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RESUMO

A producdo de cana-de-acucar no Vale do Sao Francisco € uma atividade bastante
rentavel e tem tomado uma propor¢ao cada vez maior na regido, devido as favoraveis
condi¢cbes de plantio da cultura, como clima e sistema de irrigacdo. Contudo, essa
pratica € uma das responsaveis pela poluicdo atmosférica, decorrente da queima da
palha da cana-de-acucar no periodo de safra. O material oriundo dessa queima
apresenta uma elevada carga de compostos quimicos, 0s quais estao relacionados
COm processos carcinogénicos e mutagénicos, como € o caso dos hidrocarbonetos
policiclicos aroméaticos. Além disso, a fuligem afeta muitas regiées nas redondezas da
inddstria, a ressaltar os municipios proximos e as plantacdes agricolas. Nesse sentido,
0 presente trabalho teve como objetivo investigar a toxicidade e citogenotoxicidade da
fuligem resultante da queima de cana-de-acucar, mediante o bioensaio com Lactuca
sativa e Allium cepa, respectivamente. Sementes de alface e de cebola foram
germinadas em placas de Petri, contendo 0,259, 0,59, 1,09, 2,09 e 3,0 g de fuligem,
MMS (metilmetano-sulfonato 4x104 Mv) e herbicida Trifluralina (0,84 ppm de principio
ativo) (ambos controles positivos) e agua ultrapura (controle negativo). Decorrido o
periodo de exposicao, foram anotados a quantidade de sementes germinadas e a
medicao das raizes, para obtencdo do indice de fitotoxicidade. Para o ensaio de
citogenotoxicidade, 20 raizes de cebola foram coletadas, medidas, fixadas em Carnoy
e utilizadas na preparacdo das laminas por esmagamento seguindo o método de
Feulgen. Os resultados mostraram a influéncia da fuligem sobre a taxa de germinacéao
de sementes de alface, onde a maior reducdo na germinacéo, foi observada na
guantidade de 3,0 g (30,83%) em comparacao ao controle negativo (96,67%). De igual
modo, foi observado na germinacao de cebola. Os dados de crescimento das raizes
em alface corroboraram os resultados da germinacdo absoluta, demonstrando
interferéncia no tamanho das raizes de todos os tratamentos testados, o que indica a
acdo toxica da fuligem. Em relacdo ao ensaio citogenotoxico com cebola, foi
observada reducao no indice mitético para todos os tratamentos de fuligem, o que
indica acao citotoxica. Foi notada ainda, agdo genotoxica da fuligem, de modo que
todas as quantidades testadas, com excecao da menor quantidade [0,25g (0,39%)],
tiveram um aumento no indice de altera¢cdes cromossdmicas em comparacao ao
controle negativo. O presente trabalho demonstrou que a utilizacdo de organismos-
teste na avaliagdo de poluentes atmosféricos é imprescindivel para compreender 0s
tipos de danos que tais podem causar nos organismos expostos e no ambiente.

Palavras-chave: Poluicdo atmosférica. Alteragdo cromossdmica. Germinagao.



ABSTRACT

Sugarcane production in the S&o Francisco Valley is a very profitable activity and has
taken an increasing proportion in the region, due to the favorable conditions for planting
the crop, such as climate and irrigation system. However, this practice is one of those
responsible for atmospheric pollution, resulting from the burning of sugarcane straw
during the harvest period. The material from this burning has a high load of chemical
compounds, which are related to carcinogenic and mutagenic processes, such as
polycyclic aromatic hydrocarbons. In addition, soot affects many regions in the vicinity
of the industry, highlighting nearby municipalities and agricultural plantations. In this
sense, the present work aimed to investigate the phytotoxicity and cytogenotoxicity of
the soot resulting from the burning of sugarcane, through the bioassay with Lactuca
sativa and Allium cepa, respectively. Lettuce and onion seeds were germinated in Petri
dishes, containing 0.25 g, 05 g, 1.0 g, 20 g and 3.0 g of soot, MMS
(methylmethanesulfonate 4x10“# Mv) and Trifluralin herbicide (0.84 ppm of active
ingredient) (both positive controls) and ultrapure water (negative control). After the
exposure period, the amount of germinated seeds and the measurement of the roots
were noted, to obtain the phytotoxicity index. For the genotoxicity test, 20 onion roots
were collected, measured, fixed in Carnoy and used in the preparation of the blades
by crushing following the method of Feulgen. The results reduced the influence of soot
on the germination rate of lettuce seeds, where the greatest reduction in germination
was observed in the amount of 3.0 g (30.83%) compared to negative control (96.67%).
Likewise, it was observed in onion germination. The root growth data in lettuce
corroborated the absolute germination results, demonstrating interference in the size
of the roots of all tested treatments, which indicates the toxic action of the soot.
Regarding the cytogenotoxic assay with onion, a reduction in the mitotic index was
observed for all soot treatments, which indicates a cytotoxic action The genotoxic
action of the soot was also noted, so that all quantities tested, except for the smallest
amount [0,25 g (0,39%)]. The present work demonstrated that the use of test
organisms in the evaluation of air pollutants is essential for understanding the types of
damage they can cause to exposed organisms and to the environment.

Keywords: Atmospheric pollution. Chromosome alteration. Germination.
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1. INTRODUCAO

No Vale Submédio S&o Francisco, as cidades de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA)
lideram uma RIDE (Rede Integrada de Desenvolvimento Econdmico), denominada
Polo Petrolina-Juazeiro, em conjunto com os municipios Lagoa Grande, Santa Maria
da Boa Vista e Oroco (PE), Casa Nova, Curaca e Sobradinho (BA), configurando um
dos principais polos de fruticultura irrigada no Brasil (OLIVEIRA, 2015). Com a
implantacdo dos perimetros de irrigacéo, € apontado como 0 maior centro produtor de
manga e uvas finas de mesa do pais, contribuindo com 70% e 80% das exportacdes
brasileiras destas culturas, bem como movimenta o comércio local com a atividade de
pequenos produtores da regido (JESUS DA SILVA; LIMA, 2016).

Outra atividade relevante nessa regiao é a de empresa alcool-acucareira, a qual
tem um papel significativo na geragéo de empregos e de lucros (RIBEIRO; AZEVEDO,
2016). Contudo, essa atividade também vem acompanhada de diversos impactos
ambientais, os quais ainda necessitam de uma maior atencdo, como € 0 caso da
poluicao atmosférica, ocasionada no periodo de queima da cana-de-agucar (SKAREK,
et al., 2007).

A poluicdo pode ser definida como uma alteragdo capaz de promover a
degradacdo de um ecossistema, por meio da remocdo ou introducdo, direta ou
indireta, de substancias resultantes de atividades antropicas, como as atividades de
diversas industrias, producdo de automoéveis e a queima florestal que causam efeitos
deletérios aos recursos biolégicos e riscos a saude humana (CHAPMAN, 1996;
BRAGA et al.,, 2001). A poluicdo atmosférica € ocasionada pela persisténcia de
substancias na atmosfera, cuja elevada quantidade € capaz de prejudicar a existéncia
natural dos organismos vivos e interferir no desenvolvimento humano (BAI et al.,
2018).

O processo da queima da cana-de-aclUcar € um dos responsaveis pela
producdo de HPAs (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos) e, consequentemente,
poluicdo atmosférica (TFOUNI; TOLEDO, 2007). Esses compostos sdo oriundos da
combustdo de matéria organica, combustivel fdssil, industrias petroquimicas,
incéndios florestais, entre outras fontes, e apresentam uma capacidade de absorcéo
bastante rapida por alguns 6rgdos dos animais, como pele, pulmdes e intestino
(MEIRE et al., 2007), sendo estes ja associados a processos carcinogénicos e

mutagénicos (BERNARDO et al., 2016). Em adicdo, a queima da cana acarreta
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disperséo rapida de fuligem, por se tratar de transporte de material particulado fino
atmosférico, a qual pode alcancar longas distancias, a depender da precipitacao
(FREITAS; SOLCI, 2009).

Os efeitos deletérios que contaminantes atmosféricos podem causar aos
organismos expostos ainda ndo sado bem difundidos, tornando necessaria a realizacao
de pesquisas envolvendo, por exemplo, 0 emprego de ensaios genéticos para a
avaliacdo da toxicidade, citogenotoxicidade e mutagenicidade.

Entre eles, os bioensaios vegetais sdo amplamente empregados como
ferramentas no diagndstico e monitoramento ambiental, com destaque para 0s
sistemas-testes com Lactuca sativa L (alface) e Allium cepa L. (cebola), ambos
indicados por 6rgdos ambientais (USEPA, 1996; GRANT, 1999; OECD, 2006). O
bioensaio com alface analisa o potencial fitotbxico da amostra testada, mediante
avaliacdo da germinacéo e do crescimento radicular (VALERIO; GARCIA; PEINADO,
2007), enquanto que o ensaio com cebola mostra-se eficiente na identificacdo dos
efeitos dos contaminantes em nivel de ciclo celular e cromossémico (LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho avaliou 0s possiveis potenciais
fitotoxico, citogenotoxico e mutagénico da fuligem resultante da queima da cana-de-
acucar, matéria-prima da industria alcool-acucareira, inferindo sobre os diversos
danos a saude humana e ambiental desta atividade no polo Petrolina-PE e Juazeiro-
BA e cidades circunvizinhas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial fitotdxico e citogenotoxico de fuligem, oriunda da queima da
cana-de-acucar em condi¢des laboratoriais utilizando Lactuca sativa e Allium cepa

COmMo organismos-teste.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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v' Estimar o nivel de toxicidade dos compostos quimicos presentes na fuligem
obtida, mediante a determinac&o do indice de Germinacéo (IG) e da Varia¢éo
do Comprimento Médio das Raizes (VCMR) em L. sativa;

v ldentificar uma possivel acdo citogenotdxica e mutagénica dos constituintes
quimicos presentes na fuligem em andlise, pela estimativa do indice Mit6tico
(IM), indice de Alteracdo Cromossémica (IAC) e frequéncia de microntcleos
em células meristematicas e F1 de A. cepa;

v Utilizar os ensaios de fitotoxicidade e citogenotoxicidade como parametros
importantes na avaliacdo dos efeitos adversos a saude humana e ambiental

ocasionados por contaminante atmosférico.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 ATIVIDADE ALCOOL-ACUCAREIRA NO VALE DO SAO FRANCISCO

No ambito econdémico brasileiro, a cana-de-aglucar € uma das culturas mais
expressivas, sendo sua expansao relatada apds a Segunda Guerra Mundial, com o
surgimento de varias indlstrias canavieiras (SZMRECSANYI; MOREIRA, 1991).
Atualmente, o Brasil encontra-se em primeiro lugar no ranking de produtores de cana-
de-acucar em nivel mundial, devido a sua producéo durante praticamente todo o0 ano
nas regides Norte-Nordeste e Centro-Sul do pais (NACHILUK, 2021).

O Norte e Nordeste brasileiro séo responséveis por cerca de 10% da producéo
alcool-acucareira; nessas regifes, ha um predominio do corte manual da cana-de-
acucar (RIBEIRO, 2008). Esse tipo de pratica estad relacionado ao pequeno
investimento tecnolégico para a atividade e, também, pelas -caracteristicas
geograficas e topogréficas desses locais, com alta declividade, o que dificulta a
mecanizacgao da colheita (LIMA, 2021).

O Vale do Séo Francisco atrai diversos investidores no ramo da agricultura,
devido a possibilidade de plantio na area, propiciado pela incidéncia solar e a umidade
favoravel, além do sistema de irrigacdo. Considerando essas caracteristicas locais,
além do baixo custo de infraestrutura, a produgéo de cana-de-agUcar torna-se rentavel
na regido (SOARES et al., 2003).
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A Unica induastria sucroalcooleira do semiarido brasileiro esta localizada no
municipio de Juazeiro-BA, onde apresenta alguns produtos oriundos da producéo de
cana-de-acucar. Devido as atividades desenvolvidas pela empresa, o municipio de
Juazeiro-BA teve destaque no segmento de geragdo de empregos no interior do
Nordeste (SOARES et al., 2003; NOTICIAS AGRICOLAS, 2019).

No polo Petrolina-PE e Juazeiro-BA, os problemas ocasionados pela
persisténcia do material particulado no ambiente sdo sentidos pela populacdo. Em
decorréncia disso, medidas judiciais contra a queima da cana-de-acucar foram
consideradas com intuito de minimizar esses danos. Em 2020, uma decis&o liminar
do Tribunal de Justica de Pernambuco determinou a suspenséo da queima da cana-
de-acucar pela industria alcool-acucareira da regido, haja vista os diversos danos
ambientais e as complicacfes respiratdrias ocasionadas, principalmente, pelo agravo
a saude de pessoas acometidas pela COVID-19, em meio a Pandemia (MOREIRA,
2020). Contudo, essa liminar foi derrubada apds a empresa recorrer da decisdo em 22
instancia e o desembargador responsavel, alegar que ndo havia prejuizos decorrentes

da continuacéo das atividades da empresa (COELHO, 2020).

3.2 A QUEIMA DA CANA-DE-ACUCAR E SEUS EFEITOS A SAUDE AMBIENTAL E
HUMANA

Ao longo do tempo, as atividades antropicas tém apresentado a necessidade
do aperfeicoamento e/ou inovagdo tecnolégica em diferentes éareas, as quais,
inevitavelmente, geram o aumento da quantidade de residuos produzidos. Essa
necessidade parte do crescimento populacional, do intuito de gerar bem-estar e
comodidade, além de buscar maneiras de sanar problemas caracterizados pelo
conglomerado formado nas grandes cidades e suprir demandas da populagéo. Em
contrapartida, medidas de conservacédo para 0 meio ambiente, muitas vezes nao
acompanham essa evolucdo da modernizacdo humana (POTT; ESTRELA, 2017).

A queima de biomassa, motores de automoveis, usinas termoelétricas,
indastrias, entre outras, sdo fontes potenciais de poluicdo atmosférica (CANCADO et
al., 2006). Essas atividades geram o acumulo de contaminantes no ecossistema, o
gual pode ocasionar efeitos deletérios nos sistemas fisiolégicos e genéticos dos
organismos expostos, sendo toxicos a saude humana e ambiental (MATSUMOTO et
al., 2006; VENTURA et al., 2008).
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Dentre as fontes de poluicdo atmosférica, pode-se destacar a colheita manual
de cana-de-acUcar, a qual € adotada por algumas industrias alcool-acucareiras por
seu baixo custo e por aumentar a quantidade do teor de agucar devido a evaporacao
da 4gua; entretanto, este processo baseia-se na queima da palha da cana-de-acgucar,
tendo como produto uma fuligem dispersa no ambiente, provocando bastante
prejuizos econdmicos, sociais e ambientais (DE ANDRADE et al., 2010).

Os transtornos sao acentuados durante o periodo de safra da cana-de-acguUcar,
0 qual corresponde aos meses de maio a novembro, época com baixos indices
pluviométricos. Esse fato € determinante no aumento dos problemas de saude
relacionados ao sistema respiratério humano, pois os particulados atmosféricos
encontram-se concentrados na atmosfera, o que € evidenciado pela elevada
ocorréncia de internacdes em unidades de saude (MACHIN; NASCIMENTO, 2018).

A fuligem gerada carrega diversos compostos oriundos da combustéo, tais
como o6xido de nitrogénio, didxido de carbono, mondéxido de carbono, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, entre outros (JIMENEZ et al., 2006). Os efeitos que cada um
desses compostos pode ocasionar precisam ser melhor investigados, devido a
provavel interacdo sinérgica, antagdnica ou aditiva dos mesmos (BONETTA et al.,
2019).

De acordo com Loureiro (2005), a Resolucdo CONAMA n° 003 de 28/06/90
aponta que a presenca de diéxido de enxofre, particulas totais em suspensao,
particulas inalaveis, fumaca, monoéxido de carbono, ozénio e dioxido de nitrogénio
definem os padrdes de qualidade do ar; assim, 0 aumento desses parametros pode
afetar a sallde ambiental e humana, sendo os mesmos considerados como poluentes
atmosféricos.

No México, ao se comparar um grupo de trabalhadores envolvidos no corte da
cana-de-agucar em relacdo a um grupo controle, foi possivel identificar uma maior
frequéncia de micronucleos e anormalidades nucleares nas células epiteliais da
mucosa oral dos individuos expostos as cinzas da queima de cana-de-agucar. Tal
dado reforca a informacdo que os componentes resultantes desse processo de
combustdo causam danos ao DNA dos individuos expostos, tornando esses
trabalhadores mais susceptiveis a desenvolverem algumas doencas, como 0 cancer
(MARTINEZ-VALENZUELA, 2015).
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3.3 BIOENSAIOS GENETICOS VEGETAIS

Com o aumento da densidade populacional global, a poluicdo ambiental tem se
agravado, de maneira a deixar um alerta sobre as consequéncias que 0s agentes
poluentes podem ocasionar & saude ambiental e humana, uma vez que as fontes
difusas ou pontuais de poluicdo tém a capacidade de alterar consideravelmente
caracteristicas ambientais e dos organismos (RODRIGUES et al., 2013).

Neste sentido, os testes ecotoxicoloégicos mostram-se como importantes
ferramentas na avaliacdo do potencial toxico de substancias quimicas e dos efeitos
deletérios das condi¢cdes ambientais adversas sobre os organismos em diferentes
niveis tréficos. Desta forma, eles fornecem suporte ao estabelecimento de limites para
produtos quimicos comerciais no ambiente e, consequentemente, ao diagndéstico de
gualidade ambiental, bem como embasam decisdes na gestdo e recuperagdo de
areas contaminadas (CAMPAGNA-FERNANDES et al., 2016).

Os bioensaios sdo realizados seguindo recomendacdes nacionais e
internacionais e diferentes organismos procarioticos e/ou eucarioticos séo comumente
utilizados no biomonitoramento ecotoxicoldgico, entre eles, leveduras, bactérias,
animais e vegetais (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; PRIAC et al., 2017). Em termos
gerais, 0S ensaios com procariotos detectam agentes que induzem mutacéo génica e
danos primarios ao DNA, enquanto que as analises com eucariotos identificam danos
de grande extenséo, variando de mutacdes génicas a danos cromossomicos (LEME;
MARIN-MORALES, 2009; SOUSA; VICCINI, 2011)

Os bioensaios com vegetais destacam-se pela sensibilidade, baixo custo,
rapidez, facil acessibilidade e manuseio (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; ANDRADE et al.,, 2010); sdo usados para avaliar os efeitos
biolégicos de substancias simples ou compostas em organismos complexos,
identificando a atuagéo destes compostos em nivel toxico, citogenotdxico, mutagénico
elou carcinogénico (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Estes bioensaios apresentam
uma boa correlacdo, quando comparados a outros sistemas testes, principalmente
com o de mamiferos, notando-se uma correlacdo de 82% em relacdo ao teste de
carcinogenicidade em roedores. Além disso, apresentam praticamente a mesma
sensibilidade do sistema-teste de algas e linfécitos humanos (FISKESJO, 1985;
MAURO et al., 2014; PALMIERI et al., 2016).
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Cucumis sativus L. (pepino), Raphanus spp L. (rabanete), Trifolium pratense L.
(trevo vermelho), Triticum aestivum L. (trigo) e Lactuca sativa L. (alface) sdo as
principais espécies vegetais recomendadas para testes de fitotoxicidade pelo USEPA
(US Environmental Protection Agency; Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos) (USEPA, 1996) e OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development; Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico)
(OECD, 2006).

O bioensaio com sementes de L. sativa é definido como estético e pode ser
usado para avaliar a toxicidade aguda (ANDRADE et al., 2010). E um teste que
permite a andlise do efeito toxico dos contaminantes pela taxa de germinacéo de
sementes e pelo desenvolvimento das plantulas, seja pela medicdo do comprimento
da raiz ou avaliacdo da parte aérea (RIVETTA et al., 1997; MUHAMMAD et al., 2006;
BAGUR-GONZALEZ et al., 2011; NUNES et al., 2014; SILVEIRA et al., 2014). Esta
aplicacdo esta associada ao elevado numero de sementes, germinacao rapida e
homogénea, o alto grau de contato com a substancia em estudo, crescimento linear
das raizes, a elevada sensibilidade, alta tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo e
os grandes cromossomos de alface (2n=18) (MATOBA, 2007; CAMPOS et al., 2008;
CAMPAGNA-FERNANDES et al., 2016).

Diante desta ampla versatilidade e aplicabilidade, o bioensaio com L. sativa tem
sido utilizado na avaliacdo de solo que sofre com influéncia de agrotéxicos (SOUSA
et al., 2014), de agua receptora de efluentes industriais (LYU et al., 2018), de
poluentes ambientais (SILVEIRA et al., 2017) e da dosagem de agentes quimicos
(BELZ et al., 2018).

Por sua vez, os ensaios citogenéticos tém sido amplamente usados na
avaliacdo de compostos quimicos, em condi¢cdes in vivo e/ou in vitro, mediante a
identificacdo de alteracdes do indice Mitético (IM), o indice de Alteracdes
Cromossoémicas (IAC) e frequéncia de micronudcleos e quebras cromossémicas (IMut),
como parametros de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade
respectivamente. Em adicéo, essas alteracdes permitem identificar acdo aneugénica
dos compostos estudados, a qual compromete a separacdo das croméatides durante a
divisdo celular, e/ou clastogénica, que promove quebras no material genético (LEME;
MARIN-MORALES, 2009).

Para avaliacao citogenotoxica, as espécies mais utilizadas sédo Allium cepa L.

(cebola), Zea mays L. (milho), Vicia faba L. (faveira), Tradescantia L., Nicotiana
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tabacum L. (tabaco), Crepis capillaris L. (almeirdo) e Hordeum vulgare L. (cevada)
(SOUSA; VICCINI, 2011). Dentre essas plantas, o sistema-teste A. cepa tem sido
indicado pela USEPA (US Environmental Protection Agency; Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos), IPCS (International Programme on Chemical Safety;
Programa Internacional de Seguranca Quimica) e UNEP (United Nation Environment
Programme); Programa Ambiental das Na¢des Unidas) como um ensaio eficiente para
analise genotoxica em diferentes tipos de amostras (GRANT, 1999), uma vez que as
raizes crescem em contato direto com a substancia de interesse (efluente, toxina,
compostos quimicos, entre outros), permitindo prever possiveis danos ao DNA
eucariético (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).

De acordo com alguns autores, a alta sensibilidade em detectar uma ampla
variedade de contaminantes ambientais de A. cepa também esta relacionada a
algumas caracteristicas que sdo proprias da espécie, como a presenca de
cromossomos grandes, com numero reduzido (2n=16) e morfologia bem definida,
permitindo a facil identificacdo de alteracbes cromossdmicas; apresenta um
crescimento radicular rapido, grande quantidade de células em divisdo, elevada
tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, disponibilidade durante todo o ano, baixo
custo e facil manuseio (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; LEME;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

O bioensaio com A. cepa tem sido utilizado na avaliacdo das carateristicas
genotoxicas de extrato de plantas (TEIXEIRA et al., 2003; AKINBORO; BAKARE,
2007; NEVES et al., 2014; ALMEIDA et al., 2016;), farmacos (NEFIC et al., 2013;
ONWUAMAH et al., 2014), mas principalmente em estudo de avalicdo de poluicao
ambiental, incluindo analise de herbicidas (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007), metais pesados (OLIVEIRA; SANTOS; BOEIRA, 2012), efluentes
agricolas, domeésticos e industriais (UKAEGBU; ODEIGAH, 2009; PEREIRA, 2016) e
monitoramento da qualidade da agua (ATHANASIO et al., 2014).

4. METODOLOGIA

4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DA CANA-DE-ACUCAR
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Ponteiras da espécie Saccharum officinarum L., a cana-de-agUcar, foram
coletadas manualmente, com auxilio de facfes e foices, em uma area experimental
localizada no Campus Ciéncias Agrarias - UNIVASF, Petrolina/PE (09°19'12,0” S
40°33'44,3” W), no periodo de dezembro de 2019. A espécie encontra-se registrada
no Herbario Vale do Séo Francisco (HVASF), com o numero de tombo 24230.
Considerando a quantidade de material coletado, as ponteiras de cana foram
trituradas em triturador forrageiro, no setor de producdo do campus Ciéncias Agrarias
— UNIVASF, resultando em pequenas particulas da cana-de-acUcar, as quais foram
armazenadas em saco tipo nylon.

Tal material foi transportado para o Laboratério de Citogenética, localizado no
Nucleo de Ecologia Molecular (NECMOL) do Centro de Manejo de Fauna da Caatinga
(CEMAFAUNA) — UNIVASF, onde foi submetido a secagem em estufa a 55°C por 72h
e armazenado em recipiente de plastico coberto com papel filme a temperatura

ambiente.

4.2 OBTENCAO DA FULIGEM DE CANA-DE-ACUCAR

O material seco foi moido em forrageira com filtro, resultando em particulas
bem pequenas, as quais foram incineradas em forno mufla, seguindo o protocolo do
Documento 236- Procedimentos para Analise Lignocelulésica- EMBRAPA (MORAIS
et al., 2010), com algumas modificacfes descritas a seguir. O p6 foi submetido ao
forno mufla a uma temperatura de 250°C por 30 minutos, com rampa de aquecimento
de 8°C por minuto, obtendo-se a fuligem (Figura 1). Por fim, o material obtido foi
armazenado em potes plasticos vedados com parafilme a temperatura ambiente, para

utilizacdo posterior nos testes de toxicidade e citogenotoxicidade.
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Figura 1. Fuligem obtida a partir de processo
de incineracdo da cana-de-acucar
em forno mufla.

Fonte: Cinthia Silva (2020)

4.3 BIOENSAIOS COM Lactuca sativa e Allium cepa

4.3.1 Ensaio de fitotoxicidade com Lactuca sativa

Com o intuito de verificar uma possivel agédo toxica da fuligem obtida, sementes
de alface cv. Cinderela foram expostas a diferentes quantidades de fuligem (0,25 g,
0,59,1,09,2,0ge 3,09), bem como ao controle negativo (agua ultrapura) e positivos
[Herbicida Trifluralina (0,84 ppm de principio ativo), droga de acdo aneugénica] e
[Methylmethane sulfonate; Metil metano sulfonato (4x10“ Mv), droga de acéo
clastogénica], totalizando oito tratamentos.

Para cada tratamento, o nUmero de 120 sementes foi disposto em trés placas
de Petri (40 sementes/placa; trés repeticdes) forradas com tecido voile (tratamento
com a fuligem) ou papel de filtro (controles negativo e positivos), contendo as
respectivas quantidades de fuligem umedecidas com 10 mL de agua destilada e os
controles negativo e positivos. Tais placas de Petri foram mantidas a 25°C por 72h;
apos esse periodo, o numero de sementes germinadas foi anotado e o comprimento

médio de 20 raizes germinadas, selecionadas aleatoriamente, foi medido.
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A partir desses dados, foram calculadas a Germinacéo Absoluta (GA) e o indice
de Germinacéo (IG), sendo este ultimo utilizado para a classificacdo da fitotoxicidade

(PARADELO et al., 2008). Para obtencdo da GA, a seguinte equacao foi aplicada:

Numero de sementes germinadas
% GA = - , x 100
Numero de sementes totais

Por sua vez, o calculo do IG foi realizado a partir da quantificacdo da RSG
(Relative Seed Germination; Porcentagem Relativa de Germinacéo de Sementes) e
da RRG (Relative Rooth Growth; Porcentagem Relativa do Crescimento das Raizes),
segundo Tiquia et al. (1996) e com modificacdes propostas por Vasconcelos et al.

(2013). Para o calculo da % RSG, utilizou-se a equagao abaixo:

N.
% RSG = —=" %100

SG,CN

Onde, N, significa o nimero médio de sementes germinadas nos respectivos
tratamentos, enquanto que Nsccn refere-se ao nimero médio de sementes
germinadas no controle negativo.

Para calcular a % RRG, a equacao abaixo foi aplicada:

C
% RRG = ==L x 100
R,CN

Onde, Crr é o comprimento médio das raizes do tratamento e Crcy € O
comprimento médio das raizes do controle negativo.
ApoOs obtencado dos valores de % RSG e % RRG, 0 % IG foi calculado através

da seguinte equacéao:

(% RSG) X (% RRG)

%IG = 100
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Para a classificagdo da fitotoxicidade, o indice de germinagdo foi usado
seguindo a classificacdo de Paradelo et al. (2008), conforme apresentado no Quadro
1.

Quadro 1. Classificacao qualitativa da fitotoxicidade, segundo Paradelo et al. (2008).

IG % CLASSIFICACAO

> 100 Estimula a germinacao
>80 N3ao fitotoxico

50 - 80 Fitotoxicidade moderada
<50 Alta fitotoxicidade

Legenda: IG - indice de Germinagao.

4.3.2 Ensaio com Allium cepa

O potencial toxico, citogenotoxico e mutagénico da fuligem foi testado com o
organismo-teste A. cepa. Para isso, a quantidade de 150 sementes de cebola cv. Vale
Ouro IPA-11 foi germinada em placas de Petri com diferentes quantidades de fuligem
(0,259,0,59,1,09, 2,0g e 3,0 g) e com os controles positivos e o negativo, conforme
descrito no ensaio com L. sativa.

Apbés 72h de exposicdo aos tratamentos, a quantidade de sementes
germinadas foi anotada e o numero de 20 raizes germinadas foram coletadas
aleatoriamente, medidas, fixadas em Carnoy (etanol: acido acético; 3:1; v:v) por 6h a
8h & temperatura ambiente e, posteriormente, estocadas a — 20°C até o momento de
confeccgéo das laminas.

A preparacéo das laminas ocorreu de acordo com o procedimento sugerido por
Fiskejo (1985), com adaptacdes propostas por Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales
(2007). As raizes foram retiradas do fixador, cujo excesso foi removido com o auxilio
de papel filtro. Em seguida, estas raizes foram lavadas em &gua destilada,
hidrolisadas em HCI 1IN a 60°C por 10 minutos, sendo posteriormente lavadas e
coradas com Reativo de Schiff por 2h, em local escuro. Decorrido este tempo, as
raizes foram lavadas novamente em agua destilada e colocadas sobre uma lamina

limpa e identificada.
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Com o auxilio de um bisturi, as regiées de tecido meristematico e de células da
F1 foram identificadas e dispostas sobre a lamina para a realizacdo da contagem
celular. Para contraste celular, uma gota de carmim acético 2% foi posta sobre o
material, o qual foi recoberto com uma laminula e ligeiramente esmagado, de modo a
espalhar as células, sem comprometer a sua integridade celular. Em seguida, as
laminas foram flambadas e montadas com Entellan. A andalise das laminas foi
realizada em microscopio 6ptico, de modo a facilitar a identificacdo e contagem de
anomalias celulares.

Neste bioensaio, a germinacdo absoluta e a variagcdo do comprimento médio
das raizes foram usados como parametros para avaliar a toxicidade, o indice mitético
e o indice de alteracbes cromossdmicas em células meristeméaticas para analise da
cito e genotoxicidade, respectivamente, e, por fim, a frequéncia de micronucleos e
guebras cromossdmicas em células da F1 permitiram a avaliacdo do indice de
mutagenicidade.

O valor da germinacao absoluta foi calculado pela razdo entre o niumero de
sementes germinadas e 0 nimero total de sementes expostas a germinagédo em cada
tratamento. Por sua vez, a variacdo do comprimento médio das raizes foi obtida a
partir da selecéo aleatoria e medi¢cdo do comprimento de 20 raizes, extraindo-se assim
a média do comprimento da raiz por tratamento. Para o teste citogenotoxico e
mutagénico, os indices mitéticos, de alteracdes cromossdmicas e de mutagenicidade
foram obtidos a partir da analise de 1000 células/lamina (500 células meristematicas
e 500 células da F1), sendo realizada a leitura de dez laminas/tratamento, totalizando
10000 células/tratamento.

As imagens das alteracbes cromossémicas foram capturadas mediante o uso
do microscépio de epifluorescéncia Leica DM2500 acoplado a camera Leica DFC345
FX e software Leica LASX, sendo otimizadas para melhor brilho e contraste com o
Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para os bioensaios com L. sativa e A. cepa, foram avaliados oito tratamentos
(cinco diferentes quantidades da fuligem, um controle negativo e dois controles
positivos). Os valores de frequéncia foram transformados usando a formula (arcoseno

\ %). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto a
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homogeneidade foi testada por ANOVA/Levene’s. Apds esta analise, o Teste-T
(paramétrico) e o Mann-Whitney (ndo paramétrico) foram aplicados para avaliar a
germinacao absoluta e variagdo do comprimento médio das raizes em ambos 0s
bioensaios, bem como para verificar o IM, IAC e IMut obtidos no bioensaio com A.
cepa, mediante o software Statistica 8.0 (p< 0,05).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os parametros analisados e a classificagdo da fitotoxicidade da fuligem da
cana-de-agucar (0,25 g; 0,5 g; 1,0 g; 2,0 g e 3,0 g), segundo Paradelo et al. (2008),

utilizando as sementes de alface, encontram-se sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Analise da fitotoxicidade da fuligem resultante da queima da cana-de-acucar
mediante o bioensaio com Lactuca sativa, considerando a classificacao
proposta por Paradelo et al. (2008).

TRATAMENTO %GA VCMR (cm) %RSG  %RRG %IG FITOTOXICIDADE

CN 96.67 1,69+0,41 - - - Ausente
MMS 58.33* 0,51 +0,07* 60.53 27.17 16.45 Alta

TRI 2417 0,45+0,13* 24.83 24.46 6.07 Alta
0.25¢g 79.17* 0,48+0,20* 81.74 25.54 20.88 Alta
05¢g 71.67* 0,40+0,11* 73.98 21.74 16.08 Alta
10g 74.17* 0,38+0,08* 76.56 21.74 16.64 Alta
20g 65.83* 0,42 +0,14* 68.29 24.46 16.7 Alta
3.0¢9 30.83* 0,28 +0,06* 32.07 15.76 5.06 Alta

Legenda: Dados demonstrados em porcentagem ou em média e desvio padrdo. CN - Controle
Negativo; MMS — Metil Metano Sulfonato; TRI - Herbicida Trifluralina; GA — Germinagéo Absoluta;
VCMR - Varia¢@o do Comprimento Médio das Raizes; RSG - Porcentagem Relativa de Germinagéo
das Sementes; RRG - Porcentagem Relativa de Crescimento das Raizes; IG - indice de Germinaco;
(-) ndo se aplica; *. Diferente significativamente do CN (p< 0,05).

Considerando a germinagcdo absoluta, notou-se uma reducdo na taxa de

germinacdo das sementes de alface sob influéncia das quantidades de fuligem
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testadas, a qual variou entre 79,17 (0,25 g de fuligem) — 30,83% (3,0 g de fuligem),
em relacdo ao controle negativo (96,67%) (p< 0,05) (Tabela 1). Similarmente, os
valores de variacdo do comprimento médio das raizes mostraram uma diminuicao no
tamanho das raizes germinadas para todos os tratamentos, variando entre 0,48 (0,25
g de fuligem) — 0,28 cm (3,0 g de fuligem), frente ao controle negativo (1,69 cm) (p<
0,05) (Tabela 1). Assim, ambos os parametros apontam toxicidade da fuligem sobre
as sementes de L. sativa, principalmente para o tratamento de 3,0 g, sendo a acéo
toxica diretamente proporcional ao aumento da quantidade do material particulado
testado (Tabela 1).

Esta toxicidade da fuligem é corroborada pelos valores do indice de germinacao
(IG) obtidos, sendo estes calculado em fungcdo da Porcentagem Relativa de
Germinacao de Sementes (RSG) e Porcentagem Relativa do Crescimento das Raizes
(RRG). Tais indices variaram de 20,88 (0,25 g de fuligem) a 5,06% (3,0 g de fuligem),
valores classificados como altamente fitotoxicos (PARADELO et al. 2008) (Tabela 1),
enfatizando que a fuligem resultante da queima da cana-de-acucar influencia inibindo
a germinacao de sementes e o crescimento das raizes recém germinadas em alface.

Ao contrario do exposto em alguns trabalhos (DE SOUSA et al., 2017; DA
COSTA et al., 2018) sobre o beneficio das cinzas para o desenvolvimento inicial das
plantas, no presente estudo, os resultados da germinagcao em fuligem apontaram uma
interferéncia negativa no crescimento das raizes de L. sativa. Mtisi; Gwenzi (2019)
observaram um resultado semelhante ao avaliar a biodisponibilidade de metais e a
fitotoxicidade de cinzas de carvao em L. sativa, demonstrando que maiores taxas de
cinzas de carvao aplicadas no solo (50% e 75%) reduziram o comprimento das raizes,
frente as menores taxas de aplicagéo (5% - 25%).

Para o bioensaio com A. cepa, considerando o calculo da germinacao absoluta,
os tratamentos de 0,25 g, 0,5 g e 3,0 g mostraram uma reducgdao significativa na taxa
de germinacéo, notando-se os valores de 28,67%, 40,67% e 34,67%, respectivamente
(p< 0,05), frente ao controle negativo (56,67%) (Tabela 2), indicando que a fuligem
estaria inibindo a germinacdo das sementes. Entretanto, em relacdo a variacdo do
comprimento médio das raizes, foi notado um aumento do tamanho das raizes
submetidas ao tratamento com 0,25 g (1,14 cm), frente ao controle negativo (0,82 cm)

(p< 0,05), sugerindo que a fuligem estaria estimulando o crescimento em A. cepa.
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Tabela 2. Analise da citogenotoxicidade e mutagenicidade de diferentes quantidades
de fuligem resultantes da queima da cana-de-acucar mediante o bioensaio

com Allium cepa.

TRATAMENTO  %GA VCMR (cm) M IAC Imut

CN 56,67 0,82+0,29 21,41 + 8,38 0,21+0,18 0,00 + 0,00
MMS 52,67 0,93 +0,47 11,66 + 4,14 0,89 +0,33* 0,11 +0,09*

TRI 30,0* 0,62 +0,21* 15,59 £ 4,00 1,70+0,59* 0,19 +0,19*
0.25¢ 28,67* 1,14 +0,39* 6,18 + 2,06* 0,39+0,38 0,10+0,10
059 40,67* 0,87 £ 0,27 6,29 +2,73* 0,41+0,16* 0,11+0,12
10g9 55,33 0,77 +0,19 9,84 + 6,14* 0,82+0,69* 0,17+0,16
209 48,00 0,84 +0,19 6,50 + 3,70* 0,61+0,33* 0,30+0,28
3009 34,67* 0,69+0,14 6,93 + 2,64* 0,66 +0,36* 0,40+0,35

Legenda: Dados demonstrados em porcentagem ou em média e desvio padrdo. CN - Controle
Negativo; MMS — Metil Metano Sulfonato; TRI - Herbicida Trifluralina; GA — Germinagéo Absoluta;
VCMR - Variacéo do Comprimento Médio das Raizes; IM — indice Mitético; IAC — indice de Alteracéo
Cromossomica; IMut — indice de Mutagenicidade; *. Diferente significativamente do Controle Negativo
(p< 0,05).

Desta forma, o bioensaio com A. cepa ressaltou diferentes respostas em nivel
de toxicidade do material particulado em andlise, em comparacdo com L. sativa, a
gual se mostrou mais sensivel aos efeitos fitotoxicos da fuligem avaliada, conforme
revelado pelos menores valores de VCMR (Tabelas 1 e 2). Em termos gerais, a
interferéncia negativa das substancias toxicas sobre o crescimento das raizes,
denominados efeitos subletais, ocorre em baixas concentracbes e nesse caso, O
estudo das mesmas, permite o estabelecimento de concentragdes toxicas que podem
causar danos ao organismo teste (CAMPAGNA-FERNANDES et al., 2016). Em alface,
a sensibilidade pode estar relacionada a rapida germinacdo das sementes, alta
proliferacdo, crescimento linear das raizes, bem como a capacidade de analisar
simultaneamente a acdo de varios compostos, favorecendo a obtencéo e andlise dos
resultados (GRANT, 1994; ARAGAO et al., 2017).

O ensaio com L. sativa também € utilizado para a deteccao/avaliacdo de

aleloquimicos com uso promissor de bioherbicida, tendo como principal parametro
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explorado o alongamento da raiz (CAMPOS et al.,, 2008), um indicador valido e
sensivel de toxicidade ambiental (RATSCH; JOHNDRO, 1986). Entretanto,
considerando as caracteristicas intrinsecas da espécie, a aplicacdo desse bioensaio
tem sido recomendado como bioindicador para determinar a fitotoxicidade de
amostras de agua e sedimento (PRIAC et al., 2017), de metais (BAGUR-GONZALEZ
et al., 2011), extratos e Oleos vegetais (SOUZA; VICCINI, 2011; ANDRADE-VIEIRA et
al.,, 2014), estresses ambientais, a exemplo de altas concentracdes salinas
(CAMPAGNA-FERNANDES et al., 2016), medicamentos (REDE et al., 2019), bem
como material particulado atmosférico, conforme revelado pelo presente trabalho.
Contudo, as respostas dos testes de toxicidade e ecotoxicidade dependem
do(s) bioensaio(s) indicador(es) utilizado(s), os parametros aplicados em cada ensaio,
a exemplo da germinacédo absoluta, indice de germinacéao, variacdo do comprimento
médio das raizes, e do grupo téxico investigado. Tal fato esta relacionado as
diferencas naturais intrinsecas dos organismos testes, afetando diretamente a
sensibilidade dos mesmos aos compostos quimicos em analise, a qual pode variar
entre diferentes grupos taxondmicos, inclusive espécie (WANG; FREEKMARK, 1995).
Entre cultivares de L. sativa, por exemplo, foi notado que quatro cultivares
comerciais da Franca [Appia (A), Bataria dorée de printemps (B), Grosse blonde
paresseuse (GBP) e Kinemontepas (K)] mostraram diferentes respostas de indice de
germinacao apoOs suas sementes serem expostas a amostras de efluentes industriais
tratados, verificando-se uma escala de sensibilidade B> K> GBP> A (PRIAC et al.,
2017). Por sua vez, ao analisar extrato metandlico e hexanico de Solanum lycocarpum
St.-Hill, L. sativa mostrou-se mais sensivel aos testes de toxicidade e
citogenotoxicidade em comparacédo com A. cepa (CHIAVEGATTO et al., 2017).
Embora esteja sendo aplicado para avaliar efeitos das substancias quimicas
em nivel de ciclo celular e cromossémico, identificando a¢des citogenotoxicas e
mutagénicas (SOUSA,; VICCINI, 2011; ANDRADE-VIEIRA et al., 2014), no presente
estudo, o bioensaio com L. sativa ndo mostrou dados satisfatorios e reprodutiveis
(resultados ndo mostrados). Assim, a andlise citogenotoxica e mutagénica da fuligem
foi realizada mediante o sistema-teste com A. cepa, ressaltando a importancia da
utilizacao de diferentes modelos.
Em termos de citotoxicidade, uma ac¢éao citotoxica da fuligem foi ressaltada nas
células meristeméticas de A. cepa, devido a diminuicdo do indice mitético (IM) para

todos os tratamentos da fuligem, frente ao controle negativo (21,41%) (p< 0,05), sendo
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0 menor (6,18%) e maior indice mitético (9,84%) anotados para os tratamentos com
0,25 g e 1,0 g de fuligem, respectivamente (Tabela 2). Por sua vez, um aumento
significativo dos indices de alteracbes cromossOmicas foi visualizado para todas as
guantidades de fuligem testadas [0,5 g (0,41%), 1,0 g (0,82%), 2,0 g (0,61%) e 3,0 g
(0,66%)], com excecao de 0,25 g (0,39%), em comparagdao ao controle negativo
(0,21%) (p< 0,05), (Tabela 2), sendo encontrados Micronucleos (MN), pontes, quebras

e perdas cromossémicas e anafase multipolar, predominantemente (Figura 2).

Figura 2. Alteracdes cromossdmicas observadas em células meristeméaticas de Allium
cepa, utilizadas como parametros de citogenotoxicidade da fuligem oriunda
da queima da cana-de-acguUcar.

s o wo Doam £

Legenda: Setas indicativas. a. Micronucleo. b. Perda cromossdmica. c. Ponte telofasica. d. Anafase
multipolar. e. Quebra cromossdmica. f. Broto nuclear. Fonte: Cinthia Silva (2021).

Por fim, quanto ao indice de mutagenicidade, ndo houve diferenca significativa
(p> 0,05) em nenhum dos tratamentos quando comparados ao controle negativo
(Tabela 2), contudo € notdrio uma maior frequéncia de micronucleos em células da F1
de todas as quantidades testadas [0,25 g (0,10%), 0,5 g (0,11%), 1,0 g (0,17%), 2,0 g
(0,30%) e 3,0 g (0,40%)], em comparagao ao controle negativo (0,00%).

Diante desses resultados, as analises em nivel de ciclo celular e cromossémico
com o bioensaio com A. cepa revelaram que as quantidades de fuligem testadas
apresentam acao citogenotoxica, corroborando com trabalhos anteriores envolvendo
a toxicidade de material particulado (SILVA et al., 2012; PARK et al., 2018). Uma ac¢é&o

genotoxica foi revelada pelo aumento da frequéncia de microndcleos em células-mée
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de gréo de polen de Tradescantia pallida, expostas as particulas oriundas de residuos
da queima de cana-de-acucar, cujos autores afirmaram ser tdo toxicas quanto as
particulas derivadas de combustiveis fosseis (SILVA et al., 2012).

Por sua vez, uma atividade citotoxica de material particulado resultante da
gqueima de biomassa de palha de arroz e de caule de pinh&o foi comprovada pela
diminuicao da viabilidade das linhagens celulares do epitélio das vias aéreas humana
(A549, H292, BEAS-2B e SAEC), pelos ensaios de WRN (Neutral Red Uptake;
Absorcdo do Vermelho Neutro) e WST-A (Water-Soluble Tetrazolium Salt; Sal de
Tetrazdlio Solivel em Agua), suportando a ligacdo entre a exposi¢éo de particulas
finas e efeitos adversos a salude humana sugerida por estudos toxicoldgicos e
epidemiolégicos (PARK et al., 2018).

De acordo com LEME; MARIN-MORALES (2009), a diminuicdo do indice
mitético pode indicar a presenca de alteracdes derivadas da acdo das substancias
guimicas no crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos, sendo o indice
mitotico e o crescimento da raiz correlacionados (TAIZ; ZEIGER, 2006). Entretanto,
no presente trabalho, ndo foi possivel relacionar o declinio do indice mitético e a
reducdo da variacdo do comprimento médio da raiz e germinacdo absoluta em A.
cepa, conforme notado em estudos de citotoxicidade envolvendo amostras ambientais
e de extratos vegetais (SOUSA; VICCINI, 2011; ARAGAO et al., 2017;
CHIAVEGATTO et al., 2017). Em termos gerais, a diminuicdo do indice mitético pode
ser explicada pela interferéncia no processo de mitose, impedindo o inicio da préfase
e, consequentemente, a divisao celular (SOUSA; VICCINI, 2011). Por sua vez, a
reducdo da variagdo do comprimento meédio da raiz em A. cepa pode ter sido
ocasionada por modificagbes do alongamento celular durante processo de
desenvolvimento e diferenciacdo vegetal (HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010).

Em termos de alteragcbes cromossOmicas, estas podem ser induzidas por
diferentes compostos quimicos, os quais levam a quebras de DNA, inibicdo da sintese
de DNA e replicacdo de DNA alterado, por exemplo. Neste trabalho, um elevado indice
de alteracdo cromossdmica foi notado em células meristematicas de A. cepa.

E fato que as particulas finas no ambiente atmosférico sdo extremamente
importantes devido aos seus impactos na mudanca climética e seus efeitos
prejudiciais a saude ambiental e humana. Por serem geradas por diferentes caminhos,
sua composicdo quimica depende da fonte de origem e das condicbes fisico e

guimicas do processo de combustdo. A queima da palha da cana-de-agucar libera na
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atmosfera diversos poluentes, tais como: material particulado fino (PM25s) e grosso
(PM1o), gases como monéxido (CO) e dioxido de carbono (CO2), ésteres de acidos
graxos, hidrocarbonetos alifaticos e, principalmente, metais e HPAs (ZAMPERLINI et
al., 1997;: ARBEX et al., 2004; DE ANDRADE et al., 2010; INACIO; BRANDAO, 2016).

De acordo com a literatura, a fuligem contem elevadas quantidades de metais
de transicdo, como Fe, Cu, Zn, Si, Mn, Ti e Co, 0s quais sdo associados a ocorréncia
de erros de DNA mediados pelo desequilibrio das ROS (Reactive Oxygen Species;
Espécies Reativas de Oxigénio) e RNS (Reactive Nitrogen Species; Espécies
Reativas de Nitrogénio) gerando estresse oxidativo (KNAAPEN et al., 2002; VALKO
et al., 2006; PHAM-HUY et al., 2008; BONETTA et al., 2009; TUNGMUNNITHUM et
al., 2018). Alguns desses metais (Ti e Mn) ja foram relacionados a inducdo da
formacdo de MN em Tradescantia exposta a fuligem resultante da queima da cana-
de-acucar (SILVA et al., 2012), o que pode ser extrapolado para as pontes, quebras e
perdas cromossdmicas encontradas no presente trabalho, enfatizando a
genotoxicidade deste material.

Os HPAs sao encontrados tanto na fase gasosa quanto particulada, sendo esta
ultima, constituinte da principal fragédo inalada do aerossol (ZAMPERLINI et al. 1997).
As plantas podem incorporar os HPAs mediante captacao foliar, pela deposi¢éao seca
de particulas nas partes aéreas da planta ou por via imida, através de precipitacao
(WANG et al., 2011). Assim, a maior quantidade desses compostos estdo presentes
em vegetais folhosos, ao invés de raizes, o que pode ser explicado pela exposi¢do ao
ambiente externo (TUTEJA et al., 2011).

Entretanto, Nébrega et al. (2021) analisaram a interferéncia do benzo(a)pireno
(HPA) sobre L. sativa, constatando a presenca deste contaminante nas folhas e, com
maior incidéncia, nas raizes, relacionando-a com a inibicao do crescimento das raizes
de alface. Tal fato permite a suposicdo que o declinio da germinagdo absoluta e da
variacdo do comprimento médio da raiz em alface e cebola notados neste trabalho
pode estar associado a presenca desses hidrocarbonetos na fuligem testada.

Cavallaro et al. (2018) avaliaram a influéncia de material particulado sobre
populacdes da espécie Inga edulis M. através de biomonitoramento passivo na cidade
de Joinville-SC e verificaram que as populagdes localizadas mais préximas a zona
industrial (fonte de poluicdo) apresentaram maior concentragdo de material
particulado (60% a mais) sobre suas folhas em detrimento as popula¢des encontradas

em areas sem interferéncia industrial. Além disso, as populagdes das areas afetadas
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pela poluicdo, apresentaram danos morfolégicos e anatdmicos, resultando em
prejuizos no crescimento da planta.

Estudos anteriores sugerem trés principais tipos de doencas ocasionadas pela
exposicdo aos HPAs presentes na fuligem, doencas respiratorias, disfuncdes
cardiovasculares e o cancer, cujos mecanismos estéo atrelados a formagéo de adutos
de DNA, metilacdo de DNA, modificacdo de histonas, estresse oxidativo e efeitos
genotoxicos por quebras da fita de DNA (NIRANJAN; THAKUR, 2017).

A fuligem da cana-de-ac¢Ucar tem sido uma das principais causas responsaveis
pela alta incidéncia de doencas respiratérias na regido de Araraquara (SP/Brasil)
(ZAMPERLINI et al. 1997). A queima da cana-de-acUcar contribui consideravelmente
para os problemas ambientais e de saude que a populacdo de diversas cidades
enfrentam. Essa pratica geralmente, € realizada no periodo noturno, o que devido as
condi¢des climaticas, facilita a dispersdo da fumaca e consequentemente, afeta
negativamente a qualidade do ar (RIBEIRO; PESQUERO, 2010).

A maior parte dos trabalhadores envolvidos na queima e no corte da cana séo
jovens, entre 20 e 40 anos, com baixa ou sem escolaridade e que enfrentam uma
jornada de trabalho intensa. Apesar da pouca idade, as doengas e as consequéncias
dessa atividade sdo notérias, como € o caso de doencas respiratorias, ocasionadas
pelo excesso de fumaca inalada durante a queima (MATOS et al.,, 2018). Em um
estudo realizado com trabalhados rurais de uma usina sucroalcooleira em S&o Paulo-
SP para compreender a causa dos afastamentos por doencas ocupacionais, foi
observada a frequéncia de algumas doencas, tais como, doencas do sistema
osteomuscular e do tecido conjuntivo e doencas do sistema respiratério (CECCATO
et al., 2014).

Em um estudo sobre a relacéo da ocorréncia de danos genéticos em sangue
periférico e de mucosa oral de criangas residentes em locais préximos e distantes de
um complexo industrial petroquimico, foi notado que quanto menor a distancia dos
locais ao foco de poluicdo atmosférica, maiores foram os danos ao DNA das criancgas,
ou seja, acOes genotoxicas e mutagénicas foram mais frequentes proximo ao
complexo petroquimico (LEMOS et al., 2020). Esse trabalho demonstra que o volume
de material particulado e a qualidade do ar interferem diretamente nos danos que o
poluente pode ocasionar aos organismos expostos.

Em suma, a utilizacdo dos organismos-teste A. cepa e L. sativa em conjunto é

indicada pelo fato de ambas as espécies apresentarem alta sensibilidade a poluentes
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ambientais (SILVEIRA et al, 2017). Contudo, para avaliagdo do potencial
citogenotoxico e mutagénico, nota-se que A. cepa apresenta resultados mais
satisfatérios (YILDIZ et al., 2009; LAUGHINGHOUSE et al., 2012; ISSA et al., 2020).
Ja a utilizacdo de L. sativa apresenta maior expressividade quando diz respeito a
andlise de fitotoxicidade (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006; CHARLES et al., 2011;
TIGRE et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

Diante do presente estudo, constatou-se a eficiéncia dos bioensaios com
sistemas-vegetais para a elucidacdo dos efeitos que poluentes ambientais podem
ocasionar aos organismos expostos, considerando ainda, a escolha dos sistemas-
teste adequados a cada estudo.

A fitotoxicidade e citogenotoxicidade da fuligem resultante da queima de cana-
de-acucar comprovada neste estudo evidencia a acdo de compostos quimicos
toxicos ao ambiente e as consequéncias do seu acumulo aqui discutidas,
ressaltam a importancia do controle de emissao dessas particulas frente a saude

humana e ambiental.
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