (50 ppm de CO), ndo houve acréscimo estatisticamente significativo das
mutagdes em pelos estaminais. Porém, a emissdo mais concentrada (150 ppm de CO) ndo promoveu um acréscimo
adicional na freqiiéncia de mutacdo em relagdo ao que ja havia sido observada para o Grupo 3. Os testes mostraram que
as emissdes do motor Diesel causam aumento no nimero de mutagdes de organismos vivos submetidos a eles. Testes
comparativos com outros combustiveis podem revelar-se importantes em uma avaliagdo mais completa dos impactos
ambientais provocados pelo uso dos transportes. A metodologia foi adequada ao trabalho proposto e serve como
parametros para a realizagdo de outros trabalhos nesta linha de pesquisa, abrindo assim um leque de oportunidades para
novas pesquisas. O bioensaio Trad-SH com flores estaminais do clone KU-20 mostrou-se eficiente para avaliacdo do
potencial de risco mutagénico dos poluentes gerados na exaustao do motor diesel.
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Abstract

This work is aimed at evaluating the mutagenic potential of the emission from a diesel engine using the
Tradescantia stamen hair assay. Experimentally, the inflorescence of the KU-20 clones was kept for 2h under a
simulated urban polluted atmosphere, obtained by mixing the emission from a diesel engine and atmospheric air.
The CO concentration in the simulated atmosphere was monitored using a gas analyzer. The mutagenic effects of
the atmosphere were analyzed by comparing a group of non-exposed control inflorescence (group one) to
inflorescences kept under polluted atmospheres containing 50, 100 and 150 ppm of CO (groups two, three and
four). The frequency of mutations observed in the inflorescences from group two was slightly higher than that
observed in the group one. In the groups three and four, however, the frequency of mutations was significantly
higher than that exhibited by the control group. The latter suggests that the emission from a diesel engine plays an
important role in the development of plants mutation, especially for atmospheres containing more than 100 ppm of
CO.

Keywords: Air Pollution, Diesel Engine, Organic Pollutants and Mutagenicity.



