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Apresentacao

A Colegdo Estudos Ambientais, organizada pela Editora Colab, reline obras voltadas
para a divulgacado de resultados de pesquisas cientificas relacionadas a tematica ambiental,
seguindo a perspectiva da interdisciplinaridade e da atuacdo multiprofissional. Assim, as
contribuicdes recebidas e reunidas em cada volume da Colecao Estudos Ambientais incluem
conteldos voltados para a Legislagdo, Monitoramento e Gestdo Ambiental, de maneira a
oferecer informacbes a diversos grupos de interesse, como estudantes e professores
universitarios, engenheiros, administradores, gestores, consultores e agentes publicos.

Seguindo esse direcionamento, a Editora Colab, orgulhosamente, apresenta a obra
'BIOMONITORAMENTO DE AMBIENTES IMPACTADOS POR POLUENTES’, segundo volume da
Colecao Estudos Ambientais. Nesse livro, publicado no formato e-book, os sanitaristas Andrei
Barbassa Oliveira, Erica Prado Domingues e Lorrany Marins Mota, juntamento com o biélogo
Boscolli Barbosa Pereira divulgam os resultados de pesquisas empiricas em que foram
avaliados os impactos da poluicdo atmosférica proveniente do trafego veicular sobre
indicadores bioldgicos. Os achados sugerem que o emprego de bioindicadores é viavel para

o (bio) monitoramento dos efeitos da contaminacdo ambiental em modelos biologicos,

incluindo os préprios seres humanos.
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RESUMO: A poluicdo atmosférica de origem veicular contribui para o desequilibrio ambiental,
diminuindo a biodiversidade e interferindo, consequentemente, na salde humana. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a sensibilidade de liquens da espécie Canoparmelia sp. para realizacdo de estudos
de monitoramento da qualidade do ar. Trata-se de um estudo tipo caso-controle realizado na cidade
de Uberlandia - MG, utilizando 70 arvores para realizar as analises da cobertura liquénica, divididas em
trés areas, sendo uma de controle, distante de fontes poluentes (rodovias), e duas de monitoramento,
proximas as rodovias e expostas aos poluentes. Foi identificada a tendéncia de que quanto mais
proximas as amostras estiveram das fontes poluentes emissoras de SO, e quanto maior o fluxo de
veiculos movidos a diesel, mais acumularam enxofre em seus tecidos. Além disso, a taxa de cobertura
liquénica foi menor nas arvores amostradas nas proximidades das fontes poluidoras.

Palavras-chaves: Bioacumulagdo. Liquens. Qualidade do ar. Diéxido de Enxofre.
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INTRODUCAO

As atividades humanas tém impactado severamente sobre o equilibrio do meio
ambiente, o que tem gerado perdas significativas de biodiversidade, principalmente
em ecossistemas sensiveis (ROTAP, 2012; DISE et al., 2011).

Com o crescimento populacional e industrial e consequente aumento da frota
veicular, a poluicdo atmosférica acentuou-se principalmente em areas urbanas devido
as emissdes de compostos poluentes (SAMSUDIN et al.,, 2012).

Diversos compostos quimicos, organicos e inorganicos sao responsaveis pela
degradagao do ar atmosférico (GODINHO et al., 2008; ARYA, 1999; LARSEN et al.,
2007). Diversos poluentes téxicos como ozdnio (O3), material particulado (MP) e
dioxido de enxofre (SO2) sao emitidos no ar a cada ano, sendo que as principais fontes
responsaveis sao as atividades industriais e o trafego veicular (VARDAR et al., 2013).

Os veiculos pesados, como Onibus, caminhdes e algumas caminhonetes sdo
movidos por 6leo diesel, um combustivel composto por SO, em concentracao de 1%
ou mais no Brasil. Esse poluente é emitido principalmente durante a exaustdo veicular,
em seu estado gasoso original, podendo, além disso, formar compostos secundarios,
como sulfatos de metais e acido sulfdrico, sendo assim, um importante agente
danoso do meio ambiente (FAIZ; WEAVEN; WALSH, 1996) e potencialmente
prejudicial a saide humana por causar, dentre outros agravos, asma, enfisema e

bronquite.
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E essencial monitorar a qualidade do ar atmosférico, pois isso interfere
diretamente em questdes relevantes em nossa sociedade, como qualidade de vida e
qualidade ambiental.

Diversos estudos demonstraram a importancia de se estabelecer indicadores
de monitoramento da qualidade do ar em complemento as variaveis fisico-quimicas,
fazendo uso de agentes bioldgicos, os chamados biomonitores (KORTE, 2010; FOAN
et al, 2010; NALL FRANCINI LORENZINI, 2006; VAN HERK, C. M.; MATHIJSSEN-
SPIEKMAN, E. A. M.; DE ZWART, D., 2003).

As principais pesquisas realizadas tém usado plantas, como T7radescantia
pallida (Pereira; Junior e Morelli, 2012) e liquens, como Pseudevernia furfuracea
(VARDAR et al,, 2013) e Parmelia spp. (SEED et al., 2013), o que tem contribuido com
analises ambientais e possibilitando a preservagdo ambiental e a minimizacao de
riscos relacionados a saude humana.

Adicionalmente as informacdes fornecidas por indicadores fisico-quimicos de
qualidade do ar, o uso de liquens bioindicadores é incentivado devido ao contato
com as fontes poluidoras, reduzindo, assim, as incertezas experimentais obtidas
apenas com ensaios fisico-quimicos (NIMIS; PURVIS, 2002; WELLBURN, 1994).

Os efeitos da poluicao atmosférica em liquens sao registrados desde o século
XVII (Nash, 2008), representando a principal ferramenta para esse segmento de
monitoramento ambiental (NIMIS; SCHEIDEGGER e Wolseley, 2002; WELLBURN, 1994;
WOLTERBEEK et al., 2003). Tais organismos, segundo Knops; Nash (1996), refletem o

acumulo de substancias quimicas no ar pelo mecanismo de bioacumulacao.
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Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
sensibilidade de liquens da espécie Canoparmelia sp. para serem utilizados como
monitores dos efeitos da poluicdo atmosférica, quanto aos niveis de SO, em
Uberlandia-MG, cidade do sudeste brasileiro que tem a segunda maior frota veicular
do estado de Minas Gerais, contribuindo para a producao de informagdes voltadas

para a area de Saude Ambiental.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

Uberlandia é a segunda cidade mais populosa de Minas Gerais segundo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), com populagdo de
aproximadamente 604 mil habitantes (IBGE, 2010). Possui clima tropical de altitude,
com temperatura média de 22,3°C, sem sofrer grandes oscilagdes durante o ano,
salvo por variagdes de umidade abaixo de 20% no inverno (INPE/CPTEC, 2011).

De acordo com o Departamento Nacional de Transito (DENATRAN, 2017),
Uberlandia tem uma frota veicular total de 444.362, sendo a segunda maior do estado
de Minas Gerais. Além da grande frota de veiculos da propria cidade, Uberlandia, por
ser o maior polo atacadista da América Latina, € rota de trafego de veiculos pesados
de todo o pais.

A figura 1 mostra as areas escolhidas para o presente estudo.
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Foram escolhidas trés areas, com diferentes niveis de intensidade de trafego
veicular, para realizagdo do estudo na cidade de Uberlandia, sendo que a primeira
(Latitude: -18.961709; Longitude: -48.355811) foi denominada area de 'referéncia’,
sendo uma area de chacaras distante do fluxo de veiculos pesados da rodovia mais
proxima (MG-497); a segunda (Latitude: -18.9400372; Longitude: -48.310935),
chamada de ‘monitoramento 1, que é uma area préxima (menos de 200 metros) da
rodovia (MG-497) com fluxo médio de veiculos pesados e a terceira (Latitude: -
18.90455; Longitude: -48.23268); ainda foi denominada ‘'monitoramento 2’ uma area
proxima a outra rodovia (BR-050), com intenso trafego de veiculos pesados e

emissores de SO».

Figura 1. Pontos de Monitoramento e Referéncia avaliados no estudo.

1 - Area de Referéncia
2 — Monitoramento 1

3 — Monitoramento 2

Uberlandia ‘ g

Localizagdo de pontos de
amostragem

Sistema de Coordenadas
Geograficas Datum: SIRGAS 2000

Fontes: OpenStreet Maps
Elab. Oliveira, A. B.
Org.: Oliveira, A. B.

2017
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Material biologico

Foram avaliados liquens da espécie Canoparmelia sp., que é cosmopolita, com
centro de especiacdo nas Américas e no continente Africano. Liquens dessa espécie
apresentam talo folioso adnato ao substrato, com rizinas simples que chegam até as
margens dos lobos ou lacinios; geralmente apresenta cor cinza claro, com lobos
maculados, e com face inferior de castanho a negra, sendo liquens menores quando

comparados a maioria dos outros géneros de Parmeliaceae (Elix 1994).

Desenho do estudo

Foi realizado levantamento de liquens do tipo folhoso, da espécie
Canoparmelia sp., presentes em arvores da espécie Mangifera indica (mangueira),
durante a estacao seca, avaliando os parametros (i) cobertura de liquens em secdes
do caule das arvores e (ii) teor de enxofre em amostras de liquens coletados apds
determinagdo da cobertura liquénica em trinta arvores do local de referéncia e vinte

arvores de cada area monitorada.

Cobertura liquénica

A cobertura dos liquens foi medida na superficie do caule das arvores utilizadas
no estudo, tanto nas areas de monitoramento, como na area de referéncia, utilizando
uma rede com 100 quadrantes (5 cm cada) para auxiliar na determinagao percentual

da cobertura.
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As medicbes foram realizadas a altura de 1.5m do solo, conforme
recomendado por Pereira, Junior e Morelli (2013). Também foi aferida a circunferéncia

das arvores, de modo a garantir que tivessem, no minimo, 50cm de diametro.

Determinacao do teor de enxofre

A avaliacao do teor de enxofre acumulado foi realizada em amostras de
liquens, cujas arvores apresentavam cobertura liquénica superior a 1%. Para
determinagdo da concentracdo de enxofre nas amostras foi empregado o método
proposto por Gonzalez e Pignata (1994), que consiste na adicao de 5mL de solucao
saturada de Mg (NOs)2 a 500mg de cada amostra de liquen, seguida de aquecimento
em forno por 30 minutos a temperatura de 500°C. Em seguida, foi realizada
suspensao das cinzas em HCl 6M filtrado. A solugdo obtida foi mantida sob fervura
por 3 minutos e, em seguida, teve seu volume ajustado para 50mL, adicionando-se
agua destilada. A quantidade de SO%~ na solucéo foi determinada pelo método de
suspensao acida com cloreto de bario e o teor de enxofre em cada amostra de liquen

foi expresso em mg/g de massa seca.

Analise estatistica

Para qualificar a sensibilidade da espécie liquénica como potencial
biomonitora, os parametros avaliados foram comparados entre as areas avaliadas por
meio de Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey (p<0.05), para

realizacdo de comparacdes multiplas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na figura 2, a cobertura liquénica variou
nominalmente entre os locais de monitoramento e referéncia. Contudo, considerando
os resultados da analise estatistica, as arvores avaliadas na area de monitoramento 1
ndo apresentaram cobertura liquénica significativamente menor que a area de
referéncia. Ainda de acordo com o apresentado na figura 1, a drea de monitoramento
2 continha arvores com cobertura liquénica significativamente menor que a area de
referéncia, e as areas de monitoramento ndo diferiram estatisticamente entre si

quanto a cobertura de liquens em suas arvores.

Figura 2. Percentual de cobertura liquénica em sec¢des de caules de Mangifera indica
por area de biomonitoramento.

10 a

9

Cobertura Liquénica (%)
93]

4
) b
i 1

Referéncia Monitoramento 1 Monitoramento 2

Nota. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre as areas (ANOVA, F= 5.300 ; p<0.05).
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Figura 3. Teor de enxofre em amostras de liquens por area de biomonitoramento.

10

[S] (ME/8 massa seca)

a

0 ]

Referéncia Monitoramento 1 Monitoramento 2

Nota. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre as areas (ANOVA, Tukey; F= 141.95;

p<0.05).

Os resultados mostrados na figura 3 apontam para duas evidéncias possiveis,
sendo a primeira a tendéncia de que em locais proximos as rodovias, as arvores
apresentam pouca cobertura de liquens e, em locais afastados da influéncia do
trafego de veiculos (area de referéncia), a cobertura liquénica é maior. A outra
evidéncia é a de que, para uma avaliagdo mais precisa da sensibilidade da espécie de
liquen avaliada, quanto ao parametro de cobertura, € necessario realizar outros
estudos, aumentando o gradiente de areas avaliadas, de acordo com a variabilidade
do fluxo de veiculos, e também aumentando o nimero de arvores avaliadas em cada

area, ampliando, assim, o poder amostral.




capituLo 1| Bioacumulacao de enxofre em Canoparmelia sp.

Quanto ao parametro de determinacao do teor de enxofre, a concentracao
desse poluente nas amostras de liquens coletadas foi estatisticamente diferente entre
as areas de estudo.

Comparando os locais de monitoramento e referéncia, pudemos observar uma
significativa variacdo em até 1.5mg/g de enxofre por massa seca entre as respectivas
amostras, revelando que areas com menor exposicdo aos poluentes apresentaram,
respectivamente, menor quantidade de enxofre nas amostras coletadas.

Em outros estudos que envolvem biomonitoramento da qualidade do ar
atmosférico, liquens sdao amplamente utilizados, como visto nos estudos de Samsudin
et al, 2012 e Seed et al., 2013.

Esses organismos sao indicados para a realizagdo de biomonitoramento
devido ao seu mecanismo de obtengdo de nutrientes, o qual ocorre pela atmosfera,
e nao por raizes, garantindo que a poluicao atmosférica seja a principal via de
contaminacao.

Liquens possuem a capacidade de absorver substancias toxicas como didxido
de enxofre (SO2) e compostos de nitrogénio (NOz), o que tem feito eles serem
considerados organismos viaveis para realizacdo de estudos de monitoramento da
qualidade do ar (Blett, T.; L. Geiser, E. Porter, 2003).

Ou seja, devido ao sua capacidade de bioacumular substancias agressivas, tém
sido utilizados em estudos como ferramenta de determinacdao da qualidade

ambiental.
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CONCLUSAO

O trabalho evidenciou que os biomarcadores de acumulacao de enxofre em
liquens foliosos do género Canoparmelia, presentes em Mangifera indica, sdo
sensiveis aos diferentes niveis de poluicdo atmosférica nas condi¢des monitoradas.
Entretanto, é necessaria a continuacdo do estudo, com maior nimero amostral, a fim

de confirmar ou refutar as evidéncias obtidas.
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RESUMO: Trabalhadores em diversos ambientes profissionais sdo expostos aos poluentes. Vendedores
de rua (ambulantes) estdo expostos a um ambiente urbano de elevado trdfego e aos poluentes
atmosféricos, que incluem substancias genotodxicas emitidas pelos veiculos automotores. Estes
trabalhadores podem nao estar plenamente conscientes da natureza dessa exposicao, das concentraces
de poluentes a que estdo expostos, dos riscos associados e das maneiras para se proteger contra os efeitos
desses xenobioticos. O objetivo deste estudo de biomonitoramento destinou-se a determinar os efeitos
genotodxicos da exposicdo a poluicdo do ar, avaliando a associacdo entre as frequéncias de micronucleos
(MN) e células binucleadas (BN) em células da mucosa oral esfoliada de vendedores ambulantes e
individuos controle na cidade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil e as condi¢cdes de exposicdo,
considerando a influéncia de variaveis individuais. Dados deste estudo mostraram que os vendedores
ambulantes exibiram maior frequéncia de células MN, em comparacdo com os individuos controle. Além
disso, uma andlise de regressdo multipla revelou que ndo houve nenhuma relagéo significativa entre a
frequéncia de MN e varidveis como indice de massa corporal, idade e tabagismo e/ou etilismo. Estes
resultados sugeriram que a exposicdo a altas concentracdes de particulas em suspensdo por longos
periodos diarios pode ser uma das causas mais importantes para a genotoxicidade em células orais
esfoliadas de vendedores ambulantes.

Palavras-chaves: Micronucleos; Material particulado; Saide Ambiental.
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INTRODUCAO

A exposicdo humana as areas urbanas de trafego intenso, caracterizadas por
substancias genotoxicas emitidas dos motores de combustdo interna utilizados em
Onibus, caminhdes e carros, esta correlacionada com a ocorréncia de muitos problemas
de saude, incluindo cancer, doencgas cardiovasculares e respiratorias (MARIANI et al.,
2009; GARCIA, 2013; CHANG et al., 2015).

Alguns tipos de trabalhadores estdo diretamente expostos aos agentes
genotoxicos no meio ambiente. Exposicoes de longo prazo tém sido estudadas para
avaliar os riscos genotoxicos das ocupacdes e trabalhos relacionados ao trafego intenso,
como no comércio de rua (BENBRAHIM-TALLAAET al., 2012; HALLARE et al., 2009).

Os métodos de monitoramento que utilizam biomarcadores genéticos tém sido
usados para avaliar o impacto da exposicao ambiental e ocupacional na saude de
trabalhadores expostos aos poluentes provenientes do trafego de veiculos automotores,
principalmente material particulado (VIEGAS et al., 2013).

A fracao fina de material particulado (fracdo em massa de particulas com diametro
aerodinamico inferior a 2,5 um), que é designada como MP, s tem sido sugerida como
indicador ambiental para as avaliagdes de riscos a salde humana, uma vez que pode
transportar metais, compostos organicos e secundarios, como nitratos e acidos

organicos (MARCONI et al., 2007; RUFO et al., 2015 ,STOJIC et al.,, 2016).
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A avaliagdo da frequéncia de células micronucleadas (MN) e binucleadas (BN) é
amplamente utilizada como biomarcador de exposicdo aos poluentes genotdxicos, ja
que indicam divisao celular anormal. A presenca dessas anormalidades em esfregagos
de tecidos epiteliais pode indicar a exposicdo a um ambiente genotdxico e caracterizar
risco potencial para o desenvolvimento de cancer (ZHANG et al., 2015).

Neste estudo, buscamos determinar a frequéncia de MN e BN em células de
mucosa oral esfoliadas de vendedores ambulantes e grupos de controle na cidade de
Uberlandia, que € considerada como uma das cidades de maior frota do Brasil. Buscamos
comparar a sensibilidade desses biomarcadores genéticos e entender a relagao entre a
frequéncia de anormalidades nucleares nas células do epitélio oral, condi¢bes de

exposicao e variaveis individuais.

METODOLOGIA

Local de estudo

O local de estudo foi Uberlandia, municipio localizado na regido do Triangulo
Mineiro, no estado de Minas Gerais, sendo esse o segundo estado com maior frota de
veiculos do Brasil, apenas atras do estado de Sao Paulo, de acordo com o IBGE (2016). A

populacao estimada da cidade de Uberlandia em 2017 é de 676.613 (IBGE, 2016).
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Individuos

A amostra do estudo foi composta por 24 vendedores ambulantes (individuos
trabalhando por pelo menos um ano em area urbana de trafego intenso) e 24 individuos
controle (individuos que trabalham e vivem longe da area urbana de trafego intenso) da
cidade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Todos os voluntarios prestaram o seu consentimento e responderam a um
guestionario estruturado que incluiu questdes relacionadas com caracteristicas
demograficas, tabagismo, uso de alcool, ocupagao e histérico médico.

Individuos menores de 18 anos; individuos com lesbes na cavidade oral ou
alteracdes da mucosa; individuos com piercing na lingua, labios ou bochechas, e
individuos com preenchimento de amalgama foram excluidos do estudo. Também foi
certificado que todos os individuos nao foram expostos a radiacao X por 12 meses antes
da amostragem, ndo trabalhou com compostos cancerigenos conhecidos e ndo usou
medidas de protecdao em seus trabalhos.

O estudo foi realizado conforme os padrdes éticos da Declaragao de Helsinki de
1964. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética de pesquisa da FUCAMP sob o

numero 1.599.783.
Preparacoes citologicas

Os individuos foram convidados a enxaguar a boca com agua e a mucosa oral foi

esfoliada suavemente com uma haste flexivel de algodao.
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As amostras foram preservadas em 5 ml de solugdo salina (NaCl 0,9%) até o
momento das preparacdes citoldgicas.

As células das solucdes salinas foram submetidas a centrifugacao durante cinco
minutos a 1500 rpm. A amostra foi espalhada numa lamina de vidro para microscopia,
fixada em solucdao de metanol: acido acético (3:1) durante dez minutos e seca ao ar, a
temperatura ambiente. As laminas secas foram coradas com solucdo Giemsa (4%),
diluida em tampao de fosfato (pH 8,0), durante dez minutos. Apds a coloragao, as
laminas foram enxaguadas em agua destilada e secas ao ar livre.

A analise citologica foi feita sob microscopia de luz (aumento de 1.000 x) e a
frequéncia de MN e BN foi investigada em um total de 1.000 células de cada individuo,

de acordo com os critérios propostos por Tolbert et al. (1992).

Amostras de MP25 no ar

As amostras da fracao fina de MP,s encontradas no ar foram medidas por meio
de um amostrador portatil de particulas.

Os dados foram coletadosnos enderecos ocupacionais e residenciais declarados
no questionario, de acordo com Wang et al. (2006), para determinar a concentracao
média de MP,sem 24 horas.

Brevemente, a amostragem foi realizada em oito dias consecutivos (dias de
trabalho e finais de semana) durante a esta¢do seca, de 8 a 15 de junho de 2016.

Os filtros de quartzo do amostrador, pré-aquecidos (450 ° C durante 4 h) para

remover a potencial contaminagao organica, foram mantidos em condic¢des controladas
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de temperatura (25 ° C) e umidade relativa (50%) para o tempo de monitoramento (24h).

Os filtros ndo expostos foram utilizados para monitorar a contaminacao de fundo.

Analise estatistica

As diferencas nas caracteristicas demograficas entre vendedores ambulantes e o
grupo controle foram avaliadas pelo teste t-Student para as varidveis continuas, tais
como idade, Indice de massa corporal (IMC), a duraco da exposicao a poluicdo do ar e
concentracao de MP,;s. O teste do qui-quadrado foi usado para avaliar as diferencas nas
variaveis categoricas, género e consumo de tabaco/alcool.

Diferencgas nas frequéncias de MN e BN na mucosa oral esfoliada dos vendedores
ambulantes e os grupos de controle que fumavam e/ou consumiam alcool foram
verificadas pelo teste t-Student pareado.

Além disso, uma analise de regressao linear multipla foi realizada para
compreender a relacdo entre as condi¢cdes de exposicao a polui¢do do ar, concentracao
de MP;5 e o periodo diario da exposicao a poluicdo do ar, a frequéncia de micronucleos
em células da mucosa bucal esfoliada e a influéncia de possiveis variaveis de
confundimento, como indice de massa corporal (IMC), idade e tabagismo e/ou ingestao
de alcool em todos os 48 individuos.

A equacao de regressdo foi obtida usando o método Stepwise e, apds o ajuste,
mostrou apenas os fatores que contribuiram significativamente para as variacbes na

frequéncia de micronucleos.
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Para toda analise, o nivel critico de P para a rejeicdo da hipdtese nula foi

considerado como menor que 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as caracteristicas da populacao de estudo mostradas na Tabela 1,
o grupo de vendedores ambulantes e o grupo controle nao diferiram significativamente
em termos de idade e IMC. No entanto, a duragdo da exposicao a poluicao atmosférica
e o nivel de exposicao ao MP,s foram maiores para os vendedores ambulantes em
comparagao com o grupo controle (P <0,001).

Quanto ao consumo de alcool, habito de fumar e género, vendedores ambulantes
e grupos de controle foram escolhidos proporcionalmente.

Os desvios médios e padrao para a frequéncia de MN e BN em células de mucosa
oral de ambos os grupos estudados, em diferentes pares por tabagismo e consumo de
alcool, sdo mostrados na tabela 2.

Nado houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo a ocorréncia de
células BN, mas a frequéncia das células MN foi maior entre os vendedores ambulantes
do que no grupo controle em todos os pares comparados (P <0,001).

A analise de regressao multipla revelou que ndo houve relacao significativa entre
a frequéncia de MN e as variaveis, tais como IMC, idade e tabagismo e/ou consumo de

alcool.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais e de exposi¢cdo dos vendedores ambulantes e do grupo

de controle.
Grupos Controle Vendedores Valor P
(n=24) ambulantes
(n=24)
Idade
32,55 £ 11,11 32,22 £ 10,41 0,7792
(idade, média = DP)
IMC
22,77 + 3,37 22,23 £ 5,13 0,2852*

(kg/m2, média + DP)

Tempo de exposicao a
poluicdo do ar 0,55 + 0,46 9,43 + 2,11 <0,0012*
(horas/dia, média + DP)

MP2,5
4,61 + 1,55 29,22 + 6,78 <0,0012*
(mg/m?3)
Sexo n (%)
Masculino 12 (50) 12 (50) 1,00
Feminino 12 (50) 12 (50) 1,00
Fumantes n (%)
Sim 12 (50) 12 (50) 1,00
Nao 12 (50) 12 (50) 1,00
Uso de Alcool n (%)
Sim 12 (50) 12 (50) 1,00
Nao 12 (50) 12 (50) 1,00

Nota. Teste de Mann Whitney; Teste PX2. * Significativamente diferente em comparacao
com o grupo de controle.
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A andlise de regressdo multipla mostrou que a equacdo matematica que
melhor previu a frequéncia de micronucleos (Y) inclui apenas a duracdo da exposigao
diaria de poluicdo do ar (X1) e a concentracao diaria de MP,s (X2) como variaveis. A

analise é representada pela seguinte equacao:

[log10MN=1.8078 + 0.2726X1 + 0.1184X2, R?=0.87, F=48.51, p<0.0001]

Os dados obtidos a partir da analise de regressao multipla mostraram que as
variaveis X1 e X2 foram responsaveis por 84,12% e 2,69% do coeficiente de
determinacdo (R?), respectivamente, enquanto as variaveis X3 (indice de massa
corporal), X4 (idade), X5 (cigarro/Por dia) e X6 (bebidas/por dia) ndo foram
consideradas na analise da curva de regressdao porque representaram apenas 0,19%
do coeficiente de determinacdo e, conseqiientemente, ndo contribuiram
significativamente para a equacao.

Portanto, 86,81% da frequéncia observada em células da mucosa oral esfoliada

pode ser predita pela combinacao linear das duas primeiras variaveis, como mostrado

graficamente na Figura 1.
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Tabela 2. Frequéncias de MN e BN em células de mucosa oral esfoliadas (por 1.000
células) dos vendedores ambulantes e do grupo controle, pelo tabagismo e

consumo de alcool.

Anormalidades nucleares

Habitos MN BN
(média £ DP/1000 células) (média + DP/1000 células)
Fumantes Etilistas Controle Vendedores Controle Vendedores
Sim Sim 2,33 + 2,08 8,21 + 3,02* 2,00 + 1,50 2,33 + 1,67
Sim N&o 2,06 + 1,67 7,66 + 2.34* 2,33 + 1,67 3,20 + 2,55
Nao Sim 2,33 + 1,88 7,34 + 2,02* 2,51 + 1,33 2,67 + 2,34
Nao N&o 1,67 £ 0,67 7,11 + 3,67* 2,33 + 1,67 2,50 + 1,34

Nota. * P <0,001, significativamente diferente em relacdo ao grupo controle, de acordo
com o teste T Pareado.

FIG. 1. Representacao grafica de superficie da analise de regressao multipla entre a

duragdo da exposicao diaria a poluicdo do ar, a concentragdo diaria de MP2s e a
frequéncia de microndcleos na mucosa oral esfoliada.

log;oMN = 1.8078 + 0.2726X, + 0.1184X, (R*=0.87)
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A presente investigacao considerou a exposicao ambiental e ocupacional e
incluiu o IMC, idade, consumo de alcool e tabagismo para avaliar o seu significado
em ocorréncias de anormalidades nucleares, como células micronucleadas e
binucleadas na mucosa oral em vendedores ambulantes e individuos ndo expostos.

Nao foram encontradas diferengas significativas em relacdo a frequéncia de
células BN entre os dois grupos. Embora tenha sido observada alta frequéncia de
células de BN em varios estudos, como os que avaliaram exposicdo a pesticidas
(MINASI et al., 2011; KHAYAT et al, 2013), indicando defeitos de citoquineses, as
células binucleadas ndo representaram um biomarcador sensivel a avaliagdo da
genotoxicidade do ar no presente estudo.

Por outro lado, o grupo de vendedores ambulantes avaliados apresentou 3-4
vezes o0 numero de células MN em comparagcao com o grupo controle. Além disso, os
trabalhadores foram expostos a altas concentragbes do material particulado por
longos periodos diarios, em comparacao com o grupo controle.

Isto é prova de que os vendedores ambulantes podem estar mais expostos a
substancias clastogénicas e aneugénicas, exauridas de motores de combustao interna
usados em carros, caminhdes e Onibusque contém poluentes, tais como metais
pesados, nitratos e acidos organicos aderidos a material particulado (Pereira et al,

2014), e que sdo conhecidos por induzir efeitos genotoxicos (STOJIC et al., 2016).
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O teste de micronucleos pode ser realizado em células da mucosa oral. Esta
abordagem foi reconhecida como um biomarcador de genotoxicidade facilmente
acessivel, de baixo custo, sensivel, minimamente invasivo e importante devido a
deteccdo de dano cromossOmico. A associacdo de tais danos com o risco de
desenvolvimento de cancer em outros tecidos € considerada, mesmo quando
envolvendo o epitélio oral, para representar uma das principais rotas de introducao
xenobiotica (MATEUCA et al., 2006).

Neste estudo, a analise de regressao multipla mostrou que a frequéncia de MN
era sensivel aos riscos ambientais e de exposicdo ocupacional, mas, de acordo com
os resultados, ndo foram encontradas associac¢des significativas entre a frequéncia de
células MN e idade, IMC e género.

Embora os homens e as pessoas idosas tenham maior frequéncia de MN que
as mulheres e os jovens, respectivamente, de acordo com alguns estudos
(GONSEBATT et al., 1997; PASTOR et al., 2001; GATTAS et al., 2001; OZKUL et al., 1997,
PINTO et al., 2000, FENECH; BONASSL2011), no presente trabalho, a auséncia de
associagdo entre todas essas variaveis pode ser explicada pela proporcionalidade dos
individuos escolhidos.

Apesar de o cigarro e alcool conterem substancias genotoxicas confirmadas
(KAUSAR et al. 2009; ISHIKAWAet al., 2007; SILVA et al., 2013; GUPTA et al., 2012), as
associacoes entre aumento de MN com o tabagismo e o consumo de alcool ndo
foram significativas devido ao baixo nivel de tabagismo e alcool consumido entre os

individuos participantes.
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Segundo Ishikawa et al. (2007) e Haveric et al.,, (2010), sdo necessarios altos
niveis de consumo de alcool e tabagismo por dia para induzir uma elevacao

detectavel da frequéncia de micronucleos nas células da mucosa oral.

CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que a exposi¢ao a poluicao do
ar em areas urbanas de trafego intenso pode induzir um aumento na frequéncia de
MN. Neste contexto, os vendedores ambulantes representam alguns dos muitos
trabalhadores expostos a substancias genotoxicas no ar poluido.

Devemos orientar os trabalhadores sobre o tipo, quantidade e riscos de

exposicao, bem como acerca das medidas de protecdo para reduzir a exposigao a

poluicdo atmosférica urbana.
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RESUMO: Elevados niveis de emissdes de poluentes atmosféricos pelos automodveis tém sido um grande
problema em cidades cujo trafego de veiculos é intenso. Nesse sentido, estudos de biomonitoramento
consistem em avaliar os impactos da poluicdo do ar e analisar uma espécie com potencial de
bioindicacdo e sua resposta ao longo do periodo de observacdo. A utilizacdo de liquens nesses estudos
demonstra-se viavel por apresentar sensibilidade aos poluentes atmosféricos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o teor de enxofre bioacumulado nos tecidos dos liquens do género Usnea ao se realizar o
transplante de liquens de um local livre de poluentes atmosféricos para regides com diferentes fluxos
de veiculos no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Os resultados mostraram que, devido a
sensibilidade do género Usnea, a concentracdo de enxofre nos liquens estava correlacionada com a
intensidade do fluxo de veiculos nos locais onde estiveram expostos durante o periodo de realizacdo do
estudo.
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INTRODUCAO

No que diz respeito a poluigdo atmosférica, a presenca de substancias nocivas
torna o ar prejudicial a salde, podendo causar danos aos organismos expostos
(AMANCIO; NASCIMENTO, 2012). Tais substancias sdo, principalmente, provenientes
das emissdes de veiculos, que sdo um sério problema de contaminagdo nas cidades
(BRAGA et al.,, 2007).

Os principais poluentes atmosféricos procedentes da queima de combustivel
nos veiculos automotores sdo o dioxido de enxofre (SO2), mondxido de carbono (CO),
compostos de nitrogénio (NO,), material particulado e metais pesados (OLIVEIRA;
KUMMROW, 2008; VARDAR et al., 2013).

Apesar da qualidade do ar ser monitorada por analises fisico-quimicas, ha
necessidade de se estabelecer uma complementacao pela utilizacdo de espécies
biomonitoras e bioindicadoras, que possam demonstrar, por meio de seu
biomonitoramento, quais sao as implicacoes das emissdes de poluentes nos seres vivos
(VAN HERK; MATHISSEN-SPIEKMAN; DE ZWART, 2003).

Nesse sentido, estudos de biomonitoramento tém sido empregados para avaliar
os impactos da poluicao atmosférica na saide humana, uma vez que efeitos malignos
podem ser causados como resultado de sua inalagao, em razdo da concentracao de
poluentes resultante das atividades urbanas a qual as pessoas estdao expostas

regularmente, incluindo os poluentes de origem veicular (GARCIA et al., 2013).
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A aplicacdo de liquens como biomonitores se mostra viavel devido a alta
absor¢do de substancias por sua superficie (MALASPINA et al., 2014) e devido a sua
sensibilidade a poluentes atmosféricos (MARTINS KAFFER; LEMOS, 2008), o que
permite a realizacdo de analises quimicas que possibilitam a identificacdo dos
poluentes para biomonitoramento da qualidade do ar.

A principal técnica utilizada para aplicacdo de liquens como biomonitores é a
transplantagdo, também conhecida como translocagao, determinada pela transferéncia
do liquen de um local doador para um receptor, onde sera desenvolvido o estudo
pretendido. A transplantagdo, assim, demostra-se necessaria para a restauragao e
monitoramento da qualidade dos ecossistemas, voltada para a conservacao de
espécies (SMITH, 2014).

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo realizar o
biomonitoramento da qualidade do ar com uma espécie de liquen bioacumuladora de
enxofre, por meio da técnica de transplantacao de uma regiao de referéncia, livre de

poluentes atmosféricos, para regides com diferentes intensidades de trafego de

veiculos em Uberlandia, MG.
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METODOLOGIA

Local de estudo

O local de estudo foi o municipio de Uberlandia, localizado na regido do
Triangulo Mineiro, no estado de Minas Gerais, que apresenta clima local Tropical (Cwa),
segundo a classificacdo climatica de Képpen-Geiger (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON,
2007), caracterizado por verdes chuvosos, ou seja, quentes e Umidos, e invernos com
baixa pluviosidade, frios e secos.

A temperatura média anual na cidade € 21.5 °C e a pluviosidade média anual é
de 1479 mm, distribuida entre os meses de outubro e marco (INPE/CPTEC, 2016).

Os locais de estudo foram quatro pontos com diferentes fluxos de veiculos
distribuidos pelo municipio (Figura 1), sendo eles, a BR-050, uma rodovia com grande
movimentacao diaria de veiculos (18°52'57.9"S, 48°15'53.2"W), o bairro Centro, numa
praca localizada proxima ao Terminal Central, a estacdao de Onibus central do municipio
(18°54'43.1"S, 48°16'35.6"W), o bairro Santa Monica, uma éarea residencial e comercial
(18°55'13.4"S, 48°14'58.7"W) e o bairro Jardim Karaiba, numa reserva ambiental
(18°57'08.5"S, 48°16'45.0"W) e como referéncia foi adotado um local livre de fontes

poluidoras, nas proximidades do municipio de Prata, em Minas Gerais (19°08'17.2"S,

48°46'23.9"W).
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Devido a sensibilidade dos liquens, especialmente daqueles utilizados nesse

estudo, existe uma dificuldade de encontra-los em locais com a presenca de fontes

poluidoras, por isso sua coleta no municipio de Uberlandia, MG, foi inviabilizada, tendo

em vista que este apresentava 439.689 veiculos, em 2016, representando a segunda

maior frota veicular do estado de Minas Gerais (DENATRAN, 2017). Deste modo, os

liquens foram encontrados dentro das delimitacdes do municipio de Prata, numa area

reservada e afastada da area urbana, sem a presenca de potenciais fontes poluidoras.
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de exposicao dos liquens para biomonitoramento da
bioacumulacdo de enxofre no municipio de Uberlandia, Minas Gerais.
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Material biologico e transplante

Para realizacdo do teste de avaliacdo de sensibilidade foram utilizados liquens
do tipo fruticoso, do género Usnea, transplantados do local referéncia, livre de poluicao
atmosférica no municipio de Prata, MG, para regides que apresentavam variados niveis
de circulacdo de veiculos do municipio de Uberlandia, MG.

Os liquens do género Usnea, morfologicamente, apresentam diversas
ramificagdes, o que garante maior superficie de contato com o ar atmosférico e,
consequentemente, com os poluentes. Esta caracteristica € responsavel por garantir a
sensibilidade de liquens desse tipo (SOARES, et al,, 2014).

Para o estudo de biomonitoramento, 5 amostras do total de liquens coletados
no local referéncia foram encaminhadas diretamente para o laboratério, onde
analisou-se o teor de enxofre presente em seus tecidos, e, dos demais liquens
coletados, 5 amostras foram transplantadas para cada um dos seguintes pontos com
diferentes fluxos de veiculos no municipio de Uberlandia: BR-050, bairro Santa Monica
e bairro Jardim Karaiba, sendo que no bairro Centro 10 amostras foram transplantadas
devido a grande extensao da praca.

Cada amostra de liquen foi fixada em uma cortica por goma de trigo e, em
seguida, foram colocadas em arvores e expostas durante trés meses (MALASPINA et
al., 2014), periodo que se iniciou em 17 de novembro de 2016 e finalizou em 19 de
fevereiro de 2017.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a andlises laboratoriais para

avaliacao do teor de enxofre bioacumulado nos tecidos.
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Os dados climatologicos do periodo mencionado foram obtidos no Laboratério
de Climatologia e Recursos Hidricos da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),

Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Determinacao do teor de enxofre bioacumulado

Apds o periodo de translocacdo, os liquens foram submetidos a analises
quimicas para a determinagado do teor de enxofre bioacumulado em seus tecidos. Para
isso, 5mL de solugdo saturada de Mg(NO3s)> foram adicionados a 500mg de cada
amostra de liquen. Subsequentemente, a amostra foi aquecida em forno por 30 min a
500°C. As cinzas foram suspensas em HCl| 6M filtrado. A solugdo obtida foi mantida
sob fervura por 3 min e, em seguida, teve seu volume ajustado para 50mL,
adicionando-se agua destilada. A quantidade de SO3~ na solucao foi determinada pelo
método de suspensao acida com cloreto de bario, de acordo com o descrito por
Gonzalez e Pignata (1994). O teor de enxofre em cada amostra de liquen foi expresso

em mg/g de massa seca.
Analise estatistica
Para comparar as taxas de bioacumulacdo nos diferentes locais, foi utilizada a

Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparacao multipla.

Valores de p<0.001 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 representa as condicbes climaticas em Uberlandia, MG, apés o
transplante do material bioldégico para diferentes regides do municipio. As
caracteristicas climaticas do municipio nao apresentaram grande variagao ao longo dos
meses, sendo que a média de temperatura variou entre 23,9°C e 26,1°C, a de umidade
entre 59% e 62,5%, a de radiacao entre 1.962kJ/m? e 2.041kJ/m? e a média de
precipitacao variou entre 12,8mm e 25,6mm.

De acordo com Hazell e Gustafsson (1999), periodos de muita seca podem
influenciar negativamente o transplante dos liquens, porém, como visto neste estudo,
as condigdes climaticas nao atingiram extremos e se mantiveram médias e constantes

ao longo dos 3 meses.

Tabela 1. Condigdes climaticas mensais durante o periodo de transplante dos liquens em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Temperatura (°C) Umidade (%) Radiagdo (kJ/m?) Precipitacao (mm)

Meses/Ano Meédia Max. Min. Média Max. Min. Média Max. Min. Média Max. Min.

Nov/2016 239 31,7 16,1 59 97 21 2007 4018 354 128 256
Dez/2016 25,2 328 176 625 97 28 1.962 3928 354 256 51,2
Jan/2017 26,1 338 184 62 98 26 2.041 4085 354 156 312

o o o o

Fev/2017 25 321 179 62 98 26 1993 3990 354 239 478

Fonte: Laboratoério de Climatologia e Recursos Hidricos/UFU
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Os liquens expostos na regidao do Centro e na margem da BR0O50 apresentaram
os maiores teores de enxofre bioacumulado em seus tecidos, com média de 1,69 mg/g
e 2,54 de mg/g de massa seca, respectivamente (Tabela 2). Esses locais apresentam
elevado trafego de veiculos pesados, como 6nibus, caminhdes e caminhonetes de
grande porte, o que acarreta em maior concentracao de enxofre presente no meio.

Ainda de acordo com os dados apresentados na Tabela 2, no bairro Santa
Monica, o teor de enxofre bioacumulado nos liquens foi de 0,75 mg/g de massa seca,
pois, por ser uma area comercial e universitaria, com elevado fluxo veicular, serve de
trajeto para diversas pessoas ao longo do dia. No bairro Jardim Karaiba, o teor de
enxofre € igual aquele encontrado no local referéncia do estudo, ou seja, 0,32 mg/g de
massa seca, uma vez que, por ser um local de preservacao ambiental, a presenca de
vegetagao e o reduzido fluxo de veiculos nas proximidades da reserva contribuem para

a menor concentracao de enxofre no meio.

Tabela 2. Teor de enxofre bioacumulado nos tecidos dos liquens, por local de transplante, no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Local Média (mg/g de massa seca) + DP
Local referéncia 0,32 + 0,02a
Jardim Karaiba 0,32 + 0,02a
Santa Monica 0,75 + 0,10b

Centro 1,69 + 0,20c

BRO50 2,54 +1,77d

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significante (ANOVA,
um critério, F=363.9; Tukey, p<0.001)
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Embora nao tenham sido avaliadas as concentracbes de SO nos locais
monitorados, os resultados do presente estudo evidenciam a presenca deste poluente
nos locais de intenso trafego de veiculos, uma vez que os liquens expostos a essas
areas apresentaram maiores teores de enxofre bioacumulado.

Como descrito anteriormente, para a realizacdo da técnica de transplantacao, os
liquens transferidos do local referéncia para as demais localidades foram fixados na
superficie da cortica utilizando-se goma de trigo como substrato. Essa técnica foi
utilizada por ser menos impactante do que retirar a casca da arvore juntamente com
os liquens (SMITH, 2014).

E importante ressaltar que liquens do tipo fruticoso, como os do género Usnea,
sao mais facilmente retirados das arvores, quando comparados a outros tipos de
liqguens, como os crostosos e foliosos, que devido a sua morfologia estao mais aderidos
e fixados nas superficies.

Outra vantagem dos liquens do tipo fruticoso consiste no fato de apresentarem
maior superficie de contato com o ar e, consequentemente, estarem mais expostos aos
poluentes presentes na atmosfera, o que contribui para maior sensibilidade e potencial
desses organismos a bioacumulacao.

Com base nos resultados apresentados, é possivel inferir que a bioacumulacéo
de enxofre nos tecidos dos liquens (Tabela 2) confirma a sensibilidade do género
Usnea, uma vez que o teor do poluente bioacumulado esta correlacionado com a

intensidade do fluxo de veiculos de cada local monitorado.
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Estudos de biomonitoramento também foram avaliados por Pereira, Campos
Junior e Morelli (2013), que verificaram que diferentes niveis de trafego podem ser
detectados por meio do emprego de organismos sensiveis, e por Soares et al (2014),
responsaveis por empregar liquens do género Usnea para avaliacdo da absor¢do de
chumbo numa retificadora de baterias no municipio de Santa Maria, Rio Grande do
Sul, sendo confirmada a presenca do poluente na atmosfera.

Diante da presenga de enxofre na atmosfera confirmada pelo presente estudo
de biomonitoramento, a existéncia de altos niveis deste poluente nas amostras esta
vinculada ao elevado fluxo de veiculos pesados que utilizam diesel como combustivel
nas regioes central e marginal de rodovia.

Dessa forma, o biomonitoramento da contaminacao ambiental por enxofre é de
grande importancia para a Saude Ambiental de municipios com elevada frota de
veiculos, uma vez que o enxofre acarreta agravos de salude, representados em
desfechos como problemas no sistema respiratorio e circulatério (AMANCIO;

NASCIMENTO, 2012; STOJIC et al., 2016).
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CONCLUSOES

A utilizacado de liquens do género Usnea como biomonitores se mostrou um
método sensivel ao biomonitoramento da presenca de enxofre na atmosfera, uma vez
que a variagdao na concentragao desse poluente nos tecidos das amostras esteve
correlacionada com a intensidade do fluxo de veiculos nos locais onde os liquens
estiveram expostos durante o periodo de realizacao do estudo.

Estudos de biomonitoramento com o género Usnea podem ser importantes
ferramentas para estratégias de controle da poluicdo atmosférica, como uma intensa
fiscalizacao das emissdes veiculares, com o proposito de investigar e analisar os teores
de enxofre nos combustiveis, buscando sua diminuigdo, bem como para restauragao e

monitoramento da qualidade dos ecossistemas urbanos.
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