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APRESENTACAO

Este trabalho foi escrito conforme as normas do Programa de POs-
Graduacao em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

O presente estudo teve como objetivo monitorar os efeitos do crescimento
continuo da frota de veiculos automotores na cidade de Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil em relacdo a qualidade do ar por meio do Teste de Micronucleos com
Tradescantia.

Para tanto, o texto dessa tese faz, em seu Capitulo I, uma anélise
conceitual a respeito do transito nas grandes cidades, da poluicdo atmosférica e
da necessidade de (bio)monitorar os efeitos genotoxicos dos poluentes presentes
na atmosfera.

Fundamentados pelo primeiro capitulo, o Capitulo Il avalia os resultados
de um estudo que biomonitorou a genotoxicidade do ar do centro de Uberlandia,
durante e ap6s uma paralizacdo do transporte coletivo publico por meio do teste
de micronucleos com Tradescantia e o Capitulo Il discute os resultados de um
ensaio in situ dos efeitos genotoxicos da poluicdo veicular em Uberlandia por
meio do ensaio de micronucleos com Tradescantia ao longo de cinco anos de
monitoramento.

O Capitulo | foi escrito em portugués e seguiu 0 mesmo padrédo de
formatacao dos capitulos seguintes. Os Capitulos Il e Il foram escritos no formato
de artigo cientifico, em lingua inglesa, de acordo com as normas dos peridédicos

aos quais foram submetidos.



Capitulo |

FUNDAMENTACAO TEORICA



1.  FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Urbanizacéo e poluicdo atmosférica de origem veicular

Fatores sociais, politicos e econdmicos sao 0s principais responsaveis por
modificar as cidades. De acordo com Andrade et al (2012), o processo de
crescimento das cidades sempre esteve ligado ao desenvolvimento e evolucao
tecnolégica dos modos de transporte. Dados do Instituto de Pesquisa Econdmica
Aplicada (IPEA, 2011) informam que o atual sistema de mobilidade urbana no
Brasil se caracteriza pelo crescimento do transporte individual motorizado e
consequente reducéo do uso do transporte coletivo.

Os investimentos em infraestrutura viaria (que priorizam a fluidez de
trafego) e a expansao da capacidade instalada da industria automobilistica (fruto
de uma politica industrial que se pautou principalmente pela atracdo de novas
plantas automotivas para o pais) incentivam o aumento do fluxo de veiculos. Além
disso, a abundante oferta de crédito para aquisicdo de veiculos e a politica
tributaria que reduziu impostos de veiculos populares contribuiram para ampliar a
base de consumidores dos veiculos particulares (IPEA, 2011).

Diante desse cenario, a motorizacao individual tornou-se uma alternativa
barata em relacdo ao custo de se utilizar o transporte publico, aumentando a
demanda sobre o sistema viario e criando-se condi¢cdes para que as cidades se
espraiem.

De acordo com o Ministério das Cidades (2004), o modelo de planejamento
urbano adotado pela maioria das cidades brasileiras privilegia e incentiva o uso do
transporte motorizado individual. A auséncia de politicas publicas que planejem
investimentos no transporte de massa gera problemas urbanos, cuja
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complexidade evolui com o crescimento da cidade. Como consequéncia desse
processo, os cidaddos enfrentam congestionamentos, aumento do numero de
acidentes no transito, reducao de areas verdes e, sobretudo, aumento dos niveis
de poluicdo atmosférica.

Considerando que as aglomeragfes urbanas sao responsaveis pela
emissao de varios tipos de poluentes em areas relativamente limitadas é possivel
entender como 0s poluentes atmosféricos alcancam concentracfes elevadas,
representando risco para a saude humana e para o ambiente (Klumpp et al.,
2001).

Conforme ja discutido, o crescimento continuo da frota de veiculos
automotores no Brasil traz impactos relevantes ao ambiente urbano e, em ultima
analise, a produtividade e qualidade de vida dos cidaddos. Além dos
congestionamentos e do decorrente aumento do tempo de deslocamento das
pessoas, a elevacdo da frota gera emissbes de substancias poluentes na
atmosfera urbana (IPEA, 2011).

A resolucdo n°03 publicada em 1990 pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, 2005) define poluicdo atmosférica como resultado da
alteracdo das caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas normais da
atmosfera, de forma a causar danos ao ser humano, a fauna, a flora, aos
materiais ou restringir o pleno uso e gozo da propriedade, ou afetar
negativamente o bem-estar da populacao.

De fato, a combustdo dos combustiveis fosseis utilizados nos veiculos
causa a liberacdo de substancias quimicas, que tendem a se concentrar na
atmosfera, provocando variacdes na sua composicdo. Essa alteracdo atmosfeérica,
potencializada pelas acdes humanas, € oriunda de diversas fontes que, segundo

4



Braga et al. (2005), podem ser classificadas como moveis e estacionarias. Sao
consideradas fontes estacionarias de poluicdo as industrias que, através de suas
chaminés, emitem poluentes de forma pontual. Os veiculos sdo caracterizados
como fontes moveis de emissdo de poluentes, produzindo cargas difusas que se
espalham mais rapidamente pela atmosfera.

De acordo com dados do IPEA (2011), os principais poluentes provenientes
das emissdes veiculares locais sdo o monoxido de carbono (CO); os
hidrocarbonetos (HC); os materiais particulados (MP); os Oxidos de nitrogénio
(NOy) e os oxidos de enxofre (SOy). Em geral, eles resultam da queima de
combustiveis fosseis. A Tabela 1 descreve os efeitos da alta concentracédo desses
poluentes.

Na tentativa de conter os efeitos da poluicdo atmosférica, o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) criou o
Programa de Controle da Poluicdo do Ar por Veiculos Automotores (PROCONVE)
em 1986 (IBAMA, 2011). Desde sua fundacéo, o programa fixa limites para as
emissbes de poluentes por veiculos novos. Contudo, embora os fabricantes
fornecam instrucdes para os consumidores sobre como manter os veiculos em
condi¢cOes de baixa emissdo de contaminantes, ndo ha nenhuma garantia de que
0s proprietarios de veiculos seguirdo essas instrucoes.

A resolucdo n°03 do CONAMA estabeleceu em 1990 os limites diarios para
emissdo de MP3,. No entanto, ja se passaram mais de vinte anos sem que 0s
limites de emissdo sejam revistos e atualizados. Além disso, varios estudos
apontam a influéncia da concentracdo de material particulado inalavel na saude
da populacdo (Andrade et al., 1994; Andrade et al., 2012; Artaxo et al.,1993;
Dallarosa et al., 2008; Maenhaut et al., 2002; Mar et al., 2000; Marcilio e Gouveia,
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2007; Marques, 2011; Miranda et al., 2012; Poursafa et al., 2011), revelando que
€ urgente a revisdo dos padrdes brasileiros para emissdo de MP .

Considera-se material particulado inalavel (MP1o) particulas cujo diametro
aerodinamico nao exceda 10 uym, sendo esta subdividida em fragéo fina do MP 1,
com tamanho de até 2,5 ym (também conhecida como MP, ) e fracdo grossa do
MP1o, com particulas de tamanho entre 2,5 e 10 ym (ou MP3 5.10).

O motivo de o material particulado inalavel ter sido alvo de estudos esta
relacionado ao fato de sua fracdo MP, 5 atingir as vias respiratorias inferiores, o
gue pode causar varios danos a saude. De acordo com um Relatorio publicado
pela Organizacdo Mundias de Saude (WHO, 2006), a maior parte da populacao
européia tem sua saude afetada pela poluicdo do ar com material particulado,
especialmente pela fracao fina (MP3s).

Segundo Amorim (2004), a poluicdo provocada por material particulado &
um problema comprovado nos grandes centros urbanos e cada vez mais se
estende para regides em expansdo populacional. E nesse sentido que diversos
trabalhos tém monitorado e comprovado que a populacdo brasileira é
intensamente afetada pela poluicdo proveniente das emissdes veiculares
(Gouveia e Fletcher, 2000; Lin et al., 2003; Saldiva et al. 1995, 2002).

Padrdes mais rigorosos em relacdo a emissdo de poluentes provenientes
de automoveis tém sido adotados por paises como os Estados Unidos e pelos
membros da Unido Européia, bem como ja foram recomendados por um relatério

publicado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) no ano de 2006.



Tabela 1. Efeitos nocivos dos principais poluentes veiculares na atmosfera. Fonte:
IPEA (2011).

POLUENTE SIMBOLO IMPACTO
Atua no sangue, reduzindo sua oxigenacao, e
Monoxido de
CO pode causar morte apds determinado periodo de
carbono
exposi¢do a determinada concentracao.
E parte do "smog" fotoquimico e da chuva acida.
Oxidos de E um precursor do ozénio (Os3), que causa e/ou
NOx
nitrogénio piora problemas nas vias respiratorias humanas.
Também provoca danos a lavouras.
Combustiveis ndo queimados ou parcialmente
Hidrocarbonetos HC queimados formam o “smog” e compostos
cancerigenos. E um precursor do 0zénio (Os).
Pode penetrar nas defesas do organismo, atingir
os alvéolos pulmonares e causar irritacoes,
Material
MP asma, bronquite e cancer de pulmao. Degrada
particulado
0s imbveis proximos aos corredores de
transporte.
Oxidos de Forma a chuva é&cida e degrada vegetacdo e
SO
enxofre imoéveis, além de provocar problemas de saude.

Enquanto estes padrdes adotados e recomendados recentemente pela
OMS (WHO, 2006), Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente dos Estados Unidos

da América (EPA, 2010) e Comisséo Européia de Meio Ambiente (ECE, 2008)



apontam para uma maior preocupacdo com o MP; s, no Brasil, este padrdo ainda
é inexistente.

Os padrdes diarios e anuais para emissao de material particulado inalavel
propostos pela Resolugdo CONAMA n° 003/1990 podem ser comparados com 0S
padrées estabelecidos pela Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente dos Estados
Unidos da América (EPA) e Comissdo Européia do Meio Ambiente (ECE), e os
recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), conforme pode ser
visto na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacdo entre os padrdes diarios e anuais de MP,s5 e MPig

adotados pelo Brasil (CONAMA), Estados Unidos (EPA), Unido Européia (ECE) e
os recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Concentragéo (ug.m™)

PADRAO

MP. 5 MP10

OMS-24h 25 50

OMS - anual 10 20
CONAMA — 24 h - 150

CONAMA - anual - 50

EPA—-24h 35 -

EPA — anual 15 150
ECE -24h - 50

ECE - anual 25 40

" Este indice ndo pode ser excedido mais que uma vez ao ano.
@ Este indice ndo pode ser excedido mais que 35 vezes ao ano.

Desde que o PROCONVE foi criado, a tecnologia de motores a combustao

interna com 0 uso de combustiveis inflamaveis tradicionais, em geral, ja passou



pelos maiores ganhos tecnoldgicos que permitiram fortes reducdes nas emissdes
dos poluentes. Ainda que haja espaco para pequenos ganhos em termos de
melhoria dos combustiveis fosseis, com reducdo do teor de algumas substancias
poluentes, é provavel que saltos de eficiéncia ocorridos nos ultimos anos nao
ocorrerao mais.

Desse modo, ao considerarmos que as tecnologias tradicionais com base
na queima de combustiveis fésseis ja atingiram um nivel de eficiéncia alto, € um
desafio pensar em politicas e medidas que permitam, ao mesmo tempo, lidar com
o0 continuo aumento da frota veicular e manter/reduzir a emissdo de poluentes
locais.

Em suma, considerando a evolucdo tecnoldgica e as caracteristicas
relacionadas a urbanizacdo e crescimento da frota veicular nas cidades
brasileiras, investimentos em sistemas de transporte publico baseados em fontes

de energia mais limpas devem ser fortemente encorajados.

1.2 Dados sobre clima, transito e frota veicular em Uberlandia, Minas

Gerais, Brasil

Uberlandia € um municipio brasileiro, localizado na regido do Triangulo
do estado de Minas Gerais, distando 556 quildbmetros da cidade de Belo
Horizonte, capital do Estado. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2012), a populacdo de Uberlandia é de 619.536 habitantes, o
que torna o municipio o segundo mais populoso do Estado de Minas Gerais. A
cidade de Uberlandia ocupa uma area de 4.115,82 quildmetros quadrados, sendo

que 135,34 quildmetros quadrados estdo em perimetro urbano (IBGE, 2011).



De acordo com a classificacdo de Koppen, Uberlandia possui
clima caracterizado como tropical de altitude (Cwa) com diminuicao
de chuvas no inverno e verdes chuvosos com temperaturas altas. A temperatura
nao sofre grandes oscilacbes ao longo do ano e tem média de 22,3°C
(INPE/CPTEC, 2011). Durante o inverno é comum o registro de indices
de umidade relativa do ar criticos, algumas vezes abaixo de 20%.

Uberlandia é considerada a capital da logistica, por possuir 0 maior centro
atacadista da América Latina. A localizacdo geogréafica da cidade contribui para
isso, pois sua malha rodoviaria faz com que os maiores centros econdmicos do
Brasil (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Goiania e Brasilia) contem com
Uberlandia como ponto de interseccéao.

A répida urbanizacdo de Uberlandia trouxe como consequéncia um
crescimento significativo no nimero de veiculos que trafegam na cidade nos
ultimos dez anos. Na realidade, a frota veicular praticamente dobrou no municipio.
De acordo com dados fornecidos pela Secretaria de Transito e Transportes
(SETTRAN, 2012), enquanto em 2001 circulavam pela cidade 171.829 veiculos,
em 2011 o numero de veiculos em Uberlandia atingiu 341.364 unidades. A cidade
nao possui sistemas de transporte publico realizado por trem ou metr6. O sistema
de transporte por 6nibus € o Unico meio publico de locomocgéo.

O rapido incremento na frota veicular da cidade, a insuficiéncia do
transporte publico e o fato do municipio ndo possuir um tracado urbano planejado
para comportar os fluxos gerados pelo crescimento acelerado faz com que a
circulacao, principalmente, na area central, se torne cada vez mais conflituosa,
tanto para pedestres como para condutores. O transito na area urbana de
Uberlandia torna-se a cada dia mais desorganizado e inseguro, comprometendo a
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qualidade de vida da populacédo e afetando a seguranca e a saude das pessoas,
devido aos diversos conflitos e as emissdes de poluentes oriundos do elevado

trafego de automoveis.

1.3 (Bio)monitoramento dos efeitos da poluicdo atmosférica

Com o aumento das populacdes em areas urbanas, a atmosfera passou a
conter doses maiores de complexas misturas de poluentes provenientes da
atividade industrial e especialmente da queima de combustiveis fésseis por
veiculos automotores, incluindo substancias mutagénicas e carcinogénicas, o que
requer métodos de avaliagdo regulares para monitorar a qualidade ambiental
(EEA, 2003; WHO, 2006).

Embora tenha sido alcancado consideravel progresso nas tecnologias de
reducdo de emissdo de poluentes atmosféricos durante os Ultimos anos, a
poluicdo do ar nos centros urbanos ainda representa um grande problema
ambiental e de saude (Molina e Molina, 2004).

Métodos fisico-quimicos, associados a modelos matematicos permitem
medir as concentragcdes ambientais dos principais poluentes atmosféricos. Essas
medidas servem para verificar se valores limites, estabelecidos pelas leis
ambientais locais ou recomendados por organizacbes mundiais, estdo sendo
respeitados (Klumpp et al., 2006).

Embora a qualidade do ar seja avaliada por meio de estimativas fisico-
quimicas, que estimam com precisao a concentracao dos poluentes, na verdade,
os resultados dessas medidas ndo garantem conclusfes a respeito do impacto

desses contaminantes sobre seres vivos. De fato, os efeitos simultdneos da
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associacdo de outros poluentes que caracterizam a mistura complexa que
constitui o ar das grandes cidades sobre a biota ndo podem ser conhecidos a
partir de informacbes baseadas somente na concentracdo de cada um desses
poluentes.

De acordo com Ma (1994) e Ma et al. (1997), um “alarme natural” precisa
ser empregado para detectar e alertar sobre os riscos ambientais que ameacam o
equilibrio e a satude dos organismos que vivem em um ecossistema.

Os ensaios de biomonitoramento caracterizam-se geralmente por
permitirem o estabelecimento de bases de dados sobre condi¢cdes ambientais de
varias regibes do mundo (Gopalan et al., 1999). Esse inventario de dados
coletados sistematicamente por meio de programas de biomonitoramento dos
efeitos da poluicdo atmosférica sobre organismos representa um modelo
experimental adicional aos métodos convencionalmente utilizados.

Klumpp et al. (2001) e Carvalho-Oliveira et al. (2005) enfatizam que o
emprego de programas de biomonitoramento ndo pretende (e nem consegue)
substituir as informacfes obtidas pelos parametros e modelos fisico-quimicos,
mas consiste em fornecer informacgdes adicionais referentes a efeitos dos
poluentes sobre organismos.

Idealmente, deveriam ser utilizados mamiferos para a realizacdo de
estudos que buscam avaliar os efeitos de poluentes de forma que os resultados
poderiam ser extrapolados para os seres humanos. Contudo, monitoramentos
desse tipo séo de dificil execucao, pois requerem amostras populacionais grandes
e ndo garantem isonomia dos resultados por haver inevitavel variabilidade entre

os individuos testados.
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A partir da década de 1960, varios testes que utilizavam plantas para
deteccdo de agentes com potencial genotoxico comecaram a ser aplicados em
estudos de biomonitoramento (Grant, 1982; Ma, 1981; Schairer, 1978).

Fatores como baixo custo operacional, alta eficiéncia e sensibilidade fazem
das plantas bioindicadores ideais para monitoramento e investigacoes realizadas
em laborat6rio ou in situ (Alves et al.,, 2001; Guimarées et al., 2000). Contudo,
para gque o0s ensaios sejam validos e seus resultados confiaveis, a utilizacdo de
plantas bioindicadoras no monitoramento da qualidade do ar deve seguir etapas

definidas, conforme pode ser visto na Figura 1, adaptada de Klumpp et al. 2001.

Comparagao Anilise

com valores . Conclusao
dos dados W 4ereferencia il estatistica

Avaliagao

Cultivo Exposicao

Figura. 1. Etapas do biomonitoramento da qualidade ambiental com utilizacéo de
plantas bioindicadores.

Ensaios para detecgéo de efeitos genotoxico utilizando plantas baseiam-se
na alteracdo fenotipica de uma variedade de espécies sensiveis a agdo de
mutagenos. Biomonitoramentos utilizando espécies como Zea mays, Glycine max,

Hordeum vulgare e Arabidopsis thaliana (Plewa, 1982; Gichner et al., 2004;
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Vig,1982) foram realizados em diversos estudos, mas sdo atualmente
considerados modelos inviaveis devido o longo tempo consumido para o cultivo e
reproducao dessas plantas.

Diante da necessidade da proposicdo de testes rapidos e pouco
dispendiosos, outros modelos de bioensaios utilizando plantas de
desenvolvimento rapido e facil propagacdo, como das espécies Vicia faba, Allium
cepa e do género Tradescantia foram propostos e se basearam na deteccao de
aberracdes cromossémicas que podem ser visualizadas em analises citoldgicas
(Cotelle et al., 1999; Ma et al., 1995; Minouflet et al., 2005; Monarca et al., 2003).

Monitorar a qualidade do ar é essencial e, diante do exposto, 0 uso de
ensaios biologicos capazes de detectar danos causados por poluentes em
organismos bioindicadores contribui para a construcdo de parametros que
avaliam os efeitos aditivos e sinergistas dos poluentes atmosféricos (Cohen et al.,

2002; Wada et al., 2001).

1.4 Genéro Tradescantia como biomonitor ambiental

Bioensaios que utilizam plantas do género Tradescantia sdo considerados
ferramentas importantes para deteccdo e monitoramento dos efeitos de
contaminantes ambientais.

Pertencente a familia Commelinaceae, o género Tradescantia compreende
aproximadamente 500 espécies que sao encontradas principalmente em areas
tropicais e subtropicais do planeta (Watson e Dallwitz, 1992).

Em 1960 Sparrow produziu o clone mais frequentemente utilizado para
estudos de genotoxicidade. Trata-se do clone #4430, obtido pela hibridacéo entre
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Tradescantia hirsutiflora, que possui flores azuis e Tradescantia subacaulis, com
flor rosa (Sparrow e Sparrow, 1976). Gracas a sua versatilidade e sensibilidade, o
clone #4430 foi empregado em biomonitoramentos da qualidade do ar em
diversas cidades europeias (Isidori et al., 2003; Klumpp et al., 2006; Ma et al.,
1996).

O fato de ser um hibrido estéril, garante aos ensaios que utilizam #4430
isogenicidade, uma vez que essas plantas s6 podem ser propagadas
vegetativamente em condi¢cdes peculiares de cultivo, especialmente, em relacéo
as condicdes climaticas, visto que sdo plantas adaptadas ao clima temperado,
tipico dos paises europeus.

O clone #03 de Tradescantia paludosa foi produzido ainda na década de
1940 por K. Sax e utilizado em estudos de aberracbes cromossémicas (Ma,
1981). Recentemente, grupos de pesquisa brasileiros tém empregado a espécie
Tradescantia pallida em ensaios de biomonitoramento ambiental (Alves et al.,
2008; Batalha et al., 1999; De Souza Lima et al., 2009; Suyama et al., 2002).

Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt (Figura 2) tem em média de 15 a
25cm de comprimento, é herbacea e possui caracteristicas anatdmicas que lhe
permitem ser facilmente distinguida, como suas folhas suculentas e com epiderme
rica em pigmentos do tipo antocianina, que confere coloracdo purpura a planta
(Joly, 2005; Lorenzi e Souza, 2008). Alem disso, a espécie floresce ao longo de

todo ano, é facilmente cultivada e pode ser propagada vegetativamente.
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Figura.2. Inflorescéncia de Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt

Estudos compararam e confirmaram que a espécie Tradescantia pallida
(Rose) D.R. Hunt utilizada para biomonitoramento dos efeitos de mutagenos de
origem ambiental é tdo sensivel quanto os clones #4430 e #03 (Andrade Junior et
al., 2008; Batalha et al., 1999; Guimarées et al., 2000; Meireles et al., 2009;
Suyama et al., 2002).

A ampla utilizacdo de T. pallida em estudos conduzidos no Brasil e em
outros paises da Ameérica do Sul em substituicAo aos clones produzidos e
empregados nos ensaios europeus se deve as diferengas climaticas entre os dois
continentes. Clones #4430 e #03 sao dificeis de serem cultivados no clima tropical
enquanto, T. pallida, de acordo com Rodrigues et al (1997), se desenvolve com
facilidade nas condicbes climaticas tropicais, dado que essa espécie é

naturalmente adaptada ao ambiente encontrado nos paises latino-americanos.
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Os dados e achados obtidos em experimentos com a Tradescantia sdo, em
geral, consistentes, precisos e confiaveis. Em especial, a resposta a baixos niveis
de contaminacdo e mutagenos quimicos raramente € obtida com outros ensaios
bioldgicos. Sobretudo, este tipo de estudo apresenta uma série de vantagens que
o torna ideal para ser utilizado em paises em desenvolvimento, pois € um sistema
pouco dispendioso e versétil, podendo servir como teste para uma grande

variedade de pesquisas (GRANT, 1994).

1.5 Teste de micronudcleos com Tradescantia

1.5.1. Fundamentos do Teste de micronlcleos com Tradescantia

O teste de micronucleos com Tradescantia € um dos ensaios mais
comumente utilizados para a deteccéo de efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos
em organismos superiores. Um estudo proposto por Misik et al (2011) revisou 100
artigos que foram publicados desde 1995, revelando que cerca de 160 agentes
quimicos ja foram testados isoladamente ou em misturas complexas presentes no
ambiente por meio do teste de micronucleos com Tradescantia.

O teste de micronucleos com Tradescantia foi primeiramente proposto por
Ma et al (1978). Esse estudo comparou a frequéncia de micronacleos nas
tétrades com a frequéncia de células mutantes nos filamentos de estames em
clones #4430 apds a exposicdo das plantas a 1,2-dibromoetano (DBE). Os
resultados do estudo de Ma e seus colegas revelaram que o teste de
micronucleos foi 30 vezes mais sensivel que o teste utilizando os estames de
Tradescantia. Posteriormente, outros estudos compararam e confirmaram a maior
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sensibilidade do teste de microndcleos em relacdo ao teste do filamento de
estame no clone #4430 (Gichner e Veleminnsky, 1999; Minouflet et al., 2005).

Fundamentalmente, o teste de micronicleos com o género Tradescantia
consiste em uma série de procedimentos e padronizacdes para exposi¢cao (no
laboratdrio ou in situ) das plantas a agentes contaminantes, seguida da analise e
estimativa da frequéncia de microndcleos em células-mée de grdos de pdlen em
estagio de tétrades.

O estagio de tétrades das células-mae de grados de pdlen é ideal para a
observacdo dos micronucleos, pois nesse periodo as células encontram-se em
interfase, que no género Tradescantia tem duracdo de 36 a 48 horas. Células em
estagio de tétrade sdo obtidas em inflorescéncias jovens, que podem ser
identificadas por apresentarem botBes florais em estagio intermediario (Figura
3A), protegidos por folhas modificadas em bracteas que tém formato de barca

(Figura 3B).

Figura. 3. Botbes florais em estagio intermediario (Fig. 3A). Folhas
modificadas em bracteas com formato de barca (Fig. 3B).
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Micronucleos séo estruturas que resultam de fragmentos cromossémicos
(efeitos clastogénico que pode ocorrer em qualquer fase do ciclo celular) ou
cromossomos inteiros (efeito aneugénico que pode ocorrer na meiose | e/ou
meiose Il) que, por ndo se ligarem as fibras do fuso, ndo séo incluidos no nucleo
das células filhas (Figura 4). No citoplasma interfasico, as estruturas que nao se
incorporaram ao nucleo podem ser visualizadas como corpusculos nédo aderidos a
ele, com didametro que pode variar de 1/5 a 1/3 do tamanho do nucleo e com
mesma coloracdo dele, sendo classificadas como micronucleos, refletindo,
portanto, a ocorréncia de efeitos genotoxicos causados por mutagenos que tém

acao clastogénica ou aneugénica (Holland et al., 2008).
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Figura. 4. Diagrama da formacao de microndcleos em tétrades de Tradescantia.
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1.5.2. Cultivo e exposicao das plantas

Para o cultivo e manutencdo adequados de Tradescantia primeiramente
deve-se levar em consideragdo as condi¢cbes climaticas sob as quais o estudo
sera desenvolvido. O cultivo em casas de vegetacdo é opcional em paises de
clima temperado e obrigatério em regides de invernos rigorosos. Na América do
Sul é comum encontrarmos a espécie Tradescantia pallida ornamentando jardins
e canteiros urbanos.

Uma pesquisa realizada por Klumpp et al (2004) investigou a influéncia das
condicdes climaticas sobre a frequéncia de micronucleos e avaliou implicacdes
para o Teste de Micronlucleos com Tradescantia, especialmente em relacdo ao
cultivo e exposicao das espécies da planta. = De acordo com o estudo, o controle
da ventilacdo, umidade relativa e temperatura do ar sdo essenciais para garantir a
viabilidade dos ensaios feitos com Tradescantia.

De acordo com Klumpp et al (2004; 2006), a temperatura de 11°C, a
frequéncia de mutacdes espontaneas que formam microndcleos aumenta 100
vezes. No outro extremo, temperaturas de 42°C sao incompativeis com o
desenvolvimento das células méae de graos de polen, inviabilizando o teste de
micronucleos. Variagdes na umidade relativa também exercem influéncia na
frequéncia espontanea de micronucleos e podem alterar os resultados de ensaios
que testem o potencial genotéxico de substancias ou do ambiente. Baixa umidade
do ar e temperaturas elevadas estimulam a abertura dos estbmatos, aumentando
a absorcéo e o transporte de substancias com potencial mutagénico as células

alvo.
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Desse modo, o cultivo ideal consiste em condicbes controladas de
temperatura, luminosidade e umidade relativa. Rodrigues (1999) indica que as
condicdes ideais para o cultivo de T. pallida consiste em temperaturas de dia/noite
de 21/19 °C, fotoperiodo de 17 horas e umidade relativa entre 65 e 70%.

A influéncia climética deve ser minimizada durante a exposicdo das plantas
em ensaios de biomonitoramento in situ da atmosfera. Klumpp et al., (2006)
sugeriram que a exposi¢cdo a atmosfera seguisse um padrdo. De acordo com
esses pesquisadores, um tipo especial de caixa deve ser construido para abrigar
as plantas durante o periodo de exposicdo. As caixas devem ser construidas
seguindo dimensdes predeterminadas (25cm X 25cm X 35cm) e devem ser
cobertas (na parte superior) com tela de sombreamento (50% de permeabilidade
luminosa), conforme mostrado na Figura 5. Além disso, no momento da
exposicdo, as caixas devem ser fixadas em suportes de modo que figuem cerca

de 2,0m de altura para evitar contato com contaminantes presentes no solo.

|

Figura. 5. Sistema para exposi¢cdo de Tradescantia em biomonitoramento in situ.
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Embora exista a possibilidade de realizar um biomonitoramento passivo, ou
seja, utilizando plantas que cresceram naturalmente em jardins ou canteiros
urbanos, a maioria dos ensaios realizados consiste no cultivo das plantas
bioindicadoras sob as condi¢des previamente descritas e, em seguida, é realizado
o transporte e exposicdo ao ambiente a ser monitorado.

Geralmente, 15 a 20 plantas sdo expostas por ponto monitorado. Além
disso, é recomendavel que um local de referéncia (com auséncia ou nivel baixo
de poluicédo) seja adotado para estabelecimento de um padrdo de comparacao e
realizacdo de testes estatisticos de hipoteses. O tempo de exposicao das plantas
durante os ensaios de biomonitoramento deve ser considerado atentamente, pois
segundo Fomim e Hafner (1998) exposicles realizadas por um periodo de seis
horas foram insuficientes para detectar efeitos genotoxicos. Desse modo, é
recomendado que as exposi¢des tenham duracdo média de 24 horas (Ma et al.,
1996).

Em estudos que biomonitoram a atmosfera os testes devem ocorrer ao
longo de pelo menos 12 meses para garantir que as variacdes nos indices de
poluentes durante as mudancas climaticas das diferentes estacdes possam ser
consideradas, aumentando a confiabilidade dos ensaios (Klumpp et al., 2004).

Ainda que, diante do exposto, seja possivel verificar a existéncia de uma
série de procedimentos que buscam padronizar os métodos de cultivo e
exposicdo de Tradescantia, os objetivos e caracteristicas peculiares de cada
investigacdo podem modificar esses protocolos sem comprometer a validade do

teste (Misik et al., 2011).
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1.5.3 Andlises citogenéticas para observacdo de micronucleos

A selecao, fixacdo e conservagédo das inflorescéncias utilizadas no teste de
micronucleos com Tradescantia € realizada de acordo com o protocolo
estabelecido por Ma (1981). Em estudos de biomonitoramento atmosférico, esse
protocolo propbe que as inflorescéncias jovens das plantas expostas sejam
coletadas e fixadas em solucdo de 4cido acético e etanol na proporgéo 1:3 por 24
horas. Apos a fixacéo, as inflorescéncias devem ser transferidas para etanol 70%
e mantidas refrigeradas (6°C) até o momento das analises citogenéticas.

As etapas da preparacdo das laminas para andlise citogenética sao
apresentadas na Figura 6, proposta por Misik et al (2011).

O primeiro passo para o preparo das laminas consiste na selecdo e
dissecacéao das inflorescéncias para isolamento dos botdes florais. Para aumentar
as chances de visualizacao de botdes florais com células-mée de grdos de pdlen
no estagio de tétrade, deve-se utilizar primeiramente os botbes de tamanho
intermediario em cada inflorescéncia dissecada. O botédo floral selecionado é
transferido para uma lamina e dissecado com um estilete histologico para
exposicao das anteras. ApOs os fragmentos celulares resultantes da dissecacéo
do botéo floral serem retirados e descartados, as anteras podem ser maceradas.

A maceracdo das anteras € realizada pela adicdo de uma gota de carmim
acético 2% e cobertura da lamina com laminula, pressionando suavemente as
anteras para liberacdo das células. A fixacdo do corante nas células é garantida
pelo aquecimento rapido (5 segundos) da lamina a temperatura média de 60°C,

utilizando lamparina com alcool.
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Antes de analisar a lamina, € sugerido que o pesquisador verifique a
existéncia de células-mde de grdos de podlen no estagio de tétrades em
guantidade suficiente. De acordo com o protocolo padronizado por Ma (1981),
pelo menos 300 tétrades devem ser avaliadas por inflorescéncia analisada. O
namero de microndcleos presentes nas tétrades precisa ser estimado em cinco
inflorescéncias, no minimo, por local ou situacdo monitorada. As laminas séo
observadas em microscopio 6ptico com magnificacdo de 400 vezes.

E importante que as laminas sejam codificadas e que as andlises sejam
realizadas em um estudo cego. Sao considerados micronucleos as estruturas que

medem cerca de 1/3 a 1/5 do nucleo principal, que apresentam coloracdo e

distribuicdo de cromatina semelhante ao nucleo e estdo desconectadas deste.

Selecdo de Dissecacao de Exposicao das
inflorescéncia botao floral anteras

Gotejamento com corante
carmim acético 2%

Adicao de laminula Aquecimento para fixagao

Figura. 6. Preparacao das laminas para analise citogenética.
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1.6. Consideracdes sobre o teste de micronucleos com Tradescantia

aplicado ao monitoramento da poluicdo atmosférica

Espécies e clones de Tradescantia sdo sensiveis aos efeitos de mutagenos
presentes na atmosfera e, por essa razdo, biomonitoramentos que avaliam a
ocorréncia de microndcleos em tétrades de Tradescantia foram conduzidos em
varias localidades que apresentam trafego intenso de veiculos.

Um estudo proposto por Klummp et al. (2006) utlizou o teste de
microndcleos com Tradescantia para monitorar 65 locais com diferentes niveis de
trafego veicular em 10 cidades europeias. Os resultados deste estudo revelaram o
elevado potencial genotoxico das localidades com intenso trafego de veiculos em
que as plantas foram expostas.

A cidade de Caserta, localizada no sul da Italia teve 17 localidades
monitoradas em um estudo proposto por Isidori et al. (2003). Os autores
monitoraram os efeitos genotoxicos da atmosfera da cidade ao longo do verdo e
inverno do mesmo ano, comparando os resultados entre localidades com
diferentes niveis de trafego de veiculos. Os resultados obtidos nesse estudo
revelaram que as plantas expostas durante o inverno em locais com trafego mais
intenso apresentaram frequéncias de micronucleos significativamente maiores
que as demais localidades.

Villarini et al. (2009) monitorou os efeitos genotéxicos de poluentes
atmosféricos na cidade de Perugia, localizada na regido central da Italia.
Coadunando com os ensaios ja descritos, conduzidos na Europa, esses autores
confirmaram que as plantas expostas em areas com altos indices de poluicdo
apresentaram as maiores frequéncias de micronucleos.
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Estudos realizados na América do Sul e, inclusive no Brasil, empregaram o
teste de microndcleos com Tradescantia pallida na avaliacdo da qualidade do ar
de grandes centros urbanos. Os trabalhos de Batalha et al. (1999); Guimaraes et
al. (2000) e Carvalho-Oliveira et al. (2005) avaliaram os efeitos da poluicdo
atmosférica da cidade de Sao Paulo, que possui uma das maiores frotas
veiculares do mundo. Todos esses autores confirmaram a sensibilidade de T.
pallida aos efeitos genotdxicos dos contaminantes produzidos pelo intenso trafego
de veiculos.

Outras cidades no Brasil, com trafego de veiculos menor que Séo Paulo,
mas com intensa urbanizacdo também foram monitoradas em relacdo aos efeitos
da contaminacdo atmosférica derivada da utilizacdo de automoéveis. Recentes
estudos de monitoramento da qualidade do ar, utilizando o teste de micronucleo
com T. pallida foram conduzidos nas cidades baianas de Senhor do Bonfim
(Andrade Junior et al., 2008) e Feira de Santana (Meireles et al., 2009) e na
cidade mato-grossense de Dourados (Crispim et al., 2011). Em todos esses
estudos a ocorréncia de microndcleos foi proporcional ao fluxo de veiculos nos
locais monitorados.

Embora esse referencial teorico tenha exposto informacdes sobre as
aplicagbes dos ensaios de biomonitoramento, algumas das vantagens da
utilizacéo do teste de micronucleo com Tradescantia merecem serem ressaltadas.
Trata-se de um ensaio rapido, simples e de baixo custo que apresenta resultados
gue podem ser observados diretamente em microscopio Optico. A espécie T.
pallida pode ser propagada vegetativamente, garantindo a uniformidade genética

e, além disso, floresce o ano todo, possibilitando ensaios em longo prazo.
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Contudo, o teste de micronucleos com Tradescantia apresenta algumas
limitacbes. Como o teste é altamente sensivel, fatores como as variacbes
climaticas podem influenciar a taxa de mutacfes espontaneas. Além disso,
algumas mutacdes estruturais cromossémicas como translocacdes e inversdes
nao podem ser detectadas pelo teste. Ainda que esse bioensaio apresente certas
restricbes, € consenso entre 0s varios estudos aqui apresentados que a
combinacédo de parametros fisico-quimicos e dos dados obtidos com o teste de
micronucleos com Tradescantia contribuem com a qualidade dos estudos que

monitoram os impactos da poluicdo atmosférica.
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Resumo:

Diante da caréncia de informacdes sobre a qualidade do ar da cidade de
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil e da possibilidade da realizacdo de um
experimento inédito, o presente estudo revela os resultados de um
biomonitoramento in situ da genotoxicidade do ar do centro da cidade durante e
apos uma paralizacéo do transporte coletivo publico por meio do teste de
microndcleos com Tradescantia. A frequéncia de micronucleos foi
significativamente maior (Mann-Whitney, p<0.05) na regido central da cidade em
comparacao com o local de referéncia utilizado, sendo que os maiores niveis de
MN foram observados nos dias de paralisacdo do transporte coletivo (Kruskal-
Walllis; Dunn, p< 0.01). Adicionalmente, uma regressao linear multipla revelou que
a frequéncia de MN foi influenciada positivamente pela baixa circulacdo de énibus
durante os dias de paralisacéo do transporte coletivo e pelo incremento na
concentracdo de material particulado, resultante do aumento do fluxo de veiculos

no centro da cidade durante a greve.

Palavras-chave: Clastogenicidade, Aneugenicidade, Genotoxicidade, Poluicéo

veicular, Teste de micronUcleos com Tradescantia.
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Abstract:

The aim of this study was to address the lack of information concerning the
air quality in the city of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. In this study, we
conducted an unprecedented experiment involving the in situ biomonitoring of air
genotoxicity in the city center during and after a public transportation strike using
the Tradescantia micronucleus test. The frequency of micronuclei was significantly
higher in the city center compared with the reference site (Mann-Whitney test,
p<0.05), with the highest MN levels being observed during public transport
stoppage (Kruskal-Wallis, Dunn p<0.01). In addition, the multiple linear regression
analyses revealed that the low circulation of buses during public transport
stoppage and the increase in the concentration of particulate matter from the
increased flow of vehicles in the city center during the strike positively influenced

the MN frequency.

Keywords: Clastogenicity, aneugenicity, urban air genotoxicity, vehicle pollution,

Tradescantia-micronuclei test
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1. Introduction

The economic development, increasing rates of urbanization, political and
fiscal incentives for the production and purchase of vehicles and, particularly, the
lack of public policies encouraging and modernizing public transportation have all
been cited as causal factors for the significant increase in individual motorization in
Brazil.

The city of Uberlandia in southeast Brazil contained 313,950 vehicles in
2010, representing the second largest fleet in the state of Minas Gerais. Data from
the National Traffic Department (Departamento Nacional de Transito -
DENATRAN, 2010) show that the motorization rate in the city of Uberlandia in
2010 was 52 vehicles per 100 inhabitants, while the national average was 34
vehicles per 100 inhabitants.

In Uberlandia, as in any other large urban center, increasing numbers of
vehicles have intensified traffic, causing congestion and inconvenience.
Additionally, the combustion of fuel for automotive engines contaminates the urban
atmosphere with ozone, sulfur and nitrogen oxides, heavy metals, organic
compounds and particulate matter, causing damage to the environment and,
consequently, to human health (Kampa and Castanas, 2008).

Public transportation in Uberlandia essentially consists of buses, as there
are no trains or subways in the city. On weekdays, approximately 240 buses pass
through the city center every hour (SETTRAN, 2011). On May 17", 18" and 19™ in
2010, the public transport workers of Uberlandia went on strike, reducing the bus
traffic to approximately 50% of the normal amount observed on working days. As
there is a lack of information concerning the air quality in the city, and the
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occurrence of the strike presented an opportunity to conduct a natural experiment,
we attempted to biomonitor air genotoxicity in the city center during and after the
public transportation strike using a Tradescantia micronucleus test.

According to Misik et al. (2011), many studies have used plants to
biomonitor the effects of genotoxic agents on the environment. The simplicity, low
cost and high sensitivity of the Tradescantia micronucleus test (TRAD-MN) has
contributed to the popular use of this technique for detecting the clastogenic
effects of vehicular emissions in Brazil (Batalha et al., 1999; Carvalho-Oliveira et
al., 2005; Guimarées et al., 2000; Meireles et al., 2009; Savoia et al., 2009;
Umbuzeiro et al., 2008) and other countries (Carreras et al., 2006; Klumpp et al.,
2006; Misik et al., 2006; Prajapati and Tripathi, 2008; Villarini et al., 2009).

Therefore, the aim of this unprecedented experiment was to provide
evidence demonstrating the importance of monitoring/controlling pollutant
emissions in high-traffic areas and of investing in public transport as an option to

reduce pollutant emissions from automobiles.

2. Material and Methods

2.1. Monitoring and reference sites

The area outside the central transportation terminal in the city center of

Uberlandia (18° 54'47.37"S, 48°16'31.83"W) was selected as the monitoring site

because this area typically has the highest frequency of bus traffic. To ensure the

absence of vehicular traffic, the orchard at the Institute of Biology, Federal
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University of Uberlandia (18°53'08.85"S, 48°15'34.64"W) was used as a reference
site (control).

Both study locations (monitoring and reference) were located near the city’s
Climatological Station (18°55'01.63"S, 48°15'20.60W), which provided information
concerning the daily climatic conditions during the testing period. The Municipal
Traffic and Transportation Department (Secretaria Municipal de Transito e
Transportes - SETTRAN) estimated and reported the number of buses that
passed through the monitored site. The data for the particulate matter (PM1o) were
obtained using a high volume sampler (Hi-Vol, Energética, Brazil) installed in the

area outside the Central Public Transport Terminal.

2.2. Cultivation and exhibition of plants

The plant species Tradescantia pallida (Rose) Hunt. cv. purpurea Boom
was used for this study. The plants were derived and propagated from the same
parent and grown in a greenhouse at the Federal University of Uberlandia under
controlled temperature, humidity and lighting conditions. The growing conditions
consisted of the use of the reference soil type ED73, commercial liquid fertilizer
NPK (10:10:10), weekly irrigation and temperature and relative humidity variations
between day and night at 26/19°C and 64/70%, respectively. A photoperiod of 16
hours was used for flowering induction.

Twenty inflorescences were exposed daily from May 17™ through May 23"
in 2010 in the city center and at the reference site. The inflorescences were
exposed each day during the same daily public transportation circulation period in
the city at each site between 06:00 am and 11:59 pm, totaling 18 hours of
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exposure per day during the three-day transportation stoppage and for four days
after the stoppage.

In accordance with the suggestions of Klumpp et al. (2006), boxes were
built to house the plants (25 cm X 25 cm X 35 cm) and to reduce the influence of
external factors on the responses obtained. The tops and sides of the boxes were
covered with shadind fabric (50%) to protect the plants from excessive heat and
sunlight. The plant boxes were placed on supports at 2 m off the ground to prevent

the pollutants in the soil from reaching the plants.

2.3.Trad-MCN assay

According to the protocol of Ma et al. (1994), five young inflorescences
were collected from each site during every day of the testing period. The
inflorescences were immediately fixed in an absolute ethyl alcohol and 45% acetic
acid (3:1) solution. After 24 hours of fixation, the inflorescences were transferred to
a 70% alcohol solution and stored at 6°C until further preparation.

For the slide preparation, the young inflorescences were dissected to
expose the anthers. After the disposal of the flower bud fragments, a drop of acetic
carmine dye (2%) was applied to the anthers, and the samples were carefully
covered and pressed underneath a coverslip. Five slides were prepared from each
site during every day of the monitoring period. The number of micronuclei in 300
tetrads per slide was counted using an optical microscope at 400x magnification,
and the results were expressed as a percentage (frequency of micronuclei in 100
tetrads). The slides were coded during analysis and decoded at the end of the

cytogenetic testing period.
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2.4. Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to compare the frequency of micronuclei
between the monitored site (town center) and the reference site (Umuarama
campus). Additionally, the Kruskal-Wallis test and multiple comparisons (Dunn
test) were used to identify the monitored events with the highest frequency of
micronuclei.

A multiple linear regression analysis was used to evaluate the relationship
between the frequency of micronuclei, the concentration of particulate matter
emitted, bus traffic and the influence of climatic conditions (air temperature,
relative humidity, solar radiation and precipitation) in the monitored locations. The
regression equation obtained showed only the factors that contributed significantly

to the variations in MN frequency.

3. Results and Discussion

According to DENATRAN (2010), Uberlandia has one of the largest
automotive fleets in Brazil. A reduction in the number of circulating buses during
the three days of the strike, as shown in Figure 1, was reflected in the
intensification of traffic in the city center due to the increased use of private cars,
taxis and vans, thus raising the level of pollutant emissions.

According to the results of the study, which was conducted over a 7-day

evaluation period, higher levels of particulate matter were observed on days when
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there was a public transport stoppage, and the four days after the strike showed
the lowest concentrations (Figure 2).

Although the PMjo levels in the city center of Uberlandia during the
evaluation period did not exceed the recommended daily limit of 50 pg/m? in
accordance with the “Conselho Nacional de Meio Ambiente” - CONAMA
Resolution No. 003/1990 (CONAMA, 2005). This study revealed that the
monitored environment (center of Uberlandia) was associated with the occurrence

of genotoxic events, as observed from the TRAD-MN test.

As shown in Table 1, the MN frequency was significantly higher in the city
center area (monitored site) than in the reference location, and according to the
Dunn test, the highest MN levels were observed on the public transport stoppage
days.

The relationships among the MN frequency, PMi, concentrations, bus traffic
and climatic conditions of the monitored events were determined using a multiple
regression analysis (Figure 3). The mathematical model that best represents the
prediction of micronuclei frequency (Y) includes only the variables concerning the
PMyo daily concentration (X;) and bus fleet in circulation (X;) and is represented
with the following equation:

[l0910MN=0.8145 + 0.0685X; + (-0.0032X5), R?>=0.72, F=18.01, p<0.001].

According to the data obtained from the multiple linear regression analysis,
the variables X; and X, accounted for 73,27% and 3,33% of the coefficient of
determination (R?), respectively. The air temperature (Xs), relative humidity (X,),
sunshine (Xs) and rainfall (Xg) variables were not considered in the regression

curve analysis because they accounted for only 3,2% of the R?.
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As observed in Table 2, the climatic factors did not change during the
biomonitoring period, reflecting the fact that climatic factors did not influence the
MN frequency according to the multiple linear regression analysis. However, the
long-term biomonitoring performed during different seasons using the TRAD-MN
test have shown the direct influence of environmental factors, particularly those
derived from changes in the relative humidity. Low relative air humidity promotes
stomatal opening and thereby increases the absorption and transport of mutagenic
substances in these cells (Klumpp et al. 2006).

The data provided of the Kruskal-Wallis test and multiple linear regression
analysis revealed that the low bus circulation during the public transport stoppage
and the increase in particulate matter concentration (a consequence of the
increased flow of vehicles in the city center during the strike) were factors that
influenced MN frequency in the T. pallida tetrads.

Although the results obtained from monitoring the urban environment in a
specific situation are difficult to reproduce, other studies in Brazil and other
countries corroborate these results, reinforcing the idea that the air in regions with
intense vehicular traffic show the greatest genotoxic potential (Isidori et al., 2003;
Meireles et al., 2009, Crispim et al., 2012), even in situations with PMjg
concentrations of less than 50 ug/m?® (Isidori et al. 2003; Guimaraes et al. 2004).

Twenty years ago, it would have been reasonable to argue that during a
citywide public transport stoppage, there would be a reduction in the overall levels
of vehicle emissions. However, the current trend in urban mobility in Brazil is
characterized by the growth of individual motorized transport and a reduction in

the use of public transportation (IPEA, 2011).
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From an environmental standpoint, the increase in the numbers of individual
vehicles leads to an increase in air pollution levels in large cities (Carvalho-Oliveira
et al., 2005). Solutions to this problem might include changes in automotive
technologies, such as the use of hybrid or electric cars, the investment in public
policies that prioritize the use of public transport and the adoption of air quality

monitoring programs in major cities.

Thus, the development of parameters to estimate the effects of air pollution
on human health and the environment has become a global challenge. Given the
impact that particulate matter can have on the health of an individual, the World
Health Organization (WHO) has established standards for monitoring air pollution
(WHO, 2006).

Despite the existence of these recommendations, the CONAMA Resolution
No. 003/1990 has established Brazil's current air quality standards, which only
includes standards for inhalable particulate matter (PMyy).

As this resolution was established in 1990, the Brazilian standard regarding
PMjo requires discussion and update. In comparison, other countries have
adopted more stringent standards. While daily emissions of PMg are limited to 50
ug/m? in Brazil, the WHO and the European Commission of Environment (ECE)
have recommended maximum daily emissions of 20 and 40 ug/m?®, respectively
(ECE, 2004).

According to SETTRAN (2011), the city of Uberlandia has one of the
newest and most modern transportation systems in the country, which satisfies the
requirements for reducing pollutant emissions in accordance with the Air Pollution
Control Program for Motor Vehicles of the Brazilian Institute for the Environment

and Renewable Natural Resources (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

o1



Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, PROCONVE, 2011). While the age and
engine technology of the buses are pre-determined during the bidding process for
the provision of public transport in the city, the only air quality monitoring
parameter is a high-volume sampler at the city's Central Public Transport
Terminal, which provides data on inhalable particulate matter (PMyy).

According to Monarch et al. 1999; Isidori et al. 2003 and Misik et al. 2006,
air pollution results from a complex mixture of metals, organic compounds and
secondary compounds generated from photochemical reactions. Only certain
substances are detected in towns where there are air quality chemical monitoring
stations, and although the components have been identified, this analysis alone
cannot establish the genotoxic potential of air (Villarini et al. 2009).

This study is therefore important because the chemical standard for
particulate matter (PMjo) is integrated with in situ biomonitoring using the TRAD-
MN test as a biological parameter to analyze the air genotoxicity of central
Uberlandia during and after a public transportation stoppage.

Thus, we propose that our results not only demonstrate that vehicle
emissions contain mutagenic substances but also provide substantiated evidence
that investments in public transport contribute directly to air quality through
reductions in the flow of vehicles, thereby reducing the mutagenic potential of the

air in large cities.
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Table 1

Daily average percentage of micronucleus (AV), expressed in %, and respective
standard errors (SE) in inflorescences of T. pallida cv. Purpurea and percentage of
alteration (%A) in the average frequencies of micronucleus daily estimated in
inflorescences from monitored site (town center) relative to those from Umuarama
Campus (reference site).

Umuarama town center

DAY Campus : :

(reference site) (monitored site)

AV SE AV SE %A
05-17-2010 0.8 0.1 2.4 0.2 201"
05-18-2010 1.0 0.2 4.4 0.5 361
05-19-2010 0.7 0.1 2.5 0.3 278"
05-20-2010 0.9 0.1 1.9 0.2 109*
05-21-2010 0.9 0.1 2.0 0.1 127*
05-22-2010 0.8 0.1 1.5 0.1 80*
05-23-2010 0.8 0.1 1.3 0.1 62*

*Significant increase (Mann-Whitney rank sum - test; p<0.05)

"Monitored events (days) with significantly higher average frequencies of
micronucleus (Dunn test; p<0.01).
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Table 2

The weather conditions during the 18 hours/day of plant exposure in Uberlandia,
Minas Gerais, Brazil. The study period lasted from 05-17-2010

to 05-23-2010.

Weather conditions

Day Temperatlire Relative humidity  Insolation Rainfall
(min-max °C) (%) (h) (mm)

05-17-2010 23.0-31.2 42-71 9.9 0
05-18-2010 23.0-26.9 61-73 6.3 0
05-19-2010 18.0-26.2 67-96 5.0 2.7
05-20-2010 17.0-24.8 81-83 9.8 0.5
05-21-2010 16.8-25.0 58-77 9.7

05-22-2010 20.2-26.4 50-63 9.6

05-23-2010 21.0-30.0 44-71 6.4
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strike days non-strike days weekend

Fig.l. Frequency of buses passing in the monitored site (town center) per hour
(buses/h) in Uberlandia, Brazil, during the strike days, non-strike days and
weekend (Saturday and Sunday).



37,8

strike days

non-strike days

22,75

weekend

Fig.2. Concentrations of particulate material (PM1) at the monitored site (town

center) in Uberlandia, Brazil, during the strike days, non-strike days and weekend

(Saturday and Sunday).
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log;oMN=0.8145 + 0.0685X + (-
0.0032X,), R2=0.72, F=18.01, p<0.001
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Fig. 3. Surface graphic representation of the multiple regression analysis
between concentration of particulate matter emitted, bus traffic and the frequency

of micronuclei (MN) in inflorescences of Tradescantia pallida obtained during the
biomonitoring study.
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Resumo:

O crescimento da frota veicular em grandes cidades esta diretamente associado a
mudanca na composi¢ao quimica da atmosfera urbana, que passa a apesentar
elevadas concentracdes de substancias com potencial genotoxico. Desse modo,
conhecer e monitorar os riscos da exposicédo aos poluentes atmosféricos torna-se
acao indispensavel na prevencao de problemas ambientais e de saude.
Considerando a inexisténcia de informacdes confidveis sobre a qualidade do ar na
cidade de Uberlandia, o presente estudo pretendeu avaliar se 0s riscos
genotoxicos de areas com diferentes intensidades de trafego veicular poderiam
ser discriminados pelo ensaio de micronucleos com Tradescantia (Trad-MN). Para
tanto, do inverno de 2006 ao verdo de 2010, pelo menos vinte inflorescéncias
foram expostas, duas vezes ao ano, em locais com diferentes indices de fluxo
veicular, e avaliadas quanto a frequéncia de micronucleos. Adicionalmente,
procuramos determinar a influéncia de fatores associados ao clima da cidade nas
frequéncias de microndcleos encontradas em cada local monitorado. Os
resultados obtidos revelam que, embora a baixa umidade relativa do ar tenha
exercido influéncia positiva na formacgéo de micronucleos nas tétrades de
T.pallida, o principal fator determinante para os efeitos genotoxicos observados foi
a elevacgao do fluxo de veiculos nos locais monitorados ao longo de cinco anos de

estudo.

Palvaras-chave: Genotoxicidade, poluicdo veicular, Tradescantia pallida.
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Abstract:

The growing number of cars in large cities is directly linked to changes in the
chemical composition of urban air, which increasingly has high concentrations of
potentially genotoxic chemicals. Therefore, discovering and monitoring the risks
associated with exposure to atmospheric pollutants is indispensible for preventing
environmental and health problems. Because of the lack of reliable data regarding
the air quality in the city of Uberlandia, the present study sought to test whether
the genotoxic risks in areas with different levels of vehicular traffic can be
measured using the Tradescantia micronucleus assay (Trad-MN). Therefore, more
than 20 inflorescences were exposed to locations with different amounts of
vehicular traffic twice per year from the winter of 2006 to the summer of 2011. The
inflorescences were then analysed to determine the micronucleus (MN) frequency.
In addition, we sought to determine the influence of factors linked to city climate on
the MN frequencies obtained at each monitored location. Our results show that,
although low relative humidity positively influenced MN formation in T. pallida
tetrads, the major determining factor for genotoxic events was the level of

vehicular traffic at the locations monitored over the five-year study.

Keywords: Genotoxicity, vehicle pollution, Tradescantia pallida
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1. Introduction

The current dilemma between economic growth and environmental quality
in developing countries is exemplified by the growth of vehicular traffic in Brazil.

According to the Brazilian Department of Transportation (2011), the country
has approximately 70 million automobiles. The country’s southeastern region
accounts for 50.9% of this total, and the state of Minas Gerais alone has 7.6
million vehicles. Uberlandia has the second highest vehicular fleet in the state of
Minas Gerais. However, no studies have investigated the potential biological risks
caused by the increase in air pollution in the city.

The air in large cities is usually contaminated by pollutants generated from
the fuel burning that occurs in automobile engines. Among these contaminants,
heavy metals, organic compounds, particulates and sulphur oxides all have
serious environmental (Isidori et al., 2003; Umbuzeiro et al., 2008) and health
(Mariani et al., 2009) risks.

Due to the growing need to monitor air quality, numerous studies have used
plants as biomonitors (Misik et al., 2011). Factors such as simplicity, low cost and
high sensitivity make the Tradescantia micronucleus assay (Trad-MN) a key tool
for detecting the clastogenic effects caused by vehicle emissions (Batalha et al.,
1999; Carreras et al., 2006; Carvalho-Oliveira et al., 2005; Guimaraes et al., 2000;
Klumpp et al., 2006; Meireles et al., 2009; Misik et al., 2006; Prajapati and Tripathi,
2008; Savoia et al., 2009; Umbuzeiro et al., 2008; Villarini et al., 2009). The assay
consists of detecting the micronuclei arising from breaks that occur in the

chromosomes of pollen grains during meiosis.
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The present study used the Trad-MN assay as part of an air quality
biomonitoring program in the city of Uberlandia. The relationship between
micronucleus (MN) formation in Tradescantia pallida (purple queen) tetrads and
vehicular traffic was examined over five years, with consideration given to the

effects that climatic factors had on the assays at each monitoring location.

2. Materials and Methods

2.1. Monitored locations

According to the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE,
2011), the city of Uberlandia is located in southeastern Brazil, covers 4,115 km?
and has an estimated population of 611,903 inhabitants. Uberlandia has a high-
altitude tropical (Cwa) climate (Peel, 2007) with dry winters and rainy summers.
The average temperature does not change greatly throughout the year, averaging
22.3°C (INPE/CPTEC, 2011).

The monitored locations (Figure 1) were required to meet four criteria:
different rates of vehicular traffic, similar proportions of bus and truck traffic, the
daily monitoring of traffic flow by the Uberlandia City Secretary of Transit and
Transportation (Secretaria Municipal de Transito e Transportes de Uberlandia,
SETTRAN) and close proximity to the Uberlandia weather station (18°55'01.63” S,
48°15°20.60 W). Four locations were chosen for biomonitoring based on these
criteria: (Location 1) the intersection of Rondon Pacheco and Parana Avenues
(18°53'58.42” S, 48°15'31.76” W), (Location 2) the intersection of Jodo Naves de
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Avila and Cesario Alvin Avenues (18°54'58.42” S, 48°16°21.37” W), (Location 3)
the intersection of Floriano Peixoto and Jodo Naves de Avila Avenues
(18°54°’57.59” S, 48°16'27.70” W) and (Location 4) the intersection of Rondon
Pacheco and Jo&o Naves de Avila Avenues (18°54'40.92” S, 48°15'45.49” W).
The garden at the Federal University of Uberlandia, Institute of Biology (18° 53’
08.85”S, 48° 15’ 34.64"W) was used as a control, as it does not have any
vehicular traffic.

The Climatology and Water Resources Laboratory at the Federal University
of Uberlandia is responsible for the city’s weather station, and collected all of the
data indicating the meteorological conditions (air temperature, relative humidity,
insolation and rainfall) that the plants were exposed to during each biomonitoring
period. Locations close to the weather station were chosen to ensure the weather
conditions were similar and known. The number of vehicles that drove through the
monitored locations during the plant exposure times was estimated and given to

us by SETTRAN.

2.2. Plant growth and exposure

Plants from the species Tradescantia pallida (Rose) Hunt. cv. purpurea
Boom were grown in the Federal University of Uberlandia greenhouse. The plants
were cultivated in flowerpots using standardised commercial soil ED73, weekly
irrigated and fertilised with a commercial liquid NPK (10:10:10) fertiliser. The
temperature and relative humidity inside greenhouse were controlled. The
cultivation conditions consisted of day/night temperatures of 26/19, day/night

relative humidity of 65/70% and a day light cycle of 16h to induce flowering. All of
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the plants were derived from the same individual by vegetative propagation. The
spontaneous mutation rates for the plants in the greenhouse were regularly tested
and did not exceed 2 MN/100 tetrads. These data, however, were not included in
the between-exposure comparisons at the different monitored locations.

Twenty inflorescences were exposed to each monitored location during the
winter (dry season) and summer (rainy season), for a total of 10 exposures per
location over the course of five years (winter 2006 to the summer of 2011). The
inflorescences were exposed to the monitored locations on workdays between
6:00 am and 11:59 pm, for a total of 18 hours of exposure.

For exposure, exposure boxes (25 cm X 25 cm X 35 cm) with a hole to
accommodate the plastic container with the plants, and a shading fabric (50%) to
cover the upper part of the boxes were used to protect the plants from excessive
heat and insolation, according to the Klumpp et al (2006). To avoid contamination
by soil pollutants, the boxes containing the plants should be kept on stands at a

height of 2m above ground.

2.3.Trad-MN assay

The micronucleus frequency was measured for a minimum of 5
inflorescences from each monitoring location. After fixation in a 1:3 acetic acid to
70% ethanol solution for 24 h and preservation in 70% ethanol, the Trad-MN
assay protocol developed by Ma et al. (1994) was used. Five slides were prepared
for each monitoring session at each location to detect the presence of micronuclei.
The analyses were performed using an optical microscope at 400x magnification.
Three hundred tetrads on each slide were analysed. Figure 2 shows a
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photomicrography of early pollen tetrads of Tradescantia with (Figure 2.a) and

without MN (Figure 2.b).

2.4. Statistical Analysis

The differences between the MN frequencies measured during the
experiments were tested using one way Analysis of Variance (ANOVA) and then
compared using the Dunnett’s test at a 1% significance level.

A multiple regression analysis was performed to test for a relationship
between MN frequency, vehicular traffic and weather conditions (air temperature,
relative humidity, insolation and rainfall) at the monitoring locations. The
regression curve was successively adjusted so that only the factors that

significantly contributed to the MN variances remained in the model.

3. Results and Discussion

The number of vehicles being used in the city increased from 205,510 in
2006 to 338,328 in 2011—a significant increase of nearly 65%, according t- test (P
< 0.01). These data obtained from SETTRAN showed that the number of vehicles
at the monitoring locations increased during every period evaluated (Figure 3).
The control location is not shown in the graph, as it represents no vehicles.

Weather conditions typical for the Cwa climate were found in the monitored
region during the plant exposure times (Table 1). The air temperature ranged from
17.0°C to 28.9°C, while the relative humidity oscillated between 37% and 73%
during the dry seasons and 75% and 93% during the rainy seasons. There was no
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rainfall during the dry season, and the rainfall ranged from 0 to 4.5 mm during the
rainy season. The insolation periods ranged from 1.5 h to 9.8 h for the different
monitoring sessions (season/year).

As shown in Table 2, both the location and the season/year of exposure
had a significant effect on the MN rates measured in the study (ANOVA, p<0.01).
The MN frequencies obtained during each biomonitoring session were significantly
higher (Dunnett, p<0.01) at locations 2, 3 and 4 compared to the control location.
Of the 10 monitoring sessions for each location, the MN levels were the highest
(Dunnett, p<0.005) during the winters of 2007, 2008 and 2010 and the summer of
2011. Together, these results show that the observed MN frequencies are
proportional to the number of vehicles in the monitored area. It is worth noting that
the highest MN rate occurred during the winter of 2010 (Table 2), when the lowest
relative humidity was also found (Table 1).

The MN rates for the control location did not differ between the monitoring
sessions and were not higher than the spontaneous mutation rates observed when
the plants were kept in the greenhouse.

The multiple regression analysis of the results showed that variable X; (the
number of vehicles) was responsible for 83.92% of the coefficient of determination
(R?), while variable X, (the average relative humidity) added 4.09% to this
coefficient. Therefore, 88.01% of the inflorescence MN frequency was predicted by
the linear combination of these two variables. Variables X3 (air temperature), X4
(rainfall) and X5 (insolation) added 1.65% to the coefficient of determination and,
therefore, did not contribute significantly to the R? value.

Thus, the linear model that best predicts Y from variables X; and X is
represented by the following equation: [log:0MN=0.4618 + 0.0001X; + (-0.0231X5),
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R?=0.88, F=121.01, p<0.0001]. The results of the multiple regression analysis are
shown graphically (Figure 4).

The results of the present study indicate that in situ biomonitoring using the
Trad-MN assay is a viable option for estimating the genotoxic risk in areas with
high vehicular traffic. However, before we discuss the genotoxicity at the
monitored locations, let us address some methodological considerations.

The species T. pallida is as sensitive as #4430 and other clones that have
already been established and used in European studies, but is better adapted for
the weather conditions found in South America (Mielli et al., 2009; Suyama et al.,
2002), thus justifying its use in the present study.

Fomin and Hafner (1998), Helma et al. (1994) and Klumpp et al. (2002)
suggested a plant exposure time of 24 to 30 hours. However, the present study
demonstrated that 18 hours of exposure was sufficient for inducing genotoxic
effects in the inflorescences. In addition, the vehicular traffic between12:00 am
and 6:00 am was considered to be low, resulting in a break in plant exposure to
vehicular emissions. Reducing the exposure time of the biomonitor has also been
suggested in other studies (Klumpp et al., 2005; 2006).

Even with the possibility of decreasing plant exposure times, the bioassays
that use plants to monitor genotoxicity in situ are vulnerable to the effects of
weather-related factors, which may affect spontaneous mutations rates and,
therefore, should not be underestimated (Isidori et al., 2003). The present study’s
experimental design sought to account for these effects by observing not only the
weather in the studied region but also the spontaneous mutation rates and

morphophysiological characteristics of the biomonitor.
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ANOVA and multiple regression analysis of the genotoxicity of the air at the
monitored locations showed that the growing vehicular traffic positively influenced
the MN frequency and high relative humidity levels negatively affected the MN
frequency.

The present study showed that changes in humidity do not have clear
effects on spontaneous mutation rates. The MN frequencies in the tetrads
obtained from plants positioned at the control location were similar to the basal
values for the experimental controls of other studies using the same species
(Batalha et al., 1999; Suyama et al., 2002). However, when the plants were
exposed to environments with high vehicular traffic and contaminants, the number
of micronuclei was negatively correlated with the relative humidity.

In fact, the MN rates were elevated at the locations with the most vehicular
traffic (locations 2, 3 and 4) when low humidity conditions predominated (the
winters of 2007, 2008 and 2010). Isidori et al. (2003) found similar results when
they used the Trad-MN assay to monitor the genotoxicity of airborne compounds
in Caserta, southern Italy, during two seasons of the year. Klumpp et al. (2004)
propose that low humidity levels may stimulate the opening of stomata, thereby
increasing the absorption and transport of mutagenic substances to target cells.

The small influence of the air temperature variable on MN rates may be due
to the meteorological characteristics of the city where the study was performed. As
previously shown, the climate in Uberlandia has two seasons that differ by the
presence or absence of rainfall, with little to no change in temperature throughout
the year. In fact, all of the exposures occurred at similar temperatures, as shown in

Table 1.
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However, temperature changes should be accounted for in cities or regions
that do have variable temperatures. Very low or very high temperatures could
confound the results by increasing the number of spontaneous micronuclei in the
negative control and favouring the entrance and transport of mutagens by
stimulating the opening of stomata (Klumpp et al., 2004).

Although the influence that weather conditions such as relative humidity,
temperature and rainfall have on MN generation as a result of exposure to
genotoxic agents has already been considered by other studies (Isidori et al.,
2003; Klumpp et al., 2004; Savdia et al., 2009), none of these studies have
considered climatic variables and increasing vehicular traffic for biomonitoring
periods of longer than one year.

Because the weather conditions in the city of Uberlandia were generally
constant, it was possible to attribute the main cause of the genotoxic events of the
present study to increased vehicular traffic (and increased air pollution).

In summary, the Trad-MN assays used during five years of biomonitoring in
the city of Uberlandia showed that the highest genotoxicity levels were found in the
areas with the highest vehicular traffic. Brazilian (Batalha et al., 1999; Guimaraes
et al., 2000; Meireles et al., 2009; Savoia et al., 2009) and European (Isidori et al.,
2003; Klumpp et al., 2006) studies have linked high MN rates in Tradescantia sp.
inflorescences to high vehicle emission levels in high traffic areas.

The results of the present lead us to conclude that, although climate factors
such low relative humidity had a small positive influence on the response of T.
pallida tetrads to genotoxins in the air, the determining factor for the genotoxicity
levels was the increase in vehicular traffic in the monitored locations, which
occurred as a consequence of the increase in traffic in Uberlandia. These results
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show that the T. pallida Trad-MN assay is a viable option for the biomonitoring of
environmental genotoxicity in situ. However, one must design a consistent and
accurate biomonitoring model that will identify and account for the possible

meteorological interferences of the studied location.
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Table 1

The weather conditions during the 18 hours of plant exposure at each location and
session (season/year) in Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. The study period lasted
from winter 2006 to summer 2011.

Weather Conditions

Year Season Temperature Relative Insolation Rainfall (mm)
(min-max °C) Humidity (%) (h)

2006 Winter 18.8-23.8 45-73 7.9 0

Summer 21.9-27.3 75-86 1.5 0.5
2007

Winter 20.6-26.2 42-62 9.8 0

Summer 21.0-26.1 72-93 2.4 4.5
2008

Winter 17.0-27.1 50-67 9.3

Summer 24.2-27.2 68-81 6.2
2009 _

Winter 20.0-25.8 46-72 6.6

Summer 24.2-25.8 64-85 9.5 1.7
2010

Winter 23.6-28.9 37-57 8.8 0
2011 Summer 23.0-28.2 61-85 5.2 1.2
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Table 2

Micronucleus frequency (MN/100 tetrads) for the T. pallida tetrads obtained from
locations 1, 2, 3 and 4 and the control location during the biomonitoring sessions
indicated.

Location Year Summer MCN Winter MCN
frequency frequency
(mean £ SD) (mean £ SD)
2006 ND 0.72+0.12
2007 0.73+£0.09 0.88 £ 0.15
Control 2008 0.77+0.16 0.88+0.19
2009 0.81+0.17 0.87+0.21
2010 0.83+0.15 0.96 £ 0.26
2011 0.93+0.13 ND
2006 ND 1.04+£0.16
2007 1.03+0.18 1.85+0.23
Location 1 2008 1.29+0.19 2.29+0.28
2009 1.47 £0.23 2.03+£0.20
2010 1.63+0.17 2.84 +£0.23
2011 2.56 +0.16 ND
2006 ND 1.36 + 0.21*
2007 1.59 £ 0.21* 2.23 +0.22*
Location 2 2008 2.30 £ 0.25* 2.60 £ 0.22*
2009 2.33+£0.22* 2.50+0.11*
2010 2.27 £ 0.23* 4.01 £0.19*
2011 3.25+0.19* ND
2006 ND 2.54 +0.13*
2007 2.28 £ 0.19* 3.28+0.17*
Location 3 2008 3.07 £ 0.22* 4.01 +0.19*
2009 2.95+ 0.22* 4.03 £ 0.22**
2010 3.17 £ 0.35* 4.32 + 0.15**
2011 4.24 + 0.12** ND
2006 ND 3.05+0.21*
2007 2.99 +0.18* 3.72+0.18*
Location 4 2008 3.36 £ 0.20* 4.40 £ 0.29**
2009 3.35+0.21* 3.96 + 0.24**
2010 3.47 £ 0.19* 5.02 + 0.20**
2011 4.42 + 0.34** ND

Positive response according to Dunnett’s test (*P < 0.01; **P < 0.005).
ND= not determined

83



Fig. 1. Map of Uberlandia City showing the monitored locations, control and the

Uberlandia weather station.
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Fig. 2. Early pollen tetrads of Tradescantia with (a) and without MN (b).
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Fig. 3. The number of vehicles registered in the area during the 18 hours of plant
exposure for each location and session (season/year). The data were obtained
from Uberlandia, Minas Gerais, Brazil from winter 2006 to summer 2011.
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Fig. 4. Surface graphic representation of the multiple regression analysis between
relative humidity, number of vehicles and the frequency of micronuclei (MCN) in
inflorescences of Tradescantia pallida obtained during each biomonitoring session
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CONCLUSOES

Os resultados do biomonitoramento in situ da genotoxicidade do ar do
centro da cidade durante e ap0s uma paralizacéo do transporte coletivo publico
por meio do teste de micronucleos com Tradescantia revelaram que a frequéncia
de micronucleos foi significativamente maior na regido central da cidade em
comparacao com o local de referéncia utilizado, sendo que os maiores niveis de
MN foram observados nos dias de paralisacdo do transporte coletivo.

A frequéncia de MN foi influenciada positivamente pela baixa circulacéo de
onibus durante os dias de paralisacdo do transporte coletivo e pelo incremento na
concentracdo de material particulado, resultante do aumento do fluxo de veiculos
no centro da cidade durante a greve. Nao houve influencia significativa das
condicBes climaticas nos resultados observados.

Os resultados do biomonitoramento in situ dos efeitos genotéxicos da
poluicdo veicular em Uberlandia revelaram que embora a baixa umidade relativa
do ar tenha exercido influéncia positiva na formacéo de microndcleos nas tétrades
de T.pallida, o principal fator determinante para os efeitos genotoxicos observados
foi a elevagdo do fluxo de veiculos nos locais monitorados ao longo de cinco anos

de estudo.
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